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Abstrakt

Osteopordza je velmi starym onemocnénim postihujicim velkou ¢ast populace. Jeji
vyskyt stile nartstd. Jednd se o systémové onemocnéni kosti, pro které jsou
charakteristické ubytky anorganické i organické Casti kosti. Typickymi projevy jsou
osteoporotické zlomeniny. Pro v€asnou diagnostiku nemoci, je tieba provést potiebna
vysetieni. Jednim z nich je i laboratorni stanoveni markert kostni resorpce a novotvorby

pro zjisténi stavu kostniho metabolismu.

Cilem mé bakalaiské prace bylo stanovit hladiny markeru kostni resorpce
(B-CrossLaps) pomoci metod ELISA a ECLIA na stejnych sérech od pacientl

s diagnostikovanou osteoporozou a vysledky statisticky zpracovat.

V teoretické Casti prace jsem se zaméfila na soucasné poznatky o osteoporoze.
Popsala jsem definici osteopordzy, jeji historii a epidemiologii. Nastinila jsem, jaké
druhy osteopordzy rozliSujeme. Déle jsem se vénovala klinickym pfiznakiim nemoci,
a koho vSeho muze tato choroba postihnout. Poté jsem uvedla moznosti diagnostiky a
1éEby osteopordzy. V dalsi ¢asti jsem se zabyvala stavbou a funkcemi kosti. Potom jsem
se vénovala markerim kostni novotvorby a resorpce. Nakonec jsem se zminila
o kostnim metabolismu a jeho fidicich mechanismech. Zaméfila jsem se hlavné

na metabolismus vapniku, vitamin D, parathormon a kalcitonin.

Praktickou cast své bakalafské prace jsem provadéla v akreditované soukromé
laboratoii STAFILA, spol. s r. 0. v Ceskych Budg&jovicich. Pfi praci jsem postupovala
podle standardnich operac¢nich postupli laboratofe. Ve vyzkumu jsem zanalyzovala
celkem 66 sér od pacientl s osteopordézou. Nejdiive jsem stanovila koncentrace
B-CrossLaps metodou zaloZzenou na principu sendvicové ELISA na pfistroji
NexGen Four od firmy TestLine. Poté jsem ty samé vzorky zanalyzovala

na automatickém analyzatoru IDS-iSYS od spolecnosti IDS, tentokrat metodou ECLIA.



V metodické casti prace popisuji oba pfistroje, na kterych jsem stanoveni provadéla,

dale principy obou metod, pouzité analytické soupravy a vlastni postupy analyzy.

V dalsi ¢asti bakalaiské prace uvadim vysledky mého méfeni. Nejdiive jsem
zanesla do tabulky koncentrace B-CrossLaps v ng/ml zméfené obéma metodami a
u prislusnych vzorkt jsem uvedla pohlavi a roky narozeni jednotlivych pacient. Déle
jsem zhotovila graf, ktery vyjadiuje zastoupeni muzl a zen raznych vékovych kategorii
v mém vyzkumu. Druhy graf poukazuje na odliSnosti hodnot koncentraci B-CrossLaps
mezi obéma metodami. Vysledné koncentrace jsem poté podrobila regresni analyze.
Vyuzila jsem linearni regresi a Grubbsiv test pro zjisténi odlehlych hodnot, které jsem
z dalsiho statistického zpracovani vyloucila. Ze zbylych hodnot jsem provedla
Passing-Bablokovu regresi. Z vysledné regresni rovnice a 95% intervald spolehlivosti
smérnice B a Gseku A se zamitla proporcionalni chyba méfeni, ale naopak potvrdila
chyba systematicka. Korela¢ni koeficient R = 0,97 vykazuje velmi dobrou linedrni
zavislost mezi obéma metodami.

Praxi v laboratofi se ukazalo, Ze vyhodnoceni koncentraci 3-CrossLaps od stejnych
pacienti na dvou riiznych pfistrojich mize vykazovat caste¢né¢ odliSné hodnoty.
Pracovala jsem na dvou odlisnych analyzatorech, kazdy byl zaloZen na jiném principu,
s odli$nou citlivosti a nakalibrovanim. VSe mohlo mit vliv na vyslednou koncentraci
jednotlivych vzorkd.

Ptfednosti automatického analyzatoru IDS-iSYS je rychlejsi stanoveni. Dale lze
na tomto pfistroji provést vSechna potifebnd vySetfeni ohledné kostniho metabolismu,
od vitaminu D, parathormonu, osteokalcinu aZz po kostni markery. Je to vyhodné
pro pacienty s osteoporézou, ale i dal§imi metabolickymi onemocnénimi skeletu.

Vsechna pottebna vySetteni se tak provedou na jednom pfistroji.



Abstract

Osteoporosis is a very old disease affecting a large majority of population. Its
occurrence rate has been growing permanently. It is a systemic disease of bones
for which the decrease in bone mass, i.e. of inorganic as well as organic bone part is
characteristic. Typical symptoms are osteoporotic fractures. To perform an in time
diagnostics of the disease, it is necessary to execute the necessary examinations. One
of them is also the laboratory determination of markers of bone resorption and new

creation for finding out the state of bone metabolism.

The target of my bachelor thesis was to find out the level of the bone resorption
marker (B-CrossLaps) by means of ELISA and ECLIA methods on the same serum

from patients with the diagnosed osteoporosis and to process statistically the results.

In my theoretical part of thesis | focused on the present knowledge of osteoporosis.
The definition of osteoporosis, its history and epidemiology are described. | outlined
which kinds of osteoporosis may be distinguished. Then | described the clinical
symptoms of the illness and who can be affected by this illness. The possibilities
of diagnostics and of the osteoporosis treatment follow. In the next part | dealt
with the structure and functions of bones. Then | focused on markers of bone formation
and resorption. Finally 1 mentioned the bone metabolism and its control mechanisms. |
concentrated mainly on the metabolism of calcium, D vitamin, parathormone and

calcitonin.

| carried out the practical part of my bachelor's thesis in the accredited private
laboratory STAFILA, spol. sr. 0. in Ceské Budgjovice. The procedure of my work
followed the standard operating procedure of the laboratory. In the research, in total 66
serums of patients with osteoporosis were analysed by me. At first, | determined
the concentration by B-CrossLaps method based on the principle of sandwich ELISA
on the appliance NexGen Four from TestLine company. Then | analysed the same



samples on the automatic analyser IDS-iSYS from IDS company, this time by ECLIA
method. Both appliances on which the determination was executed, principles of both
methods, applied analytic sets and the procedures of analysis are described

in the methodical part.

In the next part of my bachelor's thesis, the results of my measuring are stated.
At first I entered the concentrations B-CrossLaps in ng/ml measured by both methods
into the table and for the respective samples | stated the sex and years of birth
of individual patients. Moreover | prepared a graph illustrating the share of men and
women of various age categories in my research. The second graph shows
the differences in values of B-CrossLaps concentrations between both methods.
Resulting concentrations were subject to regression analysis. | applied linear regression
and Grubbs test for finding out the outlying values excluded from the further statistical
processing. | performed Passing-Bablok regression based on the remaining values.
As a result of regression equation and 95% CI of the slope B and intercept A,
the proportional error of measuring was rejected but on the contrary, the systematic
error was confirmed. Correlation coefficient R = 0,97 shows a very good linear
dependency between both methods.

It turned out by practice in the laboratory that the evaluation of concentrations
B-CrossLaps from the same patients on various appliances may show partially different
values. | worked at two different analysers, each of them was based on another
principle, with a different sensitivity and calibration. All of this could have the influence
on the resulting concentration of individual samples.

The advantage of automatic analyser IDS-iSYS is a quicker determination
Moreover it is possible to perform on this apparatus all the possible examination
concerning the bone metabolism from D vitamin, parathormone, osteocalcin up to bone
markers. It is advantage for the patients with osteoporosis as well as with other
metabolic skeleton diseases. It follows from this that all the necessary examinations

may be carried out on one apparatus.
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Seznam pouzitych zkratek

BMD - kostni mineralni denzita

BMI — body mass index

QCT — kvantitativni pocitacova tomografie

CRP — C-reaktivni protein

HRT — hormonalni substitu¢ni terapie

bALP — kostni alkalicka fosfataza

OC — osteokalcin

PINP — aminoterminalni propeptid prokolagenu typu I
PICP — karboxyterminalni propeptid prokolagenu typu I
TRACP — tartarat-rezistentni kysela fosfataza

INTP — aminoterminalni telopeptid kolagenu typu I
ICTP — karboxyterminalni telopeptid kolagenu typu I
CTX - CrossLaps

PTH — parathormon

ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ECLIA — Electrochemiluminescence Immunoassay
RLU — pomérna svételna jednotka

BSA — bovine serum albumin — hovézi sérovy albumin
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Uvod

Osteopor6za je jednim zonemocnéni, které se cCasto vyskytuje v prumyslové
vyspélych zemich. Patiéi do skupiny tzv. civilizaénich chorob. V Ceské republice trpi
timto onemocnénim priblizné tii ¢tvrt€ milionu obyvatel.

Vyznacuje se ubytkem kostni hmoty, zménou mikrostruktury i funkce kosti. Velmi
zavaznym problémem je zvysené riziko zlomenin, z nichZ mezi nejCast&jsi patii fraktura
krcku stehenni kosti. Pravé ztohoto divodu se osteopordza vyznacuje vysokou
morbiditou i mortalitou. Navic se mize vyskytovat Gplné u kazdého z nas.

RozliSujeme osteoporézu primarni a sekundarni, jez vznika jako dusledek jiného
onemocnéni.

Pojem osteopor6za byl definovan teprve na konci 19. stoleti, ale tato nemoc provazi
lidstvo uz nekolik tisicileti. Dokazuji to naptiklad kostry Indiani staré 4000 let ¢i malby
ze starého Recka.

Diagnostika osteopordzy je komplexni, od denzitometrie az po rizna laboratorni
vySetfeni. A pravé laboratorni stanoveni markert kostni novotvorby a remodelace ma
svlj podil na zachyt onemocnéni a dale pfi posouzeni stavu kosti a monitoringu 1é¢by.
Diky tomu muzeme zjistit, jak uc¢inna lécba je a zda pacienti dodrzuji rady 1ékaie, aby
se jejich stav nezhorSoval.

B-CrossLaps jsou markery kostni resorpce. Jsou to fragmenty kolagenu typu I, které
se uvolnuji z kostni hmoty do krve béhem jeho degradace.

Téma mé bakalatské prace je ,,Porovnani metod ECLIA a ELISA pri stanovovani
S-CrossLaps®. Toto téma jsem si vybrala, protoze si myslim, ze problematika ohledn¢
osteoporozy je velice aktudlni. Osteopordza mulze postihnout kohokoli z nés, zaroven
jeji vyskyt je Casty a ve svété ma vzestupnou tendenci. Navic je zajimavé porovnat
vysledky kostniho markeru na dvou riznych piistrojich pomoci dvou odlisSnych metod.

Cilem mé prace bylo stanovit hladiny markeru kostni resorpce (B-CrossLaps)
pomoci metod ELISA a ECLIA na stejnych sérech od pacientii s diagnostikovanou

osteopordzou a vysledky statisticky zpracovat.
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1 Teoreticka cast

1.1 Definice osteoporozy

Osteopordza je systémové onemocnéni kosti, které je charakterizovano ubytkem
anorganické 1 organické casti kosti, ddle zménou mikrostruktury kosti a jeji funkce.
V disledku téchto zmén ztraceji kosti svou pevnost a zvysuje se tak riziko zlomenin.
Nazev vznikl ze dvou feckych slov — osteo (kost) a poros (otvor) (1, 2, 3).

Osteoporéza je vysoce frekventnim onemocnénim piedevSim v primyslové
vyspélych zemich, kde postihuje zhruba 7 az 8 % populace. Mezi tyto zemé se fadi
i Ceska republika, v niz touto chorobou trpi pfiblizné tii &tvrté milionu obyvatel.
V dtsledku ¢astych fraktur se nemoc vyznacuje zna¢nou morbiditou a mortalitou a

piedstavuje proto zavazny zdravotni a socialni problém spolecnosti (1, 4, 5).

1.2 Rozdéleni osteoporozy

U osteopordzy rozliSujeme formu primarni a sekundarni. U primarni formy neni
znama piesna pricina ubytku kostni hmoty, zatimco u sekundarni ji zndme a vétSinou je

dasledkem néjakeé jiné choroby ¢i reakei na jeji 1éCbu (2, 5).

