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ABSTRAKT

Diplomova prace pojednava o metodach stanoveni tumorovych markert a jejich klinickém vyznamu
pii lékaiské diagnostice nadorovych onemocnéni. V teoretické Casti prace jsou uvedeny Klinicky
imunoanalytické metody pro jejich stanoveni. Prakticka c¢ast prace se tyka zavedeni nové
chemiluminiscenéni metody pro stanoveni tumorového markeru do rutinniho provozu, urceni
zakladnich  analytickych  parametri  této  metody &  porovnani  Se stavajici
imunoturbidimetrickou metodou. Soucasti praktické casti prace je monitorovani onkologickych
pacientl s riznymi nadorovymi onemocnénimi, které probiha pomoci sledovani hodnot nadorovych
markerii. V praktické ¢asti jsou také uvedeny vysledky porovnani nasi metody s dal§imi metodami v

ramci Systému externi kontroly kvality.

ABSTRACT

The thesis discusses the methods of determination of tumor markers and their clinical importance in
medical diagnostics. The theoretical part describes clinically important tumor markers and also the
chemiluminescent immunoassay methods used for their determination. The practical part of the thesis
describes the introduction of new chemiluminescent methods for the determination of tumor markers
in routine operation, evaluates its basic analytical parameters and compares it with the existing
immunoturbidimetric method. The practical part also presents results of monitoring of cancer patients
with various tumors, which is performed by evaluation of the values of tumor markers. Comparison of
our method with other methods within the context of System of external quality control is also
documented.

KLICOVA SLOVA
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1. UVOD

Znecisténi vSech slozek Zivotniho prostfedi ma stale vyrazné€jsi negativni dopady na zivé organismy,
Clovéka nevyjimaje. Jednim z nich je naristajici incidence nadorovych onemocnéni, kterd ve
vyspélych zemich patii hned po kardiovaskuldrnich nemocech k nejcastéjSim pfi¢indm umrti.
Nadorova onemocnéni zaujimaji mezi ostatnimi chorobami vyznamné postaveni nejen pro jejich stale
rostouci incidenci, ale zejména pro naro¢nou zdravotnickou péci. Dle nejnovéjsich udajt se kazdy treti
ob¢an Ceské republiky stane onkologickym pacientem a polovina téchto pacientii na tuto nemoc
umird. Za poslednich 30 let doslo v Ceské republice k vyraznému zvyseni poétu nadorovych
onemocnéni tlustého stfeva, ledvin, zlu¢niku, Zlu€ovych cest, kone¢niku, $titné zlazy a mocového
méchyfe. U muz doslo k incidenci rakoviny prostaty, jater, varlat a u Zen se zvySovala incidence
karcinomti plic, prsu a vajecniku. Hlavnim cilem dne$niho 1ékafstvi je zachyceni nadorového
onemocnéni v jeho pocatecnim stadiu. K tomu mohou vyznamnou mirou pfispet metody zalozené na
sledovani vyskytu specifickych sloucenin — tzv. nddorovych markerd — v krevnim séru.

Sérové nadorové markery predstavuji dulezity indikator, ktery muze ulehlit predikci vyvoje
onemocnéni u onkologickych pacientl. Ve srovnani se zobrazovacimi technikami jsou schopny
prokazat tisickrat mensi nador. Jejich vyuziti vSak pfedpoklada spravnou znalost indikace vysetieni.
Nadorové markery se mohou pouzit pro primarni diagnostiku, screening, predikci névratu choroby,
prognézu a sledovani 1écebné terapie. K nejcastéj$imu klinickému vyuziti vySetieni nadorovych
markerii vSak patii sledovani efektu 1é¢ebné terapie, monitorovani pribéhu onemocnéni a v¢asny
zachyt recidivy nadorového onemocnéni. Toto vySetfeni se tedy stalo nedilnou soucasti onkologické
péce. Vyvoj metod slouzicich k rychlému a spolehlivému stanoveni nadorovych markerti v krevnim
séru tedy patii mezi dilezité ukoly napomahajici k minimalizaci negativnich dopadi kontaminace

zivotniho prostfedi na populaci.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Kancerogeneze

Nekolikastupiiovy proces piemény normalnich bunék v buniky nadorové se nazyva kancerogeneze.
Tento d¢€j probihd na Grovni chromosomt, kde dochazi k nahromadéni mutaci genti, které kontroluji
déleni a zéanik bunck. Kancerogeneze je charakterizovana predevS§im zmeénami genetickymi,
epigenetickymi a biochemickymi, které poskytuji nddorovym buitkdm rtastovou vyhodu a vysledkem

téchto zmén je invazivni rust nebo metastazovani nadorové tkané [1].

2.1.1 Maligni transformace buniky

Mnozeni bunék v organismu je velmi peclivé fizeno, v zavislosti na stadiu Zivota jedince. V ¢asnych
stadiich jedince mnozeni bunék pfevazuje nad zanikanim, v dosp€lém stiddiu nastavd rovnovaha a
v pokrocilém véku Zzivota prevazuje involuce. Problém nastava tehdy, pokud se buiiky vymknou
kontrole replikace a zméni se v buitky nadorové. Pfeména normalni buiiky v nadorovou je zptisobena
nahromadénim genetickych zmén ve formé mutaci genu, které se tykaji regulace bun¢¢ného déleni,
realizace oprav DNA a buné¢né smrti (apoptdzy). Pokud si vznikajici nadorové buiky zachovaji svoji
funkci a zistavaji na misté, kde vznikly, nazyvame je butikami benignimi (benigni nadory). Opa¢nym
ptikladem jsou bunky maligni, které ztratily vétSinu svych ptivodnich vlastnosti a invazivné pronikaji
do svého okoli nebo dokonce do vzdalenych mist (metastaze). Maligni transformaci také ¢asto
zpusobuji G¢inky vnéjsich podminek napf. radiace, karcinogeny, virogeny a dalsi [1,83].

Prabéh kancerogeneze je nasledujici:

1. Inicia¢ni stadium: Pfedstavuje mutaci urcitého kritického genu (prvotni geneticka udalost). Toto
stadium je velmi kratké, ale nevratné. Touto mutaci butika ziskava potencial pro maligni transformaci,
avSak proces v tomto stadiu lze jesté zastavit [1].

2. Promoc¢ni stadium: V tomto stadiu jsou zmutované bunky stimulovany k intenzivnéj$imu mnozeni.
Toto stddium trva roky az desetileti. Nadorovou transformaci podporuji promocni faktory. Proces
kancerogeneze lze zpomalit nebo i zastavit odstranénim promocnich faktora [1].

3. Stadium progrese: U progrese dochazi k dal§imu postupnému nahromadéni genetickych mutaci.
Vznikly nador muze zistavat v misté vzniku nebo se $ifit do nejbliz§iho okoli (invaze) a do

vzdalenych mist cestou krevniho ob&hu (metastaze) [1,83].

2.2 Nadorové markery

Nadorové markery (nazyvajici se t€z tumorové markery nebo onkomarkery) jsou latky produkované
malignimi bufikami nebo organismem, jako odpovéd na nadorové bujeni. Lze je definovat jako
molekuly pievazné proteinového charakteru, které se daji laboratorn¢ prokazat v biologickych
tekutinach, bufikach nebo tkanich [4,6,78]. Nadorové markery mohou byt antigeny lokalizované na

povrchu bunéénych membran, enzymy metabolickych drah, imunoglobuliny a jejich fragmenty,



hormony, fragmenty komplexnich glykoproteinii a cytokeratinti, molekuly receptorové povahy a dalsi
[5,82]. Existence nadorovych markert v télnich tekutinach je podminéna piechodem téchto latek
Z mista syntézy do krevniho ob&hu. Stanovena koncentrace v séru ma obvykle pfimy vztah k typu a

rozsahu onemocnéni [4,97].

