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1 UVOD

V obecné roviné jsou biomarkery vyuzivané pro svoje specifické vlastnosti, kterymi
disponuji. Umoznuji totiz neinvazivni vhled do patofyziologickych procesu
odehravajicich se v cilenych tkanich. Kvantitativni analyza daného markeru spjatého
s urCitymi tkanovymi zménami, vlastnostmi €i probihajicimi dé&ji pak nabizi moznost
detekce patologického stavu nebo pfimé stanoveni diagnézy pacienta.

V diplomové praci byla pozornost zaméfena na tii vybrané biomarkery,
pankreatickou elastasu 1, kalprotektin a fekalni hemoglobin, které jiz mnoho let patii
mezi rutinné vyuzivané biochemické markery. V piipadé uvedenych analyti se jedna
o fekalni biomarkery, tedy markery pfitomné ve stolici. Pfirozené tedy musi spliiovat
urcité podminky, a to vlastnost a schopnost prochazet gastrointestinalnim traktem (GIT)
bez vétSich zmén ve své struktute. Pfipadné zmeény zjisténych koncentraci takovych
biomolekul mohou poukazovat predev§im na onemocnéni pravé GIT.

Pankreaticka elastasa 1 je soucasti pankreatického sekretu produkovaného
do duodena, jeji syntéza probiha v acinarnich bunkach slinivky bfisni. Tento enzym diky
své schopnosti hydrolyzovat elastin, ale i mnoho dalSich proteint, pfispiva ke zdravym
zazivacim procesum. Aktivita elastasy ve vzorcich stolice odrazi miru exokrinni funkce
slinivky. Snizené hodnoty tohoto markeru proto mohou znacit exokrinni pankreatickou
nedostatecnost.

Kalprotektin je jako leukocytarni cytosolovy protein produkovan piedevsim
neutrofily a monocyty, z nichz se uvoliiuje pfi jejich aktivaci nebo lyze. Kalprotektin je
charakteristicky vaznosti vapenatych kationtd, diky této schopnosti omezuje rast
invazivnich stfevnich bakterii. Hladina kalprotektinu uvolnéného do stolice je uzce spjata
s mnozstvim leukocytl aktivovanych ve stfevnim lumen. ZvySené koncentrace
kalprotektinu tak mohou signalizovat zanétliva stfevni onemocnéni.

Fekalni imunochemické testy (FIT, fecal immunochemical tests) umoziu;ji
stanoveni koncentrace hemoglobinu ve stolici. Hemoglobin jako slozka krve umoziuje
transport krevnich plyni a ma v lidském organismu nezastupitelnou funkci. Ve stolici se
muze vyskytovat po uniku krve do GIT. Zvysené hladiny fekalniho hemoglobinu mohou
poukazovat na pfitomnost kolorektalniho karcinomu ¢i dalSich onemocnéni GIT

spojenych s hemoragii.
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2 CILE PRACE

Cilem teoretické Casti moji prace bylo popsat vybrané fekalni biomarkery, jejichz
koncentrace byla stanovovana v praktické casti prace. Konkrétné se jednalo
o pankreatickou elastasu 1, kalprotektin a hemoglobin ve stolici. Uvedené biomarkery
byly charakterizovany z hlediska jejich funkce, pozornost byla vénovana také jejich
chemické strukture ¢i fyziologické koncentraci. Dalsi kapitoly si kladly za cil vystihnout,
pro¢ pravé tyto slouceniny je vhodné vyuzivat jako biomarkery, a v em spocivaji
vyhody jejich uzivani. Pozornost byla vénovana i riznym faktorim, kterymi jsou jejich
koncentrace ovlivnény. Nejen fyziologicky, ale také patologicky, se snahou uvést
onemocnéni, spjatd prave se zménénou koncentraci daného analytu. V zavéru kapitol
veénovanych elastase, kalprotektinu a fekalnimu hemoglobinu byl vymezen také prostor
pro popis a parametry charakterizujici reagencni soupravy vyuzivané ke kvantitativni
analyze v praktické Casti prace.

Experimentalni ¢ast prace si kladla za cil zavést do provozu Oddéleni klinické
biochemie (OKB) Fakultni nemocnice Olomouc (FNOL) nové soupravy k testovani
elastasy, kalprotektinu a hemoglobinu ve stolici. Ty stavajici nejsou predevsim
pro analyzu fekalniho hemoglobinu optimalni, protoze ke stanoveni jeho koncentrace
vyzaduji pfistroj udrzovany v provozu vyluéné pro tuto metodu. Stanoveni elastasy a
kalprotektinu je dosud provadéno zjedné testovaci zkumavky, avSak dany vyrobce
neposkytuje soupravy ke stanoveni fekalniho hemoglobinu.

Hlavnim cilem praktické casti tedy bylo otestovat nové sady souprav od dvou
riznych vyrobcl. K tomu bylo nejprve nutné ziskat primarni vzorky stolice od pacientti
z oddéleni FNOL, odkud byvaji vzorky na analyzu téchto markera zasilany k laboratorni
analyze. Nasledné bylo tfeba provést jejich zpracovani a ptipravit tyto primarni vzorky
ke stanoveni presnych koncentraci za vyuziti biochemického analyzatoru. Vysledné
ziskané koncentrace pak bylo tfeba porovnat, provést statistickou analyzu a ziskana data
interpretovat. Jednim dalSich z cila byla verifikace nové zvolenych metod pro stanoveni

danych biomarkera, idealné i jejich zavedeni do rutinniho provozu na OKB.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Pankreaticka elastasa 1

Elastasy fadime mezi proteasy, jez mohou mit rizny biologicky ptavod. Lze je izolovat
z bakterii, hub i hadich jedd, u savci se vyskytuji v leukocytech, makrofazich ¢i
v pankreatu (Werb et al., 1982). Lidskou slinivku, jeden ze zdroju elastas, tvori
endokrinni a exokrinni tkan. Endokrinni tkan sestava z a, B, 6 a PP bunék, jez jsou
organizovany do ostravkud rozptylenych v exokrinni tkani. Exokrinni tkan, ktera formuje
piiblizné 90 % pankreatu, pak obsahuje buiky acinarni a duktalni. Funkci bunék
acinarnich je syntéza a vyluCovani travicich enzymu, ukolem duktalnich vylu¢ovani
tekutin za G&elem transportu acinarnich enzym® do duodena (Cihak et Grim, 2013).
A pravé mezi tyto enzymy patfi 1 pankreaticka elastasa, proteolyticky enzym
produkovany pankreatickymi acinarnimi burikami (Seiler ez al., 2013). V literatufe byva
oznaCovana také jako pancreatopeptidasa E, Casto zkracené nazyvana elastasa

(pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

3.1.1 Struktura elastasy

Elastasa byla poprvé izolovana v 70. letech minulého stoleti, konkrétné roku 1974
(Feinstein et al., 1974). Tvoti ji 57 aminokyselin, s molekularni hmotnosti pfiblizné
6,1 kDa (uniprot.org). Gen pankreatické elastasy, ELAI, je v lidském genomu vysoce
konzervovan (Tani et al., 1987), umistén na 12. chromozomu (12q13) (O'Connell et al.,

1987).

3.1.2 Funkce elastasy

Enzym elastasa byl obecné€ popsan jiz roku 1950. Vyzkumy tehdy potvrdily, ze sekret
pankreatu vykazuje schopnost rozpoustét elastin, vlaknity protein tvofici pojivovou tkan,
ktery se dosud nedafilo nikomu rozstépit ani anorganickymi, ani organickymi
rozpoustédly. Noveé objeveny enzym s unikatni vlastnosti hydrolyzovat elastin byl
pojmenovan elastasa (Balo er Banga, 1950; Tani et al., 1987).

Dle EC nomenklatury byl tento enzym diky své jiz zminéné vlastnosti zafazen mezi
hydrolasy (EC 3.-.-), konkrétné pak peptidasy (EC 3.4.-.-). Elastasu dale tfadime
do rodiny serinovych endopeptidas (EC 3.4.21.-), ke které mimo jiné patii také naptiklad
travici enzymy trypsin (EC 3.4.21.4), chymotrypsin (EC 3.4.21.1), nékteré proteasy
enzymatické kaskady krevni koagulace i proteasy komplementu. Primarni a tercialni

struktura serinovych proteas je z vice nez 40 % homologni (Dominici et Franzini, 2002).
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Pankreatickou elastasu dle EC nomenklatury klasifikujeme jako EC 3.4.21.36, ve starsi
literatufe se ale muzeme setkati s oznacenim EC 3.4.4.7 aEC 3.4.21.11 (Feinstein et al.,
1974; Largman et al., 1976; pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Acinarni bunky slinivky syntetizuji elastasu jako proelastasu. Tento neaktivni
prekurzor se ve stieve diky ptasobeni trypsinu méni na aktivni enzym (Tani et al., 1987),
ktery kromé elastinu hydrolyzuje i mnoho dalSich proteini (Rosenbloom, 1984).
V ptipadé elastasy dochazi ke §t€peni peptidové vazby preferenéné za aminokyselinou

alaninem (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

3.1.3 Elastasa jako biomarker

Pii stanoveni fekalni elastasy 1 (FE1) bylo zisténo, ze jeji mnozstvi koreluje
se skuteCnym mnozstvim exokrinni sekrece elastasy pankreatem (Dominguez-Muifios
etal., 1995). Rovnéz koncentrace FE1 odpovidaji tém pro duodenalni elastasu (Loser
et al., 1996). Tato skute¢nost v§ak u jinych pankreatickych enzymu neplati a podléhaji
degradaci (Stein et al., 1996). Mezi pankreatickymi enzymy a elastasou ale jista
podobnost existuje, konkrétné mezi jejich sekrecnimi vzorci. Koncentrace duodenalni
elastasy totiz koreluji s mnozstvim produkce amylasy, lipasy i trypsinu, tyto korelace
navic plati i pii porovnani produkce zminénych pankreatickych enzymu s koncentraci
FE1 (Loser et al., 1996).

Jak jiz bylo zminéno, elastasa je béhem stfevni pasaze vysoce stabilni a stfevem
prochazi s minimalni degradaci. Divodem je skuteCnost, ze se elastasa poji
v makromolekularni komplex s cholesterolem a zluCovymi kyselinami (Seiler er al.,
2013; Sziegoleit et al., 1989). 1 v piipadé opakované analyzy u vybraného pacienta
nejsou hladiny FE1 v riznych dnech stanoveni analytu variabilni, nekolisaji (Loser et al.,
1996). Koncentrace FE1 tak 1ze méfit na zakladé jediného vzorku stolice (Hamwi et al.,
2000). P11 detekci FE1 se vyuziva monoklonalnich protilatek. Tato metoda ve srovnani
s jinymi testy pankreatické funkce nevyzaduje preruSeni léCby pacienta peroralnimi
doplnky pankreatickych enzymu, protoze detekuje pouze lidskou formu elastasy. To je
jeji obrovskou vyhodou (Lévy et al., 2006).

Pfi mirné exokrinni pankreatické nedostatecnosti sice stanoveni FE1 vykazuje
niz8i citlivost, avSak u stfedné tézkych a té€zkych forem je velmi vysoka. Vysetreni FE1
se ke zhodnoceni funk¢niho poskozeni slinivky nabizi jako jednoducha, Siroce dostupna,
rychla, ale také neinvazivni, vysoce klinicky proveditelna metoda s nizkou individualni

kazdodenni variabilitou a vynikajici stabilitou za rtznych podminek skladovani
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analyzovaného materialu. Co se tedy tyCe proveditelnosti analyzy, FE1 je vybornym

laboratornim biomarkerem (Krechler et al., 2006; Loser et al., 1996).

3.1.4 Koncentrace elastasy

Koncentrace FE1 v porovnani s koncentraci v pankreatickém sekretu je 5x az 6x vétsi,
divodem je reabsorpce stfevni vody (Sziegoleit er al., 1989). Za fyziologickych
podminek je koncentrace elastasy v pankreatické stavé mezi 170 a 360 pg/ml, ona sama
pak predstavuje asi 6 % vSech vylu¢ovanych pankreatickych enzyma (Sziegoleit, 1984).

Vyzkum prokazal, Ze na hladiny FE1 ma zasadni vliv vék. U desetiny starSich osob
(mezi 50 a 75 lety) klesa hladina tohoto analytu pod hodnotu 200 pg/g. Vliv ma také
pohlavi, kdy nizsi koncentrace FE1 byvaji pozorovany muzi. Negativni dopady

s naslednym poklesem téchto hodnot zptsobuje koufeni (Rothenbacher ez al., 2005).

3.1.5 Vybrana onemocnéni spjata s patologickymi koncentracemi elastasy

Vysetfeni koncentrace elastasy ve stolici umoziiuje hodnoceni funkéniho poskozeni
slinivky a zjisténi pfipadné zevni sekretorické insuficience (Krechler er al., 2006).
Onemocnéni spojena se sekretorickou nedostateCnosti, exokrinni pankreaticka
onemocnéni, jsou totiz ¢asté]si, nez je obecné vnimano, a mohou byt chybné spojovana
se zcela odlisnou diagn6zou kvili svym nespecifickym symptomam (Leeds et al., 2011).

Mezi onemocnéni s nizkymi hladinami FE1 patii nespecifické strevni zanéty (IBD,
inflammatory bowel diseases) (Barthet et al., 2006; Maconi et al., 2008). Nizké hladiny
FE1 byly pozorovany az u 30 % pacientli s Crohnovou chorobou (Barthet et al., 2006)
aaz u 20 % pacient s ulcerdzni kolitidou (Maconi et al., 2008). Pro IBD jsou vSak
typické spiSe vysoké koncentrace kalprotektinu, proto jim bude vé€novéana kapitola
3.2.5.1 souvisejici s timto biomarkerem. Hladiny FE1 pak také klesaji pfiblizn€ u tietiny
pacientd s celiakii trpicich prajmy (Leeds ef al., 2007) ¢i u HIV pozitivnich, z nichz mtze
mit nizké hladiny FE1 az polovina (Carroccio et al., 1999).

K onemocnénim, kde hladina FE1 muze klesat vyrazn¢ (<100 pg/g), fadime
diabetes mellitus 1.1 2. typu. V piipadé pacientt s diabetem 1. typu hladina FE1 vyrazné
kles4 az u 26 % z nich (Icks e al., 2001), u téch s diabetem 2. typu azu 12 % nemocnych
(Rathmann et al., 2001).
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3.1.5.1 Cysticka fibréoza

Jednou z pricin pankreatické insuficience mize byt cysticka fibréza, u niz byva snizena
koncentrace FE1 Castym symptomem. Jedna se o nejCastéjsi autosomalné recesivné
dédeéné onemocnéni v evropské populaci. Cysticka fibroza se projevuje poruchou funkce
chloridovych kanalti bunénych membran. Ve velké mife jsou postizeny dychaci cesty
pacienta, piiCemz dochéazi k jejich obstrukci a k destrukci plicniho parenchymu
s chronicky nastupujici bakterialni infekci. Mezi dal$i projevy patii také vysoka
koncentrace iontl v potu nemocnych, rozvoj diabetu, osteopordza, ale i zmifiovana
porucha zevni sekrece pankreatu. Pro zavedeni substitu¢ni 1é¢by pankreatickymi enzymy

se Casto stanovuje praveé koncentrace FE1 (Lebl et al., 2012).