Primarni osteopordza se dale rozdéluje na postmenopauzélni a involu¢ni, nebo také
jinak stafeckou:
- postmenopauzalni osteopordéza vznikd v disledku snizené tvorby estrogend a
postihuje predevsim kost tramcitou,
- involu¢ni osteopordza se objevuje u lidi starSich 70 let a k osteoporotickému

procesu dochazi v kosti trabekularni i kompaktni.
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Sekundarni osteoporézu miizeme pozorovat u lidi s onemocnénim traviciho ustroji
a stim souvisejici poruchou vstiebavani vapniku a vitaminu D. Dale mize provazet
osoby trpici Cushingovym syndromem, hyperparathyre6zou, jaternimi chorobami,
revmatoidni artritidou ¢i mnohocetnym myelomem a mnoha dal$imi onemocnénimi (2,

5).

1.3  Historie osteoporozy

Osteopordza je velmi starym onemocnénim. Ditkazem toho je nékolik dochovanych
starych ¢inskych a feckych maleb, na nichz jsou znazornény zeny s typickou
osteoporotickou hrudni hyperkyf6zou. V roce 1989 Smrcka a spol. objevili pfed€asnou
osteopordzu na kostrach mladych egyptskych Zen pochazejicich z 3. — 5. st. n. |
Moznou pfic¢inou bylo pojidani chleba s vy$sim obsahem fytatu, ktery na sebe ve stieve
vaze vapnik. Déle byla tato choroba nalezena i1 na kostrach severoamerickych Indianii
starych ptiblizné 4000 let (2).

Samotny pojem osteopor6za byl definovan az v roce 1885, kdy Pommer odlisil tuto
nemoc od osteomalacie. Zacatkem 20. stoleti jiz byla znama i senilni osteopor6za (2).

Vyznamny rozvoj v této oblasti nastal po druhé svétové valce vydanim knihy

The Parathyroid Gland and Metabolic Bone Disease autorti Albrighta a Reifensteina (2).

1.4  Koho osteoporoza postihuje?

Osteopordza muze postihnout kazdého z nas, ale existuji skupiny lidi, jeZ mohou
byt touto nemoci vice ohrozeny. NejCastéji se vyskytuje u Zen nékolik let
po klimakteriu. Ovliviiuje to tvorba Zenskych pohlavnich hormont, pfedevS§im
estrogend, ktera je po prechodu snizena. Estrogeny pisobi celkové na skelet

I metabolismus kosti ochrannym t¢inkem (5).
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Nemoc neni vyjimkou ani u muzi ¢i déti. Osteopordéza u muzli souvisi rovnéz
s ubytkem pohlavnich hormont. Ty jsou vSak jiné nez u Zen. Produkce testosteronu
za¢ind u muzl klesat pozvolnéji a v pozdé€jSim veéku nez u zen produkce estrogend, jez
je relativné nahla. U muzl se tedy vyskytuje osteopordza az v pozdéjsim veéku. U déti
neni pfili$ Casta a jedna se predevsim o sekundarni formu nemoci (5).

Osteopordza miize dale postihnout lidi trpici chronickym onemocnénim traviciho
traktu, jater Ci ledvin. Sklon k této nemoci maji také pacienti s chronickymi zanétlivymi
chorobami, malabsorpénim syndromem, lidé, ktefi se nemohou delsi dobu pohybovat
nebo diabetici 1. typu. Pfi snizené kostni mineralni hustoté hraje svou roli i dédi¢nost.
Pokud méla matka zlomeninu krc¢ku stehenni kosti, je u jeji dcery az dvakrat vyssi
riziko této =zlomeniny. Vys$$i riziko maji rovnéz Zeny dlouhodobé 1éCené
benzodiazepiny, vyS$i nez 168 cm, kufacky a ty, které uz diive mély néjakou
zlomeninu. Naopak nizs§i nebezpeci fraktury je u Zen, jez po pétadvacatém veéku pribraly
na vaze (1, 2, 6).

V Ceské republice trpi osteopordzou 33 % Zen a 15 % muzi ve véku nad 50 let.
S piibyvajicim v€kem se zvySuje 1 vyskyt nemoci. Ve véku nad 70 let postihuje pak

az 47 % zen a 39 % muzi (1).

1.5 Epidemiologie osteoporozy

Incidence osteopordézy ma ve svété vzestupny trend. Je velmi obtizné hodnotit
vyskyt choroby, jelikoZz nemoc mulZe probihat 1 zcela asymptomaticky. Ani
z osteoporotickych zlomenin, mezi které fadime typické zlomeniny obratlli, Collesovu
frakturu dolniho predlokti ¢i zlomeniny krcku stehenni kosti, se neda udé€lat presny
obrazek o vyskytu této nemoci. Nékteré z nich mohou byt 1é€ené pouze ambulantné a
nemusi byt centraln¢ zaregistrované (2).

Za smé&rodatny ukazatel vyskytu osteopordzy se povazuje fraktura krcku stehenni
kosti, kterd je zaroven i1 nejzévaznéjs$i zlomeninou. Také u této fraktury se sleduje

vzestupny trend (2).
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Vyskyt zlomenin kr¢ku femuru je zavisly na fad€ faktord, jimiz je v€k, pohlavi, rasa,
zemé&pisné vlivy, nutri¢ni zvyklosti a Zivotni styl (2).

Muzi 1 zeny se shodnou kostni denzitou maji také piiblizné stejné vysoké riziko
zlomenin. Pfesto zeny celkové utrpi vice fraktur nez muzi, protoze maji pramérné nizsi
hustotu kosti (7).

Dalsim z rizikovych faktort je etnicky ptuvod. Nejcastéji se vyskytuji zlomeniny
krcku femuru u bélochu. Lidé afrického piivodu maji lepsi kostni denzitu nez ostatni
rasy, proto je u nich také o 30 % men$i vyskyt zlomenin. Také u Asiatl je
vypozorovana mensi incidence fraktur, pfestoze maji nizsi hustotu kosti nez bélosi.
Zajimavosti také je Castéjsi vyskyt v oblastech mirného pasma, kde na to ma castecny
vliv i zména ro¢nich obdobi a s ni zvysena kluzkost povrchu (2, 7, 8).

Vliv na BMD maji i nutriéni zvyklosti, a to pfedevSim piijem vapniku, coz také
prokazali Reid a spol. ve své studii u postmenopauzalnich zen. Zatimco jedna skupina
prijimala ve zvySené miie kalcium, druhé skupiné bylo podavano pouze placebo. U zen
s vys§im piijmem kalcia doSlo ke snizeni ztraty kostni mineralni denzity v celém téle
pramérné az o 43 % ve srovnani s témi, jez piijimaly jen placebo (9).

V dalsi studii bylo zjisténo, Ze pfijem vapniku pozitivné koreluje s nékterymi
biochemickymi markery kostni remodelace, které zase souviseji s BMD a sniZenym
rizikem fraktur. Velky podil na to ma uhliitan vépenaty, ale pfedpoklada se,
Ze podobné G¢inky maji i dalsi vapenaté soli (10).

Dal$im velmi vyraznym faktorem je BMI. Nizké hodnoty body mass indexu jsou
vyznamnym rizikovym faktorem zlomeniny kr¢ku stehenni kosti, ale 1 dalSich
osteoporotickych zlomenin. Riziko zlomeniny je u jedince s BMI 20 az dvakrat vyssi
neZ u jedince s BMI 25. Béhem jedné provadeéné studie, byly sledovany dvé skupiny
lidi. V prvni skuping byli lidé, ktefi zménili svlij zivotni styl a zhubli primérné o 3,2 kg,
naopak se jim ale dvakrat tak rychle snizila BMD v oblasti ky¢li a bederni patete oproti

tém, kteti byli po celou dobu vahove stabilni (11, 12).
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1.6 Klinické priznaky osteoporozy

Osteopordza probihd ve vétSin€é piipadi zcela bez priznakd. Velmi Casto se ani
nepozna, kdy ptesn¢ se choroba za¢ne rozvijet. Mnohdy je prvnim projevem prave
nékterd osteoporotickd zlomenina. Lidé zacinaji obvykle vyhleddvat lékate, az kdyz
trpi nékterym z charakteristickych symptomt, kterymi jsou nespecifické bolesti
v zadech ¢i dlouhych kostech koncetin (2, 5).

Zmeény se projevi 1 na postavé lidského téla. Velmi napadnym projevem je hrudni
kyféza neboli tzv. ,statecky hrb“. Nachazime ho v pozdé&jsim stadiu nemoci témér
u kazdého pacienta. Vlivem snizovani obratlii se zmenSuje i télesnd vyska osob o vice
nez 3 centimetry. Aby se télo vyrovnalo se zakulacovanim zad, dochazi také
K vyklenovani bficha. S hrudni kyfozou souvisi i snizena kapacita plic, ktera v tézkych
ptipadech vede az k dusnosti a projeviim restriktivniho onemocnéni plic. Kvili zménam
Vv bfisnim prostoru se miize rozvinout i refluxni esofagitida (2, 5, 13, 14).

Uvazovat o osteopordze by se mélo, 1 pokud pacient nema Zadné symptomy, ale jsou
u ng dle jeho anamnézy zjiStény nékteré rizikové faktory. Mezi né fadime lécbu
kortikoidy ¢i tyreoidalnimi hormony, nemoci ovlivitujici metabolismus vapniku,
pred¢asnou menopauzu, nedostate¢nou tvorbu pohlavnich hormont, nizkou télesnou

hmotnost, sedavé zaméstnani, nedostatek pohybu nebo silné kufactvi a alkoholismus (2,
5, 13, 14).

1.7 Diagnostika osteoporozy

Diagnostika osteopordzy je komplexni. Zahrnuje rodinnou anamnézu, klinické
symptomy, vySetieni pomoci zobrazovacich metod a nakonec biochemické laboratorni
testy (2, 5).

Stanoveni kostni denzity je jednim z nejvyznamnégjSich markerti pro diagnostiku

osteopordzy pomoci zobrazovaci metody zvané denzitometrie. Touto metodou lze
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pfiblizné urcit riziko hrozicich osteoporotickych zlomenin a také, zda je nutné brat 1éky,
jez by zabranovaly dal§im ztratdam kostni hmoty.

Dfive se osteopordza stanovovala prakticky jen pomoci rentgenovych snimkt
skeletu, pfedevsim u hrudni a bederni ¢asti patefe. Dnes se pouzitim této metody ptijde
na osteoporézu vétSinou u pacientt, ktefi utrp€li néjakou frakturu. Prokéaze-li se
onemocnéni na rentgenovém snimku, vétSinou se jedna uz o velké ztraty kostni denzity
ve vy$i minimalné 30 % (2, 5).

V dnesni dobé se pouzivaji metody, které jsou pro zachyceni osteopordzy piesnéjsi.
Patii mezi n¢€ absorpciometrie a kvantitativni pocitacova tomografie.

Absorpciometrie je zalozena na absorpci fotont, které jsou uvoliovany
z rentgenového ¢i radionuklidového zdroje. RozliSujeme absorpciometrii o jedné a dvoji
energetické hladin€. Jednoenergetické metody nerozliSuji mezi mékkymi tkanémi a
kosti. Z tohoto divodu se vyuzivaji predevsim na periferni casti kostry, hlavné
na predlokti. Naopak dvouenergeticka absorpciometrie uz dokaze odlisit me¢kké tkané
od kosti, a proto je vhodna k méfeni kostni denzity v axialni oblasti skeletu, jako je
patef a ky¢le (2, 5, 15).

Kvantitativni pocitacova tomografie (QCT) umoziiuje zhodnotit mnozstvi absorpce
ionizujiciho zafeni, které projde kalcifikovanymi tkdnémi. Tato metoda dokaze odliSit
tramcitou a kortikalni kost (2, 5).

Dalsi moZnosti stanoveni kostni hmoty je ultrazvukové vysetfeni, pfi némz ale
nejsou od sebe odliSeny jednotlivé slozky kosti. VéEtSinou se vyuziva na patni kosti.
Vyhodou je nulova radia¢ni zatéz na organismus (2, 5).

Ke stanoveni aktivity procesu je proto nezbytné i biochemické vysetieni. Zjistime tak
celkovy metabolicky stav nemocného, ale také zhodnotime metabolismus vapniku a
kosti. S tim souvisi laboratorni vysetfeni nékterych minerald a hormonti, dale ukazatelti
resorpce a novotvorby kosti. K biochemické diagnostice se vyuzivaji nejen vzorky krve,
ale 1 moci, kde se nachazi odpadni produkty téchto latek (2, 5, 15)

Ke zjisténi celkového metabolického stavu pacienta se vyuziva rutinnich
biochemickych vySetfeni — krevni obraz s diferencidlnim rozpoctem, sedimentace

erytrocyti, CRP, mo¢ a sediment, jaterni testy, ionty, kreatinin, kyselina mocova,
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mocovina, glykémie, elektroforéza sérovych bilkovin, pfipadné dalsi. Tim se vylouci
bézné pric¢iny sekundarni osteoporozy (2, 5, 15).