2.2.1 Vyznam nadorovych markeri

Stanoveni nddorovych markert (ukazateld) by mélo byt vyuzitelné zejména:

e Kkrozliseni onemocnéni mezi benignim a malignim,

e Kkurceni primarni diagnostiky,

e kurceni stadia onemocnéni,

e k odhadu prognozy (ptedpovéd’ chovani choroby) - prognostické markery,

e ke sledovani prib&éhu (monitorovani) choroby — prediktivni markery,

e ke sledovani G¢innosti terapie (1écby),

e k v¢asnému zachytu progrese a recidivy nadoru [4,6,86].
Diagnostickou hodnotu nadorového markeru charakterizuje uréita senzitivita a specificita. Vztah mezi
senzitivitou a specificitou udava rozhodovaci operaéni kiivka (ROC) [4]. Idealni nadorovy marker by
mél mit co nejvetsi senzitivitu pii vysoké specificité. Obé tyto hodnoty by se mély blizit k 100%.
Idealni tumorovy marker by spliiovat nasledujici kritéria:

e organova specificita,

e produkce markeru pouze u malignich chorob,

e jeho hodnota by méla odpovidat velikosti a stadiu nadoru,

o vyskyt ve vysokych koncentracich v télnich tekutinach,

e Kkorelace s progndzou a ti¢innosti terapie,

e diagnostika ¢asnych stadii nadorovych onemocnéni [5,7,95].
V soucasné dob¢ bohuzel neexistuje zadny nadorovy marker, ktery by tato kritéria splioval.
Vzhledem k pomérné nizké diagnostické senzitivité a také nizké specificité neni vétSina nadorovych
markertt vhodna ke screeningu, protoZze podminkou pro screening je senzitivita 97 % pii 95 %
specificité. Screening se da charakterizovat jako vyhledavani onemocnéni v jejich Casnych stadiich u
ptedem definované skupiny lidi v ¢ase, kdy ¢lovék nema zadné ptiznaky nebo jiné potize. Cilem
screeningu je v¢asny zasah, pomoci kterého 1ze snizit nasledky nemoci a imrtnosti pacienti [4,5].
Stejné jako v pfipad¢ screeningu, nadorové markery nejsou vhodné pro ¢asnou detekci nadorového
onemocnéni a ani pro primarni diagnostiku vzhledem k malé orgénové specificité. Hlavni role
nadorovych markerd spociva tedy ve sledovani pribéhu choroby (recidiva, progrese) a sledovani
ucinnosti 1écby nadorovych onemocnéni. Vybér nadorového markeru vychazi z predpokladané
lokalizace nadoru, stddia onemocnéni, histologické struktury a bunécné diferenciace nadorovych
bun¢k. Pokud je nadorové bujeni v pokrocilejsim stadiu, roste také pravd€podobnost zvyseni

koncentrace nadorovych markert [12,78].

10



2.2.2 Monitorovani prubéhu onemocnéni

Nejvetsi uplatnéni nddorovych markerii se nachéazi ve sledovani prubéhu choroby a také souvisi S
diagnozou recidivy a progrese onemocnéni. Stanoveni markert se také vyuziva pro sledovani efektu
terapie napf. chemoterapie. Pro sledovani choroby se pouzivaji hlavni (zakladni) a doplinkové
(ndhradni) nadorové markery. Frekvence stanoveni markerti se provadi dle doporuceni vydaného
Ceskou spole¢nosti klinické biochemie (CSKB). Prvni vy3etfeni nadorovych markert je doporu¢eno
pted terapii (operaci). Pfiblizné 14 dni po operaci ndsleduje dal§i stanoveni markerti a poté 1x
v nasledujicich tfech mésicich. Frekvence vySetfeni se poté provadi 1x za 3 - 4 mésice do konce
tretiho roku od zacatku monitorovani. V dalSich letech doporuceni uvadi provadét vysetfeni
nadorovych markeri 1x za 6 mésicii. Pokud je hodnota nadorového markeru zvySena naptiklad pred
operaci, je 88 — 95 % pravdépodobnost, Ze pfi progresi bude hodnota markeru také zvySena.
V opacném piipadé u progrese dochdzi k zvyseni v 30 % piipadi. Pfi monitorovani nadorového

onemocnéni je doporuceno vysetfovat 1 — 2 tumorové markery [4,7,78].

2.2.3 Sledovani efektu protinadorové 1é¢by

Sledovani efektu terapie je dalsi velkou doménou indikace nadorovych markerd. Stanovena hladina
nadorovych markerti by méla odrazet odpovéd’ na systémovou 1é¢bu (Gsp&Snost terapie), a ma tedy
velky vyznam pro optimalizaci 1é¢by. Po aplikaci protinadorové terapie se nadorové markery vySettuji
v 3. az 4. tydnu od zahajeni terapie. Volba intervalii stanoveni markerd je velice dulezita. Frekvence
souvisi s riznymi biologickymi polocasy jednotlivych markera (tabulka ¢. 1).

Vzhledem k riznym biologickym polo¢astim jednotlivych nadorovych markert je tteba spravné volit
intervaly odbérd krve k vySetfeni tak, aby se skutecné postihl efekt 1é¢ebné terapie a ne "lysis
fenomen", coz je kratkodoby prudky narast hladiny markeru jako odpovéd’ na terapii. Také biologicka
variabilita je rozdilna pro jednotlivé tumorové markery a pohybuje se vintervalu 5 - 70 %. P
sledovani efektu 1écby je dulezité provadét stanoveni markert stejnou metodou v jedné laboratofi.
Naptiklad zvySeni hodnoty markerd po chemoterapii odpovida progresi nadoru pii neti¢inné 1€cbé
pacienta [4,82,95].

2.2.4 Hodnota diskrimina¢ni hranice (Cut — off)

Pro hodnoceni nadorovych markerti se vyuziva oznaceni hranic¢ni hladiny Cut - off, kterou si kazda
laboratof uréuje sama. Pod hladinou cut - off by se mélo nachazet 95 % zdravych jedincti i s benignimi
onemocnénimi v piipadé primarni diagnostiky. Pokud se jedné o sledovani efektu 1écby, tak by se pod

hladinou cut - off mélo nachazet 95 % hodnot pacientt v remisi [4,83].

2.2.5 Preanalyticka faze

Jako u kazdého biochemického vysetieni se musi laboratot, ktera vySetfuje nadorové markery, ridit
spravnou preanalytickou fazi analyzy. Pfi stanoveni markeru je tfeba vyloucit vSechny preanalytické

faktory, které ovliviiuji samotné stanoveni markeru. Rozdilna biologicka povaha nadorovych markert
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urCuje riznou preanalytickou variabilitu. VétSina solubilnich markerti se stanovuje ze séra i plazmy.
Néadorové markery typu CA jsou jako skupina velmi stabilni a maji pomérné malou preanalytickou
variabilitu. Vy§§i preanalytickou variabilitu vykazuji napt. enzymy (neuron specificka enolaza (NSE)),
hormony, AFP (alfa-1-fetoprotein) atd. Nadorové markery nevyzaduji odbér nalacno, ale je
doporucovan ranni odbér. V nékterych piipadech stanoveni ovliviiuji preanalytické aspekty napi. u
vySetieni prostatického specifického antigenu (PSA) stanoveni silné ovliviiuje rektalni vySetfeni
prostaty a jakakoliv manipulace s prostatou, napt. jizda na kole nebo sex. U markertt CA 19-9 a SCCA
muze znehodnotit analyzu kontaminace slinami nebo potem. Marker NSE je velice nachylny na
hemolyzu ve vzorku, protoze NSE je uvoliiovan z erytrocyt, a proto je tieba oddélit sérum od
krevniho kolace do jedné hodiny. Vyznamnou roli hraje také jiz zminéna stabilita analytu. Pokud neni
stanoveni tumorového markeru provedeno do vyrobcem doporucené doby, je tieba vzorek séra ulozit
pii +4 az +8 °C nebo vzorek zamrazit pti -20 °C [5,75].

2.2.6 Analytické faze a interference

Koncentrace nadorovych markerii se pohybuje na nizkych hladinach koncentraci v séru a to v pug/l az
v ng/l na rozdil od biochemickych parametri, které se pohybuji v fadech g/I, mg/l nebo mmol/l.
Analyticky postup vyzaduje vzhledem k dlouhodobému sledovani pacienti také vysoky stupeii
pfesnosti metody (mezilehld preciznost, opakovatelnost, reprodukovatelnost). Analytickd faze
stanoveni nddorovych markert se vyznacCuje stejnymi problémy a interferencemi jako kazda
imunoanalytickd metoda. Pii stanoveni markerd muze dojit k fad¢ analytickych interferenci, které se
nevyhnou zadné imunochemické metode¢.
Nejcaste€jsi typy interferenci u imunoanalytickych metod:

e zkiizena reakce podobnych molekul,

e vysoka koncentrace markeru (,,hook efekt - ptekroceni vazebné schopnosti pevné faze),

e prenos vySetifovaného markeru mezi vzorky (,,carry — over” - nedokonalé o¢isténi pipetovaci

jehly od ptedchazejiciho vzorku) [4,9].