3.1.5.2 Chronicka pankreatitida

Chronickd pankreatitida je zdvazné zanétlivé onemocnéni slinivky bfisni probihajici
kontinualn€ ¢i v opakovanych akutnich atakach. Zpuasobuje kalcifikaci a postupnou
atrofizaci epitelii pankreatickych vyvodi, ve kterych dochazi k precipitaci bilkovin.
Parenchym je nahrazen fibrozni tkani a rozviji se zevni a pozd¢ji i vnitini pankreaticka

insuficience (Lebl et al., 2012).

3.1.5.3 Syndrom drazdivého tracniku

K vyraznému snizeni hladiny FE1 muze dojit u nékterych pacienti se syndromem
drazdivého tracniku (IBS, irritable bowel syndrome) (Leeds et al., 2010). IBS se tadi
mezi skupinu nejcasteji diagnostikovanych onemocnéni GIT. Je definovan bolestmi
bficha, zménénymi vyprazdiiovacimi navyky ¢i biiSnim nepohodlim pfi absenci jakékoli
jiné nemoci, ktera by zpusobila tento druh symptomu. IBS je nejrozsifen€jsi v Jizni
Americe, nejmén¢ pacientll je v jihovychodni Asii (Lovell et Ford, 2012). Pfi vybéru
vhodné 1écby  hraje  ddalezitou roli urCeni  prevladajicich  symptomu,
dle kterych rozlisujeme tfi podskupiny IBS. Pacienti s IBS-D (diarrhea) trpi prijmy,
pacienti s IBS-C (constipation) zacpou a pacienti s IBS-M (mixed) obéma uvedenymi
pfiznaky. Rozmanitost ptiznaki ztézuje ti¢innou 1écbu IBS, ktera je velmi individualni.
Urcity lécebny postup, ktery vede ke zlepSeni zdravotniho stavu konkrétniho pacienta,
tak nemusi vykazovat vysledky u jiného pacienta se symptomy stejnymi (Chey et al.,
2015; Guilera et al., 2005).
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3.1.6 Charakteristiky metod pouzivanych ke stanoveni elastasy

Ke stanoveni elastasy 1ze pouZzivat rizné piistupy. V diplomové praci byla ke stanoveni
tohoto markeru z pacientské stolice vyuzivana kvantitativni analyza s vyuzitim tfech nize
popsanych reagen¢nich souprav (Tab. 1). Ve vSech piipadech se jedna o in vitro
diagnostické testovaci soupravy pro stanoveni elastasy ze vzorku lidské stolice, urCené
k testovani pomoci biochemickych analyzator (piibalovy letak fPELA® turbo,
Biithlmann, v. A2; piibalovy letak Pancreatic Elastase Turbilatex® Combo, CerTest,
v. 1020; ptibalovy letak Elaprest Turbo, Eurospital, ref. 9298).

Vysledky analyz FE1 vypovidaji o funkci slinivky, konkrétné mohou informovat
o ptipadné exokrinni pankreatické insuficienci. Dané zjisténi pak ve spojeni s dalSimi
laboratornimi a klinickymi nalezy poukazuje na rizna onemocnéni, napiiklad

chronickou pankreatitidu ¢i cystickou fibrozu.

3.1.6.1 fPELA® turbo

Princip stanoveni FE1 svyuzitim fPELA® turbo reagenéni soupravy je zalozen
na turbidimetrické imunoanalyze se zvySenym obsahem castic (PETIA, particle-
enhanced turbidimetric immunoassay). Jako imunocastice jsou vyuzivany polystyrenové
nanocastice potazené krali¢imi protilatkami proti lidské elastase (pfibalovy letak
fPELA® turbo, Bithlmann, v. A2).

Co se tyce interpretace vysledkti méfeni, hodnoty FE1 >200 ug/g stolice signalizu;ji
normalni pankreatickou funkci, hodnoty <200 pg/g stolice exokrinni pankreatickou

nedostatecnost.

3.1.6.2 Pancreatic Elastase Turbilatex® Combo

Principem stanoveni FE1 s vyuzitim Pancreatic Elastase Turbilatex® Combo reagenéni
soupravy je turbidimetricka imunoanalyza, imunoc¢asticemi jsou polystyrenové latexové
Castice potazené monoklonalnimi protilatkami proti lidské elastase (pfibalovy letak
Pancreatic Elastase Turbilatex® Combo, CerTest, v. 1020).

Navod k interpretaci vysledki méfeni urcuje jako cut-off hodnotu FE1 200 pg/g
stolice. Negativni, tedy vySsi hodnoty, signalizuji normalni funkci slinivky. Hodnoty
v rozmezi 100-200 pg/g stolice zna¢i mirnou az stiedni pankreatickou nedostatecnost,

pfi koncentraci <100 pg/g stolice se jedna o nedostatecnost t€zkou.
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3.1.7 Elaprest Turbo

Principem stanoveni FE1 s vyuzitim reagenéni soupravy Elaprest Turbo je zalozen
na turbidimetrické imunoanalyze PETIA. Jako imunocastice jsou vyuzity polystyrenové
latexové Castice potazené protilatkami proti lidské elastase (pfibalovy letdk Elaprest
Turbo, Eurospital, ref. 9298).

Navod k interpretaci vysledki meéfeni urCuje jako cut-off hodnotu stejnou
koncentraci jako u predeslych souprav, tedy 200 pg/g stolice. Vyssi hodnoty detekované
FE1 signalizuji normalni funkci slinivky, hodnoty 100-200 pg/g stolice jsou
interpretovany jako Seda zona. Koncentraci <100 ug/g stolice signalizuje pankreatickou

nedostatecnost.

Tab. 1: Porovnani zakladnich parametru reagenénich souprav pouzivanych ke stanoveni FE1.

Reagencni | Senzitivita Specificita Hodnota Rozsah Interpretace
souprava (%] [%] cut-off hodnot vysledki
[ug/g stolice] [ng/g stolice]
. =200 Normalni funkce
fPELA® 200 pankreatu
turbo Pankreaticka
<200 . 3
msuficience
Normalni funkce
>
200 pankreatu
Pg‘ll"rtea“" Mimé a sticdni
astase | 95 >99 200 100-200 pankreaticka
Turbilatex® X .
msuficience
Combo
Tézka
<100 pankreaticka
msuficience
Normalni funkce
=200 pankreatu
Elaprest 100 93 200 100-200 Seda zéna
Turbo
<100 Pankree}tlcka
msuficience
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3.2 Kalprotektin

Kalprotektin, nazyvany také L1 protein, je hlavni leukocytarni protein a biomarker
aktivity stfevniho zanétu (Fagerhol et al., 1980; Lukas et al., 2018). Jedna se o zasadni
slozku cytosolu neutrofild, kalprotektin zde tvofi piiblizné 60 % cytosolickych proteint.
Jeho exprese jsou dale schopny eozinofily ilea, monocyty, makrofagy (Vatn er Sandvik,
2015), pripadné dendritické buiiky (Kumar er al., 2003). Z bunék nepatiicich mezi
imunitni pak dlazdicové slizni¢ni epitely (Wilkinson et al., 1988), enterocyty (Lukas

et al., 2021) ¢i keratinocyty (Merk et al., 2003).

3.2.1 Struktura kalprotektinu

Kalprotektin nalezi do jedné z nejvétSich podrodin proteini vazajicich vapnik, rodiny
proteint S100. Ty charakterizuje pravé vaznost vapniku (konkrétné tyto proteiny
obsahuji dvé mista vazajici vapnik), relativné nizka molekulova hmotnost a tkarové
specificka exprese. S100 proteiny se ucCastni rdznych bunéCnych funkci naptiklad
bunécné diferenciace, progrese bunéfného cyklu ¢ modulaci pfi interakcich
mezi bunécnou membranou a cytoskeletem. Mezi zastupce této proteinové rodiny fadime
napiiklad troponin C ¢i kalmodulin (Kligman et Hilt, 1988; Niki et al., 1996; Vogl et al.,
1999). Proteiny rodiny S100 nalézame pouze u obratlovca (a tedy i u ¢lovéka) (Moore,
1965).

Konkrétné kalprotektin je tvoren proteiny SI00A8 a SI00A9. Monomer S100A8,
nazyvany také MRP-8 ¢i kalgranulin A, je lehkou podjednotkou tohoto komplexu.
Sklada se z 93 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 10,8 kDa. Monomer S100A9,
nazyvany také MRP-14 ¢i kalgranulin B, je tézkou podjednotkou tohoto komplexu.
Sklada se ze 114 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 13,2 kDa (Andersson et al.,
1988; Konikoff ef Denson, 2006; uniprot.org; Vatn et Sandvik, 2015). SIO0A8 a ST00A9
jsou u ¢loveéka kdédovany na chromozomu 1 (q21) (Schifer ef al., 1995).

Monomery S100A8 a S100A9 se mohou shlukovat do komplexa (Vogl et al.,
1999). Ostatné jako vétsina S100 proteind maji i ony tendenci tvofit homodimery
(ST00AS8/S100A8, ST00A9/S100A9) (Potts et al., 1996). Vytvaii vSak i heterokomplexy,
v téchto piipadech se pak jednd o heterodimery S100A8/S100A9 ¢i heterotetramery
(S100A8/S100A9),, produkty dimerizace heterodimert (Korndorfer et al., 2007; Vogl
etal., 1999).

Nejen, ze se kalprotektin fadi mezi proteiny vazajici vapnik, ale vytvareni téchto

proteinovych komplext je kalcium-dependentni, proto vznik kalprotektinu pifimo
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vyzaduje pfitomnost tohoto iontu (Vatn et Sandvik, 2015). Monomery
S100A8 a SI00A9 obsahuji 2 vazebna mista pro vapenaté kationty, dimery vazou 4 tyto
kationty, tetramery pak 8 vapenatych kationtt (Vogl et al., 1999).

VysSe jmenované komplexy S100 proteinti, jmenovit¢ S100A8/S100AS,
S100A9/S100A9, S100A8/S100A9 a (S100A8/S100A9),, tedy vykazuji vysokou
variabilitu a v organismu je nachazime paralelné ve vSech uvedenych podobach

(Ishikawa et al., 2000; Itou et al., 2002).

3.2.2 Funkce kalprotektinu

Kalprotektin byl identifikovan a charakterizovan v 80. letech minulého stoleti
(Andersson et al., 1988). Vykazuje antibakterialni a antifungalni u€inky. Extracelularni
komplexy, které tento protein vytvari, umoziuji chelataci dvojmocnych kovovych iont
(kromé& zminovanych vapenatych kationti také kationtl zineCnatych, Zzeleznatych
¢i nikelnatych) (Vatn et Sandvik, 2015; Zygiel er Nolan, 2018). Tim kalprotektin
omezuje rust invazivnich stfevnich bakterii, pro nézjsou uvedené ionty klicové (Waldron
et al., 2009; Wang et al., 2020). Nazev kalprotektin tak opét jen zdiraziuje jeho tehdy
zjisténé charakteristické vlastnosti, konkrétné antimykotickou aktivitu proti Candida
albicans a schopnost vazat vapenaté kationty (Steinbakk er al., 1990).

Kalprotektin se u€astni zanétlivé reakce (Jukic er al., 2021). V ptipadé€ poskozeni
tkané dochazi k pasivnimu uvolfiovani kalprotektinu jako tzv. molekularniho vzoru
asociovaného s poskozenim (DAMP, damage-associated molecular pattern)
do extracelularniho prostiedi. Tyto DAMP molekuly se jako endogenni stimuly uvoliiuji
z umirajicich nebo poSkozenych bunék a slouzi jako v€asné varovné signaly k aktivaci
imunitniho systému s cilem podpofit reparaci tkdné¢ (Bianchi, 2007, Rammes et al.,
1997). Molekuly DAMP, a tedy 1 kalprotektin, aktivuji receptory lokalizované
na imunitnich burikach (Ma er al., 2017). Do imunitni regulace je kalprotektin zapojen
také v roli chemotaktického faktoru a spousti chemotaxi neutrofild (Ryckman et al.,

2003).

3.2.3 Vyuziti kalprotektinu jako biomarkeru

I presto, ze kalprotektin tvori nekovalentné spojené molekuly, vyznacuje se znacnou
stabilitou a odolnosti vaci bakterialnim proteasam, coZz je zasadni pro moznost
laboratorni diagnostiky. Stabilita tohoto analytu tak umoziiuje odbér pacientem
v domacich podminkach a bezproblémové doruceni vzorku k analyze do laboratofe

(Lukas et al., 2021; Vogl et al., 1999).
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Dfive byly vyuzivany k posouzeni stfevniho zanétu hodnoty C-reaktivniho
proteinu (CRP, C-reactive protein) a rychlost sedimentace erytrocytd. Ty jsou vsak
zvySené 1 v reakci na razné nezanétlivé procesy, a tedy Spatné koreluji jak se symptomy
pacienta, tak i aktivitou jeho stfevniho onemocnéni (Desai et al., 2007).

Kalprotektin se muze vyskytovat ve stolici diky schopnosti neutrofilt prochazet
stfevni sténou (Vatn er Sandvik, 2015). Jeho obsah ve stolici je tak pfimo tmérny mire
pruniku neutrofil do GIT a hodnoty koncentraci fekalniho kalprotektinu velmi dobte
koreluji se stupném zanétlivého postizeni stfeva (Galgut er al., 2018; Konikoff
et Denson, 2006). Diky analyze tohoto biomarkeru mizeme ucinné rozliSovat mezi
zanétlivym anezanétlivym onemocnénim GIT, a tedy zajistovat diferencialni
diagnostiku mezi IBD a IBS (Lebl ef al., 2012). U pacientt s potvrzenym IBD dale pak
muiizeme provadét monitorovani, klinické rozhodovani ¢i ptipadnou optimalizaci terapie
bez nutnosti invazivniho vySetfeni. Analytické stanoveni fekalniho kalprotektinu vSak
nevyluCuje moznost vyuzivat jej v kombinaci s dalSimi parametry (klinické
endoskopické, histologické ¢i radiologické), coz poté umoziuje komplexni zhodnoceni
pacienta. Tyto vyhody Cini z kalprotektinu dnes jiz celosvétoveé uzivany biomarker pro
rutinni laboratorni diagnostiku zanétu in situ, ve stievé (Chew et Mansfield, 2018; Jukic

et al., 2021; Konikoff et Denson, 2006; Lukas et al., 2021).

3.2.4 Koncentrace kalprotektinu

Fyziologické hodnoty fekalniho kalprotektinu se pro dospélou populaci mohou lisit
v zavislosti na regionu, hygienickych standardech, stravovacich néavycich. Hladiny
tohoto biomarkeru ale kolisaji 1 béhem dne (Lukas et al., 2021). U zdravého ¢loveka je
exprese kalprotektinu velmi omezena na produkci nékolika malo specializovanymi
burikami a byvéa indukovana az pii zanétlivych procesech (Kunz et al., 1992; Ligering
et al., 1995; Schmid et al., 1995).