Pti vySetfovani kalciofosfatového a kostniho metabolismu zjistujeme hladinu
vapniku v Krvi. Zhormond se nejcastéji stanovuje hormon piistitnych télisek,
parathormon, a hormony S§titné zlazy. U starSich lidi se v dusledku poklesu produkce
pohlavnich hormont zvysSuje odbourdvani kosti, zarovenn u nich muze byt snizend
i jejich novotvorba. Z toho vyplyva, Ze dle hodnot markerd kostni novotvorby a
odbouravani lze zjistit, zda neni naruSena rovnovaha mezi nimi, a to ve prospéch
odbouravani kosti. Pomoci téchto kostnich ukazatelti Ize urcit progndéza onemocnéni

i monitorovat u¢innost 1é¢by (2, 5, 15).

1.8 Lécba osteoporozy

Hlavnim ucelem 1éEby je zamezit dalSimu ubytku BMD, naslednému zhorSeni kostni
tkang, frakturam a dal$im komplikacim (16).

Aby byla terapie pro pacienta uspé$nd, musi dodrzovat nejen vSeobecné zasady
1&Cby, ale 1 specifickou 1écbu riznymi Iéky. LéCebnych metod existuje hodné, proto je
podstatné vybrat tu spravnou pro daného jedince. Zavisi na stafi pacienta, zda jde
o muze ¢i zenu a jaké se u n&j vyskytuji rizikové faktory (2, 5, 16).

Mezi v§eobecné zasady se fadi obecné terapeutické postupy a z ¢asti 1 prevence. Patii
sem ruzna dietni opatieni a s tim souvisejici spravna vyziva s dostatenym piijmem
vapniku. Dulezity je rovnéz vitamin D, a to pfedevsim jeho aktivni formy. Zna¢nou roli
hraji téz sportovni aktivity, které jsou pfizpiisobené veéku a stavu pacienta. Vhodné je
napft. plavani a chiize. Neptiznivy uc¢inek na 1é¢bu ma kouteni a nadmérné piti alkoholu,
kterym by se méli nemocni vyvarovat. U sekundarni formy je dilezitd Gcinna lécba
nemoci, v disledku nichZ osteoporéza vznikd a mulZe progradovat. Pokud je nutna
imobilizace nemocného, napt. po zlomening obratlii, méla by byt co nejkratsi. Déle se
k obecnym zasadam fadi rehabilitace, analgetika na bolest, lokalni teplo a dalsi

podpirné prostredky (2, 5).
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U specifické 1écby rozliSujeme 1€ky, které potlacuji odbouravani kostni tkané a ty,
jez mnaopak podporuji jeji novotvorbu. Do skupiny Ilécebnych latek tlumicich
odbouravani kosti patii kalcium, vitamin D, HRT a bisfosfonaty. Parathormon a
anabolika se fadi k latkam stimulujicim kostni novotvorbu. (2, 5)

Dostate¢ny piijem vdpniku je zékladem prevence vzniku onemocnéni, ale je
vyznamny i pii rozvinuti nemoci. Doporucend denni davka je u dospélych do 50 let
alespon 1 g, u lidi starSich 50 let by mél byt vyssi, ato 1,2 — 1,5 g. Vyssi pfijem by mély
mit rovnéz t€hotné a kojici zeny, pacienti s osteopordzou a dospivajici déti. Jestlize neni
dostate¢ny pfijem kalcia v potravé, mélo by byt dopliovano formou tablet. Vapnik
pfijimame v potravé hlavné¢ v mléce a mlécnych vyrobcich. Vyskytuje se také
Vv celozrnném pecivu, sardinkach, maku, ofiskéch, suSenych Svestkdch, merunkach,
pazitce, petrzeli, mineralkach, a pokud pijeme tvrdou vodu (2, 5, 17).

Dostatek vitaminu D je nutny pro tvorbu kalcitriolu, ktery nasledné stimuluje sliznici
tenkého stieva k tvorbé specifického proteinu nezbytného pro navazani a vstfebavani
vapniku (17, 18).

Diive se k 1é¢bé osteopordzy vyuzival také kalcitonin. Zpomaloval odbouravani kosti
tim, ze tlumil ¢innost osteoklastli. Plsobil také jako analgetikum. Nejvice efektivnim
typem byl lososi kalcitonin, ktery je 30 az 50 krat G¢inné&jsi nez ten lidsky. Podaval se
ve form¢ injekce nebo nosniho spreje. V roce 2013 byla 1écba kalcitoninem ukoncena
z dvodu mirného zvySeni rizika nadorovych onemocnéni (5, 17).

Bisfosfonaty jsou slouceniny podobné pyrofosfatim, ale jsou synteticky vyrobené.
Tlumi odbouravani kostni tkan€ a zaroven pomahaji tvoftit tkain novou. Existuje nékolik
druhu téchto 1ékt. Mezi nejicinngjsi patii alendronat a risendronat. (5)

Hormonalni substitucni lécha, kterd je také oznaCovéana jako estrogenni terapie, je
efektivni u Zen po menopauze. Nejen, Ze zbavuje zZeny obtizi zplsobenych
klimakteriem, ale navic ma pozitivni vliv prdvé na prevenci osteopordzy i u zen se
zvySenym rizikem fraktur, protoZe zabranuje dalSimu Ubytku kostni hmoty. Lécba trva
alespon 5 let, ale uz od pocatku jsou znat vysledky. Jeji ucinky snizuji riziko zlomenin
krcku femuru az o 50 %. Na druhou stranu je povazovana za velmi kontroverzni.

Mnoho organizaci radi, aby se podavala v co nejmensi davce a po co nejkratsi dobu, jak
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jen to je mozné. Tato doporuceni jsou zalozena na vysledcich Women’s Health
Iniciative, které objevily u zen léCenych pomoci kombinované substitucni terapie
Skodlivé vedlejsi uCinky na srdce a zaroven cCastéjsi vyskyt rakoviny prsu. Praveé kvali
nepfiznivym vedlejsim U¢inkim neni tato lécba jeSt¢ moc pouzivana. Nejvice ji
vyuzivaji zeny v USA, a to cca 40 %, zatimco u nas je to jen okolo 12 % zen. Z dalsi
studie naopak vyplyva, Ze 1écba vyuzivajici pouze podavani estrogent je pfizniva a
udrzuje kosti silné. Jina klinickd studie provedend v Dansku ukézala, ze vétSina
nezadoucich G¢inkl je zplisobena progestiny, ale ne estrogeny. Zaroven bylo u Zen,
které zacaly uzivat estrogen brzy po menopauze, snizeno riziko kardiovaskularnich

chorob a rakoviny (5, 19, 20, 21, 22).

1.9 Kostni markery

Rozlisuji se dve€ zdkladni skupiny kostnich ukazatelii. Ty, které poukazuji na resorpci
kosti, a ty, jez pfiblizuji kostni novotvorbu. Jejich biochemické stanoveni poskytuje
informace ke zhodnoceni aktivity téchto procesi. Celkové ve stafi a u zen
po menopauze je veétSinou snizend novotvorba, ale zvySené odbouravani kosti. Kostni
markery slouzi k monitorovani 1é€by osteopordzy, ale ne k jeji diagnostice. Pomahaji
pochopit fyziologii kostnich onemocnéni (5, 23).

Do skupiny ukazatelli kostni novotvorby patii kostni alkalickd fosfatdza (bALP),
osteokalcin (OC) a amino- a karboxyterminalni propeptid prokolagenu typu I (PINP,
PICP). Kostni alkalicka fosfataza je enzym obsaZeny v membrané osteoblasttl, jejichZ
aktivaci se uvoliuje do krve, a lze tak stanovit v séru. Osteokalcin je dileZitym
proteinem kostni tkané. Pro jeho tvorbu je tfeba vitamin K a aktivni forma vitaminu D.
Vznika také v osteoblastech, odkud se asi 70 % uvoliluje do krve, zbylych 30 % se
zabudovavd do kostni matrix. Diky jeho velmi malé molekule snadno pronika
glomerulem. Z tohoto diivodu jsou jeho hodnoty zvySené u pacientii s nedostate¢nosti
ledvin. Vaze na sebe hydroxyapatit. DalSim markerem kostni novotvorby jsou amino- a

karboxyterminalni propeptidy, které vznikaji St€penim od prokolagenu 1. Ten je
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prekurzorem kolagenu typu I, ktery piedstavuje nejdulezitéj$i bilkovinu organické
kostni matrix (2, 18).

Mezi markery kostni resorpce se fadi hydroxyprolin, pyridinolin a deoxypyridinolin,
tartarat-rezistentni kysela fosfataza (TRACP), amino- a karboxyterminalni telopeptid
kolagenu I (INTP, ICTP). Hydroxyprolin je aminokyselina a zaroven degradacni
produkt metabolismu kolagenu. Dostava se do moci, ze které se také stanovuje. Neni ale
specifickym ukazatelem kostni resorpce, protoze se vyskytuje ve vSech typech
kolagenu. Pyridinolin a deoxypyridinolin tvoii pficné vazby (tzv. cross-links), které
vzajemné spojuji molekuly kolagenu. Degradaci kolagenu se uvolituji do krve a lze je
stanovit z moci. Specifi¢téjsim ukazatelem je deoxypyridinolin vznikajici pouze
z kostniho kolagenu typu | (2, 18).

Karboxyterminalni telopeptid kolagenu | (CrossLaps, CTX) se uvoliiuje do krve
pfi Stépeni kolagenu typu 1. Je to marker kostni resorpce. Laboratorné se stanovuje
imunochemickymi metodami. Velikost tohoto peptidu je velmi mald, a tak snadno
prochazi glomeruly. Z toho vyplyvé, Ze jeho koncentrace v séru zavisi na funk¢nosti
ledvin. Po spontianni izomeraci a racemizaci zbytk( kyseliny asparagové
s C-terminéalnim telopeptidem vznikaji 2 izomery CTX — a (nové vznikly kolagen) a 3
(zraly izomerizovany kolagen). Vysoké hodnoty nalézdme u déti, u nichz je kostni
resorpce spojend sristem a modelovanim koncl dlouhych kosti, ale také
u postmenopauzalnich Zen. Dle cirkadidnnich rytmi dosahuje nejvyssi hodnoty okolo

v

paté hodiny ranni, naopak nejnizsi kolem druhé hodiny odpoledni (18, 24, 25, 26).

1.10 Stavba a funkce kosti

Kosti téla tvoti ptiblizné 15 — 20 % celkové hmotnosti ¢lovéka. Maji mnoho riznych
funkci. Jsou pevnou oporou téla a spolu se svalovou soustavou tvoii pohybovy aparat.
Nekteré kosti zastupuji ochrannou funkci pro jiné organy. Podili se na homeostéze,

jelikoZ zde dochazi k metabolismu minerall, zejména vapniku, a slouzi i1 jako jeho
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zasobarna. Diky kostni dfeni, jez je v kostech ulozend, je také mistem vzniku
erytrocytu, trombocytt a vétsiny leukocyti (2, 27).

Kostni tkain ma ptivod v mezodermu. Vznika dvéma zpiisoby, a to primarni osifikaci,
kdy dochézi ptfimo k pfeméné na kost, anebo sekundarni osifikaci, tzn. transformaci
z chrupavky (2).

Vsechny kosti jsou tvoieny vazivovou okostici (periostem), vlastni kostni tkani
a kostni dieni. Okostice je hojné¢ prostoupena cévami a nervy a tudiz je metabolicky
aktivni. Mezibunécnd hmota kosti se skladd ze dvou hlavnich slozek — organické
a anorganické. Organicka Cast je tvofena vlaknitym kolagenem a nevldknitymi
proteoglykany. Tvofi asi 35 % kostni hmoty. Zatimco anorganicka cast se sklada
pfevazné z krystali hydroxyapatitu, ptedstavujicich nejvétsi zasobarnu véapniku
v lidském téle. Pti tvorbé a riistu kosti se uplatituji osteoblasty, které obsahuji alkalickou
fosfatdzu. Naopak na odbourdvani kosti se podili osteoklasty s kyselou fosfatazou.
Osteocyty se nachazeji v definitivné vytvorené kosti a jejich funkci je regulace kostni
resorpce. Oba tyto procesy, jak tvorba kosti i jeji odbouravani, jsou navzajem propojené
a probihaji po cely Zivot. Jedna se o tzv. remodelaci kostni tkané (2, 18, 27).