2.2.7 Interpretace

Spravna interpretace hodnot nadorovych markertt vyzaduje vylouceni vSech zminénych rusivych
faktort, které by mohly jakkoliv ovlivnit stanoveni ve fazi preanalytické i analytické. Fale$na
pozitivita je dalsim faktorem, ktery hraje daleZitou roli pti hodnoceni vysledkt vySetfeni markerd. Je
zpusobena zejména nemalignimi chorobami uvedenymi na Obr. ¢. 2. K fale$né pozitivnim vysledkim
prispivaji také tzv. heterofilni mysi protilatky (HAMA). V téle se vyskytuji jako dusledek reakce
organismu na my$i bilkoviny, které jsou podané za tGcCelem diagnostiky nebo terapie. Jak jiz bylo
uvedeno, pro jednotlivé nadorové markery je znam rozdilny biologicky polocas v séru. Ten je tedy

tieba také zvazovat pfi interpretaci zmén hodnot nadorovych markerd [1,94].
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2.2.8 Kinetika nadorovych markeru

V onkologické 1é¢bé jsou posuzovany zmény hladin tumor markerti v riznych piipadech. Pokud se
pacient nachazi v remisi onemocnéni bez terapie, vyrazny nartst koncentrace tumorovych markeri ve
3 naslednych odbérech muze znait recidivu nebo progresi choroby. U pacienta podstupujiciho
protinaddorovou terapii znaci nartist koncentrace o vice nez 25 % progresi onemocnéni pfi neucinné
1é¢bé (intoleranci). Naopak pokles koncentrace o vice nez 50 % znaci parcialni remisi, nikoliv

kompletni remisi onemocnéni [1,75].

Tabulka €. 1: Biologicky polocas ndadorovych markeri v séru [7]

Nadorov§ marker biologicky polocas
dny hodiny

karcinoembryonalni antigen (CEA) 14

tkanovy polypeptidovy antigen (TPA) 7

antigen (CA 15-3) 7

alfa—1-fetoprotein (AFP) 5

antigen (CA 19-9) 5

antigen (CA 125) 4

prostaticky specificky antigen (PSA) 2

thymidinkinaza (TK) 2

choriogonadotropin (hCG) 1

volna podjednotka specifického prostatického antigenu (fPSA) 7

prostaticka frakce kyselé fosfatazy (PAP) 2

volna beta podjednotka choriogonadotropinu (beta-hCG) 1

mocovy gonadotropinovy peptid (UGP) 0,1
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Tab. 1. Sclubilni nadorové markery vhodné pro monitorovani pribéhu choroby a dginnosti terapie

Nador - lokallzace Markery zakladn( Markery doplfikové

Zaludek CAT24, CEA -

Jicen harni tfetina SCCA CYFRA 211
dalni tfetina CA 724, CEA -

Pankreas CA 19-9, CEA -

Jatra AFP, CEA -
cholangiocelularni CA19-9 -
metastazy CEA -

Migénd Zldza CA 15-3, CEA TPA/S

Owvarium nemucinézni CA 125 TPA/S
mucindzni CA19-9,CA724 CEA
germinativni AFP, hCG -

Cervix epidermoidni SCCA CYFRA 21-1, CEA
adenokarcinomy CEA -

Corpus uteri CA 126 CEA

Vulva SCCA -

Ledviny TPA/S, CEA NSE

Modovy méchyf TFA/S CYFRA 21-1

Prostata PSA, fPSA ChgA

Testes seminomy hCG, AFP MNSE
neseminomy hCG, AFP -

Karcinoid b-hydroxy, 3-indolyloctova kyselina, NSE -

Stitna zldza medularni CT, CEA NSE
anaplasticke TPA/S -

Melanom NSE, S100beta TK

Plice SCLC CEA, NSE TPAS
NSCLC CYFRA 21-1, CEA sSCC

Hlava, krk SCCA CYFRA 21-1

CNS neurcblastomy NSE -
gliomy CEA -
astrocytomy TK -

Leukémie TK, FER, LD -

Lymfom hodgkinsky B2M, FER, LD -
non-hodgkinsky TK, B2M, LD -

Mnohocetny myelom

B2M, paraproteiny

Obr. &. 1: Doporucované nadorové markery vhodné pro monitorovani lécby (prevzato z CSKB ) [5]
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Zvyseneé hladiny nadorovych markeri v séru u nemalignich onemocnéni

Nadorovy marker

CEA
(karcineembryonalni antigen)

AFP
(a-fetaprotein)

TPA
(tkdnovy polypeptidovy antigen)

CA15-3

MCA
(antigen mucindznich karcinomd)

CA 125

CA 19-9

CA72-4

PSA

(prostata specificky antigen)
hCG

(lidsky choriogonadotropin)
B:-mikroglobulin

TK

(thymidinkinaza)

SCCA

(antigen skvamaoznich bunék)

Ferritin

CYFRA 21-1
(CYFRA = cytokreatin fragments;
detekce fragmentii cytokreatinu)

Nemaligni onemocnéni

zanétlivé choroby jater
jaterni cirhdza

pankreatitida

zanétlivé procesy plic, GIT
jaterni cirhdza

akutni i chronicka hepatitida
infekéni procesy obecné
jaterni cirhdza

pankreatitida

jaterni cirhdza
akutni hepatitida
postiZzeni ledvinovych glomeruld

viz CA 15-3, vyrazné&jsi

ovarialni cysty

zanéty adnex

choroby jater, pankreatu, Zlu¢niku
cirhdza jater

cholelitiaza

chronicka hepatitida

akutni a chronicka pankreatitida
choroby Zlu€ovych cest
diabetes

cysticka fibroza

benigni mammarni nadory

benigni hyperplazie prostaty
mola hydatidéza
postiZzeni ledvin

interference herpes-viry
B;> deficience

zanéty plic

poruchy ledvin, jater

zanéty obecné
poruchy metabolismu Zeleza

choroby urologického traktu
myomy, ovarialni cysty

Jina pricina

koureni

t&hotenstvi

t&hotenstvi

t&hotenstvi (1. trimestr)

t&hotenstvi
palpace

tehotenstvi

Obr. €. 2: Zwysené hladiny nddorovych markerit u nemalignich onemocnéni, prevzato z CEVA [6]
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2.3 ROC krivky

ROC kiivka se uziva v oblasti mediciny pro hodnoceni kvality a sily diagnostickych nebo
screeningovych testti a modeld.
Analyza ROC kfivek tumorovych markert popisuje vztah senzitivity a specificnosti laboratorniho
testu pfi ruznych hodnotach cut - off (prahova hodnota), proto se nyni v kratkosti podivame na obecny
priklad [21,96].
Mame skupinu osob a na zakladé diagnostického testu musime rozhodnout, které osoby jsou zdravé a
které nemocné. Nejdiive musime urcit vhodnou prahovou hodnotu, kterda ndm rozdéli nas soubor
pacientti na zdravé a nemocné. Jelikoz vSechny testy vykazuji urCitou nejednoznacnost, dostdvame
Ctyti skupiny pacientd.

e spravné pozitivni (TP true positive) — spravné oznaceni nemocni pacienti,

e spravné negativni (TN true negative) — spravné oznaceni zdravi pacienti,

o fale$né pozitivni (FP false positive) — fale$né oznaéeni zdravi pacienti,

o fale$né negativni (FN false negative) — fale§né ozna¢eni nemocni pacienti [21].
Senzitivita (spravna pozitivita) je pravdépodobnost pozitivniho vysledku u jedinct s chorobou. Cim je
tedy vetsi senzitivita, tim je mensi procento faleSné pozitivnich vysledkd. Specificita (spravna
negativita) je pravdépodobnost negativniho vysledku u zdravych jedincti. Cim je tedy vétsi specificita,
tim je mensi procento fale$né negativnich vysledki [4,96].
Pfi sestrojovani ROC kiivky v nasem pfipadé predpokladame, Ze nas test pii vysoké hodnoté cut - off
signalizuje vétsi pravdépodobnost vyskytu onemocnéni nez pti hodnoté cut - off nizké. Dale si
musime urcit, zda pacient je skute¢né zdravy nebo nemocny a vypocitame si hodnoty pro senzitivitu
(osa y) a pro specificitu hodnotu 1 - specificita (osa x).
Priklad analyzy ROC kiivky mame na Obr. ¢. 3. U kiivky jsou oznadeny tfi oblasti: pfisny, optimalni a

nedbaly prah [8]. 10 A N
’ . ‘___‘r - — — P
i s
S /
0,8 o s
--- N optimalni prah P g
/
v

senzitivita

| | |
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

B ——

(1—specificita)