Mirmé zvySeni lze zaznamenat pii uzivani nékterych 1é¢iv (nesteroidni
antiflogistika) ¢i pfi nutri€nim deficitu (Lienau et al., 2018; Tibble et al., 1999). Expresi
S100AS8 pak pozitivné reguluji glukokortikoidy (Hsu et al., 2005). Interpretace vysledka
laboratorniho vySetfeni by tedy meéla byt opatrna, nebot’ hodnoty analytu mohou byt

ovlivnény skute¢né mnoha faktory (Jukic et al., 2021).
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3.2.5 Vybrania onemocnéni spjatd s patologickymi koncentracemi
kalprotektinu

Koncentrace kalprotektinu v krevnim séru je zvySena v situacich, pfi kterych stoupa
aktivita neutrofild (Vatn er Sandvik, 2015). S ohledem na tuto skuteCnost pfirozené
musime zvySené hladiny kalprotektinu (ve vzorcich krevniho séra, tkani apod.)
u pacienti ocekavat i z jinych pficin, nez jsou pouze onemocnéni stiev (Jukic et al.,
2021).

Na zvySeni kalprotektinu mohou mit vliv naptiklad virové infekce (Tibble et al.,
1999), konkrétné pii srovnani se zdravymi pacientskymi vzorky dochazi k mirnému
zvySeni hladiny kalprotektinu (~90 pg/g) pfi infekcei rotaviry ¢i noroviry (Chen et al.,
2012).

Naopak béhem bakteridlnich infekci je Casto pozorovana siln€ zvySena
koncentrace kalprotektinu ve stolici (Tibble et al., 1999), konkrétné pii infekci
Salmonella (~765 ng/g) ¢i Campylobacter (~690 ng/g) dochazi k podstatnému zvyseni
koncentrace fekalniho kalprotektinu, pficemz tyto hladiny koreluji se zavaznosti infekce
(Chen et al., 2012; Nielsen et al., 2013).

Zvysené koncentrace muzeme dale zaznamenat také u revmatoidni artritidy
(Jarlborg et al., 2020), psoriazy (Qian et Song, 2018) ¢i paradontdzy (Lira-Junior et al.,
2017). Z tad malignich onemocnéni u karcinomu prsu (Bao et al., 2016), prostaty
(Grebhardt et al., 2014), slinivky (Nedjadi er al., 2018), kolorektalniho karcinomu
(Lehmann et al., 2014) a dalsich.

3.2.5.1 Nespecifické stirevni zanéty

Samostatnou kapitolou jsou IBD, konkrétné Crohnova choroba ¢i ulcerozni kolitida, kdy
se koncentrace kalprotektinu zvySuje velmi vyrazné¢ (Vatn et Sandvik, 2015).
Pti vzplanuti nemoci muze zjisténa koncentrace ve stolici dosahovat dokonce az
50x vy$sich hodnot oproti fyziologické hladiné kalprotektinu (Lukas et al., 2018).

Mezi IBD fadime ulcer6zni kolitidu a Crohnovu chorobu. Jedna se o nespecificka
zanétliva stfevni onemocnéni chronického charakteru. Dulezitym lécebnym cilem
riznych poruch GIT (vCetné IBD) je sliznicni hojeni (MH, mucosal healing) (Freslie
et al.,2007). Ptiznaky IBD mohou byt Casto atypické a nenapadné. Tato skuteCnost vede
ke zpozdéni diagnézy (zejména Crohnovy choroby) (Ruscio et al., 2017).
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Crohnova choroba

Crohnovou chorobou je nejcast€ji postizeno terminalni ileum, onemocnéni se vSak muaze
rozvinout v jakékoli casti GIT vcCetné ust. Dochazi k charakteristickému stifidani
nepostizenych segmentl se segmenty zanétlivymi, tzv. skip lesions. V téch se tvori
zanétliva transmuralni loziska, postihuje tedy nejen sliznici, ale vSechny vrstvy stfevni
stény. Zanét vede ke tvorbé fisur, abscest a hlubokych viedu, Casto aftd v dutiné ustni.
Nemoc se také projevuje horeckami, bolestmi bricha, pfitomnosti krve ve stolici nebo
prijmy s ubytkem hmotnosti. Pfi¢ina onemocnéni stale nebyla objasnéna, mezi rizikové

faktory se vSak tadi naptiklad vysoky hygienicky standard v détstvi (Lebl ez al., 2012).

Ulcerozni kolitida

Ulcer6zni kolitida postihuje pouze colon, Casto ale celé. Projevy se zhorSuji v distalnim
sméru, jeho nejvétsi rozvoj tak byva pozorovan v rectu. Onemocnéni se sice tyka pouze
stfevni sliznice, ta je snadno zranitelna a tvofi se na ni eroze a viedy. Zanét je kontinualni,
bez segmentt. Pacienti trpi bolestmi bficha a prijmy s obsahem hnisavého hlenu a krve,
jeji ztraty mohou vést k anémii. LéCebna strategie spociva v Uspésné indukci remise
a jejim nasledném udrzeni. Dosazeni MH se tak stalo dulezitym klinickym cilem. Pficina
onemocnéni stale zustava z velké Casti neznama (Lebl ef al., 2012; Nakarai et al., 2013;

Takashima et al., 2015).

3.2.6 Charakteristiky metod pouzivanych ke stanoveni kalprotektinu

Ke stanoveni kalprotektinu je mozné vyuziti riznych piistupt. V diplomové praci byla
ke stanoveni tohoto markeru z pacientské stolice vyuzivana kvantitativni analyza
s vyuzitim tfech nize popsanych reagenCnich souprav, které se nékterymi svymi
charakteristikami mirné lisi (Tab. 2). Ve vSech ptipadech se jedna o in vitro diagnostické
testovaci soupravy pro stanoveni kalprotektinu ze vzorku lidské stolice, urCené
k testovani pomoci biochemickych analyzatorGi (piibalovy letak fCAL® turbo,
Biithlmann, v. A4; piibalovy letdk Calprotectin Turbilatex® Combo, CerTest, v. 0220;
ptibalovy letak Calprest Turbo, Eurospital, ref. 9300).

Vysledky analyz vypovidaji o mozné ptitomnosti stfevniho zanétu a piipadnych
onemocnénich s nim spojenych. Dané zjisténi pak informuje o mozné ptitomnosti IBD

¢i muze slouzit k diferencialni diagnostice mezi IBD a IBS.
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3.2.6.1 fCAL® turbo

Principem stanoveni kalprotektinu s vyuzitim fCAL®™ turbo reagenéni soupravy je
turbidimetricka imunoanalyza PETIA, imunoc¢ésticemi jsou polystyrenové Ccastice
pokryté ptacimi protilatkami proti lidskému kalprotektinu.

Navod k interpretaci vysledkt méfeni urCuje jako cut-off hodnotu 80 pg/g stolice.
Nizsi hodnoty kalprotektinu neindikuji zanét v GIT a pacienti tak nepotiebuji invazivni
vySetfeni. Koncentrace v rozmezi 80-160 pg/g stolice se oznacuje jako Seda zona. Neni
indikovan pfimo aktivni zanét, ale jeho pfitomnost nelze vyloucit, proto se stanoveni
doporucuje opakovat za 4—6 tydni. Koncentrace >160 ug/g stolice svéd¢i o pritomnosti
aktivniho zanétu a indikuje dalsi vySetfeni k urCeni diagnozy pacienta (ptibalovy letak

fCAL® turbo, Bithlmann, v. A4).

3.2.6.2 Calprotectin Turbilatex® Combo

Principem stanoveni kalprotektinu s vyuzitim Calprotectin Turbilatex® Combo
reagencni soupravy je turbidimetricka imunoanalyza, imunoc¢asticemi jsou
polystyrenové latexové Castice potazené protilatkami proti kalprotektinu.

Navod k interpretaci vysledk méfeni urCuje jako cut-off hodnotu 50 pg/g stolice.
Hodnoty kalprotektinu <50 pg/g stolice jsou povazovany za fyziologické a nesvédci
o zanétu v GIT. Koncentrace kalprotektinu v rozmezi 50-200 pg/g stolice poukazuji
na mirny zanét GIT, proto je v daném piipadé doporuceno sledovani a nasledna kontrola
pacienta. Koncentrace >200 pg/g stolice svéd¢i o zavazném zanétu GIT (piibalovy letak

Calprotectin Turbilatex® Combo, CerTest, v. 0220).

3.2.6.3 Calprest Turbo

Principem stanoveni kalprotektinu s vyuzitim Calprest Turbo reagencni soupravy je
turbidimetricka imunoanalyza PETIA. Imunocasticemi jsou polystyrenové latexové
Castice potazené protilatkami proti lidskému kalprotektinu.

Navod k interpretaci vysledkd méfeni urcuje jako cut-off hodnotu 50 pg/g stolice, jako
v predeslém testu. Hodnoty kalprotektinu <50 pg/g stolice jsou povazovany za negativni
a fyziologické. Koncentrace v rozmezi 50—-120 pg/g stolice spadaji do Sedé zony a mély
by byt opakované prehodnoceny po 4-6 tydnech. Vysledky testu jsou pozitivni
pfi koncentraci kalprotektinu >120 pg/g stolice a svéd¢i o zanétu GIT. Pacienti jsou
indikovani k dalsimu vySetfeni a diagnostice presné patologie (piibalovy letak Calprest

Turbo, Eurospital, ref. 9300).
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Tab. 2: Porovnani zakladnich parametri reagenénich souprav pouzivanych ke stanoveni

kalprotektinu.
Reagenéni | Senzitivita Specificita Hodnota Rozsah Interpretace
souprava [%] [%] cut-off hodnot vsledki
[ug/g stolice] [ung/g stolice]
<80 Bez patologie
fCAL® i i 80 80-160 Seda zona
turbo
>160 Zan¢t GIT
<50 Bez patologie
Calprotectin
Turbilatex® 94.0 >99.0 50 50-200 Mimy zanét GIT
Combo At An
avazny zanct
>200 GIT
<50 Bez patologie
Calprest 97.1 87.9 50 50-120 Seda zona
Turbo
>120 Zan¢t GIT

24



33 Hemoglobin ve stolici

Hemoglobin se ve stolici muze vyskytovat pii ztraté gastrointestinalni krve. Takova krev
se po uniku do GIT vylucuje se stolici, pfi¢emz ptipadna detekce fekalniho hemoglobinu
zavisi na mife jeho degradace. Stolice muze obsahovat kombinaci neporuseného ¢i témér
intaktniho hemoglobinu, tyto slozky velmi spolehlivé detekuji imunochemické techniky.
V piipadé vyskytu takovych analytl ve stolici se vétSinou jedna o krvaceni ze spodnich
casti GIT, nebot krev jesté neni v takové mife degradovana. Stolice mize dale obsahovat
hemoglobin jiz natraveny, konkrétné neporuseny hem ¢i porfyriny od hemu odvozené.
Konkrétni vyskyt zmifiovanych analyti a miru uspé$nosti detekce pak ovliviiuje misto
krvaceni, jeho intenzita, v neposledni fadé také celkova doba prichodu krve skrze GIT

(Ransohoff er Lang, 1997).

3.3.1 Struktura hemoglobinu

Presna struktura hemoglobinu byla objasnéna na konci 50. let minulého stoleti. Jeho
molekula se sklada ze ctyf podjednotek, pficemz kazdou z nich tvofi proteinova
a prostetickd C¢ast. Bilkovinnou slozkou je globin, nejcastéji sestavajici ze dvou
globinovych podjednotek typu a a dvou typu B. Nebilkovinnou slozkou je molekula
hemu, pfipojena ke kazdé z téchto podjednotek. Co se tyCe struktury hemu, jedna se
o tetrapyrolovy kruh obsahujici centralni atom Zeleza. Zelezo je piitomné v redukovaném
stavu, jako zeleznaty kation, coz hraje zasadni roli pro vznik jeho vazby s kyslikem.
Stavba molekuly hemoglobinu tedy poskytuje celkem Ctyfi vazebna mista pro Ctyfi
molekuly kysliku a diky jejich vazbé muze dochazet k zasobeni tkani prave
nepostradatelnym kyslikem. Hemoglobin umoziiujici transport krevnich plynd tak ma
v lidském organismu nezastupitelnou funkci (Ganz ef Nemeth, 2012; Perutz et al., 1960).

Globin, ktery formuje pfevaznou cast heterotetramerické struktury hemoglobinu,
je, jak jiz bylo zminéno, zastoupen ve dvou forméch. Podjednotku typu o tvoii
142 aminokyselin, jejich molekulova hmotnost dosahuje 15,3 kDa. Sekvence tohoto
proteinu je kodovana na 16. chromozomu. Podjednotka typu [ obsahuje
147 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 16,0 kDa. Jeji sekvence je kddovanana 11.

chromozomu (uniprot.org).

3.3.2 Testy na detekci okultniho krvaceni ve stolici

Testovani okultniho tedy skrytého krvaceni z GIT ma v CR dlouhou tradici. Jiz od roku
1979 byly provadény pilotni studie, tehdy s vyuzitim guajakového testu (Fri¢, 1986).
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Detekce okultniho krvaceni kvalitativnimi testy s guajakovou pryskyfici (gFOBT, guaiac
fecal occult blood test) byla spjata s dietnimi omezenimi. Pfesto, vlivem pfitomnosti
oxida¢né-redukcnich latek ve stolici, vedla tato metoda se senzitivitou okolo pouhych
cca 30 % k faleSn€ negativnim ¢i falesné pozitivnim vysledkam (Digby et al., 2013;
Pitkéniemi et al., 2015).

FIT jsou testy na okultni krvaceni umoziujici detekovat hemoglobin pochazejici
z erytrocytu ve stolici. Principem je imunochemicka reakce hemoglobinu s monoklonalni
protilatkou proti lidskému globinu. Vzhledem k této specifické interakci je mozno
vyloucit ovlivnéni vysledku testu jinym zdrojem hemoglobinu, napfiklad ze stravy,
aneni tedy nutné, aby pacient pred testovanim podstupoval specialni dietni omezeni.
Imunochemické testy tak oproti t€m guajakovym dosahuji mnohokrat vyssi citlivosti
(Kato et al., 2016; Young et al., 2015).

Prvni z variant FIT vySetfeni okultniho krvéaceni jsou kvalitativni rapid testy. Na né
byla zaméfena studie, ktera probihala po dobu deseti let ve Vojenské fakultni nemocnici
v Praze. V ramci tohoto pomérné rozsahlého vyzkumu byla porovnavana kolonoskopicka
data pravé s riznymi kvalitativnimi FIT rapid-testy. Uvedena studie je nikdy
nedoporucila jako davéryhodné, nebot jejich vysledky casto vykazuji faleSnou
pozitivitu, za coz byly vicekrat kritizovany, ptfesto jsou stale dostupné v mnohych
lékarnach (Dvorak et al., 2002).