Rozlisuje se kostni tkan kompaktni (hutnd, kortikélni) a tramdcita (spongidzni,
houbovita). Vétsina skeletu, ptiblizné 70 %, je tvofena kompaktni slozkou. Spongidzni
¢ast ma zase diky své tramcité struktute vétsi povrch. Dle pievahy jednotlivé tkané se
rozliSuje kost hutnd a houbovitd. Typickou trabekularni kosti je lopatka ¢i mandibula.
Diafyzy dlouhych kosti a povrchové vrstvy kratkych a plochych kosti jsou piikladem
kompaktni kosti. Houbovitd tkan se nachazi ve vnitiku plochych a kratkych kosti a

v epifyzach dlouhych kosti (2, 27).

1.11 Metabolismus vdpniku a i‘idici mechanismy
Viapnik je biogennim prvkem, ktery se vyskytuje pfevazné v kostech ve formé

hydroxyapatitu. Odtud se dle potieb uvolituje do krve. Hladina vapniku v séru vypovida

0 vzajemné zpétnovazebné interakci mezi koncentraci kalcia v extracelularni tekuting a
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regulaénimi hormonéalnimi mechanismy. Metabolismus kalcia fidi na jedné strané
parathormon (PTH) a aktivni forma vitaminu D a na stran¢ druhé kalcitonin. Hladiny
kalcia v krvi se ovliviiuji prostfednictvim organt, na které tyto hormony pusobi. PTH
zpusobuje resorpci kosti, proti tomu ucinkuje kalcitonin. Ve sliznici stfeva je vlivem
vitaminu D navozena absorpce vapniku. Také ledviny reaguji na pokles hladiny vapniku
Vv krvi zvySenou zpétnou absorpci iontli v proximalnim a distalnim tubulu. V mensi mife
pusobi na metabolismus kalcia i nékteré dalsi hormony — Kkortizol, T3 a T, a aldosteron
(2, 4,18).

Okolo 46 % vapniku v plazmé je vazéno na bilkovinu, zejména na albumin. Této
formé kalcia se také fika nedifuzibilni, protoze nedokédze projit skrz semipermeabilni
membrany. DalSi ¢ast se vaze na citrat, sulfat ¢i laktat do komplexnich sloucenin, které
jsou rozpustné ve vodé. Tuto skupinu tvoii ptiblizné pouze 6 % vapniku. Zbytek, neceld
polovina, je tzv. ionizované kalcium (Ca?*). Vapnik v komplexech a ionizovany mtze
prochdzet semipermeabilnimi membranami, je difuzibilni. Hladina celkové kalcemie
souvisi tedy s hladinou krevnich bilkovin. Z tohoto divodu se v laboratotich vétSinou

ptimo méfi ionizovany vapnik, ktery je jako jediny fyziologicky aktivni (4, 18).

1.11.1 Vitamin D

Clovék ziskava vitamin D dvéma zpUsoby. Jednim jeho zdrojem je potrava
zivocisného (cholekalciferol, D3) i rostlinného ptivodu (ergokalciferol, D). Piijaty
vitamin D se vstfebava v tenkém stieveé. Dulezitéjsi je vSak jeho endogenni tvorba, kdy
vznikd ze 7-dehydrocholesterolu pisobenim UV paprski na k@izi. VSechny tyto formy
vitaminu D nejsou uc¢inné, dokud nedojde k jejich aktivaci. Musi byt dvakrat
hydroxylovany — nejdiive v poloze 25 v jatrech a poté v poloze 1 v ledvinach. Vznika
1,25-dihydroxycholekalciferol neboli kalcitriol, ktery je uc¢innou formou vitaminu D. Je
schopny podnécovat tvorbu specifického proteinu ve sliznici tenkého stfeva, jenz je

nezbytny pro navazani a vstiebavani vapniku (18).
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1.11.2 Parathormon

PTH je peptidicky hormon slozeny z 84 aminokyselin. Je produkovan butnikami
pristitnych télisek. Pti snizené koncentraci vapniku v plazmé dochazi k jeho uvolnovani
do krve, kde je Stépen. Jeho degradacni produkty nevykazuji takovou hormondlni
aktivitu jako intaktni parathormon. Ten ma ale velmi kratky polocas rozpadu. PTH
pusobi piimo na kosti a tubuly ledvin a nepfimo na tenké stfevo. V kostech ovliviiuje
jak novotvorbu, tak i odbouravani, které prevazuje. Pfi hypokalcémii uvoliiuje vapnik
z kosti. V ledvindch brani zpétné resorpci fosfatli a naopak zvySuje zpétné vstiebavani
vapenatych iontll a vylu¢ovani HCOj3'. Dale stimuluje vznik kalcitriolu v ledvinach, coz

ma za nasledek zvySenou absorpci vapniku ve stieve (18).

1.11.3 Kalcitonin

Kalcitonin je hormon produkovany ve S§titné zlaze. Plsobi antagonisticky
vuci parathormonu. Je secernovan do krve pii hyperkalcémii. Pomahd ukladat kalcium

zpét do kosti. V metabolismu vapniku ma nejmensi vyznam (18).

24



2 Cile prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Cilem mé prace bylo stanovit hladiny markeru kostni resorpce (B-CrossLaps) pomoci

metod ELISA a ECLIA na stejnych sérech od pacientd s diagnostikovanou

osteoporozou a vysledky statisticky zpracovat.

2.2 Hypotéza

Naméiené hodnoty se budou od sebe minimalné lisit.
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3 Metodika

Praktickou cast své bakalaiské prace jsem provadéla v soukromé laboratofi
STAFILA, spol. s r. 0. v Ceskych Bud&jovicich. Vedouci laboratofe je MUDr. Marie
Ladova, kterd je také moji vedouci prace. Laboratoi se zabyva biochemickymi,
hematologickymi, mikrobiologickymi, sérologickymi a nékterymi imunologickymi
vysSetienimi. Velkd ¢ast vySetfeni je provadéna pro praktické i1 specializované
ambulantni Iékaie. Ale vySetfuji se zde 1 vzorky od veterinaiti. Soucasti laboratofe je
i n&kolik odbérovych mist v Ceskych Budgjovicich, Strakonicich a Vodianech.
Laboratof 1 ostatni detaSovana pracovisté jsou akreditovana dle normy
CSN EN ISO 15189:2007. Veskerou piepravu biologickych materialti do laboratofe
zajist'uje vlastni svozova sluzba.

Mym ukolem bylo stanovit hladiny markeru kostni resorpce (B-CrossLaps) pomoci
dvou metod — ELISA a ECLIA na dvou riznych pfistrojich. Béhem roku 2013 jsem
postupné zanalyzovala 66 sér nejdiive metodou ELISA. Tuto metodu jsem provadéla
na mikrobiologickém useku laboratofe na piistroji NexGen Four od firmy TestLine
pod kontrolou laborantky Be. Sarky Ochozkové. Poté jsem ty samé vzorky zanalyzovala
na automatickém analyzatoru IDS-iISYS metodou ECLIA, a to v biochemické casti
laboratote. Pfi praci na m¢ dohliZela laborantka Martina Votiskova.

Vzorky sér jsem ziskala od MUDr. Ladové, ktera vede v Ceskych Budgjovicich
osteologickou ambulanci a uz nékolik let se zabyva diagnostikou a 1é¢bou osteopordzy.

Vsechny vzorky byly od pacientt s diagnostikovanou osteoporézou.
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3.1 Stanoveni f-Crosslaps metodou ELISA

3.1.1 Analyzator NexGen Four

NexGen Four je plné¢ automatizovany otevieny Ctyfdestickovy analyzator (pfiloha
1). Umoziuje provadét soubézné az 16 testli v 96 jamkovém formatu. Analyzator tvori
1 centralné ulozend stanice pro vzorky, 2 nezdvisla pipetovaci robotickd ramena,
4 nezavislé inkubatory, 2 fotometry a 2 promyvaci stanice. Pfistroj je fizen 2 pocitaci —
internim a externim. V externim PC je nainstalovany software OpenLab, ktery je
vyvinuty pod systémem Windows XP.

Analyzator ma kapacitu 240 vzorkd. Centralni stanice je sloZzena z 8 drzékd na
zkumavky. V kazdém drzéku je misto pro 15 primarnich a 15 piedifedovacich
zkumavek. Ob¢ pipetovaci ramena obsahuji zaroven standardni vyménitelnou Spicku a
kovovou jehlu. Ptistroj je zalozen na technice dvojiho pipetovani. Kapacita zpracovani
jsou 2 desti¢ky na 1 rameno. Dokéaze napipetovat objemy od 10 do 1000 pl. Piesnost
pipetovani je pod 2,5 %.

K promyvani jsou uréeny 2 stanice, 6 promyvacich roztokli s moznosti protfepani a
Sestilitrovy integrovany kontejner na odpad.

Me¢éteni vyslednych hodnot probiha pomoci fotometri v rozmezi od 400 do 700 nm.
Je zde 1 nékolik interferenc¢nich filtrti — standardné 405, 450, 492, 550, 692 nm.

Dodavany software poméahd archivovat vysledky pacientl a provadi kontrolu
kvality Levey-Jennings.

Pristroj ma nckolik bezpecnostnich funkci. Snima hladiny roztokli, dokaze

detekovat bubliny a srazeniny v roztoku a nahlas hlasi jakékoli chyby (28).

3.1.2 Princip metody

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je imunochemicka metoda, u které
se ke znaceni komplexu antigen-protilatka vyuziva enzym. Existuje n¢kolik typt této

metody. Hlavni rozdéleni je na kompetitivni a nekompetitivni. J4 jsem se zaméiila
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na nekompetitivni formu, neboli sendviovou, na jejimz principu jsem stanoveni
B-CrossLaps provadéla.

Sendvicova ELISA je nejpouzivanéjsi technikou svého druhu. Vyuziva se dvou
vysoce specifickych protilatek, vétSinou monoklonalnich. Stanovované antigeny
vV neznamych vzorcich se navazou mezi dvé specifické protilatky a vznika tak komplex
protilatka — antigen — protilatka znafena enzymem. Nasleduje inkubace a promyti,
pii némzZ se odstrani pfebyteCny nenavazany material a stanovi se aktivita enzymu
navazaného na sendvici. Pfida se chromogenni substrat a barevna reakce se ukonci
zastavovacim roztokem. Nakonec se zméii absorbance pomoci fotometru. Intenzita
zabarveni je pfimo Umérnd mnozstvi antigenu v nezndmém vzorku, v tomto piipade

séru pacienta (29).

3.1.3 Souprava Serum Crosslaps® ELISA a Jjeji princip

Pfi tomto stanoveni jsem vyuzila enzymaticky imunologicky test
Serum CrossLaps® ELISA od firmy IDS, ktery kvantifikuje C-terminalni telopeptidy
kolagenu typu | v séru i plazmé ¢lovéka. Sada je urCena pro indikaci kostni resorpce.
Umoznuje monitorovat zmény resorpce kosti a piedpovédét zmény BMD u Zen
po menopauze, které podstupuji antiresorpcni 1écbu. Nelze ale pomoci n¢j predvidat
osteoporozu ¢i rizika fraktur (30).