Obr. &. 3: Analyza ROC [8]
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24

hodnota cut - off nam malokterého pacienta klasifikuje jako nemocného (minimum fale$né
pozitivnich, vice fale$né negativnich - viz Obr. ¢. 6). Optimalni prah, tj. idealni hodnota cut - off ma
nejvyssi specificitu a senzitivitu (viz Obr. €. 5). Nedbaly prah, tj. nizka hodnota cut - off nam téméf
vSechny pacienty klasifikuje jako nemocné (vice falesné pozitivnich, minimum faleSn¢€ negativnich

viz - Obr. ¢. 4). prahova hodnota
-_—

zdravi jedinci pacienti s nemoci

A

———> hodnota diagnostického testu

Obr. &. 4: Nedbaly prah [8]

prahova hodnota
_

zdravi jedinci pacienti s nemoci

———= hodnota diagnostického testu

Obr. &. 5: Optimaini prah [8]

prahova hodnota
_

zdravi jedinci pacienti s nemoci

FP

% . .
hodnota diagnostického testu

Obr. ¢. 6: Prisny prah [8]
Urceni prahové hodnoty se provadi podle nésledujicich pravidel:
e prahova hodnota je vybrana nahodné,

e prahova hodnota je vybrana co nejblize hornimu rohu, kdy senzitivita a specificita se blizi
100%,

e prahova hodnota se vybere pii nejvétsim souctu senzitivity a specificity [8,96].
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2.4 Rozdéleni nadorovych markeru

Zakladni rozdé€leni nadorovych markert podle jejich vyskytu je na:

celularni (marker se vyskytuje v tkdnich zhoubného nadoru),

humoralni (marker se vyskytuje v télni tekuting).

Tyto dve skupiny se dale podrobné déli dle jejich biochemické podstaty na:

1. Humoralni nadorové markery (detekovatelné v télnich tekutinach) [4,6,7,78]:

+ Onkofetalni antigeny (s nadorem asociované antigeny)

CEA (karcinoembryonalni antigen)

Antigeny CA - typu (CA 15-3, CA 125, CA 72-4, CA 19-9, CA 242, CA 549,
CA 50, CAM 26, CAM 29)

AFP (alfa-1-fetoprotein)

MCA (antigen mucindznich karcinomi)

HE4 (lidsky epididymalni protein 4)

% Cytokeratinové markery

CYFRA 21-1 (fragment cytokeratinu 19)
SCCA (antigen skvamoznich bunék)
TPA/TPS (tkanovy polypetidovy antigen)

< Enzymy

PSA (prostaticky specificky antigen)

LD (laktatdehydrogenaza)

TK (thymidinkinaza)

PAP (prostaticka frakce kyselé fosfatazy)
NSE (neuron-specificka enolaza)

« Hormony

hCG (choriogonadotropin)
TG (thyreoglobulin)

CT (kalcitonin)

PRL (prolaktin)

ADH (antidiureticky hormon)
GH (ristovy hormon)

PTH (parathormon)

s Sérové proteiny

FER (feritin)

RAF (reaktanty akutni faze)

CIC (cirkulujici imunokomplexy monoklonalni imunoglobuliny)
B2M (beta2-mikroglobulin)

laminin, elastin, selectin

18



7
0.0

Ostatni metabolity

e VMK (kyselina vanilmandlova)

e HIOK (kyselina hydroxyindoloctova)

e MEL (melanogeny)

e UGP (mocovy gonadotropinovy peptid)

e NMP-22 (proteiny nuklearni matrix)

e S-100 (protein S-100)

2. Celularni (tkanové) nadorové markery

o ER, PR (receptory estradiolu a progesteronu)
e CD (katepsin D)

o HER-2/neu (onkoprotein HER-2/neu)

e p53 (protein kodovany tumor-supresorovym genem p53) [6,7].

2.5 Charakteristika klinicky vyznamnych nadorovych markeri

Vzhledem k velkému poc¢tu nadorovych markerd v teoretické Casti budou popsany pouze klinicky

nejvyznamnéjsi nadorové markery.

25.1 CEA (karcinoembryonalni antigen)

Vlastnosti: CEA je jeden z nejvice prozkoumanych antigend spojenych s lidskymi nadory. CEA je
imunologicky heterogenni skupina glykoproteini o molekulové hmotnosti od 175 do 200 kDa
s proménnou slozkou sacharidl 45 — 85 %. Skupina genti pro CEA je zastoupena 17 aktivnimi geny ve
dvou skupinach. Prvni skupina obsahuje strukturné ptibuzné CEA a NCA (nespecificky reakéni
antigen) a v druhé skupiné jsou specifické téhotenské glykoproteiny (PSG) [7,77].

Funkce: Biologicka funkce zatim neni pfesné definovana, ale pravdépodobné ovliviiuje bunécnou
adhezi (funkce mezibunééné adhezni molekuly) a metastazovani bunék [10,77].

Vyskyt: CEA patii do skupiny karcinofetalnich antigent, které jsou vytvareny béhem embryonalniho a
fetalniho vyvoje plodu. Tvorba CEA je tedy potlaena po narozeni plodu a u zdravého dospélého
jedince ji nelze stanovit. S malymi koncentracemi se mizeme setkat v tlustém stfeveé, zaludku,
Vv plicich, slinivce a dal$ich tkanich [7,10,77].

Referencni rozmezi: Hodnota cut - off se pohybuje kolem 5 ng/ml (dle metody a dané laboratote).
Klinické vyuziti: Nelze pouzit pro screening ani diagnostiku [5]. Pouziva se pro monitorovani pribéhu
onemocnéni a odpovédi na 1é¢bu [10,86].

Maligni onemocnéni

Zvysené hladiny koncentrace CEA vykazuji karcinomy travicitho ustroji, plic, mlécné Zlazy,
pohlavnich organu (vajeénikt), Stitné Zlazy, mocového méchyte, ledvin, prostaty, délohy aj.

Nejvyssi senzitivita markeru CEA kolem 60 % je pro kolorektalni karcinom a 50 % pro nadory
zaludku [7,86,89].
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Benigni onemocnéni

Zvysené hladiny koncentrace CEA zpusobujici fale$snou pozitivitu u 20 — 50 % benignich onemocnéni
jsou napf. u jaterni cirhdzy, onemocnéni plic, ledvin, zluéniku, pankreatitidy, Crohnovy choroby.
Zvysené hodnoty CEA maji zejména kutaci [5,7,89].
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Obr. &. 7: ROC kiivka CEA (kolorektalni tumor) [22]

2.5.2 AFP (alfa-1-fetoprotein)

Vlastnosti: Alfa-1-fetoprotein je glykoprotein o molekulové hmotnosti 70 kDa. Na jednoduchém
polypeptidovém fetézci slozeného piiblizné z 590 aminokyselin je navazano 3 - 5 % sacharidi. AFP je
svoji strukturou velice podobny albuminu, ale v molekule AFP jsou vyraznéji obsazeny aminokyseliny
glycin, serin a isoleucin [10].

Funkce: Mezi nejvyznamnéjsi funkce AFP se fadi pfedev§im jeho transportni role ruznych latek
(steroidu, téZkych kovi, bilirubinu, mastnych kyselin, retinoidd, antibiotik atd.) a funkce v imunitnich
a metabolickych procesech. AFP je také spojeny s regulaci rlstu a antioxida¢nimi procesy. U plodu
zprvu nahrazuje albumin a jeho transportni funkce [7,13].