Druhou variantou FIT jsou testy kvantitativni, umoziujici dosahovat presnych
koncentraci hemoglobinu obsazeného ve vzorku stolice (Kato et al., 2016). Tyto testy
byvaji také nékdy oznaCovany jako FIT testy tfeti generace (Dvorak er al., 2002),
pficemz disponuji mnoha vyhodami. Kvantitativni analyza je totiz automatizovatelna
aumoziuje tak s vyuzitim analyzatord meéfit koncentrace FIT v mnoha vzorcich
najednou (Takashima er al., 2015). Posuzovani vysledku testu navic nepodléha
subjektivnimu zhodnoceni. Naopak, optimalizace spocivajici v definovani kritéria
pozitivity (cut-off hodnoty) umoziuje piipadnou indikaci dalsiho, invazivniho vySetfeni
(Kocna, 2017). Pravé diky moznosti nastaveni pfislu§né mezni hodnoty doporucuji
pouziti kvantitativnich imunologickych testi mnohé evropské smérnice (Duffy er al.,
2011). Také dle Svétové zdravotnické organizace (WHO, World Health Organization) je
kvantitativni analyza fekalniho hemoglobinu optimalni metodou (Holland e al., 2006).
Ve vét§ing zemi jiz nahradila testovani pomoci gFOBT (Kocna, 2017). Také Ceska
spolecnost klinické biochemie doporucila jednotny postup, ktery by zajistil srovnatelnost

vysledkd testovani: (1) stanoveni okultniho krvaceni ve stolici provadét vyhradné
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kvantitativnimi FIT testy, (2) vysledky vyjadfovat v jednotkach pg/g stolice (Kocna et
Zima, 2015a; Kocna et Zima, 2015b).

3.3.3 FIT jako biomarker

U pacient trpicich nékterymi onemocnénimi GIT jsou nutna hodnoceni stavu sliznic
a MH. Invazivni hodnoceni jsou vSak pro tyto pacienty zatézujici. Kromé nezbytné
ptipravy stiev, které je nucen pacient podstoupit, a samotného vySetfovaciho postupu,
neni endoskopie vzdy dobfe tolerovana nebo pfijiméana, zejména détskymi pacienty nebo
pacienty s klinicky neaktivnim onemocnénim. Navic existuji rizika zhorSeni onemocnéni
po zakroku. Pro dlouhodobé potvrzeni MH je nutné podstupovat vysetieni opakovane,
opakovana endoskopie se nasledné stava nepraktickou, ale 1 financné a Casové naro¢nou
(D1 Ruscio et al., 2017; Nakarai et al., 2013).

Diky vySetteni okultniho krvaceni pomoci FIT je ale mozno informace o stavu
sliznice GIT ziskavat i neinvazivni cestou. Skryta krev muze byt obzvlasté pfitomna
ve vykalech pacientl s onemocnénim v klinické remisi, avSak bez zhojeni sliznice.
Vzhledem ke skutecnosti, ze hodnoty tohoto biomarkeru spolu s MH siln¢ koreluji, mtize
negativni vysledek FIT ucinné predikovat MH a odrazet tak stav sliznice. Tato snadna
a rychla metoda, ktera se pii srovnani s jinymi fekalnimi markery, vCetné kalprotektinu,
vyjima velmi nizkymi naklady, tak mize pfispivat ke snizovani zatéze pacientll spojené
s kolonoskopii a v mnoha situacich mize urCovat 1éCebnou strategii bez nutnosti

podstupovat vySetieni invazivné (Nakarai et al., 2013; Takashima et al., 2015).

3.3.4 Koncentrace FIT

Pritomnost hemoglobinu ve stolici mize ovliviiovat vice faktord. Mezi né patii vék
i pohlavi. U muzt byva koncentrace FIT obecné vyssi, u obou pohlavi se pak zvysuje
spolu s rostoucim veékem (McDonald et al., 2011). Pfi¢inou stanoveni zvySené
koncentrace FIT v analyzovaném vzorku mize byt také jiny zdroj krvaceni. Zjistény
hemoglobin muize pochazet z menstruaéni krve, pacientky by v pfipadé tohoto druhu
krvaceni nemely podstupovat vySeteni daného biomarkeru, nebot’ jeho vysledky mohou
byt falesn¢ pozitivni. Podobnou situaci s pfipadnym rizikem chybného stanoveni
diagnézy pacienta mohou zapficinit také krvacejici hemoroidy nebo vyskyt krve v moci

(Nakarai et al., 2013; Ransohoff et Lang, 1997).
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3.3.5 Vybrana onemocnéni spjata s patologickymi koncentracemi FIT

Koncentrace FIT se vyrazné zvysuji pii IBD (jiz popsanych v kapitole 3.2.5.1), kdy
u pacientil s aktivnim onemocnénim dosahuji vyraznych rozdili oproti pacientim
v klinické remisi (Saitoh et al., 1995). K vyraznym vzestupum hodnot FIT dochazi
u pacientt s velkymi polypy, zavaznou pii¢inou muaze byt kolorektalni karcinom (Quirke
etal.,2011). Jeho stadium, zavaznost a velikost 1ézi je spjata pravé s timto biomarkerem

(Digby et al., 2013).

3.3.5.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (CRC, colorectal carcinoma) je zavazné onemocnéni, které je
rocné diagnostikovano pfiblizn€ u 1,1 milionu novych pacientd. To z n€j ve svétovém
mefitku Cini ¢tvrté nejCastéjs$i nadorové onemocnéni a patou nejcastéj§i pricinu umrti
na nadorové onemocnéni (Sung er al., 2021). Preména zdravé stfevni sliznice
na karcinom trva u tohoto druhu malignity pomérné dlouhou dobu, uvadi se 8—15 let.
Incidenci CRC a s nim spojenou mortalitu lze pfitom vyznamné snizit systematickymi
screeningovymi programy. Diky v€asné detekci a naslednému odstranéni maligni tkané
je mozné téméf stoprocentné snizit riziko dalSiho rozvoje CRC. Screening CRC
umoziuje s uspéchem zachytit jiz premaligni stadia tohoto nebezpe¢ného nadorového
onemocnéni (Kocna, 2017; Quirke et al., 2011).

V Ceské republice byl Narodni program screeningu CRC zahajen roku 2000,
ve svétovém méfitku se tak CR stala druhou zemi, v niz byl takovy program pfijat (Frig,
1986). V soucasné dobé& nabizi pro asymptomatické osoby ve veku 50-54 let kazdoro¢ni
testovani okultniho krvaceni metodou FIT, od 55 let varianty dvé€, screeningovou
kolonoskopii nebo FIT ve dvouletém intervalu. Pfi pozitivhim vysledku FIT se

samoziejmé pristupuje k vySetieni kolonoskopii (Kocna, 2017).

3.3.6 Charakteristiky metod pouzivanych ke stanoveni hemoglobinu

Jak jiz bylo uvedeno vyse, ke stanoveni pfitomnosti hemoglobinu ve stolici existuji rizné
pfistupy. V diplomové préci byla ke stanoveni tohoto markeru z pacientské stolice
vyuzivana kvantitativni analyza s vyuzitim tfech nize popsanych reagencnich souprav,
pfiCemz nekteré charakteristiky mezi soucasné pouzivanou a dvéma novée testovanymi
soupravami jsou znacné odlisné (Tab. 3). Ve vSech ptipadech se jednd o in vitro
diagnostické testovaci soupravy. OvSem zde se vyjimecné lisi také zpusob méfeni
vzorku. Prvni z testl uréen pouze k méfeni na piistroji QuikRead go®, u ostatnich dvou

metod se jiz opét k testovani vyuziva biochemickych analyzatori (pfibalovy letak

28



QuikRead go® iFOBT, Aidian, v. 152486-5; piibalovy letak FOB Turbilatex® Combo,
CerTest, v. 0220; pribalovy letak FOB-Test Turbo, Eurospital, ref. 9297).

Tyto analyzy poskytuji moznost detekce okultniho krvaceni v dolnich ¢astech GIT,
vysledky méfeni poukazuji na piipadnou pritomnost hemoglobinu ve stolici. Prikaz

hemoglobinu pak informuje o mozné pfitomnosti onemocnéni jako IBD ¢i CRC.

3.3.6.1 QuikRead go®iFOBT

Principem stanoveni FIT svyuzitim QuikRead go® iFOBT reagen¢ni soupravy je
turbidimetricka imunoanalyza, imunocésticemi jsou mikroCastice pokryté prasecim
antisérem proti lidskému hemoglobinu (pfibalovy letak QuikRead go® iFOBT, Aidian,
v. 152486-5).

U tohoto testu je cut-off hodnotou 10 pg/g stolice, koncentrace hemoglobinu
<10 png/g stolice jsou povazovany za fyziologické. Interpretace pro hodnoty
v rozmezi 10-200 pg/g stolice neni v pifibalovém letdku uvedena. Koncentrace
hemoglobinu >200 pg/g stolice jiz signalizuje krvaceni do GIT. OKB vS$ak stanovilo jako

cut-off hodnotu koncentraci 15 pg/g stolice.

3.3.6.2 FOB Turbilatex® Combo

®

Principem stanoveni hemoglobinu s vyuzitim FOB Turbilatex® Combo reagencni
soupravy je turbidimetrickd imunoanalyza, imunocasticemi jsou polystyrenové latexoveé
Castice potazené protilatkami proti lidskému hemoglobinu (piibalovy letak FOB
Turbilatex® Combo, CerTest, v. 0220).

Navod k interpretaci vysledki urcuje jako cut-off hodnotu 50 ng/ml (5 ug/g).
Hodnoty hemoglobinu <50 ng/ml (<5 pg/g) stolice jsou povazovany za negativni
a fyziologické. Koncentrace v rozmezi 50-200 ng/ml (5-20 pg/g) stolice svédci
o mirném krvaceni do GIT, doporucuje se sledovani a nasledna kontrola pacienta.
Vysledky testu pii koncentraci hemoglobinu >200 ng/ml (>20 ug/g) stolice znaci silné
krvaceni do GIT. OKB vSak stanovilo jako cut-off hodnotu koncentraci 15 pg/g stolice

také pro tuto nove testovanou soupravu.

3.3.6.3 FOB-Test Turbo

Principem stanoveni hemoglobinu s vyuzitim FOB-Test Turbo reagen¢ni soupravy je
turbidimetricka imunoanalyza PETIA, imunocésticemi jsou polystyrenové latexové
Castice potazené protilatkami proti lidskému hemoglobinu (pfibalovy letak FOB-Test
Turbo, Eurospital, ref. 9297).
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Navod k interpretaci vysledkll urCuje jako cut-off hodnotu 50 ng/ml (5 pg/g).
Hodnoty hemoglobinu <50 ng/ml (<5 pg/g) stolice jsou povazovany za fyziologické.
Koncentrace v rozmezi 50-200 ng/ml (5-20 pg/g) stolice svéd¢i o mirném krvaceni
do GIT, doporucuje se sledovani pacienta. Vysledky testu pii koncentraci hemoglobinu
>200 ng/ml (>20 ug/g) stolice signalizuji gastrointestinalni krvaceni a vyzaduji dalsi
diagnosticka vySetieni. I v tomto ptipadé zvolilo OKB jako cut-off hodnotu koncentraci

15 ng/g stolice.

Tab. 3: Porovnani zakladnich parametrii reagenénich souprav pouzivanych ke stanoveni FIT.

Pro hodnoty oznacené * byla stanovena cut-off hodnota odlisna oproti ptibalovému letaku.

Reagencni | Senzitivita Specificita I_i(:l(:no(;.:.a 1133;;2:: Interpretace
0 0 = Id o
souprava [%o] [%o] [ug/g stolice] [ngg stolice] vysledkii
<10 Bez patologie
QuikRead . . .
00" iFOBT 97.6 91,5 15 10-200 Nespecifikovano
>200 Krvaceni do GIT
<5 Bez patologie
FOB i
Turbilatex® | 96,0 >99.0 15% 5-20 Mimé lgﬁ‘,cem do
Combo
Silné krvaceni do
>20 GIT
<5 Bez patologie
FOB-Test « Mirn€ krvaceni do
Turbo 100,0 97.5 15 5-20 GIT
>20 Krvaceni do GIT
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 MATERIAL
4.1.1 Biologicky material

e Vzorky externtho hodnoceni kvality (EHK), cyklus FD1/23
(Referenzinstitut fiir Bioanalytik (RfB), Némecko)
- RfB A - lyofilizovana stolice
- RfB B - lyofilizovana stolice

e Vzorky pacientské stolice

4.1.2 Komercni soupravy

Odbérové zkumavky

e Calex® Cap, LOT 40216 (Bithmann, Svycarsko)

e EasyCal FOB, LOT 220411 (Eurospital, Italie)

e EasyCal Turbo, LOT 13858 (Eurospital, Italie)

e QuikRead™ iFOB Sampling Set, LOT 1910469 (Aidian, Finsko)

e Universal Turbilatex Sample Collection Vial, LOT 120822U (CerTest,
Biotec, gpanélsko)

Reagencni soupravy
e Calprest Turbo, LOT 13850 (Eurospital, Italie)
- Calprest Turbo Reagent 1
- Calprest Turbo Reagent 2
- Calprest Turbo Calibrator 0-5
- Calprest Turbo Control 1, 2

e (Calprotectin Turbilatex® Combo, LOT 100EDCP102 (CerTest, Biotec,
Spanélsko)
- Calprotectin Turbilatex® Reagent 1
- Calprotectin Turbilatex® Reagent 2
- Calprotectin Turbilatex® Calibrator 0-5

- Calprotectin Turbilatex® Control 1, 2

e Elaprest Turbo, LOT 13846 (Eurospital, Italie)
- Elaprest Turbo Reagent 1
- Elaprest Turbo Reagent 2
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- Elaprest Turbo Calibrator 0-5
- Elaprest Turbo Control 1, 2

FOB-Test Turbo, LOT 13516 (Eurospital, Italie)
- FOB-Test Turbo Reagent 1
- FOB-Test Turbo Reagent 2
- FOB-Test Turbo Calibrator 0-5
- FOB-Test Turbo Control 1,2

FOB Turbilatex® Combo, LOT 100EDFB081 (CerTest, Biotec, Spanélsko)
- FOB Turbilatex® Reagent 1
- FOB Turbilatex® Reagent 2
- FOB Turbilatex® Calibrator 0-5
- FOB Turbilatex® Control 1, 2

fCAL® turbo, LOT 3326 (Bithimann, Svycarsko)
- fCAL" turbo Reagent 1
- fCAL" turbo Reagent 2
- fCAL" turbo Calibrator 1-6
- fCAL" turbo Control 1, 2

fPELA® turbo, LOT 0412 (Bithimann, Svycarsko)
- fPELA" turbo Reagent 1
- fPELA" turbo Reagent 2
- fPELA" turbo Calibrator 1-6
- fPELA" turbo Control 1, 2

Pancreatic Elastase Turbilatex® Combo, LOT 100EDEL037 (CerTest,
Biotec, Spanélsko)

- Pancreatic Elastase Turbilatex®™ Reagent 1

- Pancreatic Elastase Turbilatex® Reagent 2

- Pancreatic Elastase Turbilatex® Calibrator 0-5

- Pancreatic Elastase Turbilatex® Control 1, 2

QuikRead go® iFOBT, LOT 1910469 (Aidian, Finsko)
- Vicka s reagencii FOB
- Pufr v pfedplnénych kyvetach
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4.1.3

4.1.4

4.1.5

Pristrojové vybaveni

e Analyzator Atellica CH930 (Siemens, Némecko)

e Centrifuga Multifuge X1R (ThermoFisher Scientific, USA)

e Fotometr automaticky QuikRead go® (Orion Diagnostica, Finsko)
e (Chladnicka Danfus (Liebherr, Némecko)

e Chladni¢ka (Equitec, Spanélsko)

e Laminarni box Clean Air (Schoeller Instruments, Ceska republika)
e Mraznicka (Arctiko, Dansko)

e Vortex V1 plus (BioSan, Lotyssko)

e Vortex SA8 (Stuart, Velka Britanie)

Laboratorni pomucky

e Reagencni nadobky Empty 1, LOT 120230 (Siemens, Némecko)

e Reagencni nadobky Empty 2, LOT 123469 (Siemens, Némecko)

e Sada automatickych pipet Research plus (Eppendorf, Némecko)

o Spitky

e Zkumavky

e Zkumavky se Spachtli pro odbér stolice, LOT 22C1719 (FL Medical, Italie)

Software

e Atellica Solution v. 1.25.4.4480001 SP3, ovladaci software
e Microsoft Excel
e OpenLims v. 6.00.79.00, laboratorni systém

e Statistics Kingdom, statisticky online webovy nastroj (statskingdom.com)

33


http://statskingdom.com

4.2 METODY
4.2.1 Distribuce pacientskych zkumavek

Z databaze analyz provedenych na OKB byly ziskany konkrétni pocty cilovych markera.
Jejich statistickym zpracovanim v software Microsoft Excel bylo zjisténo, odkud vzorky
nejCasteji pochazi — jednalo se o Détskou kliniku, 2. Interni a 3. Interni kliniku FNOL
(Tab. 4). Na tyto kliniky bylo distribuovano celkem 60 zkumavek pro odbér primarnich
vzorku stolice, 20 oznacenych pismenem ,E*, 20 , K a 20 , F*“. Budouci vzorky stolice
tak byly urCeny pro naslednou analyzu elastasy (zkumavky , E), kalprotektinu (,,K*)
& FIT (,,F*).