Principem testu je pouziti dvou vysoce specifickych monoklonélnich protilatek
proti sekvenci aminokyselin EKAHD-B-GGR. Aby byl ziskany signal specificky, musi
byt tyto dvé sekvence navzdjem piekiizené. Do mikrojamek mikrotitracni desticky,
které jsou potazeny streptavidinem, jsou napipetovany standardni, kontrolni i nezndmé
vzorky sér pacientl. Poté se aplikuje smés biotinylovanych protilatek a protilatek
znaCenych peroxidazou. Nasledn¢ vznikaji komplexy mezi CrossLaps antigeny a obéma
druhy protilatek. Tyto komplexy se navazi na streptavidin pomoci biotinylované
protilatky. Potom se neché vSe inkubovat pii pokojové teploté. Nasleduje vyprazdnéni a

vymyti jamek. Nakonec se pfidd chromogenni substrat, ktery celou reakci barevné
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zviditelni. Pro ukonceni reakce je pfidana kyselina sirova. Na zavér se zméti absorbance

pomoci fotometru. (30)

3.1.4 Obsah balent

Cela souprava obsahuje reagencie, které postaci na provedeni 96 testll. Soucasti
baleni je:

- mikrotitracni desticka s 12 stripy po 8 jamkach, které jsou potazeny
streptavidinem,

- CrossLaps Standard (Cal 0) - jde o PBS-pufrovany roztok s proteinovym
stabilizatorem a konzerva¢nim Cinidlem (min. 5 ml),

- CrossLaps Standard (Cal 1-5) — obsahuji CrossLaps Standard v roztoku
pufrovaném PBS s preteinovym stabilizditorem a konzervaénim ¢inidlem
(5x0,4 ml),

- kontrola 1-2 (CTRL 1-2) — jedna se o odsolené antigeny z lidské moci
Vv PBS-pufrovaném roztoku s proteinovym stabilizitorem a konzervaénim
¢inidlem (0,4 ml),

- biotinylovand protilatka (Ab BIOTIN) — coz je koncentrovany roztok
biotinylované mysi monoklonalni protilatky, ktera je specifickd k degrada¢nim
produktim kolagenu typu I — C-terminalnim telopeptidiim (0,25 ml),

- protilatka znacena peroxidazou (ENZYMCON]J) — jednd se o koncentrovany
roztok mysich monoklondlnich protilatek znafenych peroxidazou, jez jsou
specifické k produktim degradace kolagenu typu I (0,25 ml),

- inkubacni pufr (BUF) — pufrovany roztok s proteinovym stabilizdtorem a
konzervacnim ¢inidlem (19 ml),

- substratovy roztok (SUBS TMB) — tetramethylbenzidin v kyselém pufru; jedna
se 0 chromogen, ktery muze byt lehce namodraly (12 ml),

- zastavovaci roztok — vV tomto piipadé€ 0,18 mol/l kyselina sirova (12 ml),
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- promyvaci pufr (WASHBUF) — 50 x koncentrovany promyvaci pufr obsahujici
detergent a konzervacni Cinidlo, pied pouzitim se fedi destilovanou vodou
Vv pom¢éru 1:50,

- kryci folie — potiebna na pirekryti jamek béhem inkubovani (30).

Souprava Serum CrossLaps® ELISA je stabilni do data uvedeného na obalu, pokud
se dodrzuji podminky skladovani pii 2 az 8 °C (30).

3.1.5 Priprava pracovnich roztok

- vsSechna C¢inidla a vzorky se nechdvaji pred pouzitim vytemperovat
na pokojovou teplotu (18 az 22 °C) a je potieba, aby byly pe¢livé promichany,

- roztok protilditek se pfipravuje vzdy Cerstvy, maximdlné¢ 30 minut
pred zacatkem analyzy. Do prazdné nadoby se piidd biotinylovana protilatka
(Ab BIOTIN), protilatka znacend peroxidazou (ENZYMCON]J) a inkubacni
pufr (BUF) v poméru 1:1:100. VSe se opatrné promicha, aby se zabranilo
tvorbé pény,

- promyvaci roztok (WASHBUF) se fedi pted pouzitim destilovanou vodou
vV poméru 1:50,

- vSechny kalibratory, kontroly, substratovy i zastavovaci roztok jsou urceny

k okamzitému pouziti a dale se nefedi (ptiloha 2) (30).

3.1.6 Postup analyzy

Vsechny niZe popsané kroky a €asy inkubaci jsou naprogramovany Vv automatickém
analyzatoru NexGen Four, na kterém jsem stanoveni provad¢la.

1. Nejdiive se postupné napipetuje do jamek mikrotitracni desticky po 50 ul

CrossLaps Standardu (Cal 0 az 5), dale stejné mnozstvi obou kontrol a

neznamych vzork.
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2. Poté se piida po 150 pl roztoku protilatek.

3. Desticka se piikryje folii a nechd se vSe inkubovat 120 £5 minut pfi pokojové
teploté a za stalého michani (300 otacek za minutu).

4. Po inkubaci se jednotlivé stripy proplachnou promyvacim pufrem (300 pl).
VétSinou stac¢i 5 cykli. Po kazdém promyti by mély ziistat jamky uplné
prazdné.

5. Do kazdé jamky se ptida 100 pl chromogenniho roztoku substratu a necha se
vSe opét inkubovat 15 £2 minuty pii pokojové teploté v temnu a za stalého
michani.

6. Nakonec se do kazdé jamky piida po 100 pl kyseliny sirové, kterd ukonci
probihajici reakce.

7. Hodnota absorbance se zméfi do dvou hodin po ukonceni barevné reakce

pomoci fotometru pii 450 nm. Referencni vinova délka je 650 nm (30).

3.2 Stanoveni f-CrossLaps metodou ECLIA

3.2.1 Analyzator IDS-iISYS

IDS-iSYS je piistroj ureny pro in vitro diagnostiku (pfiloha 3). Umoziuje
provadét biochemické a imunochemické analyzy na jedné platformé&. Analyzator
vyuziva k detekci luminiscenéni a spektrofotometrické metody, dale podporuje
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy a rozbory zalozené na enzymatické detekci. Pristroj
umoziuje vSechny analyzy pln¢ zautomatizovat (31, 32).

Analyzator se sklada z nasledujicich soucasti:

- chlazeného zadsobniku na reagencie s patnicti pozicemi, ve kterych jsou
reagencni soupravy pro imunoanalyzu, biochemické rozbory a specidlni
stojanek na chronometrické reagencie,

- zasobniku na vzorky, kalibratory a kontroly. Je zde misto pro Sest

vyjimatelnych stojankt s dvaceti pozicemi (ptfiloha 4),
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- pipetovaciho ramena,

- karuselu, ktery obsahuje devadesat pozic pro jednordzové kyvety. Teplota je
regulovana na 37 °C 0,5 °C. V karuselu je zabudovany spektrofotometr
uréeny k méfeni absorbance vzorkd pii imunochemickych, biochemickych a
turbidimetrickych reakcich,

- automatického podavace kyvet, ktery muze obsahovat az 960 kyvet, jez jsou
piedem setfazené v krychlovém zasobniku,

- dvou modult pro chronometrickd métfeni (koagulacni varianta)

- luminometru, ktery méii luminiscenci pfi imunoanalyze (imunoanalyticka
varianta),

- Ctyf promyvacich stanic uréenych k promyvani magnetickych castic
(imunoanalyticka varianta),

- dvou ¢teCek carovych kodu. Jedna je umisténd v zasobniku na reagencie a je
urc¢ena k identifikaci reagen¢nich souprav dodavanych spolecnosti IDS. Druha
ctecka je na predni strané piistroje a slouzi k identifikaci pomocnych reagencii.
Kalibratory, kontroly a samotné vzorky jsou identifikovany rovnéz cteckou

vestavénou v zasobniku na reagencie (31, 32).

Reagencie jsou v chlazeném zasobniku udrzovany pfi teploté 12 az 15 °C, pokud je
analyzator v provozu, popiipadé pii teploté 8 az 10 °C za pohotovostniho rezimu.
V pfistroji 1ze naprogramovat az 15 imunoanalytickych parametri nebo az 36
biochemickych parametri nebo jejich kombinaci. Pro imunoanalytickd stanoveni je
nutné pouZzivat pouze reagencni soustavy od spolecnosti IDS. Pro biochemické rozbory
lze pouzit reagencie od jinych dodavatell, ale je nutné zapsat vSechny potiebné udaje
rucn€, protoze tyto reagencie nebudou nacteny pomoci ¢arovych kodi.

Pipetovaci jehla je vybavena kapacitni detekci hladiny kapaliny. Vzorky a reagencie
se pipetuji v souladu s ovéfenymi parametry pro jednotlivé analyzy. Prenaseji se
do kyvety, ve které probiha reakce. Pipetovaci jehla se vZdy mezi jednotlivymi vzorky

proplachne zvenku i zevniti. Tim se zabrani riziku kontaminace (31, 32).
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V ptipad€ imunoanalyzy se kyvety prenaseji do promyvaci stanice. Zde jsou pevné
latky (magnetické cCastice) vychytdny magnety. Nasledné¢ je kyveta pienesena
do luminometru, pokud se jedna o chemiluminiscentni stanoveni, nebo zilistane
Vv karuselu na enzymatickou analyzu. Pfi chemiluminiscentnim stanoveni se do kyvety
pridavaji spoustéci reagencie, které vyvolavaji luminiscenci. U enzymatickych analyz je
dodavan substrat a spektrofotometr méfi neustdle fotometrické zmény. Po ukonceni
vSech méfeni se kyvety automaticky vyhodi do zasobniku na pevny odpad.
U biochemickych rozborti jsou méfeny neustdlé fotometrické zmény pomoci
spektrofotometru (31, 32).

Ptistroj je ptipojen k PC pomoci rozhrani Ethernet. Software je naprogramovan

Kk provadéni nasledujicich funkci:

spravuje Sarze vSech reagencii, kontrol 1 kalibra¢nich vzorkd,

- provadi kontrolu kvality (Levey-Jenningsova a Westgardova),
- spravuje pomocné reagencie,

- dokaze dohledat obsluhu,

- prenasi vysledky do centralizovaného pocitacového systému,

- tiskne, uklada a dohledava vysledky.

Analyzator umoznuje provadét az 120 testi za hodinu pifi imunoanalytickém
stanoveni a az 200 testd za hodinu u biochemickych rozbord. V pfistroji je mozné
provadét az 15 riznych imunoanalytickych a az 50 odlisnych biochemickych testa.

Jako vzorky lze pouzit sérum, plazmu a mo¢€. Pipetovat 1ze objemy od 4 do 300 pl
pfi imunoanalyze a od 4 do 50 pl u biochemickych rozbori. Reagencie se pipetuji
od objemu 10 az 400 pl u obou stanoveni.

U spektrofotometru s interferenénimi filtry 1ze nastavit 6 vinovych délek: 340, 405,
500, 540, 580 a 620 nm. Obsahuje halogenovou lampu, kterd prenasi svétlo optickym
vlaknem. Luminometr méfi pti vinovych délkach od 300 do 500 nm (31, 32).
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3.2.2 Souprava IDS-iSYS CTX-I

Tuto soupravu jsem vyuzila pfi stanovovani B-CrossLaps ze séra pacientli pomoci
metody ECLIA. Analyzu jsem provadéla na pfistroji IDS-iSYS od firmy IDS. Metoda
je urCena ke kvantitativnimu stanoveni produktd  degradace kolagenu
typu | — C-termindlnim telopeptidim (CTX-I). CrossLaps jsou pouzivany jako
indikatory stavu kostni resorpce nebo pomahaji monitorovat pribéh substitucni 1écby a
bisfosfatové terapie.

Kolagen typu I je syntetizovan piedev§im v kostech a tvoii zde vice nez 90 %
organické hmoty. Kolagen I je degradovan béhem obnovy skeletu. Uvolnéné peptidické
fragmenty jsou ndsledné¢ vylucovany do krevniho feci§t€¢ a mohou byt detekovany
pomoci soupravy IDS-iSYS CTX-I.

Souprava CTX-I je zalozend na chemiluminiscentni metod¢. Vyuzivaji se dvé
vysoce specifické monoklondlni protilatky proti  sekvenci aminokyselin
EKAHD-B-GGR, kde zbytek kyseliny asparagové (D) je pfitomny jako B-izomer. Aby
byl vysledny signal, ktery je ziskan timto testem, specificky, musi byt tyto dva fetézce
aminokyselin pfekiizeny.

Vzorky jsou inkubovany po urc¢itou dobu spolu s obéma znacenymi protilatkami.
Poté se k nim pfidaji streptavidinem potaZzené magnetické Castice a nasleduje dalsi
inkubace. Castice jsou zachyceny pomoci magnetu. Po promyti a pfidani spoustécich
roztokd dochazi k emisi svétla estery akridinu, ktera je ptimo imérna koncentraci CTX-
| v plivodnim vzorku.

Souprava CTX-I je stabilni do data uvedeného na obalu, pokud je skladovdna ve tmé
pii 2 az 8 °C. Pied vlastni analyzou by mély mit viechny vzorky, kontroly a kalibratory

pokojovou teplotu (20 az 25 °C) (33).
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3.2.3 Obsah baleni

Cela souprava CTX-1 obsahuje:

- magnetické c¢astice potazené streptavidinem (MPS3) ve fosfatovém pufru,
ktery obsahuje azid sodny jako konzervacéni ¢inidlo (2,6 ml),

- monoklonalni protilatku znacenou derivaty esteru akridinu (CONJ) v pufru
Z hovézich a mysich proteinti a azidem sodnym (5 ml),

- biotinylovanou protilatku (Ab-BIOT) v pufru obsahujicim hovézi a mysi
proteiny a azid sodny (5 ml),

- fosfatovy BSA pufr (Assay Bu) zahrnujici hovézi a mysi proteiny, konské
sérum a azid sodny (8,4 ml),

- fedici pufr (Diluent Bu) — fosfatovy BSA pufr z hovézich a mysich protilatek,
konského séra a azidu sodného (8,4 ml),

- kalibratory (CAL A, CAL B) — fosfatova BSA matrix obsahujici CTX-I a azid
sodny (2,5 ml) (33).