Vyskyt: AFP patii do skupiny onkofetalnich proteind. Plod produkuje AFP ptfedevsim buinkami
Zloutkového vaku od 10. dne od oplodnéni az do 10. tydne gravidity a od 10. tydne gravidity poté ve
fetalnich jatrech. AFP je také oznafovan jako hlavni sérovy protein plodu a jeho koncentrace prudce
klesa s blizicim se porodem. U dospélého zdravého jedince je koncentrace AFP minimalni. V séru
matky je dilezitym ukazatelem pro vyvoj t¢hotenstvi. ZvySeni hladiny AFP v séru dospélych jedincii
bylo pozorovano mimo tehotenstvi i ve spojitosti s nékterymi zhoubnymi i nezhoubnymi
onemocnénimi [7,13].

Referenéni rozmezi: Hodnota cut - off se pohybuje kolem 3,6 ng/ml (dle metody a dané laboratofe).
Klinické vyuZiti: Stanoveni AFP neni doporuceno pro screening karcinomi. Stanoveni AFP je

ptinosné také pii odhadovani rizika Downova syndromu u plodu [13].
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Maligni onemocnéni

Monitorovani prab&hu nddorovych onemocnéni patii k hlavnim vyuzitim AFP.

Pro hepatocelularni (jaterni) karcinom je AFP markerem prvni volby pfi senzitivité az 80 %.

Pro embryonalni karcinomy a nadory Zloutkového vaku dosahuje az 80 % senzitivity.

Vysoka senzitivita byla uréena také pro neseminomativni rakovinu varlete.

Zvysené koncentrace se vyskytuji u karcinomt vajecniku, traviciho traktu, stteva, zaludku a zlucovych
cest [7].

Benigni onemocnéni

Zvysené hladiny koncentrace AFP zpusobujici faleSnou pozitivitu mohou zplsobit tato benigni
onemocnéni: akutni virova i chronicka hepatitida, cirhdza a nekroza jater, fyziologické a patologické
t€hotenstvi [7,84].

Senzitivita (%)
60 80 100

40

20

o T T T T 1
0 20 40 60 80 100
100 - Specificita(%)

Obr. ¢. 8: ROC kiivka AFP (hepatocelularni karcinom) [24]

253 CA125

Vlastnosti: CA 125 ma ziejmé strukturu glykoproteinu o molekulové hmotnosti asi 200 — 1000 kDa
s vysokym obsahem sacharidt (24 %). CA 125 ma proteinovou strukturu spojenou s uhlovodikovymi
bo¢nimi fetézci. Molekula tohoto antigenu je znané heterogenni. V nativnim stavu mulze vytvaret
obrovské komplexy az 4 miliony Da [7,13,88].

Funkce: Neni objasnéna. Funkce CA 125 mlze byt vazana s proteazovou aktivitou a s roli pfi
reprodukci [13,78].

Vyskyt: Antigen CA 125 je produkovan fetalnimi epitelovymi tkdnémi. U dospélého Eloveka muze byt
také syntetizovan Vv epitelu tkané vejcovodu, plic, endometria (vnitini vystelky délohy), cervixu
(de€lozni hrdlo), perikardu (osrdecnik) a peritonea (pobfisnice) [7,13].

Referencni rozmezi: Hodnota cut - off se pohybuje kolem 21 U/ml (dle metody a dané laboratote).
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Klinické vyuZiti: Pouziva se pro screening a monitorovani karcinomu ovarii u symptomatickych
pacientt v ptipadé genetické zatéze [88].

Maligni onemocnéni

Vysoka koncentrace CA 125 se naléza u 80 % karcinomt ovarii (vaje¢niki) ser6zniho nemucinézniho
typu. Serdzni typ karcinomu ovarii, kde je CA 125 markerem prvni volby, vykazuje senzitivitu az
90 % (cut - off 65 kU/1). Narist koncentrace markeru mtize predchazet klinickou diagnozu az o

1 - 8 mé&sich. Pti dokonalém odstranéni primarniho tumoru klesa koncentrace CA 125 0 75 — 90 %
béhem prvniho tydne. Senzitivita u dalSich gynekologickych nadort je nizsi. ZvySena koncentrace je u
karcinomti mlécné zlazy, pankreatu (slinivka bfisni), plic, ZluCovych cest a také u hepatocelularniho
karcinomu [10,13,82].

Benigni onemocnéni

U benignich onemocnéni se mohou koncentrace antigenu CA 125 pohybovat do hodnoty 65 kU/I. Jsou
to zejména chronické onemocnéni jater, benigni onemocnéni ovarii, pankreatu a endometria nebo

selhani ledvin. Chirurgicky zasah v bfi$ni dutiné maze také vyvolat zvySenou koncentraci antigenu
CA 125[10,13,88].
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Obr. €. 9: ROC krivka CEA 125 (tumor ovarii) [26]
254 CA15-3

Vlastnosti: CA 15-3 je polymorfni epitelialni mucin (PEM) s vysokou molekulovou hmotnosti 300 az
450 kDa, nazyvany rovnéz MUCI (mucin 1). Tento glykosylovany protein je tvofen
O-glykosylovanymi opakovanymi sekvencemi 20 aminokyselin. Za normalni situace se polymorfni
epitelialni muciny (PEM) neodstavaji do krevniho obéhu. Pokud se vSak buiika pfeméni na maligni,
dojde ke zvétSeni propustnosti membrany a PEM se dostanou do krevniho séra [7].

Funkce: Funkce antigenu CA 15-3 neni pfesné znama. Jedna z jeho roli by mohla byt Gc¢ast na vazbé

adhezivni molekuly typu ICAM-1. Vazba je zodpovédna za usnadnéni metastazovani nadoru nebo za
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potlacdeni protinddorové odpovédi aktivovanych lymfocytt. Za fyziologickych podminek souvisi
s ochranou epitelialnich struktur [7, 13].

Vyskyt: Antigen CA 15-3 (MUC 1) se nachazi na apikalnim povrchu epitelialnich bunék riznych
organti plodu, pfedevSim plic a jater. U dospélého jedince je syntetizovan v epitelidlnich buiikdch
vyvodi mlééné zlazy, slinnych 714z a bronchu plic [7,13].

Referencni rozmezi: Hodnota cut - off se pohybuje kolem 38 U/ml (dle metody a dané laboratofe).
Klinické vyuZiti: Antigen nelze pouzit pro screening karcinomu prsu ani stanoveni této diagndzy.
Zjisténé koncentrace se v§ak shoduji se stadiem nemoci [7].

Maligni onemocnéni

Hlavni vyuziti antigenu je pro monitorovani prubéhu onemocnéni u karcinomu prsu. Senzitivita u
karcinomu prsu je az 90 % avsak s nizkou specificitou 20 — 40 %, u metastazujicich nadort az 80 %.
Zvysené hodnoty se také objevily u pacientd s karcinomy plic (senzitivita 63 %) a vaje¢niku
(senzitivita 80 %) [7,13].

Benigni onemocnéni

Senzitivitu toho tumorového markeru snizuji benigni onemocnéni prsu, traviciho ustroji, dale pak
jaterni cirhoza, akutni a chronicka hepatitida, chronicka renalni insuficience, chronicka bronchitida a
pneumonie [7,13].
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Obr. ¢. 10: ROC krivka CEA 15-3 (tumor prsu) [18]

255 CA19-9

Vlastnosti: Molekula toho antigenu je sialylovany pentasacharid lakto-N-fukopentadzy, obsaZeny
sacharid se sklada z fukozy a sialové kyseliny. Tato molekula odpovida haptenu determinanty lidské
Lewis-a krevni skupiny. CA 19-9 je antigen, ktery se vyskytuje jako mucin v séru nebo jako
glykolipid ve tkanich s molekulovou hmotnosti 36 kDa (glykolipid) [10,13].
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Funkce: Role antigenu CA 19-9 neni dosud objasnéna.

Vyskyt: CA 19-9 je syntetizovan plodem v epitelovych strukturach pankreatu, zaludku a Zlucovych
cest, proto patii k onkofetdlnim antigeniim. Syntéza u dospélych jedinci je omezena na stopové
mnozstvi, a to zejména v epitelidlnich burikach pankreatu, Zluéniku, plicnich broncht, zaludku a u
nékterych nadort. Odhaduje se, Ze 5 az 10 % populace tento antigen netvoii [10,13].

Referencni rozmezi: Hodnota cut - off se pohybuje kolem 37 U/ml (dle metody a dané laboratofe).
Klinické vyuZiti: CA 19-9 neni vhodny pro screening a stanoveni primarni diagn6zy. Pouziva se pfi
sledovani 1é¢by a monitorovani pacienta pii onemocnéni [10,13].