Tab. 4: Zjednodusena kontingencni tabulka obsahujici data o poétu vzorku odeslanych na OKB
v obdobi od 1. 5. 2022 do 31. 10. 2022 k analyze vySe zmifiovanych markera. Cela tabulka je

k dispozici v Priloze A.

Pocet analyz Pocet analyz Pocet analyz

Pracovisté elastasy kalprotektinu FIT
FNOL 185 1292 296
1. Chirurgicka klinika 2
2. Chirurgicka klinika 1
2. Interni klinika 137 751 14
3. Interni klinika 1 16 187
Détska klinika 41 510 21
Geriatrie 3 4 7
Hemato-onkologicka klinika 36
Klinika plicnich nemoci a tuberkulozy 3 3 19
Klinika psychiatrie 1
Klinika urologie 1
Kozni klinika 3 5
Neurologicka klinika 4
Odd¢leni klinické biochemie 1 2
Externi 11 3 4
Nemocnice AGEL Prerov
Nemocnice AGEL Sternberk 6
Gastroenterologicka ordinace 1 1
Prakticky I¢kar 3
SPEA, s.r.o. 1
Tormova Eleonéra MUDr, s.r.0. 1
Vojenska nemocnice 2 2
Celkovy soucet 196 1295 300

34



4.2.2 Odbér primarnich pacientskych vzorku

Priméarni vzorky stolice byly postupné zasilany zpét na OKB, kde byly vzdy
v co nejkrat§im Casovém intervalu provadény odbéry. Béznou praxi je, Ze vzorky stolice
pacienti zasilaji k analyze pfimo v odbé&rovych zkumavkach, tedy po jiz provedeném
odbéru z priméarniho vzorku. Aby vSak byl minimalizovan vliv preanalytickych chyb

spojenych s vlastnimi odbéry, probihaly vSechny az na OKB (Obr. 1).

O oraun
“Pesg %670 Aupay
V7

Obr. 1: Primami vzorek stolice (vlevo) spolu s odbérovymi zkumavkami (vpravo) umisténé

v laminarnim boxu pred odbérem stolice pro analyzu kalprotektinu. Foto: Pavla MoSnerova.

Odbérové zkumavky 1 samotné pacientské zkumavky s primarnim vzorkem byly
radné oznaCeny Stitkem s identifikaCnimi udaji prislusného pacienta. Z vysetfovaného
vzorku stolice byl odbér provadén vzdy do tfech zkumavek riznych vyrobct, prvniho
druhu jiz rutinné pouzivaného a dvou noveé testovanych (Obr. 2). V laminarnim boxu
byla oteviena odbérova zkumavka i zkumavka se vzorkem stolice. Nasledné byla tyc€inka
obsazena v odbérové zkumavce vlozena do nékolika mist odebiraného materialu tak, aby
byly naplnény vSechny jeji drazky. Pfebytecna stolice poté byla otfena o sténu pacientské
zkumavky, odbé&rova tyc¢inka vlozena zpét do pufru v odbérové zkumavce a ta uzaviena.

Zkumavky s odebranymi vzorky byly nasledné po dobu 1 min promichavany
vortexem. V pripad€, Ze i poté zistala stolice pfitomna v drazkach, bylo promichavani
vortexem opakovano, opét 1 min.

V nésledujicim kroku byly vzorky rozdéleny na 2 skupiny. Soucasné uzivané
odbérové zkumavky s pacientskymi vzorky byly umistény do chladnicky k pozdéjsSimu
meéfeni koncentrace personalem OKB, zatimco nové testované zkumavky byly

podrobeny dalSimu zpracovani.
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Z nové testovanych odbérovych zkumavek doSlo k vyjmuti odbérové tycCinky
(is pfipadnymi  zbytky stolice vni) a zkumavky spufrem, nyni jiz
obsahujicim uvolnénou stolici, byly uzavieny vicky. Nakonec probéhla centrifugace
(10 min, 3600 rpm). VSechny takto pfipravené zkumavky nové testovanych souprav
vCetné primarnich pacientskych vzorkti ve zkumavkach byly vkladany do mraznicky
amrazeny na teplotu —60 °C. Takto byly uskladnény pro pozd&jsi méfeni (Ci

pro pfipadnou potifebu opakovaného odbéru stolice) (Obr. 3).

Espoo, Finiana

Obr. 2: Stavajici i nové testované odbérové zkumavky, zespod: QuikRead®™ iFOB Sampling Vial
(stavajici), Calex®™ Cap (stavajici), Universal Turbilatex Sample Collection Vial (nové testovana),

EasyCal Turbo (nové testovana), EasyCal FOB (nov¢ testovana). Foto: Pavla Mosnerova.

Obr. 3: Ostitkované zkumavky opatiené vicky a pripravené k uskladnéni v mraznicce (vlevo).
Uskladnéni odebranych i primamich vzorki stolice v mraznicce (vpravo). Foto: Pavla

Mosnerova.
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4.2.3 Kalibrace analyzatoru a nasledné méreni

Pred méfenim koncentraci pfislusnych analytd pomoci analyzatoru bylo tieba provést
kalibraci, a to pravé z davodu vyuziti nové testovanych, tedy dosud nevyuzitych
odbérovych zkumavek. V zéavislosti na vyuzitych odbérovych zkumavkach byly

ke kalibraci vyuzity pfislusné reagencni soupravy (Tab. 5).

Tab. 5: Pichled stanovovanych biomarkerti spolu s pfisluSnymi soupravami jednotlivych
vyrobcu. Reagencni soupravy a odbérové zkumavky oznacené * byly nové testované, reagencni

soupravy a odbérové zkumavky takto neoznacené jsou na OKB puvodné pouzivané.

. Vyrobee Odbérova Reagenéni Méfici
Biomarker zkumavek v .
a soupray zkumavka souprava pristroj
Elastasa fPELA®™ turbo
" Analyzator
®
Biithlmann Calex" Cap Atellica CH930
Kalprotektin fCAL® turbo
~ ®
FIT Aidian Quiﬂl;g%ad QuikRead go® Fotometr
Sampling Set iFOBT QuikRead go®
Elast Pancreatic Elastase
astasa Turbilatex® Combo *
Universal
Turbilatex .
: Calprotectin Analyzator
Kalprotektin CerTest Cii?(ﬁizn Turbilatex® Combo *  Atellica CH930
Vial *
FOB
FIT Turbilatex® Combo *
Elastasa Elaprest Turbo *
EasyCal Turbo *
. . Analyzator
*
Kalprotektin Eurospital Calprest Turbo Atellica CHO30
FIT EasyCal FOB * FOB-Test Turbo *
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Reagencni souprava vzdy obsahovala reagencni roztok R1 a R2, reagencie R1 byla
pipetovana do pravé poloviny (,,Well 1°) reagencni nadobky Empty 1 a reagencie R2
do pravé poloviny (,,Well 2“) reagen¢ni nadobky Empty 2. Nasledné byly obé Empty
nadobky umistény do analyzatoru. Pro vSechny reagencni soupravy byl tento postup
stejny, lisily se vSak pipetované objemy.

Pro soupravu Pancreatic Elastase Turbilatex® Combo bylo do piislusnych nadobek
pipetovano 15,8 ml reagencie R1 a 4,0 ml reagencie R2, pro soupravu Calprotectin
Turbilatex® Combo 17,0 ml reagencie R1 a 4,0 ml reagencie R2, pro soupravu FOB
Turbilatex® Combo 17,0 ml reagencniho roztoku R1 a 6,9 ml reagencniho roztoku R2
(Obr. 4).

Pro soupravu Elaprest Turbo bylo pipetovano 13,4 ml reagencie R1 a 4,1 ml
reagencie R2, pro soupravu Calprest Turbo 23,5 ml reagencie R1 a 6,2 ml reagencie R2,
pro soupravu FOB-Test Turbo pak 20,0 ml reagencniho roztoku R1 a 7,9 ml reagenéniho
roztoku R2 (Obr. 5).
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Obr. 4: Nov¢ testované reagenéni soupravy od vyrobee CerTest, Biotec, zleva: FOB Turbilatex®
Combo, Calprotectin Turbilatex® Combo, Pancreatic Elastase Turbilatex® Combo. Foto: Pavla

Mosnerova.

., [PeFl9297 Calprest Turpo
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Obr. 5: Nov¢ testované reagencni soupravy od vyrobce Eurospital, zleva: FOB-Test Turbo,

Calprest Trubo, Elaprest Turbo. Foto: Pavla Mosnerova.

38



Kazda reagencni souprava dale obsahovala sadu 6 kalibratord (Obr. 6). Z kazdé
z téchto vialek bylo pipetovano 200 ul. Pro malé objemy vzorku byly vyuzity nastavce
na zkumavky zajistujici minimalni mrtvy objem (tzv. capy). Zkumavky byly vzdy
oznaCeny prislusnym Sstitkem a vkladany do pfistroje, ktery naméfenou koncentraci
analytt vyuzil k sestaveni Sestibodové kalibracni kiivky. V tomto piipadé byl postup
vcetné pipetovanych objemu pro vSechny reagen¢ni soupravy stejny.

Spolu s kalibratory byly k méfeni koncentrace do pfistroje vkladany také dveé
zkumavky pro kontrolni vzorky (Obr. 6), pficemz do prvni bylo
pipetovano 200 pl kontrolniho vzorku 1 (Control 1), do druhé 200 pl kontrolniho
vzorku 2 (Control 2). Obé kontroly byly také soucasti dané reagenc¢ni soupravy. I v tomto

ptipadé€ byly postup 1 pipetované objemy pro vSechny reagencni soupravy totozné.

LR e

Obr. 6: Nové testované reagencni sady FOB Turbilatex® Combo (vpravo nahoie) a FOB-Test
Turbo (vlevo nahote) spolu s ostitkovanymi zkumavkami pfipravenymi k pipetovani pfislusnych
kalibrator a kontrolnich vzorki. Dale pak reagencéni nadobky Empty 1 a 2 (vlevo dole)

piipravené k pipetovani reagencii R1 a R2. Foto: Pavla Mo$nerova.

4.2.4 Méreni vzorku v analyzatoru

Pacientské vzorky postupné ziskané jejich odbérem a shromazd’ ovanim v mrazniéce z ni
byly vyjmuty a rozmrazeny pii pokojové teploté. Pro zajiSténi homogenizace jejich
obsahu bylo provedeno opétovné promichani pomoci vortexu po dobu 1 min
a centrifugace (10 min, 3600 rpm). Zkumavkam byla odnata vicka a byly vkladany

do pfistroje k méteni.
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Konkrétni postup pipetovani danych vzorka se lisil v zavislosti na druhu odbérové
zkumavky, a tedy zavisel na prislusné reagencni soupravé a jeji charakteristice.
Do reak¢nich zkumavek umisténych v méficim useku analyzatoru byly poté pomoci
pipetovaciho ramene pfistroje davkovany piislusné objemy po definovanych casovych
usecich, které byly, narozdil od objemu, pro vSechny soupravy shodné (Tab. 6). Nejprve
byla v 0. sekundé€ pipetovana reagencie R1, ve 12. sekundé¢ byl pipetovan vzorek (V),
ve 273. sekund€, reagencie R2. Timto postupem byly zajiStény optimalni podminky
pro pfipadnou aglutinacni reakci mezi antigenem a protilatkou s naslednym méfenim

vzniklého zakalu (Obr. 7).

Tab. 6: Pichled parametru pipetovani jednotlivych reagencnich souprav a prislusnych vzorku.

(R1, R2 —reagencie R1, reagencie R2; V — vzorek)

Pipetovani pristroje

Reagenéni souprava Objemy [ul] Casy [s]
R1 A% R2 R1 A% R2
fPELA®™ turbo 100 2 17
0 12 273
fCAL" turbo 65 12 13

Pancreatic Elastase

Turbilatex® Combo 100 > ?
. . ®
Calprotectin Turbilatex 100 3 g 0 12 273
Combo
FOB

Turbilatex® Combo 100 10 28

Elaprest Turbo 100 3 14
Calprest Turbo 100 3 13 0 12 273

FOB-Test Turbo 100 8 28
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Obr. 7: Znazornéni principu imunoturbidimetrické reakce vyuzivané ke stanoveni koncentrace
biomarkerd. V reagencii R2 jsou pritomny imunocastice (modie) potazené protilatkami (Sedg).
V zavislosti na mnozstvi antigenu (zelen€), v tomto pripadé elastasy, kalprotektinu ¢i FIT,
obsazeného v roztoku, dochazi k aglutina¢ni reakci (vpravo). Vznika zakal, jehoz intenzita

odpovida mnozstvi antigenu. To umoZiiuje stanoveni presné koncentrace antigenu.

Konkrétni postup méfeni koncentrace daného vzorku se opét lisil v zavislosti
na druhu odbérové zkumavky a zavisel na charakteristikdch piislu§né reagencni
soupravy. Méfeni probihalo v asech 1 a 2, metodami end-point analyzy (EPA) ¢i two-
point analyzy (2PA) svyuzitim pozadované vinové délky (Tab. 7). Vysledné
koncentrace stanovovanych biomarkerd byly poté vyhodnoceny pfistrojem, data
podrobena statistickému zpracovani a interpretaci. V zavéru probéehla verifikace novych

metod.