3.2.4  Priprava pracovnich roztokii

Vsechny reagen¢ni soupravy jsou piipraveny k pouziti. Analyzator automaticky
provadi michani magnetickych ¢astic pro udrZzeni homogenity. Kalibra¢ni roztoky jsou

urceny k okamzitému pouziti (33).

3.2.5 Princip metody

Metoda je zalozena na méfeni luminiscence. Jedna se o fyzikalni jev, kdy latky
(luminofory) emituji svételné¢ zateni. Produkce svétla je obvykle zplsobena zménou
nékterych vnéjSich podminek, mezi které patii napiiklad teplota, pH ¢i elektricky

potencial, jez ovlivni zménu fyzikalné-chemickych vlastnosti molekul latky. Luminofor
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se tak dostane do excitované¢ho stavu. Navratem do stabilniho stavu se zbavuje
piebyteCné energie formou elektromagnetického zareni, které se méfi pomoci
luminometru a vyjadiuje se v pomérnych svételnych jednotkach (RLU). U metody
ECLIA se vyuziva k vybuzeni chemiluminiscence elektricky impuls (31, 34).

U analyzatoru IDS-iSYS se pouzivaji jako detekéni indikatory derivaty
luminiscentnich estert akridinu (DMAE - dimethylethanolamin). Estery akridinu
vyzatuji svétlo po reakci s peroxidem vodiku a zasaditym roztokem. Spoustéci roztok A
obsahuje peroxid vodiku ve zfedéném kyselém médiu. Spoustéci roztok B obsahuje
roztok zfedéného hydroxidu sodného. Tyto spoustéci roztoky jsou automaticky
vstiikovany do reakéni kyvety, kde néasledné dochazi k oxidaci esteru, ktery se dostava
do excitovaného stavu. Navrat do stabilniho stavu doprovazi emise svétla, jez je métena

luminometrem (31).

3.3 Prubéh viastni analyzy

Celou laboratorni ¢ast své bakalatské prace jsem provadéla v akreditované laboratofi
STAFILA, spol. s r. o., kde jsem postupovala podle standardnich operac¢nich postupi
pracoviste.

V preanalytické fazi musi byt proveden spravny odbér vzorku od pacienta, aby byla
zajiSténa spolehlivost a spravnost vysledku vysetieni. Krev by méla byt odebrana
ze zily, nejlépe rano nalaéno, a mélo by byt zamezeno jeji hemolyze (30). Dalsi
dilezitou casti preanalytické faze je transport biologického materidlu do laboratote.
STAFILA ma svou vlastni svozovou sluzbu, jejiz pracovnici dodrzuji vSechny potiebné
podminky a zajist'uji tak spolehlivy transport.

Dopravené vzorky se dostavaji na piijem laboratofe, kde se tfidi. Zde jsem také
zahgjila svou praci. Pfidélovala jsem k zZadance odebrany material podle jména,
pfijmeni a rodného c¢isla pacienta. Informace na Z&ddance musi souhlasit s témi
na odebraném materidlu. Roztfidény material jsem predala pracovnikiim piijmu, ktefi

jsou proSkoleni k zadavani potiebnych dat do pocitace. Ke kazdé zadané Zzadance
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I jejimu materidlu je pfifazen totozny kod. Vytisténé carové kody jsem nalepila
na piislusnou zadanku a kni patfici vzorky. Laboratof vyuziva systém Infolab,
do kterého jsou zadavany veskeré informace a predavany dale na jednotlivé useky.

Vzorky s pfitazenymi ¢arovymi kody jsem odnesla zcentrifugovat, aby se oddélilo
sérum od krevnich bunék. M¢lo by se to provést nejdéle tfi hodiny po odbéru krve. Séra
se centrifugovaly pii 3500 otackdch za minutu po dobu deseti minut. Poté jsem si
odd¢lila séra od krevnich bun¢k do pfedem pfipravenych zkumavek se stejnymi
c¢arovymi kody. Takto piipraveny stojanek se séry jsem odnesla do mikrobiologické
casti laboratote, kde jsem zahégjila své méteni.

V laboratofi se provadi vySetfeni B-CrossLaps pouze jedenkrat tydné, a tak bylo
nutné séra skladovat v lednici pii teploté 2 az 8 °C. To je v§ak mozné maximalné 4 dny,
jinak je nutné séra zmrazit alespoti na -18 °C.

Na mikrobiologickém tseku jsem provedla stanoveni B-CrossLaps v séru metodou
ELISA-sendvi¢ na piistroji NexGen Four od spolecnosti TestLine. Vysledky byly
vyhodnoceny kvantitativné v ng/ml.

Pted zacitkem samotné analyzy jsem si musela zapnout automaticky analyzétor
NexGen Four, jehoz software je propojen se samostatnym pocita¢em v laboratofi.
Kazdé rano se nejdiive zahdji udrzba pftistroje, kterd vSe zkontroluje a proplachne
pipetovaci jehly destilovanou vodou, a pfipravi ho na vlastni analyzu. Dale jsem si
piipravila vzorky sér a soupravu Serum CrossLaps® ELISA od spolenosti IDS a
nechala v§e vytemperovat na pokojovou teplotu.

Diky propojeni pocitace s piistrojem jsem si pietahla z Infolabu vysetfovany soubor
pacienti dle pfidélenych carovych kodh do programu analyzatoru, v némzZ pracuje.
Zvolila jsem pfisluSnou metodu a na uréend mista v pfistroji vloZzila reagencie. Umisténi
reagencnich roztoku je uréeno programem pro kazdou metodu.

Dale jsem si pfipravila roztok protilatek, ktery by mél byt pfipraven maximalné
30 minut pfed zacatkem analyzy. Smichala jsem do prazdné kadinky roztok
biotinylované protilatky, protilatky znacené peroxiddzou a inkubacni pufr v poméru

1:1:100. Opatrné jsem vSe promichala a snazila jsem se zabrénit tvorbé pény.

37



Poté jsem jesté nafedila roztok promyvaciho pufru destilovanou vodou v poméru
1:50.

Ptipravila jsem si také mikrotitracni desticky, které byly soucasti setu, a potfebny
pocet stripti dle poctu vzork. Musi se pocitat ale také s mistem pro 6 kalibracnich
roztokli a dvé kontroly. Takto nachystanou desticku jsem vlozila do pfistroje na misto
tomu urcené.

Nakonec jsem rozmistila oteviené zkumavky se séry pacientti do centralné ulozené
stanice na vzorky podle schématu v pocitac¢i. Poté jsem zkontrolovala, zda ma pfistroj
nachystané vse, co potiebuje, a stiskla jsem tlacitko ,,RUN®.

Automaticky analyzator ma vSechny kroky postupu naprogramované a je schopny
pracovat sam. Nejdiive si do pfislusnych jamek mikrotitracni desticky napipetoval 50 pl
CrossLaps Standardu (CAL 0 — 5), ob& kontroly a nakonec vzorky sér od pacienti a
pfidal k nim 150 pl roztoku protilatek. Nasledovala prvni inkubace, ktera trvala
cca 120 minut a byla provadéna pii pokojové teploté a za stalého michani — 300 otacek
za minutu. Poté analyzator vSechny stripy proplachnul promyvacim pufrem. Déle
napipetoval do kazdé jamky 100 pl chromogenniho roztoku substratu a nechal vSe
inkubovat 15 minut pii pokojové teploté¢ a za stdlého michani. Celou reakci ukon¢il
pfidanim 100 pl zastavovaciho roztoku, v tomto piipadé kyseliny sirové, do kazdé
jamky. Intenzita zabarveni kazdého vzorku se méfi fotometricky pii vinové délce
450 nm proti Standardu 0 (tzv. blank), referen¢ni vinova délka byla 650 nm. Pokud se
mu néktery krok nepodaii provést, zacne hlasité signalizovat. NejCastéji se stava, Ze
nedokaze napipetovat potiebny objem, a tak je nutné dokoncit tento krok ruéné.
Naprogramovany ma i veskeré inkubacni ¢asy, promyvani i promichavani.

Analyzator zacal po zméfeni vSech vzorkll nahlas signalizovat, Ze ukoncil cely
postup a vyhodnotil vysledky, které jsem si mohla oteviit v programu V pocitaci.
Zobrazily se 1 hodnoty kalibra¢nich roztoku a kontrol a kalibracni kiivka, kde na ose X
byly zaneseny hodnoty koncetraci kalibratortt v ng/ml a na ose y jejich opticka denzita
(absorbance). Spojenim téchto bodu vznikla kalibra¢ni kiivka. Spektrofotometr déle
zm¢fil absorbance u ostatnich vzorkit a sam prepocetl hodnoty na koncentrace

B-CrossLaps v séru u jednotlivych pacienti. Hodnoty koncentraci byly uvadény
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v ng/ml. Pokud byla absorbance vzorku vyssi nez absorbance Standardu 5, vzorek
musel byt rozfedén Standardem 0 (blankem) a opét zanalyzovan (30).

Detekénim limitem stanoveni B-CrossLaps Vv séru je koncentrace 0,020 ng/ml, ktera
odpovidd 3 standardnim odchylkdm od priméru vypocteného z 21 stanoveni
Standardu 0. Serum CrossLaps® ELISA je linearni v koncentracich CrossLaps mezi
0,020 — 3,380 ng/ml (30).

Ziskané vysledky byly pieneseny z programu do systému Infolab a zafazeny
K jednotlivym pacientim. VSe jesté zkontroloval a odsouhlasil 1ékaf a vysledky mohly
byt zaslany jednotlivym Iékaiim, ktefi o dané vySetieni zadali.

Po ukonceni prace jsem si nechala vzorky sér zmrazit pro dalsi analyzu metodou
ECLIA provéadénou na pfistroji IDS-iSYS. Toto stanoveni probihalo obdobn¢. Nejdiive
jsem si vyndala z lednice vSechna reagenéni Cinidla a vzorky z mrazaku a nechala je
vytemperovat na pokojovou teplotu (18 az 22 °C). IDS-iSYS je také automaticky
analyzator a vSechny kroky analyzy ma v sobé naprogramovany. Zvolila jsem si
pfisluSnou metodu. Do chlazeného zasobniku na reagencie jsem vlozila vSechna
potfebna reagenéni ¢inidla, kterd jsou udrzovéana za provozu pfi teploté 12 az 15 °C.
Vzorky pacientti jsem umistila do stojanki oznacenych svymi ¢arovymi kody. Poté
jsem je pomalu vkladala do zdsobniku na vzorky, aby si analyzator stihl nacist Cislo
stojankti a identifikoval dle kodu jednotlivé vzorky. Pfistroj si poté sam vzorky a
reagencie pipetoval do kyvet, ve kterych probihaly reakce. Mezi jednotlivymi vzorky si
proplachnul pipetovaci jehly. Dale ptenesl kyvety do promyvaciho modulu, kde byly
zachyceny magnetické Castice pomoci magnetii. Po ukonceni reakci prenesl kyvety
do luminometru na chemiluminiscen¢ni analyzu. Pfistroj automaticky vstiikoval
do reakéni kyvety dva spoustéci roztoky, peroxid vodiku a hydroxid sodny, které
vyvolaly luminiscenci. Po ukoneni méfeni se Kkyvety automaticky vyhodily
do zésobniku na pevny odpad. Emise svétla je vyjadfovana v pomérnych svételnych
jednotkach (RLU). Analyzator sam vyjadfil hodnoty koncentrace CrossLaps
jednotlivych vzorki, jez jsou uvadény v ng/ml. Po ukonéeni méfeni jsem si mohla najit

v programu tabulku s vysledky.
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Rozsah méfeni soupravy IDS-iISYS CTX-I je v koncentraci od 0,033 — 6,000 ng/ml.
Hodnoty koncentrace pod 0,033 ng/ml jsou oznaceny jako OMR’, tzn., Ze vypocitany

vysledek je niz8i nez dolni mez méfeni (31, 33).
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4 Vysledky

Praktickd cast mé bakalafské prace byla zalozena na stanoveni koncentrace
karboxyterminalnich telopeptidii kolagenu typu 1 (B-CrossLaps) v 66 sérech pacient
s diagnostikovanou osteopordzou. Analyzu jsem provadéla na dvou rtiznych piistrojich
pomoci dvou metod — sendvicovd ELISA a ECLIA. M¢feni zalozené na principu
ELISA testll jsem provadéla na automatickém analyzatoru NexGen Four od spolecnosti
TestLine. Dale jsem ty samé vzorky zanalyzovala na pfistroji IDS-iSYS od firmy IDS
metodou ECLIA.