Maligni onemocnéni

Stanoveni antigenu se vyuziva zejména pro karcinomy slinivky pii monitorovani pacienta, kdy jeho
senzitivita odpovida vysokym hodnotam 68 — 94 % pii specificité 76 — 100 %. Vysoké hodnoty sice
nekoreluji s velikosti nadorové tkané€, ale davaji dobry prikaz vzdalenych metastaz. Stanoveni
antigenu nachdzi také pouziti pro mucindézni karcinomy ovarii, karcinom tlustého stfeva
(se senzitivitou 18 — 58 %), karcinom Zaludku (senzitivita 25 — 60 %), karcinom hepatobiliarni
(55 -79 %), karcinom cholangiocelularni (22 — 49 %). Stanovené koncentrace tohoto antigenu dobie
souviseji S monitorovanim pacienta pii hodnoceni efektu terapie [10,13].

Benigni onemocnéni

Falesnou pozitivitu tohoto tumorového markeru snizuji benigni onemocnéni zaludku, stfeva, jater,
slinivky atd. Vyrazné zvySeni antigenu v séru zptisobuje i mirna cholestaza. Antigen 19-9 se rovnéz

nachazi v séru pacientu s cystickou fibrozou [10,13,97].
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Obr. ¢. 11: ROC krivka CA 19-9 (tumor pankreatu) [20]

256 CAT2-4

Vlastnosti: Antigen 72-4 je glykoprotein (mucinovy komplex) o velké molekulové hmotnosti
1000 kDa. Antigen je ureny na zakladé reakce s dvéma monoklonalnimi protildtkami B 72.3 a CG 49
[7,13].

Funkce: Role antigenu 72-4 neni dosud objasnéna.
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Vyskyt: CA 72-4 patii do skupiny onkofetalnich antigent, které produkuje plod v epitelech pankreatu,
zaludku a jicnu. Stopové koncentrace se nachazeji u dospélych jedincti v tkénich pohlavnich organd,
gastrointestinalnich orgénech atd. Naopak vysoké koncentrace produkuji maligni karcinomy zaludku,
pankreatu, ovaria a dalsi [7,13].

Referencni rozmezi: Hodnota cut - off se pohybuje kolem 7 U/ml (dle metody a dané laboratofe).
Klinické vyuziti: CA 72-4 neni vhodny pro screening ani pro primarni diagnostiku. Své uplatnéni
nachdzi pfi monitorovani predevSim malignich karcinomi zaludku a pankreatu a dale také pfi
nadorech stieva, mlé¢né zlazy a urcitych typa nadord vaje¢niku [7,13,84].

Maligni onemocnéni

Stanoveni antigenu se vyuziva piedev§im pii monitorovani choroby u karcinomu zaludku a
v kombinaci s CEA k odliseni benigniho a maligniho onemocnéni slinivky. Hodnota koncentrace
antigenu veétSinou koreluje s pritomnosti vzdalenych metastdz. CA 72-4 ma vysokou specificitu u
malignich onemocnéni, ale pomérn€ nizkou senzitivitu, proto se Casto pti sledovani choroby pouziva
v kombinaci s dalsimi markery. Sledovani pribéhu choroby se pouziva u karcinomu zaludku pfi
senzitivité 48 % s 95 % specifinosti, senzitivita se zvySuje v kombinaci s CEA nebo CA 19-9, dale
pro mucindézni karcinom vajeéniki se senzitivitou 47 — 80 % (vétsi nez u CA 125) pii zvySeni
senzitivity v kombinaci s CA 125, pro karcinom tlustého stfeva je senzitivita 20 — 41 %, ale velka
falesna pozitivita, proto se pouzivd kombinace s CEA a zvySeni senzitivity az na 87 %. Antigen mtize
byt dale pouZit pro sledovani nemocnych s metastazemi zminénych nadort do jater [7,13,84].

Benigni onemocnéni

Antigen CA 72-4 ma vysokou diagnostickou specifi¢nost pro benigni onemocnéni, coz patii k jeho
velkym nevyhodam. Zvysenou koncentraci mtizeme nalézt napiiklad u téchto benignich onemocnéni:
zanétlivé onemocnéni zaZivaciho traktu, jaterni cirh6za, chronickd bronchitida, choroby zaludku,
akutni pankreatitida, plicni a revmatické choroby, benigni onemocnéni vaje¢nikd, onemocnéni prsu,

gynekologické poruchy [7,13,84].

2.5.7 TPAaTPS

Vlastnosti:  Tkanovy polypeptidovy antigen (TPA) odpovidd fragmentim solubilnich
cytokeratinovych podjednotek. Fragmenty maji molekulovou hmotnost kolem 40 kDa. Do této doby
bylo objeveno asi 20 typu cytokeratinti, které spolu tvoii polymery. Epitelidlni buniky maji urcité
kombinace cytokeratinli pro n¢ charakteristické, a to zejména v zavislosti na histologickém typu tkané.
Pti proliferaci nadorové tkdn€ se uvoliuji tyto fragmenty cytokeratinii do séra. TPA reaguje proti
cytokeratintm 8, 18 a 19. Tkanovy polypeptidovy specificky antigen (TPS) epitop reaguje
s cytokeratinem 18. Z dalSich testovanych protilatek proti cytokeratinim drtiva vétSina reagovala
s epitopy 8, 18 a 19. Pti stanoveni velmi zaleZi na rizné specificité protilatek v riznych soupravach a
Ize tedy ocekavat ruzné vysledky [10,13,84].

Funkce: Cytokeratiny patii k proteinim cytoskeletarni struktury bunky. TPA a TPS prechazeji
z téchto struktur do séra jako fragmenty cytoskeletarnich proteinti. Cytokeratiny se déli na kyselé

cytokeratiny tiidy I (9-20) a bazické cytokeratiny tiidy IT (1-8). Cytokeratiny se vyskytuji ve formé
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heteropolymerti a obsahuji jeden cytokeratinin tfidy I a druhy cytokeratinin tiidy II. Epitelie bézné
syntetizuji cytokeratiny 8 a 18 a n¢kdy také 19 a 7 [10,13].

Vyskyt: TPA a TPS jsou fyziologicky produkovany piedevsim v trofoblastu placenty. Prokazatelné
jsou také v riznych dalSich orgdnech u vyvijejiciho se plodu. Stopové koncentrace jsou nalézany u
dospélych jedinct v tkani mlééné zlazy, mocového méchyte, plic a traviciho traktu. Ve vysokych
koncentracich se také nachazeji ve tkanich primarnich malignich nadort [10,13].

Referencéni rozmezi: TPA do 70 U/, lepsi specificita do 130 U/1, TPS do 80 U/I (dle metody)

Klinické vyuziti:

Pfi malignim procesu v souvislosti s ristem nadoru a dal$imi dé&ji (apoptézou, nekrozou) se TPA
(TPS) dostava do séra. Jeho hladina je vSak zvySena i u benignich onemocnéni. Jako nadorovy marker
neni vhodny pro screening ani pro primarni diagnézu. Hlavni vyuziti téchto univerzalni markert
spociva v monitorovani pribéhu onemocnéni a sledovani Gspésnosti terapie. TPA a TPS totiz reaguji
s vy$$i dynamikou nez ostatni markery a jejich hladiny dobfe koreluji s procesem proliferace nddorové
buriky dfive, nez je mozné vznikajici nadory rozpoznat [10,13,84].

Maligni onemocnéni

TPA (TPS) ma nejvyssi senzitivitu pro sledovani karcinomu mocového méchyie. Zvysend hladina
TPA rychle poklesne v piipadé uéinné terapie a tento efekt je vyrazngj$i nez u markerd
diferencia¢niho typu. Senzitivita a specificita se méni dle typu a stadia nadoru. Jako dopliikovy marker
je doporucovan pii sledovani onemocnéni mlééné zlazy s CA 15-3, nadory plic, ledvin, traviciho
traktu atd. [10,13].

Benigni onemocnéni

Falesnou pozitivitu zptsobuji onemocnéni jako je jaterni cirhd6za a hepatitida a dal$i infekéni
onemocnéni. Pfi onkologické 1é¢bé ozarenim dochazi také ke zvySeni koncentrace TPA (TPS) v séru
[10,13].