Tab. 7: Prehled parametrii méfeni jednotlivych stanovovanych koncentraci.

. Casy méfenti [s] Vinova délka ~ Metoda
Reagenc¢ni souprava v <
1. 2. meéfeni [nm] meéreni
fPELA" turbo 286 579 545 EPA
fCAL® turbo 286 427 545 2PA
Pancreatic Elastase
Turbilatex® Combo 312 332 41
. . ®
Calprotectin Turbilatex 312 550 451 EPA
Combo
FOB
Turbilatex® Combo 312 332 303
Elaprest Turbo 286 552 451
Calprest Turbo 312 552 451 EPA
FOB-Test Turbo 286 552 505
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5 VYSLEDKY

5.1 Kalibrace pred mérenim

Pred méfenim pacientskych vzorka bylo tfeba provést kalibraci pfislusnych souprav.

Uvedené kalibrac¢ni kfivky byly ziskany pomoci software Atellica Solution (Grafy 1-3).
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Graf 1: Sestibodova kalibracni kfivka udavajici zavislost mezi naméfenymi koncentracemi

kalibratori fCAL® turbo Calibrator 1-6 a pfislusnou odezvou (signalem) méficiho piistroje.
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Graf 2: Sestibodova kalibracni kfivka udavajici zavislost mezi naméfenymi koncentracemi

kalibratord FOB Turbilatex® Calibrator 0-5 a piislusnou odezvou (signalem) méficiho pfistroje.
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Graf 3: Sestibodova kalibracni kfivka udavajici zavislost mezi naméfenymi koncentracemi

kalibratorti Elaprest Turbo Calibrator 0-5 a prislusnou odezvou (signalem) méficiho pristroje.
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5.2 Porovnani pacientskych vzorki elastasy

Koncentrace elastasy byla stanovovana z 18 primarnich pacientskych vzorkl stolice,
z nichz bylo odebrano celkem 54 zkumavek k méfeni (Tab. 8). Z divodu nedostatku
u souprav Pancreatic Elastase Turbilatex® Combo a koncentrace tedy byla stanovena
pouze u 52 méfeni. Jeden ze vSech méfenych pacientskych vzorki vychazel ve vSech
testovanych soupravach jako pozitivni (vzorek €. 2), pozitivni vysledek vykazoval také

vzorek &. 6, ale pouze u soupravy fPELA® turbo. Ostatni vzorky byly negativni.

Tab. 8: Vysledky vSech méfeni pacientskych vzorki pro elastasu s vyuzitim soucasné uzivané
soupravy fPELA" turbo i dvou nové testovanych souprav Pancreatic Elastase Turbilatex® Combo

a Elaprest Turbo. Pozitivni vzorky jsou znacCeny Cervené.

Cislo Vysledky méreni [pg/g]
vaorku fPELA" turbo gi‘;ﬁ; T:;&g:ﬁ?;ﬁ Elaprest Turbo

1 >500 377 >500
2 142 105 93

3 >500 >400 >500
4 >500 266 483

5 >500 >400 >500
6 92 >400 341

7 >500 >400 >500
8 439 >400 >500
9 >500 346 >500
10 >500 >400 >500
11 >500 >400 >500
12 >500 >400 >500
13 >500 >400 >500
14 >500 210 >500
15 >500 >400 >500
16 >500 244 >500
17 485 - 480
18 >500 - >500
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5.3 Porovnani pacientskych vzorku kalprotektinu

Koncentrace kalprotektinu byla stanovovana z 23 primarnich pacientskych vzorkt
stolice, z nichz bylo odebrano celkem 69 zkumavek k méteni (Tab. 9). Z méfenych
pacientskych vzorkii vychazelo 13 vzorkli jako pozitivnich ve vSech testovanych
soupravach (vzorky €. 1, 2, 4, 5, 6, 8,9, 13, 14, 16, 17, 21, 23). Ve dvou testovanych
soupravach vykazovaly pozitivni vysledek jeden vzorek (C. 11), vjedné testované
souprave poté vzorkl pét (€. 3, 7, 10, 12, 20). Ostatni vzorky byly negativni.

Tab. 9: Vysledky vsech méfeni pacientskych vzorku pro kalprotektin s vyuzitim soucasné

uzivané soupravy fCAL® turbo i dvou nové testovanych souprav Calprotectin Turbilatex®

Combo a Calprest Turbo. Pozitivni vzorky jsou znacCeny ¢ervene.

Cislo Vysledky méreni [pg/g]

vzorku fCAL® turbo Tur(l?)?llaliz(;gcct(i:;lbo Calprest Turbo
1 131 228 179
2 127 156 69
3 166 20 0
4 139 54 62
5 460 435 291
6 81 128 50
7 45 79 0
8 206 112 77
9 462 426 160
10 100 48 25
11 55 70 69
12 56 65 43
13 137 124 85
14 216 310 175
15 44 26 0
16 4507 >1500 1065
17 3641 >1500 >1500
18 <20 <10 0
19 <20 33 11
20 <20 69 14
21 2165 >1500 1265
22 <20 49 23
23 876 >1500 476
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Pro vysledné koncentrace vzorkt z kazdé testované soupravy byla zji§tovana
normalita téchto dat pomoci Shapiro-Wilkova testu. Vyuzit k tomu byl online webovy
nastroj Statistics Kingdom (statskingdom.com). Pro vechny soupravy, tedy fCAL®
turbo, Calprotectin Turbilatex™ Combo i Calprest Turbo byla vysledna data klasifikovana
jako data s nenormalnim rozlozenim.

Dale byl proveden F-test o rovnosti dvou rozptyll, ktery porovnaval vzdy stavajici
a nove testovanou soupravu (Tab. 10). Test byl proveden pomoci software Microsoft
Excel. Pii porovnani souprav fCAL®™ turbo a Calprotectin Turbilatex® Combo byla
hodnota P rovna 0,46. To znacilo pravdépodobnost 46 %, ze hodnota F < F krit, avSak
hodnota 0,94 > 0,40 a tedy F > F krit. Pfi porovnani fCAL® turbo a Calprest Turbo byla
hodnota P <0,01. To znacilo pravdépodobnost 1 %, ze hodnota F < F krit, i v tomto
ptipadé hodnota 9,34 > 2,27 a tedy F > F krit. V obou piipadech je tedy F > F krit,

zamitame tedy nulovou hypotézu o rovnosti rozptyla.

Tab. 10: Dvouvybérovy F-test pro rozptyl provedeny ze souborti ziskanych dat, tedy

z koncentraci testovanych souprav, a vysledné stanovené charakteristiky porovnani téchto

souprav.
, . | Stiedni . , P (F<Fkrit) F krit
Porovnani hodnota Rozptyl Pozoroviani Reozdil F ) )
fCAL® turbo
161,67 17693 15 14
VS.
Calprotectin 0,94 0,46 0,40
Turbilatex® | 152,07 18730 15 14
Combo
fCAL turbo | 554 06 1228341 18 17
Vs 9.34 <0.01 227
Calprest | 1298 131510 8 17
Turbo > >
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Data byla dale podrobena parovému neparametrickému Wilcoxonovu testu,
s vyuzitim online nastroje Statistics Kingdom (statskingdom.com). Pfi vzajemném
porovnani souprav fCAL® turbo a Calprotectin Turbilatex® Combo byl zjistén
nevyznamny rozdil shodnotou P = 0,69, naopak porovnani souprav fCAL®™ turbo
a Calprest Turbo prokéazalo vysoce vyznamny rozdil mezi témito soupravami (P <0,01)

(Tab. 11).

Tab. 11: Vysledky parového neparametrick¢ho Wilcoxonova testu.

Porovnani Median Pozorovani P

fCAL® turbo 131 15

VS, . 0.69
Calprotectin 112 15

Turbilatex® Combo

fCAL® turbo 138 18

VS, <0,01
Calprest Turbo 73 18
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Zjisténé koncentrace testovaného kalprotektinu byly porovnany také graficky
pomoci linearni regresni analyzy viiéi naméfenym hodnotam stavajiciho testu fCAL®
(Graf 4, 5). Zjisténé hodnoty spolehlivosti R?> byly 0,7658 (referen¢ni souprava
vs. Calprotectin  Turbilatex® Combo), respektive 0,7752 (referenéni souprava
vs. Calprest Turbo). Porovnani smémice pfimky ,y = ax + b“ téchto grafu vsak jiz
signalizovalo, ze uzsi vztah je mezi stavajicim testem fCAL®™ turbo oproti soupravé
Calprotectin Turbilatex® Combo, nebot hodnota ,,a*“ rovna 0,9004 byla vyrazn& vyssi
nez hodnota ,,a“ (0,2881) charakterizujici vztah mezi zbylymi dvéma porovnavanymi
soupravami (Graf 4, 5).

Zminéné testy byly porovnany také s vyuzitim Bland-Altmanova grafu, ktery
znazoruje zavislost primérnych koncentraci zvolenych testl na rozdilu koncentraci
téchto testd. Také v tomto piipadé je patrny uzsi vztah mezi stavajicim testem fCAL®
turbo oproti soupravé Calprotectin Turbilatex® Combo (Graf 6). P¥ vzijemném
porovnani Bland-Altmanovych grafa lze také pozorovat, ze na Grafu 6 jsou jednotlivé
body rovnomérneé rozlozeny okolo nulové hodnoty na ose x, zatimco na Grafu 7 se
naprosta vétsina jednotlivych boda nachazi nad osou x. Z toho 1ze vyvodit, ze zatimco
soupravy fCAL® turbo a Calprotectin Turbilatex® Combo méfi srovnatelng, test {CAL"

turbo nadhodnocuje oproti testu Calprest Turbo.
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Graf 4: Graf zobrazujici zavislost koncentrace testu fCAL® turbo a koncentrace testu

Calprotectin Turbilatex® Combo.
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Graf 5: Graf zobrazujici zavislost koncentrace testu fCAL® turbo a koncentrace testu

Calprotectin Turbo.
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54 Porovnani pacientskych vzorkua FIT

Koncentrace FIT byla stanovovana z 18 primarnich pacientskych vzorka stolice, z nichz
bylo odebrano celkem 54 zkumavek k méfeni (Tab. 12). Ze vsSech méfenych
pacientskych vzorkll vychazely ve vSech testovanych soupravach jako pozitivni pouze
2 vzorky (vzorek €. 7 a 12), pozitivni vysledek vykazoval také vzorek €. 1, ale pouze

u soupravy FOB-Test Turbo. Ostatni vzorky byly negativni.

Tab. 12: Vysledky vSech méfeni pacientskych vzorki pro FIT s vyuzitim soucasné uzivané
soupravy QuikRead go® iFOBT a i dvou nové testovanych souprav FOB Turbilatex® Combo

a FOB-Test Turbo. Pozitivni vzorky jsou znaceny ¢ervene.

Cislo Vysledky méreni [pg/g]
v2orku | uikRead go® iFOBT OB CT;‘;II’)ilateX® FOB-Test Turbo
1 <10 10,2 19,7
2 10 1,1 82
3 <10 2,6 6.8
4 <10 53 73
5 <10 73 13.6
6 <10 54 13,4
7 21 16,2 32,3
8 <10 4,0 1
9 <10 53 72
10 <10 48 9,7
1 <10 115 13,7
12 17 174 164
13 <10 10,0 14,7
14 <10 3,9 8.4
15 <10 6,6 8.7
16 <10 58 42
17 <10 3.0 3.6
18 <10 59 12,6
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5.5 Méieni mezilehlé preciznosti

Pro vSechny nové testované soupravy bylo provedeno méteni mezilehlé preciznosti, tedy
meéfeni koncentrace kontrolnich vzorkt Control 1 a 2 obsazenych v piislusné reagencni
soupraveé v nekolika dnech po sobé. Obecné byva méfeni provadéno 20 po sobé
nasledujicich dni, avSak vzhledem k nedostatku testovacich roztokti bylo méfeni
u neékterych vzorkti provadéno po kratsi dobu. Konkrétni vysledky méfeni mezilehlé
preciznosti poté shrnuji Levey-Jenningsovy grafy nize (Grafy 8-19). Hodnoty SD
(v grafech jako 1s, 2s, 3s, 4s.) jsou vypocitané na zakladé naméfenych dat mezilehlé
preciznosti.

Stanovené hodnoty se u vétSiny testl pohybuji pfevazn€ v rozmezi mezi +1s a —1s,
ptficemz nékteré hodnoty vybocuji do zony +1s az +2s €i —1s az —2s. Tento trend se
vyskytuje u vSech stanoveni mezilehlych preciznosti, vyjma testd Calprotectin
Turbilatex® Control 2, Calprest Turbo Control 1 a 2 a FOB-Test Turbo Control 1 a 2,
u nichz se hodnoty dostavaji za hranici +2s ¢i —2s.