Vysledky jsou vyjadieny kvantitativné v ng/ml. Rozsah méfeni u IDS-iISYS CTX-I
je vkoncentracich od 0,033 do 6000 ng/ml. Hodnoty koncentrace mensi
nez 0,033 ng/ml jsou hldSeny jako OMR, tzn., Ze vypocitany vysledek je nizsi neZ dolni
mez oblasti méteni.

Naméiené hodnoty z obou pristroji jsem statisticky zpracovala pomoci programii
Microsoft Office Excel a MedCalc.

V tabulce 1 uvadim namétené vysledky koncentraci B-CrossLaps, dale pohlavi a

roky narozeni pacientd. Séra jsem ocislovala od 1 do 66.
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Tabulka 1: Vyjadreni koncentrace -CrossLaps [ng/ml] v sérech pacientii

s diagnostikovanou osteoporozou

Cislo | Pohlavi Rok Koncentrace Koncentrace
vzorku narozeni | B-CrossLaps [ng/ml] - | p-CrossLaps [ng/ml] -
ELISA ECLIA

1 zena 1938 0,287 0,141
2 zena 1964 0,343 0,161
3 zena 1941 0,313 0,153
4 zena 1943 0,695 0,547
5 zena 1951 0,561 0,238
6 zena 1934 0,451 0,260
7 zena 1945 0,533 0,314
8 zena 1944 0,249 0,097
9 zena 1946 0,430 0,200
10 zena 1944 0,235 0,148
11 zena 1943 0,502 0,383
12 zena 1955 0,471 0,331
13 zena 1941 0,245 0,110
14 muz 1980 0,418 0,276
15 zena 1940 0,237 0,079
16 zena 1946 0,574 0,911
17 zena 1930 0,131 OMR’
18 zena 1936 0,481 0,349
19 zena 1950 0,548 0,482
20 muz 1955 0,372 0,181
21 muz 1932 0,499 0,339
22 zena 1953 0,214 0,067
23 zena 1935 1,419 1,237
24 zena 1942 0,980 0,663
25 zena 1938 0,331 0,168
26 zena 1954 0,249 0,100
27 zena 1949 0,196 0,063
28 zena 1937 0,200 0,163
29 zena 1938 0,182 0,037
30 zena 1938 0,490 0,302
31 zena 1929 0,694 0,435
32 zena 1945 0,267 0,184
33 zena 1951 0,311 0,188
34 zena 1955 0,703 0,638
35 zena 1941 0,247 0,077
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Cislo | Pohlavi Rok Koncentrace f3- Koncentrace f3-
vzorku narozeni | CrossLaps [ng/ml] - CrossLaps [ng/ml] -
ELISA ECLIA

36 zena 1935 0,196 0,082
37 zena 1954 0,514 0,436
38 zena 1984 0,540 0,332
39 zena 1941 0,442 0,297
40 muz 1943 0,232 0,079
41 zena 1929 0,290 0,122

42 zena 1956 0,205 0,085
43 zena 1933 1,664 1,690
44 zena 1934 0,341 0,227
45 zena 1931 1,440 1,338
46 zena 1944 0,354 0,259
47 zena 1938 0,199 0,119
48 zena 1951 0,307 0,201
49 zena 1962 0,212 0,160
50 zena 1946 0,170 0,041
51 zena 1959 0,179 0,086
52 zena 1935 0,327 0,217
53 zena 1961 0,360 0,257
54 zena 1970 0,256 0,146
95 zena 1935 0,420 0,307
56 zena 1959 0,349 0,243
57 Zena 1927 0,336 0,231
58 zena 1944 0,210 0,094
59 zena 1955 0,455 0,350
60 zena 1939 0,294 0,373
61 zena 1951 0,524 0,490
62 Zena 1941 0,026 OMR’
63 zena 1928 0,347 0,216
64 Zena 1932 0,457 0,414
65 zena 1935 0,079 OMR’
66 zena 1952 0,161 OMR’
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Zastoupeni muzua a Zen ve vyzkumu

11

® zeny < 50 let
B Zeny nad 50 let
B 7Zeny nad 70 let
B muzi < 50 let

¥ muzi nad 50 let

¥ muzi nad 70 let

Graf 1: Zastoupeni vékovych kategorii dle pohlavi v mém vyzkumu

Do mého vyzkumu bylo ndhodné vybrano 66 sér. Graf 1 ukazuje pocty vzorkl

od jednotlivych v€kovych skupin.
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Porovnani metod

Koncentrace p-CrossLaps [ng/ml]
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1 357 91113151719212325272931333537394143454749515355575961
Vzorky pacienti

===koncentrace g-CrossLaps [ng/ml] - ELISA
=@—koncentrace p-CrossLaps [ng/ml] - ECLIA

Graf 2: Zndzornéni koncentraci f-CrossLaps v ng/ml vyhodnocenych obéma metodami u jednotlivych sér pacientii
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Pted samotnou analyzou vzorkl sér od pacientll jsem musela vzdy provést kontrolu
pristroje. Vyuzila jsem k tomu kalibracni roztoky a kontroly, které byly soucasti
testovaci soupravy Serum CrossLaps® ELISA. Naméfené hodnoty kontrolnich roztoki
musi odpovidat pozadovanym hodnotdm uvedenych v Certifikatu kontroly kvality.
Pokud by tomu tak nebylo, nasledné méteni by nemohlo byt validni a ani objektivni.
Spravnost mého méteni dokladdm kalibracnimi kfivkami a tabulkami s naméfenymi

hodnotami absorbanci a koncentraci.

V tabulkach 2 a 3 predstavuji postupné hodnoty Standardu 0 (tzv. BLANK), jehoz
koncentrace musi byt 0,000 ng/ml, dale ostatni Standardy (Cal 1 — 5) s piesné
definovanymi koncentracemi. U vSech Standardi byla namétena i jejich absorbance.

V tabulkach dale uvadim namétené hodnoty dvou kontrol.

Kalibracni grafy ukazuji vztah mezi koncentracemi jednotlivych kalibrac¢nich

roztokt v ng/ml a jejich absorbancemi.
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Tabulka 2: Nameérené hodnoty kalibratorii a kontrol na pristroji NexGen Four metodou

ELISA pri 1. analyze vzorkii

Absorbance Koncentrace CrossLaps
Kontrola Typ kontroly [0D] [ng/ml]
Cal0 STANDARD - BLANK 0,049 0,000
Cal 1 STANDARD 0,066 0,150
Cal 2 STANDARD 0,196 0,438
Cal 3 STANDARD 0,370 0,762
Cal 4 STANDARD 0,936 1,626
Cal 5 STANDARD 1,596 2,621
CTRL 1 CONTROL 0,124 0,278
CTRL 2 CONTROL 0,524 0,997
Kalibracéni graf g-CrossLaps
18 Cal 5
1,6 -
1,4 //
312 /
e, Cal
g 1 -
5 //'/
20,8
§ 0,6 /
) W/
0.4 Cal 2
0,2 EE@E’

0,000

0,500 1,000

1,500

Koncentrace [ng/ml]

2,000 2,500 3,000

Graf 3: Kalibracni graf zndazornujici vztah koncentrace -CrossLaps [ng/ml]

na absorbanci kalibracnich roztoki
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Tabulka 3: Namerené hodnoty kalibratorii a kontrol na pristroji NexGen Four

metodou ELISA p7i 2. analyze vzorku

Absorbance Koncentrace CrossLaps
Kontrola Typ kontroly [OD] [ng/ml]
Cal0 STANDARD - BLANK 0,025 0,000
Cal 1 STANDARD 0,073 0,150
Cal 2 STANDARD 0,216 0,438
Cal 3 STANDARD 0,440 0,762
Cal 4 STANDARD 0,967 1,626
Cal 5 STANDARD 1,801 2,621
CTRL 1 CONTROL 0,143 0,291
CTRL 2 CONTROL 0,575 0,983
Kalibraéni graf p-CrossLaps 2
2 Cal 5
1,8 /0
1,6 //
= 1,4
D 1l
.1, pad
3 Cal 4
S 1 /7/
o]
508 ~
< 06 i _—
’ Cdl o
04 o //
02 W
0
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000

Koncentrace [ng/ml]

Graf 4: Kalibracni graf zndazornujici vztah koncentrace -CrossLaps [ng/ml]

na absorbanci kalibracnich roztoki
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4.1 Linedrni regrese

Naméfené hodnoty jsem podrobila regresni analyze. Nejdiive jsem zvolila linearni
regresi, ktera je zobrazena v grafu 4. Timto zplisobem jsem porovnala vysledky obou
metod. Na ose x jsou naneseny koncentrace B-CrossLaps ziskané metodou ELISA a

na ose y koncentrace vyhodnocené metodou ECLIA.

Srovnani vysledkii obou metod

P
[e)}

=
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y =1,0021x - 0,124
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o
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Koncentrace B-CrossLaps - ECLIA [ng/ml]
¢
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
Koncentrace p-CrossLaps - ELISA [ng/ml]

Graf 5: Srovnadni vyslednych koncentraci f-CrossLaps dosazenych obéma metodami

pomoci linearni regrese
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4.2  Grubbsiiy test

Nameétené koncentrace B-CrossLaps V sérech pacientli jsem dale vyhodnocovala
pomoci Grubbsova testu. Diky nému jsem zjistila odlehlé hodnoty, které se nehodily
mezi ostatni a byly z vySetfovaného souboru vylouceny.

Nejdiive jsem si vypocitala aritmeticky pramér a smérodatnou odchylku z vysledka

koncentraci kazdé metody. Poté jsem si ziskané hodnoty dosadila do vzorce:

Vypocitané hodnoty T jsem porovnala s kritickymi hodnotami pro Grubbsiv test.
Pokud byla vyslednd hodnota T vysSsi nez ta kriticka, byla oznacena jako odlehla.

Grubbsovym testem jsem vyloucila stejné hodnoty jako linedrni regresi.

Tabulka 4: Vysledky Grubbsova testu

ELISA ECLIA
Pocet vzorki 66 66
Nejmensi koncentrace CrossLaps [ng/ml] 0,026 < 0,033 (OMR")
Nejvétsi koncentrace CrossLaps [ng/ml] 1,664 1,690
Primér v§ech koncentraci [ng/ml] 0,408 0,305
Median [ng/ml] 0,339 0,222
Smérodatna odchylka 0,292 0,304
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4.3 Passing-Bablokova regrese:

Ze statistické analyzy jsem celkové vyloucila 7 vzorka (oznafenych cervené
v tabulce 1): 4 vzorky, u nichz nebyla naméfena presna hodnota a byly oznaceny jako
OMR’ (tzn. s hodnotou nizsi nez dolni mez méfeni, pod 0,033 ng/ml), dalsi vzorky byly
vylouceny linedrni regresi a Grubbsovym testem kvili svym odlehlym hodnotam.

Ze zbylych hodnot 59 vzorka jsem provedla Passing-Bablokovu regresi, ktera je

oznacovana jako neparametricka a jeji vysledky jsou odolné vici odlehlym hodnotam

(35).

Tabulka 5: Vyhodnoceni Passing-Bablokovy regrese

ELISA |ECLIA
Pocet vzorki 59 59
Nejniz§i koncentrace [ng/ml] 0,170 0,037
Nejvyssi koncentrace [ng/ml] 1,440 1,338
Aritmeticky primér 0,395 0,265
Median 0,341 0,216
Standardni odchylka 0,239 0,236
Standardni chyba priméru 0,031 0,031

Tabulka 6: Vysledky Passing-Bablokovy regrese

Rovnice Passing-Bablokovy regrese

y =-0,1288 + 0,9936 X

Usek A - 0,1288

95% interval spolehlivosti (CI) (- 0,1582 az - 0,0944)
Smérnice B 0,9936

95% interval spolehlivosti (CI) (0,9000 az 1,0784)
Korela¢ni koeficient 0,97
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Byly dany hypotézy:
= a=0,
= b=1,

Z toho vyplyva, ze usek A musi obsahovat 0 a smérnice B zase 1. V piipad¢
smérnice na hladiné vyznamnosti a = 0,05 se vyloucila proporcidlni chyba méfeni.
Naopak 95% interval spolehlivosti u tseku A nezahrnuje 0, coz poukazuje na konstantni

chybu méteni.