2.5.8 HCG (choriogonadotropin)

Vlastnosti: Choriogonadotropin je glykoprotein 0 molekulové hmotnosti 36,7 kDa. HCG je tvofen alfa
podjednotkou o 14,5 kDa z 92 aminokyselin a beta podjednotkou o 22,2 kDa z 145 AK. Alfa i beta
podjednotku spojuji intercysteinové vazby, které vytvafeji mustky, které se podileji na vazbé
k receptorim. Ob¢ podjednotky tvoii HCG hormon. HCG molekula je podobna s dal§imi hormony
LH, FSH a TSH, které maji v podstaté¢ alfa-podjednotku stejnou, beta-podjednotka ma vyrazné
rozdilnou strukturu a uréuje biologickou specificitu hormonu [10,13].

Funkce: HCG udrzuje v prvnich tydnech té€hotenstvi zluté télisko, dale se podili na produkci
estrogenu a progesteronu. HCG se také ucastni procesu imunotolerance plod — matka [10,13].

Vyskyt: HCG je fyziologicky syntetizovan placentou po poceti. Hodnoty HCG se v krvi matky zvySuji
do 14. tydne, poté je hodnota stala az do porodu. Po porodu hodnota HCG klesa na normu. HCG muize
u zdravych osob vznikat v hypofyze. Pro nadorové onemocnéni je dulezita beta podjednotka HCG.
Tato podjednotka je pfitomna na membranach vétsiny malignich tumori [10,13].

Referencni rozmezi: Hodnota cut - off se pohybuje kolem 10 TU/I (dle metody a dané laboratoie).
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Klinické vyuZiti: HCG se nejcastéji stanovuje pro diagndzu t€hotenstvi. V onkologii se ¢asto vyuziva
specifi¢téjsi stanoveni volné beta podjednotky HCG. Zvysené hodnoty mohou naznacovat pfitomnost
nadort varlat, ovarii choriokarcinomu atd. [10,13].

Maligni onemocnéni

HCG se miize vyuzivat ke screeningu pouze u osob podezielych (nesestouplé varle, nador testes) na
germinativni nadory varlat. Neni vhodny pro primarni diagnostiku, ale pomoci hodnoty HCG lze
potvrdit histologicky typ. Pomoci stanoveni lze urcit stadium onemocnéni. M4 velky vyznam pfi
monitorovani pritbéhu onemocnéni s nadory testes a ovéteni efektu léebné terapie. Senzitivita se
pohybuje kolem 50 — 90 % pro neseminomy, pro seminomy pouze 10 — 20 %. Senzitivita je 100 % u
choriokarcinomt. U dal8ich karcinomd, napf. pankreas, plice, ledviny, mo¢ovy méchyt, je senzitivita
velmi nizka, 10 - 20 % [10,13].

Benigni onemocnéni

Falesnou pozitivitu zvysuje fyziologické i patologické t€hotenstvi, ovarialni cysty a myomy [10,13].

259 Cyfra2l-1

Vlastnosti: Cyfra 21-1 je polypeptid o molekulové hmotnosti 40 kDa. Cyfra 21-1 je solubilni fragment
cytokeratinu 19. Stanoveni je vice specifické, neZ tomu bylo u TPA, protoze Cyfra 21-1 se vyskytuje
Vv epitelovych buiikach skvamozniho typu, a proto ma vyssi organovou specifi¢nost [7,13].

Funkce: Podobné jako TPA, také Cyfra 21-1 patii do skupiny cytoskeletalnich proteinu, které se
podileji na struktufe bunéného skeletu. Pfi malignim onemocnéni je tento marker pravdépodobné
produkovan pti bunééné nekroze [7,13].

Vyskyt: Cyfra 21-1 se prokazatelné vyskytuje v omezeném mnozstvi ve fyziologickém stavu v tkanich
plic, délohy, moc¢ového méchyie a traviciho ustroji [7,13,78].

Referenéni rozmezi: Hodnota cut - off se pohybuje kolem 3,3 pg/l (dle metody a dané laboratofe).
Klinické vyuziti: Zvysené hodnoty byly nalezeny u malignich i benignich onemocnéni.

Maligni onemocnéni

Jako vétSina nadorovych markeri se nehodi pro screening ani pro stanoveni primarni diagnozy.
Hodnota markeru vétSinou odpovidd stadiu onemocnéni. Hlavni oblasti stanoveni Cyfra 21-1 je
sledovani pribéhu onemocnéni a monitorovani uspéSnosti 1é¢ebné terapie. Pri uspéSnosti 1éCby
nasleduje rychly pokles hodnoty Cyfra 21-1 v séru aZ na normalni hodnoty. Pokud je hodnota markeru
na stejné Urovni nebo se tato hodnota pomalu snizuje, pak tento pribéh znaci neuplné odstranéni
nadorového onemocnéni. U nemalobunééného karcinomu plic se senzitivita pohybuje kolem 55 % a je
markerem prvni volby pro toto onemocnéni. Pro velkobunééné karcinomy a adenokarcinomy je nizsi
senzitivita 35 - 40 %. Pro karcinom mocového méchyfte je senzitivita asi 30 %. Muze byt stanoven
jako doplikovy marker pii nadorech cervixu a u nadora v oblasti hlavy a krku [7,13].

Benigni onemocnéni

Falesné pozitivni hodnotu markeru zvysuji onemocnéni jako je jaterni cirhdza a hepatitida. Dobrou
specifi¢nost ma Cyfry 21-1 pro benigni onemocnéni plic, napf. pneumonie, tuberkul6za, bronchititida,

astma atd. Niz§i hodnoty Cyfra 21-1 vykazuji onemocnéni ledvin, jater a infekéni onemocnéni [7,13].
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2.5.10 PSA (prostaticky specificky antigen)

Vlastnosti: PSA je glykoprotein slozeny z 237 aminokyselin v jednoduchém polypetidovém fetézci o
molekulové hmotnosti 34 kDa obsahujicim 10 % sacharidi. PSA ma enzymovou aktivitu serinovych
proteinaz podobnou chymotrypsinu. PSA je vséru vazan (inaktivovan) z95 % na alfa-
antichymotrypsin a v mensi mife na alfa-makroglobulin. Volna podoba PSA se v séru vyskytuje
obvykle v 10 - 25 % [7,13].

Funkce: Role PSA v organismu je umoznéni zkapalnéni seminalni plasmy, ¢imz usnadiiuje pohyb
spermatozol. PSA interaguje s plazminogenem za tvorby fragmentt, které inhibuji angiogenezi.
Inhibice angiogeneze a nizsi rychlost ristu nadoru prostaty vypovida o mozné biologické funkci PSA.
Jelikoz je velkd cast PSA inaktivovana vazbou na alfa-antichymotrypsin, nelze predpokladat dilezitou
funkci v organismu [7,13].

Vyskyt: PSA fyziologicky produkuji epitelidlni buiiky zlazovych vyvodi. PSA je vSak produktem
zejména prostatické tkan¢, ale mize byt produkovan i v epitelu mocového méchyie. PSA je také
tvofen z 10 % proteint v seminalni plazme. Produkce PSA provazi maligni i benigni onemocnéni
prostaty [7,13].

Referencéni rozmezi: Hodnota cut - off se pohybuje kolem 4 mg/1 (dle metody a dané laboratote).
Klinické vyuZiti: Hodnota PSA popft. volné PSA se stanovuje u malignich i nemalignich onemocnéni
[7,13].

Maligni onemocnéni

Stanoveni PSA se pro screening karcinomu prostaty u asymptomatickych jedincii zatim nepouziva. U
symptomatickych pacientl zatim neni jasné¢ urceno, zda PSA lze pouzit pro screening. VySetfeni se
ordinuje pro pacienty s rodinnou zatézi a s poruchami mocového ustroji. Pomoci hodnoty PSA lze jen
tézko odlisit maligni karcinom od benigni formy. Vyznam ma také stanoveni pomeru vazané a volné
frakce PSA pro odliseni zminéné benigni hyperplasie od karcinomu prostaty. U hyperplasie ma pomér
volného k celkovému PSA vyssi hodnotu o 15 %. U karcinomu prostaty je pomér vyrazné niz$i. PSA
je markerem prvni volby pro sledovani prubéhu a ucinku terapie maligniho karcinomu prostaty. Po
radikalni prostatektomii zvy$ené hodnoty PSA zna¢i moznost zbytkové choroby v 70 % nebo navrat
choroby v 30 %. Hodnota PSA koreluje s ti¢innosti 1é¢ebné terapie napft. radiotrerapie. Pokles PSA
dobfe koreluje s délkou preziti pacienta. Hodnotu PSA Ize také vyuzit pro potvrzeni stadia
onemocnéni u 95 % metastatickych nadoru [7,13].