Rozlozeni hodnot v jednotlivych dnech je v normé, pouze u testéi FOB Turbilatex®
Control 1, FOB Turbilatex® Control 2 a FOB-Test Turbo Control 2 je patrna klesajici

tendence vysledné koncentrace s piibyvajicimi dny méfeni.
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Graf 8: Levey-Jenningsuv graf zobrazujici vysledky méfeni mezilehlé preciznosti Pancreatic

Elastase Turbilatex® Control 1 ve dnech 1-16. V pravé &asti grafu jsou barevné vyznadeny

oblasti vymezujici hodnoty SD, oznacen¢ jako +/—s.
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Graf 9: Levey-Jenningsuv graf zobrazujici vysledky méfeni mezilehlé preciznosti Pancreatic

Elastase Turbilatex® Control 2 ve dnech 1-17. V pravé &asti grafu jsou barevné vyznadeny

oblasti vymezujici hodnoty SD, oznacené jako +/—s.
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Levey-Jenningsuv graf zobrazujici vysledky méfeni mezilehlé preciznosti Elaprest

Turbo Control 1 ve dnech 1-20. V pravé ¢asti grafu jsou barevné vyznaceny oblasti vymezujici

hodnoty SD, oznacen¢ jako +/—s.
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Levey-Jenningsuv graf zobrazujici vysledky méfeni mezilehlé preciznosti Elaprest

Turbo Control 2 ve dnech 1-20. V pravé ¢asti grafu jsou barevné vyznaceny oblasti vymezujici

hodnoty SD, oznacen¢ jako +/—s.
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Graf 12: Levey-Jenningsuv graf zobrazujici vysledky méreni mezilehlé preciznosti Calprotectin
Turbilatex® Control 1 ve dnech 1-18. V pravé &asti grafu jsou barevné vyznadeny oblasti

vymezujici hodnoty SD, oznacené jako +/— s.
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Graf 13: Levey-Jenningsuv graf zobrazujici vysledky méreni mezilehlé preciznosti Calprotectin
Turbilatex® Control 2 ve dnech 1-18. V pravé &asti grafu jsou barevné vyznadeny oblasti

vymezujici hodnoty SD, oznacené jako +/— s.
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Graf 14: Levey-Jenningsuv graf zobrazujici vysledky méfeni mezilehlé preciznosti Calprest

Turbo Control 1 ve dnech 1-20. V pravé ¢asti grafu jsou barevné vyznaceny oblasti vymezujici

hodnoty SD, oznacen¢ jako +/—s.
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Graf 15: Levey-Jenningsuv graf zobrazujici vysledky méfeni mezilehlé preciznosti Calprest

Turbo Control 2 ve dnech 1-20. V pravé ¢asti grafu jsou barevné vyznaceny oblasti vymezujici

hodnoty SD, oznacen¢ jako +/—s.
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Graf 16: Levey-Jenningsuv graf zobrazujici vysledky méfeni mezilehlé preciznosti FOB

Turbilatex® Control 1 ve dnech 1-20. V pravé &asti grafu jsou barevné vyznadeny oblasti

vymezujici hodnoty SD, oznacené jako +/— s.
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Graf 17: Levey-Jenningsuv graf zobrazujici vysledky méfeni mezilehlé preciznosti FOB

Turbilatex® Control 2 ve dnech 1-19. V pravé &asti grafu jsou barevné vyznadeny oblasti

vymezujici hodnoty SD, oznacené jako +/— s.
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Graf 18: Levey-Jenningstv graf zobrazuyjici vysledky méfeni mezilehlé preciznosti FOB-Test
Turbo Control 1 ve dnech 1-16. V pravé €asti grafu jsou barevné vyznaceny oblasti vymezujici

hodnoty SD, oznacen¢ jako +/—s.
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Graf 19: Levey-Jenningstuv graf zobrazujici vysledky méfeni mezilehlé preciznosti FOB-Test
Turbo Control 2 ve dnech 1-16. V pravé €asti grafu jsou barevné vyznaceny oblasti vymezujici

hodnoty SD, oznacen¢ jako +/—s.
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Pro vzorky vnitini kontroly kvality (VKK) byly ze vSech stanovenych koncentraci
vypoéteny pruméry, véetné smérodatné odchylky (SD). VSechny priméry stanovené
vyrobcem byly vyjma vzorku Calprest Turbo Control 2 a vzorku Elaprest Turbo
Control 2 nizsi nez u vzorki VKK. Hodnoty SD stanovené vyrobcem byly naopak vyssi,
vyjma jediného vzorku FOB-Test Turbo Control 1.

Z praméru a SD vzorku byla stanovena hodnota varia¢niho koeficientu (CV), ktera
je zuvedenych statistickych parametri pro stanoveni preciznosti meéfeni nejvice
vypovidajici. Ta byla pro vSechny ze stanovovanych mezilehlych preciznosti danych
testt v normé. Nejlepsich vysledkti dosahovala pro Calprest Turbo Control 1 a 2, naopak
nejvetsi chybu vykazovaly FOB-Test Turbo Control 1 a 2 (Tab. 13). I pfesto vSak byly
hodnoty CV pro v§echny vzorky VKK nizsi nez hodnoty CV udavané vyrobcem (nékdy

1 vyrazn€) a méteni tak splnilo veskeré pozadované parametry.

Tab. 13: Pramér, SD a CV stanovené z koncentraci kontrolnich vzorku Control 1 a Control 2
vSech nove testovanych souprav ziskanych mérenim jejich mezilehlé preciznosti. Pro porovnani

jsou tato data uvedena nejen pro vzorky VKK, ale také i data cilovych parametra vyrobce.

VKK Cilové parametry vyrobce
Kontrolni material Primér SD CV Primér SD CvV
[ng/gl [%] [ng/gl [%]
Pancreatic ~ Control 1 | 85,69 5.66 6,61 71,0 7,00 10,0
Elastase
Turbilatex®  Control 2 | 160,18 10,34 6.45 148.,0 15,00 10,0
Control 1 | 80,60 529 6.56 74,0 7.33 10,0
Elaprest
Turbo Control 2 | 154,70 551 3,56 156,0 15,67 10,0
. Control 1| 21667 889 4,10 2030 2033 10,0
Calprotectin
: ®
Turbilatex™ 012 | 40289 19,89 4,94 3570 35,67 10,0
Control 1 | 20325  5.19 2,56 187.0 18,67 10,0
Calprest
Turbo Control 2 | 325,70  4.84 1,49 3270 32,67 10,0
FOB Control 1 | 22,89 1,11 4,86 20,7 2,07 10,0
: ®
Turbilatex™ 012 | 38.28 2.29 597 35,9 3,60 10,0
FOB.Tes,  Control 1| 21,94 1,99 9,11 19,0 1,90 10,0
Turbo ool 2 | 3700 297 802 34,7 3.47 10,0
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Pro vSechny nové testované soupravy byla stanovena rozsifena nejistota méteni
(Uc) dle doporuceni Ceské spole¢nosti klinické biochemie (Bartos ez al., 2021), v tomto
ptipadé podle vzorce Uc = 2 CV (Tab. 14). Nejvyssi Uc byly zjistény pro FOB-Test
Turbo Control 1 a 2, vySSi nejistota méfeni pak byla zaznamenana také u FOB
Turbilatex®™ Control 2, Pancreatic Elastase Turbilatex® Control 1 a 2 a Elaprest Turbo

Control 1.

Tab. 14: Hodnoty nejistot méfeni (Uc) stanovené pro vSechny nové testované soupravy z hodnot

CV.

Kontrolni material CV [%] Uc[%]

Pancreatic Elastase Control 1 6.61 13,22

. ®
Turbilatex Control 2 6,45 12,90
Control 1 6,56 13,12

Elaprest Turbo

Control 2 3,56 7,12
) Control 1 4,10 8,20

Calprotectin

. ®
Turbilatex Control 2 4,94 9.88
Control 1 2,56 5,12

Calprest Turbo
Control 2 1,49 2,98
Control 1 4,86 9,72
FOB Turbilatex®
Control 2 5,97 11,94
Control 1 9,11 18,22
FOB-Test Turbo

Control 2 8,02 16,04
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5.6 Meéreni opakovatelnosti

Pro nové testované soupravy bylo provedeno také méfeni opakovatelnosti. Narozdil
od méfeni mezilehlé preciznosti se meéfeni opakovatelnosti provadi v jeden den,
10x po sobé. Méfeny byly koncentrace vzorkit EHK pro elastasu, kalprotektin i FIT.
Konkrétné se jednalo o vzorky lyofilizované stolice kontrolniho materidlu z cyklu
FD1/23 (RfB A, RFB B). Pied méfenim byly vzorky rozpustény ve 200 ul destilované
vody.

Vysledky uskute¢nénych métreni opakovatelnosti véetné zakladnich statistickych
parametrd jsou shrnuty nize (Tab. 15-18). Tabulky obsahuji také hodnoty cilovych
parametrQ, kterych dle dokumentace k vysledkiim vyhodnoceni daného cyklu EHK mélo
byt dosazeno.

Pro soupravu Calprotectin Turbilatex® Combo byl, kviili nedostatku vzorku RfB
B, méfen pouze vzorek RfB A. Povolené rozmezi nebylo vyrobcem stanoveno, cilova
hodnota pak byla uvedena jako 20 pg/g, naméfena koncentrace tak byla v povoleném
rozmezi (Tab. 15). Pro soupravu FOB Turbilatex® Combo byly k dispozici oba vzorky
EHK. Pro vzorek RfB A byl primér namétenych koncentraci v povoleném intervalu
udédvaném vyrobcem. Vzorku RfB B byl nedostatek, a proto byly vysledky méfeni
koncentrace podhodnocené a nebyly v povoleném rozmezi (Tab. 16).

Pro soupravu Elaprest Turbo byly k dispozici oba vzorky EHK. Pro vzorek RfB A
nebylo povolené rozmezi vyrobcem stanoveno a primér namérenych koncentraci tak byl
pfijatelny. Pfi meéfeni vzorku RfB B byl mimo pracovni rozsah méfeni, avSak
v povoleném rozmezi 234-702 ug/g (Tab. 17). Pro FOB-Test Turbo byl, opét vlivem
nedostatku vzorku RfB B, stanovovan pouze vzorek RfB A. Primér jeho stanovenych

koncentraci byl v povoleném intervalu udavaném vyrobcem (Tab. 18).
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Tab. 15: Vysledky méfeni opakovatelnosti pro kontrolni vzorky RfB A pro soupravu

Calprotectin Turbilatex® Combo, spolu s cilovou hodnotou EHK vzorku.

] Cilové parametry
el I R S I A

[ng/el [ng/el
<10 <10
<10 <10

RfB A <10 <10 - - - 20 -

<10 <10
<10 <10

Tab. 16: Vysledky méfeni opakovatelnosti pro kontrolni vzorky RfB A a RfB B pro soupravu

FOB Turbilatex® Combo, spolu s jejich priimérnou hodnotou, SD a CV a cilovymi parametry

téchto EHK vzorkd.
] Cilové parametry
el R
[ng/g] [ng/g]
3,14 3,11
3,15 3,04
RfB A 3,07 3,21 3,11 0,05 1,77 2,7 1,34 - 4,04
3,11 3,13
3,01 3,08
5,24 6,07
6,26 6,12
RfB B 5,59 6,00 5,92 0,29 491 21,2 10,60 - 31,80
6,15 6,00
5,96 5,76
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Tab. 17: Vysledky méfeni opakovatelnosti pro kontrolni vzorky RfB A a B pro soupravu
Elaprest Turbo, spolu s primémou hodnotou, SD a CV pro vzorek RfB A a cilovymi parametry
téchto EHK vzorka.

Vosledk Cilové parametry
. ysledky oy
et || RS | (et Povaent
[ng/el [ng/el
46 46
47 47
RfB A 45 50 47,11 328 696 20 -
44 55
44 :
>500  >500
>500  >500
RfB B >500 >500 - - - 468 234-702
>500  >500
>500  >500

Tab. 18: Vysledky méfeni opakovatelnosti pro kontrolni vzorky RfB A pro soupravu FOB-Test

Turbo spolu s primérnou hodnotou, SD a CV a cilovymi parametry.

] Cilové parametry
el B e
[ng/el [ng/el
3,05 3,46
3,09 3,27
RfB A 2,94 3,02 2,83 0,60 21,31 2,7 1,34-4,04
2,81 1,86
1,51 3,27

63



6 DISKUZE

Pii porovnavani pacientskych vzorkt je jako spravny postup volen vybér vhodnych
vzorkll z celého méficiho rozsahu nové testované metody a jejich porovnavani proti
vzorkim z metody referencni. Vzhledem ke slozitosti organizace odbéru vzorka
a k tomu, Ze byly vzorky odebirany nahodné vybranym pacientim bez piedchozi znalosti
koncentrace testovanych analytd, byla po vyhodnoceni méficim pfistrojem koncentrace
velké ¢asti z nich mimo méfici rozsah metody anebo byly vzorky dle cut-off hodnot
klasifikovany jako negativni. V diplomové praci byl také limitovan pocet dostupnych
testi v soupravé (poskytnuty k otestovani zdarma dodavatelem) a nebylo tak mozno
postupovat dle tohoto doporuceného zptsobu.

Vzorky, jejichz ziskana koncentrace nebyla v rozsahu pouzité metody, pfirozené
musely byt vylouCeny z piipadné statistické analyzy stanovovanych biomarkert.
Konkrétné k této skutecnosti doslo u naméfenych koncentraci elastasy a FIT.
Z uvedenych divodi nebylo pro elastasu ani FIT provedeno statistické zpracovani, jako
u souprav pro stanoveni kalprotektinu ve stolici. Z namétenych dat je ov§em patrné, ze
u stanoveni elastasy dochazi ke shodé ve vysledku (pozitivni/negativni) ve vSech
pfipadech, kromé vzorku ¢. 6, kde by byl vysledek stanoveni pomoci soupravy fPELA®
turbo interpretovan jako pozitivni, zatimco u zbylych testovanych souprav by vychazel
negativni (Tab. 8). Obdobné je to u porovnani souprav pro stanoveni hemoglobinu
ve stolici. V 17 z 18 pftipadu by byly vysledky interpretovany shodné€, pouze u vzorku
¢. 1 by vysledek méfeny pomoci soupravy FOB-Test Turbo byl interpretovan jako
pozitivni, zatimco u zbylych testovanych souprav by byl oznafen jako negativni
(Tab. 12).

Ke statistickému porovnani mezi stavajici soupravou a soupravami novymi mohlo
dojit u kalprotektinu, a to diky dostatku vzorkii v rozsahu pozadované metody.
Mezi soupravami fCAL® turbo a Calprotectin  Turbilatex® Combo bylo
z 69 provedenych analyz porovnavano 15 dvojic stanovenych koncentraci.
Mezi soupravami fCAL® turbo a Calprest Turbo pak bylo porovnavano 18 dvojic
koncentraci.

Uvedené zavislosti byly znazornény graficky, nebot zakladni charakteristiky
variability vztahu navzajem srovnavanych metod je mozno odhalit naptiklad za vyuziti
bodovych a rozdilovych grafi (norma EP09c, 2018).

Uvedené zavislosti byly tedy znazornény nejprve bodovymi grafy, kdy na ose x

byly vyneseny koncentrace souprav puvodnich a na ose y souprav srovnavanych.
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Porovnani rovnic ,,y = ax + b“ téchto grafi signalizovalo uzsi vztah mezi stavajicim
testem FCAL®™ turbo oproti prvnimu novému testu, Calprotectin Turbilatex®™ Combo, kdy
hodnota ,,a* rovna 0,9004 byla vyrazné€ vyssi nez hodnota ,,a“ (0,2881) zjisténa ze vztahu
mezi stavajicim testem fCAL® turbo oproti druhému novému testu, Calprest Turbo.

Jak jiz bylo vySe uvedeno, stejné soupravy byly porovnany také s vyuzitim
rozdilového, konkrétné Bland-Altmanova grafu, ktery znazoriuje zavislost primérnych
koncentraci zvolenych testd na rozdilu koncentraci téchto testi (Altman ez Bland, 1983).
Také v tomto ptipadé byl patrny uzsi vztah mezi stavajicim testem fCAL®™ turbo oproti
prvhimu novému testu, Calprotectin Turbilatex® Combo, nebot jednotlivé body grafu
byly rovnomérné rozlozeny okolo nulové hodnoty na ose x. U druhého Bland-Altmanova
grafu, ktery znazorioval vztah primémych koncentraci a jejich rozdilt s vyuzitim
stavajiciho testu fFCAL® turbo oproti druhému novému testu Calprest Turbo, jiz rozlozeni
jednotlivych bodi signalizovalo, ze test f{CAL® turbo nadhodnocuje oproti testu Calprest
Turbo. V Bland-Altmanovych grafech byly vyznaceny hodnoty +1,96s a —1,96s obecné
urCujici hranice intervalu, v jehoz rozmezi 1ze ocekavat 95% vynesenych dat. Data obou
grafli toto tvrzeni spliovala.