Passing-Bablokova regrese:

1.6
141
121
1.0
08}

06

hodnoty ECLIA

04}

02}

0.0~ i ! | !
0,0 0,5 1,0 1,5
hodnoty ELISA

Graf 6: Passing-Bablokova regrese
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5 Diskuze

V mé bakalarské praci jsem se zabyvala stanovenim markeru kostni resorpce,
B-CrossLaps, ktery souvisi s onemocnénim nazyvanym osteoporéza. Dle Spole¢nosti
pro metabolickd onemocnéni skeletu je osteopordza generalizovanym systémovym
onemocnénim kosti s velmi vysokym vyskytem v populaci (1).

Osteopordza predstavuje problém hlavné v prumyslové vyspélych zemich, kde
podle Zofkové postihuje cca 7 az 8 % populace. (4) K tomuto nazoru se piiklani i
Palicka, ktery uvadi, ze v Ceské republice trpi osteoporézou piiblizné tfi &tvrtd milidnu
obyvatel (5). Podle SMOS postihuje cca 15 % muzi a 33 % Zen nad 50 let a dokonce
39 % muzu a 47 % Zen ve véku na 70 let (1).

Do mého vyzkumu bylo ndhodné vybrano 66 sér od pacientii s osteopordzou.
Nejvétsi zastoupeni mely vzorky od zen — celkem 62. Pouze 4 vzorky byly odebrany
od muzi. V grafu 1 uvadim celkové pocty vzorki rozdélenych dle vékovych kategorii
pacientli. Vytvofila jsem 6 skupin — Zeny pod 50 let, zeny nad 50 let, zeny nad 70 let,
dale muze pod 50 let, muze nad 50 let a muze nad 70 let. Z grafu je také vidét, Ze 59 sér
pochazelo od zen po menopauze. Prestoze mulj analyzovany soubor pacientil
pfedstavuje jen maly zlomek lidi, ktefi maji osteoporézu diagnostikovanou, miZu
souhlasit s Palickou, ktery uvadi, Ze touto nemoci jsou nejvice ohrozeny Zeny
po klimakteriu, ale nevyhybd se ani muzim nebo détem. I v mém vySetfovaném
souboru byly mladsi ro¢niky — muz narozeny v roce 1980 a Zena v roce 1984.

Osteopordzu lze diagnostikovat n€kolika zpusoby. Podle Palicky je dilezité znat
pacientovu rodinnou anamnézu, jaké ma klinické pfiznaky a dale ho vysetfit pomoci
néjaké zobrazovaci metody a udé€lat mu potfebna biochemicka vySetieni (5). Pravé
na biochemické laboratorni testy jsem zaméftila svlij vyzkum.

Zjistovala jsem koncentrace B-CrossLaps Vv sérech pacienti dvéma metodami —
ELISA a ECLIA. Jsou to imunoanalytické metody, kazda je ale zaloZend na jiném
principu. ELISA vyuziva k detekci analytu enzym, ECLIA naopak chemiluminiscenci.
Detekéni limit soupravy Serum CrossLaps® ELISA je 0,020 ng/ml CrossLaps. Souprava

je linearni v rozsahu koncentraci 0,020 az 3,380 ng/ml CrossLaps. Limit detekce
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u IDS-ISYS CTX-I je 0,023 ng/ml CrossLaps a limit kvantifikace je 0,033 ng/ml.
Souprava je linearni od 0,033 do 6,000 ng/ml.

Metody jsem provadéla na dvou riznych automatickych analyzatorech — NexGen
Four od spole¢nosti TestLine a IDS-iISYS od firmy IDS. K analyze byla nahodné
vybrana séra pacienti, ktefi se 1€¢i s osteopordézou. Celkove jsem zanalyzovala 66 sér.

Horak upozoriiuje, Ze stanovenim koncentrace kostnich markertt mtizeme predurcit
vyvoj onemocnéni a jeho prognozu a dale pomoci ného mizeme monitorovat ti¢innost
1é¢by. Samotnym laboratornim vySetienim ale nelze osteoporozu diagnostikovat (15).

Pred zacatkem jakékoli prace na analyzatoru se musi kazdé rano provést kontrola a
kalibrace pfistroje. K tomu jsem vyuzila kalibra¢ni standardy a kontroly obsazené
Vv soupravé pro naslednou analyzu CrossLaps. To, ze vysledky mého méfeni byly
validni, dokazuji kalibra¢nimi grafy (graf 3 a 4) spole¢né s tabulkami (tabulka 2 a 3)
s vysledky analyzovanych kalibra¢nich roztokii.

Z vyslednych koncentraci jsem dale sestrojila spojnicovy graf (graf 2), kde na ose X
jsou zndzornéné jednotlivé vzorky pacientll a na ose y jejich koncentrace namétené
obéma metodami. Z grafu lze vy¢ist, ze koncentrace ziskané metodou ECLIA byly
az na 3 vyjimky o néco nizsi nez metodou ELISA. U 2 hodnot nebyl vyrazny rozdil, ale
1 koncentrace se vyrazné liila a zfejmé byla zpisobena néjakou chybou v méfeni (napf.
bublina ve zkumavce).

Potom jsem ziskané vysledky podrobila regresni analyze. Nejdiive jsem je
porovnala linedrni regresi (graf 5). Na ose x jsou naneseny hodnoty koncentraci
dosaZené metodou ELISA a na ose y metodou ECLIA. Touto analyzou jsem vyloucila
hodnoty, které nezapadaly mezi ostatni.

Nasledoval Grubbsiv test. Pomoci néj jsem identifikovala odlehlé hodnoty, které
byly ze sledované¢ho souboru vylou€eny. Dale jsem vyclenila hodnoty, u kterych nebyly
naméfeny presné koncentrace. Tyto hodnoty byly oznafeny v programu jako OMR’,
tzn., ze jejich koncentrace byly nizsi nez 0,033 ng/ml.

Vhodnym zptisobem, jak porovnat 2 metody, bylo pouziti Passing-Bablokovy
regrese. Do ni jsem zahrnula zbylych 59 vzorkd, které zlstaly po vyfazeni vSech

nevhodnych hodnot.
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Vysledkem byla rovnice Passing-Bablokovy regrese: y = - 0,1288 + 0,9936 x.
95% interval spolehlivosti (CI) pro smérnici B vySel 0,9000 az 1,0784 a pro tusek
A -0,1582 az -0,944. Korelacni koeficient byl roven 0,97. Témito vysledky jsem
potvrdila hypotézu, ze 95% CI smérnice B zahrnuje 1. Ale naopak jsem zavrhla
hypotézu u 95% CI tseku A, ktery nezahrnoval 0. Vyloucila jsem tak proporcionalni
chybu méfeni, ale potvrdila chybu konstantni (systematickou).

Své vysledky jsem konfrontovala s vyzkumem spole¢nosti IDS, ktera porovnala
tyto dva testy (IDS-iSYS CTX-1 a Serum CrossLaps® ELISA). Vyuzila k tomu 322
vzorkd, které zanalyzovala kazdou metodou. Vysledna Passing-Bablokova regrese méla
tvar: y = -0,019 + 0,987 x. 95% CI smérnice B bylo od 0,954 do 1,025 a pro usek A
od -0,031 do -0,004. Korela¢ni koeficient byl roven 0,96 (32). Vysledky této studie jsou
podobné s t¢émi mymi. Také se vyloucila proporcionalni chyba méfeni a potvrdila chyba
konstantni.

Systematickd chyba meéfeni mize byt disledkem prace na dvou odlisnych
ptistrojich, kdy kazdy pracuje na jiném principu nebo je odlisné¢ nakalibrovan. Kazda
metoda je také jinak citliva a je linearni v odlisném rozmezi koncentraci.

Vyhodou méfeni metodou ECLIA na automatickém analyzatoru IDS-iSYS byla
doba analyzy. Méfeni vSech vzorkt trvalo zhruba okolo 1 hodiny. Oproti tomu méteni
metodou ECLIA trvalo nejméné 2,5 hodiny. Dale je pfistroj IDS-iSYS specialistou
na laboratorni vySetfeni metabolismu véapniku a kostniho metabolismu od stanoveni
vitaminu D, parathormonu az po CrossLaps, osteokalcin ¢i bALP. Myslim si, ze je
vyhodnégj§i stanovit vSechny potfebné hodnoty ohledné kostniho metabolismu

na jednom pfistroji nez analyzovat kazdy marker na jiném analyzatoru.
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6 Zavér

Cilem mé bakalaiské prace bylo stanovit koncentrace markeru kostni resorpce,
B-CrossLaps, pomoci dvou metod ELISA a ECLIA ve stejnych sérech od pacientii
s diagnostikovanou osteoporéozou a vysledky statisticky zpracovat. Takto jsem
zanalyzovala 66 sér.

Spolu s naméfenymi koncentracemi jsem si zjistila i pohlavi a roky narozeni
vysSetiovanych pacientl. Slozeni lidi v mém analyzovaném souboru odpovida
statistickym udajiim o vyskytu osteoporozy. Tato nemoc se ¢astéji objevuje u zen, ale
neni vyjimkou ani u muzi. Nejvice jsou ale ohrozeny Zeny po menopauze, které maji
sniZzenou produkci estrogent, jez ptisobi na kosti ochrannym ucinkem.

Vysledné koncentrace B-CrossLaps Vv sérech pacientli zjisténé metodami ELISA a
ECLIA na dvou riznych pristrojich — NexGen Four a IDS-iSYS jsem nasledné
statisticky zpracovala. Nejdfive jsem pouzila linedrni regresi a Grubbstv test pro urceni
odlehlych hodnot a nasledné Passing-Bablokovu regresi pro porovnani metod. Vysledky
u metody ECLIA byly az na 3 vyjimky o néco niz§i nez u metody ELISA. Korela¢ni
koeficient R = 0,97 vykazuje velmi dobrou linearni zavislost mezi obéma metodami.
Diky Passing-Bablokové regresi se potvrdila systematicka chyba méteni, ale zavrhla se
chyba proporciondlni.

Rozdil ve vyslednych koncentracich mohl byt zplisoben analyzou na riznych
pfistrojich zalozenych na rozdilnych principech, dale jejich citlivosti €1 odliSnym
nakalibrovanim.

Praxi v laboratofi se ukdzalo, Ze vyhodnoceni koncentraci B-CrossLaps od stejnych
pacientl na dvou riznych pfistrojich mize vykazovat ¢aste¢né odliSné hodnoty. Nelze
vSak ptfesné urcit, ktera hodnota odpovidéa skute¢né koncentraci v séru. A tak je nutné
vysledky sd€lovat s ur¢itou nejistotou.

Myslim si, ze pro pacienty s osteoporézou a dalSimi kostnimi onemocnénimi by
bylo lepsi provadét potiebna vysetfeni na ptistroji IDS-iISYS vyuzivajici k detekci
analytu chemiluminiscenci. Tento analyzator dokaze provadét vSechna nezbytna

vySetieni ohledn¢ kostniho metabolismu, od stanoveni hladin vitaminu D,
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parathormonu, osteokalcinu, kostni alkalické fosfatazy az po CrossLaps. Pokud by
vSechna tato vySetfeni byla provedena na jednom pfistroji, tyto vysledky by byly
objektivnéjsi. Navic doba stanoveni p-CrossLaps u automatického analyzatoru
IDS-iSYS je vyrazné krat$i nez u pfistroje Nexgen Four. Souprava IDS-iSYS CTX-I je
linearni ve véts§im rozmezi koncentraci — od 0,033 ng/ml do 6000 ng/ml.

V laboratofi STAFILA, spol. sr. 0., kde jsem realizovala svtij vyzkum, se dfive
provadéla vysetieni B-CrossLaps na pfistroji Nexgen Four, ale v soucasné dobé se
pteslo na nové zakoupeny pfistroj IDS-iSYS od spole¢nosti IDS. STAFILA vlastni
tento analyzator jako jedina laboratoi v Ceské republice. Myslim si, Ze vysledky mé
prace by mohly byt zajimavé nejen pro laboratof STAFILA, ale i pro dalsi laboratote a
lékate specializujici se na kostni onemocnéni, ktefi by uvazovali o zakoupeni tohoto

pfistroje.
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9  Prilohy

Priloha 1: Automaticky analyzator NexGen Four od firmy TestLine

Zdroj: vlastni foto

Priloha 2: Pfipravené reagencie ze soupravy Serum CrossLaps®™ ELISA

Zdroj: vlastni foto
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Priloha 3: Automaticky analyzator IDS-iSYS od spolecnosti IDS

Zdroj: vlastni foto

Priloha 4: Vyjimatelny stojanek se vzorky, soucast pristroje IDS-iSYS

Zdroj: vlastni foto
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