Pro vysledné koncentrace kalprotektinu ze vSech uzivanych souprav, tedy stavajici
1 nove testovanych byla pomoci Shapiro-Wilkova testu zji§tovana normalita téchto dat
(Ambrozova, 2022). Pro viechny soupravy, tedy fCAL® turbo, Calprotectin Turbilatex®
Combo 1 Calprest Turbo byla vysledna data klasifikovana jako data s nenormalnim
rozlozenim. Toto zji§téni potvrdilo predpokladané vysledky stanoveni normality.

Data byla dale podrobena parovému neparametrickému Wilcoxonovu testu, jehoz
pouziti je vhodné volit pravé v situact, kdy vykazuji soubory dat nenormalni rozlozeni
(Ambrozova, 2022). Pfi vzajemném porovnani souprav fCAL® turbo a Calprotectin
Turbilatex® Combo byl zjitén nevyznamny rozdil charakterizovany hodnotou P = 0,69,
naopak vysoce vyznamny rozdil (P <0,01) prokazalo porovnani souprav fCAL® turbo
a Calprest Turbo. Zjisténi, Ze pavodni a nové testovana souprava Calprotectin
Turbilatex® Combo mezi sebou vykazuji nevyznamny rozdil pak podporuje tvrzeni, ze
se jedna o vhodnéjsi soupravu oproti souprave Calprest Turbo.

Dale byl proveden F-test o rovnosti dvou rozptylti (Ambrozova, 2022), ktery opét
porovnaval vzdy stavajici a nové testovanou soupravu pro kalprotektin. Pfi porovnani
souprav fCAL™ turbo a Calprotectin Turbilatex® Combo byla hodnota P rovna 0,46,
pii porovnani fCAL® turbo a Calprest Turbo byla hodnota P <0,01. Hodnoty F a F krit

jsou vSak v obou ptipadech ve vztahu F > F krit a nezapadaji tak do hypotézy, ze stavajici
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a nove testované soupravy vykazuji shodny rozptyl dat. Je tfeba ale dodat, ze testovani
probéhlo na malém statistickém souboru, navic po vylou¢eni hodnot mimo pracovni
rozsah metod, coz muze znacné zkreslovat vysledky tohoto testu.

Vyse shrnuté vysledky ziskané srovnanim stavajici a nové testovanych souprav
pro kalprotektin jednozna¢né vedly k presvédceni, ze lepSich vysledkd bylo dosazeno
pro soupravu Calprotectin Turbilatex® Combo, a to pfi vSech porovnanich, tedy bodovém
grafickém znazornéni, zndzornéni pomoci Bland-Altmanova grafu, Wilcoxonovym
testem i F-testem. Diky témto zjiSténim bylo mozno provést verifikaci metody
vyuzivajici soupravu Calprotectin Turbilatex® Combo, verifikaéni protokol je
k dispozici v Pfiloze B.

Pro zjisténi preciznosti méfeni, kterd je mimo jiné 1 soucasti procesu verifikace,
pak byla provedena méfeni opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti (Plzak et al., 2021),
a to jiz pro vSechny testované biomarkery, tedy elastasu, kalprotektin i FIT.

Vysledné koncentrace pfi méfeni opakovatelnosti bohuzel nebylo mozné stanovit
pro vSechny nové testované soupravy, nebot vzorky EHK byly priméarné potiebné
k rutinnimu testovani stavajicich souprav, a byly proto k dispozici pouze v omezeném
mnozstvi. Pro nékteré soupravy tak nebyla méfeni opakovatelnosti provedena vibec
nebo byly vysledky métreni podhodnocené, nebot dané¢ho vzorku EHK jiz nebyl dostatek.
Z tohoto divodu nebylo mozné stanovit ani hodnoty bias. Soupravy, pro které byly
vysledky méfeni opakovatelnosti uvedeny jsou Elaprest Turbo, Calprotectin Turbilatex®
Combo, FOB Turbilatex® Combo a FOB-Test Turbo.

Meéfteni mezilehlé preciznosti bylo provedeno pro kontrolni vzorky Control 1 a 2
ze vSech nové testovanych souprav. Rozlozeni vyslednych koncentraci
v jednotlivych dnech je v normé. Sice neékteré stanovené hodnoty zasahuji do zlutych zon
Levey-Jenningsovych grafi, které byly k vyjadieni mezilehlé preciznosti vyuzity, ale
divodem jsou pfisnéjsi vychozi podminky, podle nichz byly dané zoény vymezovany.
Povolené limity byly dle vyrobca souprav 10 % CV, avsak zde byly ve vSech ptipadech
pouzity niz§i hodnoty CV (dle vypodtu pro danou soupravu). U testti FOB Turbilatex®
Control 1, FOB Turbilatex® Control 2 a FOB-Test Turbo Control 2 je pak patrna klesajici
tendence vysledné koncentrace s pfibyvajicimi dny méfeni, proto by bylo v pozdé&jsi
praxi vhodné pro tyto soupravy provadét Castéjsi kalibraci.

Pro vSechny nové testované soupravy byla dle pozadavki pro spravnou verifikaci

stanovena roz§ifena nejistota méfeni (Uc) (Plzak ef al., 2021). V idedlnim piipad¢ by

méla byt vypoétena dle vzorce Uc = k \/CV? + u.4;? , kde k = 2 a u.4 je nejistota
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kalibratoru (Bartos et al., 2021). Vzhledem k tomu, ze vyrobce neposkytl hodnoty g,
byla nejistota stanovovana po zjednodusSeni rovnice, a tedy dle vzorce Uc = 2 CV.

Nejistotu méfeni poskytuje laborator k vysledku daného analytu na vyzadani.
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7  ZAVER
V teoretické Casti diplomové praci byla vypracovana literarni reSerSe pojednavajici
o stanovovanych biomolekulach. Pozornost byla vénovana také charakteristice souprav,
vyuzivanych k jejich analyze. V ramci praktické Casti prace byl proveden sbér vzorku
stolice od pacientt z Fakultni nemocnice Olomouc a pomoci biochemického analyzatoru
byla stanovena koncentrace cilovych biomarkeri — elastasy, kalprotektinu a FIT.
Primarni vzorky stolice byly odebirany za vyuziti stavajici a dvou nové testovanych
souprav za ucelem srovnani téchto souprav. Z nameétenych dat, jejich zpracovani,
interpretace a porovnani se stavajici soupravou vyplynulo, ze souprava Calprotectin
Turbilatex® Combo dosahovala oproti soupravé Calprest Turbo jednozna¢né lepsich
vysledkti. Vysledky dosazené stanovenim pomoci této soupravy byly srovnatelnéjsi
s aktualné vyuzivanou metodou. Tato souprava disponovala také nespornou vyhodou,
ato moznosti testovat vSechny biomarkery (elastasu, kalprotektin i FIT) zjedné
odbérové zkumavky. DalSimi benefity pak byly nejen lepsi aplikacni podpora
poskytovana vyrobcem, ale také niz§i pofizovaci cena.

Z vyse uvedenych davoda bylo OKB navrzeno noveé vyuzivat pro dalsi analyzy
soupravy Pancreatic Elastase Turbilatex® Combo, Calprotectin Turbilatex® Combo
a FOB Turbilatex® Combo. Pro tyto soupravy byla provedena verifikace metody dle

doporucenych postupti.
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9 PRILOHY

Piiloha A: Kontingencni tabulka vytvorena ze vSech vzorku odeslanych na OKB k analyze
elastasy, kalprotektinu ¢i FIT v obdobi od 1. 5. 2022 do 31. 10. 2022.

Pracoviste Pocet analyz Pocet analyz Pocet
elastasy  kalprotektinu analyz FIT
FNOL 185 1292 296

1. Chirurgicka klinika 2
Ambulance 1
Poradna pro choroby tlustého stieva 1

2. Chirurgicka klinika 1
Ambulance 1

2. Interni klinika 137 751 14
Ambulance gastroenterologie 1
Gastroenterologicka ambulance 43 605 2
Nutri¢ni poradna 9
Oddéleni 30C odbornost 1F1 4
Oddé¢leni 30D JIP 2
Oddéleni 30M odbornost 1F1 10
Vseobecna ambulance 94 120 12

3. Interni klinika 1 16 187
Endokrinologie 1
Hemodialyzacni stiedisko — dolni sal 3
Kardiologicka poradna 1 4
Lipidova poradna 2 3
Nefrologicka poradna 6
Obezitologicka poradna 1 2 3
Oddéleni 39A 1 24
Oddéleni 39B 1
Oddéleni 39B — Diabetologie 2 14
Oddéleni 39C 1 12
Oddé¢leni 39D — JIP 2
Oddéleni 39R 6 101
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Revmatologicka poradna 1

Transplantacni poradna 12

Vseobecna ambulance 1
Détska klinika 41 510 21

Ambulance alergologie 2 5

Ambulance ENDO 4

Ambulance GIT 17 300 10

Ambulance hematologie 4 4

Ambulance hepatologie 3 2

Ambulance chirurgicka 1

Ambulance pneumologie 10 1

Ambulance pohotovost 3

Ambulance praktického lékaie 3

Ambulance revmatologie 1

Ambulance vSeobecna — dospavani 2 103 3

Ambulance vSeobecna 1 2 28

Ambulance vSeobecna 2 1 4

Nefrologie 2

Oddéleni 21 A — vétsi déti 1 37

Oddéleni 21B — hematologické 1

Oddé¢leni 21B — JIP 1

Oddéleni 21C — JIP 2 4

Oddéleni 28B — luzkové 5

Oddéleni 28C — pooperacni 1 1

Oddéleni 28D — luzkové 1 3
Geriatrie 3 4 7

Ambulance odbornost 106 2 1

Interni ambulance 1

Oddéleni 46 1 2 3

Oddéleni 48 1 3
Hemato-onkologicka klinika 36

Ambulance 23

Oddéleni 5A 13
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Klinika plicnich nemoci a tuberkulézy 3 3 19

Kartotéka 1 1
Oddéleni 24A — JIP 1
Oddgéleni 25 1 4
Oddéleni 26 2 2 13
Klinika psychiatrie 1
Ambulance 1
Klinika urologie 1
Oddgéleni 20 1
Kozni klinika 3 5
Oddéleni 10 3 5
Neurologicka klinika 4
JIP A 1
Oddéleni 31A 3
Oddéleni klinické biochemie 1 2
Ambulance 1 2
Externi 11 3 4
Nemocnice AGEL Prerov 1
Nemocnice AGEL Sternberk 6
Gastroenterologicka ordinace 1 1
Prakticky lékar 3
SPEA, s.r.o. 1
Tormova Eleonora MUDr., s.r.o. 1
Vojenska nemocnice 2 2
Interni oddéleni 2 1
Vojenska nemocnice 1
Celkovy soucet 196 1295 300
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Pfiloha B: Verifikacni protokol pro testovanou soupravu Calprotectin Turbilatex® Combo

Oddéleni klinické biochemie FN
Olomouc Verifikaéni protokol
Formulafe/ Formulare systému kvality s hlavickami fgduk,
Cislo : FM-040
verze : 02
kopie €. :
strana : 1z 2
plati od : 06.06.2016
pfilohy :
datum tisku : 12.07.2023

Verifikaéni protokol pro kvantitativhi metody

Metoda: U_KALPR (ug/g) Pristroj: automaticky analyzator
Atellica CH

Pouzita diagnostika: souprava Calprotectin Turbilatex®, firmy CerTest BIOTEC.
Calprotectin Turbilatex® je latexovy turbidimetricky test uréeny pouze pro kvantitativni detekci
kalprotektinu ve vzorcich lidské stolice

Navaznost kalibraénich standardu: Neni uvedena

Cil verifikace:

Dosahnout analytickych znakd, které jsou deklarovany vyrobcem nebo stanoveny jako 1/3 TEa
povolené poskytovatelem EHK nebo vypocteny z biologickych variabilit.

Opakovatelnost: neni uvedeno vyrobcem (10 %)
Mezilehla preciznost: neni uvedeno vyrobcem (10 %)
Vychyleni (bias): 8,33 % (1/3 povolené TEa dle EHK)

Verifikacni parametry:

Opakovatelnost a vychyleni (bias):

Pravdivost a opakovatelnost metody byla vyhodnocena na zakladé opakovaného méreni
referencniho kontrolniho materidlu FD1/23 firmy RfB. Vzhledem k nedostate¢nému mnozstvi
kontrolniho materialu nebyly vysledky méfeni validni. Bias bude ovéfen po nasazeni metody
do provozu pii méfeni dalSiho cyklu EHK.

Mezilehla preciznost:

Mezilehla preciznost metody byla vyhodnocena z vysledk( wvnitini kontroly kvality
na 2 koncentraénich hladinach, po vylouceni odlehlych vysledk.

Data a vyhodnoceni viz pfiloha 1.

Rozsirena relativni kombinovana nejistota:
Vyrobce neuvadi nejistotu kalibratoru, rozSifena nejistota vypoctena jako dvojnasobek CV.

Uc=9,88%

Shrnuti a zaveér:

Cile verifikace byly spInény. Metoda byla verifikovana, byl vypracovan postup na provadéni VKK
pfi rutinnim pouziti a definovana kritéria pro reverifikaci.

Verifikace prokazala, ze vSechna kritéria byla spinéna.

Bylo také provedeno srovnani vysledkd na 23 pacientskych vzorcich zmérenych na pavodni
reagenci (Buhlmann) a novou reagencii (CerTest) na analyzatoru Atellica. Byl vypocten korelaéni
koeficient a sestrojen Bland-Altmantv graf, viz priloha. Vysledky spolu vzajemné koreluji, metody
jsou srovnatelné.
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Oddéleni klinické biochemie FN
Olomouc Verifikaéni protokol
Formulare/ Formulare systému kvality s hlavickami geduk.
Eislo : FM-040
verze : 02
kopie €. :
strana : 1z 2
plati od : 06.06.2016
piilohy :
datum tisku : 12.07.2023

Postup pro kontrolu metody pfi rutinnim pouziti — kontrola zpusobilosti systému
Frekvence kontroly:

Kontrolni material na 1-2 koncentra¢nich hladinach je vySetfovan minimalné jednou béhem
24 hodin s vyjimkou vikendu (v pondéli obé&, pak se stfidaji, o vikendu se kontroly nemé&fi). Je
hodnocen regulacni diagram a jsou sledovana Westgardova pravidla. Pokud je vysledek
v mezich, je metoda pouzitelna. Pokud ne, je tfeba najit pfic¢inu problému a odstranit ji.

Kritéria pro reverifikaci metody:

a) Pri podezieni na zménu parametrii metody — zména postupu dodavatele pii zachovani CE
b) Pfi pretrvavajicim problému vnitini kontroly kvality

¢) Po uplynuti doby platnosti pfedchozi verifikace (1 rok)

d) Neshoda vysledkll v EHK — provede se opakovatelnost a bias.
e) Prirozsifeni pouziti stavajici metody (pf. o dalSi druh biolog. materialu)

DalSi poznamky:

Datum: 7. 6. 2023

Verifikaci proved!: Schvalili: ...

MK

Vedouci Useku

Zastupce vedouciho pro lab. €.

Priloha 1: vypocty a grafy
Priloha 2: dokumentace k pouzitému kontrolnimu materialu z EHK
Priloha 3: primarni data z analyzatoru — evidovano elektronicky
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