Benigni onemocnéni

Falesnou pozitivitu zplsobuje jiz zminéna benigni hyperplasie prostaty nebo prostatitida. Koncentrace
PSA stoupd také po rektalnim vySetfeni prostaty, kolonoskopii, biopsii nebo po jakémkoliv
mechanickém podrazdéni do prostaty, jako je napf. jizda na kole (koni) nebo sexualni aktivita [7,13].
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2.5.11 NSE (neuron specificka enolaza)

Vlastnosti: NSE je solubilni protein, ktery je obsazen v cytoplazmé bunék. Tento glykolyticky
izoenzym enolazy ma molekulovou hmotnost ptiblizné 80 kDa a vyskytuje se v riznych dimerickych
izoformach tvofeny z podjednotek alfa, beta, gama. NSE je dimer slozeny z podjednotek alfa—gama a
gama-gama. lzoenzym enolaty katalyzuje pfeménu 2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat. NSE se
primarné vyskytuje v neuronech a je téz produkovana malignimi nadory [7,13].

Funkce: NSE je glykolyticky enzym, ktery se podili na metabolismu sacharida [7,13].

Vyskyt: NSE produkuje nervova a plicni tkan plodu. Za fyziologickych podminek se vyskytuje u
dospélych jedincd v neuronech. ZvySené koncentrace NSE jsou produkovany v neuroblastomech,
malobuné¢nych karcinomech plic, karcinomu ledvin a seminomech [7,13].

Referencni rozmezi: Hodnota cut - off se pohybuje kolem 15 mg/1 (dle metody a dané laboratofe).
Klinické vyuZiti: Hodnotu NSE ovliviiuje n€kolik faktort pfi stanoveni. Pfi stanoveni vyrazné
interferuje hemolyza. NSE je obsaZena Vv erytrocytech a trombocytech a je nutné odstranit krevni
elementy do jedné hodiny po odbéru krve. Hodnota NSE je lépe stanovitelnd v likvoru nez v séru
[7,13].

Maligni onemocnéni

NSE neni vhodna pro screening ani pro stanoveni diagnézy. Prognosticky vyznam ma NSE pro
malobunééné karcinomy plic a neuroblastomy. Senzitivita pro malobunééné karcinomy plic je
uvadéna kolem 93 % pii 92 % specificité. Hodnota NSE poskytuje dobrou korelaci s rozsahem
onemocnéni. Hlavni pouziti NSE spoc¢iva v monitorovani priitbéhu onemocnéni a sledovani lécebné
terapie, napt. malobunééného karcinomu plic, neuroblastomii, meduloblastomu, retinoblastomu,
karcinomtl ledvin a prostaty, ostatnich nadori mozku jako gliom, meningiom. Odpovédi na
chemoterapii byva zvySeni hodnoty NSE po prvnim cyklu. Po tydnu pii Gspésné terapii obvykle rychle
klesa k normalnim hodnotam [7,13].

Benigni onemocnéni

Falesnou pozitivitu zpiisobuji zejména plicni a jaterni onemocnéni. Ke zvySeni NSE miize dochdzet
také pii encefalitidé, ischemii, infarktu, urazu hlavy, epilepsii, schizofrenii a dal§ich zanétlivych

onemocnénich mozku [7,13].

2.5.12 Feritin

Vlastnosti: Feritin je makromolekula, ktera se sklada z proteinového obalu (oznacovaného téz jako
apoprotein) a jadra tvofeného kationtem zeleza. Apoprotein je slozen z 24 podjednotek o molekulové
hmotnosti 480 kDa. Podjednotky se déli na té€zké (kyselé) s molekulovou hmotnosti 21 kDa a lehké
(bazické) s molekulovou hmotnosti 19 kDa. Jadro obsahuje p¥iblizng 2500 az 4500 Fe®" jontt. Existuje
pres 20 izoferitint, které se 1isi zastoupenim kyselych a bazickych podjednotek v proteinovém obalu
[10,13].

Funkce: Hlavni funkci bazickych izoferitini, které se nachazeji v jatrech, sleziné a kostni dfeni, je
dlouhodobé skladovani Zeleza. Pii nedostatku Zeleza v organismu je toto uvoliiovano z feritinu.
Feritin také chrani bunky pted toxickymi u¢inky z nadbytku zeleza [10,13].
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Vyskyt: Bazické izoferitiny jsou nejvice syntetizovany v jatrech, sleziné a kostni dfeni. Kyselé
izoferitiny se nachazeji v kosternim a srde¢nim svalstvu a nadorovych tkanich. V t€hotenstvi se feritin
vyskytuje tézZ v placenté. Dale se muze také vyskytovat na povrchu B-lymfocyti a monocytti a v tkani
plic [10,13,82].

Referencni rozmezi: muzi 20 — 300 ng/ml, zeny 10 — 150 ng/ml

Klinické vyuZiti: Klinické pouziti feritinu spociva v diagnéze piebytku a nedostatku Zeleza a pfi
zjistovani stavu metabolismu Zeleza. Pfedstavuje cennou pomticku pfi rozliSeni anémie z nedostatku
zeleza od jinych typd anémie a poméha odhalovat ubytek zeleza jeSté pfed ndstupem anémie.
Pravideln¢ se stanovuje u pacientti podstupujicich dialyzu [10,13,82].

Maligni onemocnéni.

Zvysené hodnoty feritinu jsou pozorovany u akutni myeloblastické leukémie, hodgkinského lymfomu,
mnohocetného myelomu. Nespecifické zvySeni provazi karcinomy plic, tlustého stfeva, jater a
prostaty. U hematologickych malignich onemocnéni hodnota feritinu koreluje se zavaznosti choroby.
Hlavni oblasti vyuziti tohoto markeru je monitorovani pribéhu onemocnéni a predevsim sledovani
1é¢ebné terapie. Stanoveni feritinu ma vyznam pii metastazich do jater, kde senzitivita se pohybuje
okolo 76 % [10,13,82].

Benigni onemocnéni.

Falesnou pozitivitu zptisobuje mnoho benignich onemocnéni, jako jsou zanétlivé choroby, poskozeni
jater, hemochromatoza a hemosiderdza. Na zvySeni feritinu ma také vliv fyzicka zatéz a alkoholismus
[10,13].

2.6 Monitorovani pribéhu onemocnéni a efektu terapie u vybranych

nadorovych onemocnéni

2.6.1 Karcinom prsu

Pomoci markert Ize zjistit metabolické Sifeni 0 4 - 6 mésict diive nez S vyuzitim zobrazovacich metod
[85]. Marker prvni volby pro sledovani pacientt je CA 15-3 se senzitivitou kolem 60 % pii specificité
50 - 85 %. Pro prokazani recidivy nebo vzdalenych metastaz je senzitivita velmi dobra (60 — 89 %).
Pomocnym markerem je CEA, avSak jeho senzitivita je niZz8§i. Doporu¢ovana kombinace je CA 15-3 a
TPA. TPA je doporucovéan zejména pro invazivni nadory. Senzitivita TPA je stanovena na 60 % a pro
pokrocilejsi stadium nemoci dosahuje az 80 %. Pro prokazani recidivy je senzitivita kolem 60 %.
Kombinace CA 15-3 a TPA je nejvhodnéj$i pro véasny zachyt recidivy. Stanoveni CA 125 se
doporucuje pro podezieni metastaz do plic. MCA (antigen mucindznich karcinomtl) ma podobnou
senzitivitu jako CA 15-3, ale ma vys§i faleSnou pozitivitu. Pro efekt 1é¢by je mozné onemocnéni
sledovat pomoci TPS, ktery ma vyssi specificitu nez TPA. Mohou byt také vySetfovany markery
CYFRA 21-1, HER-2/neu, TK a dalsi [7,78].
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2.6.2 Karcinom vaje¢niki

Marker prvni volby pro karcinomy ovarii je CA 125, ktery mtze byt pouZit i pro screening rizikovych
skupin pacientt s genetickym piedpokladem. Pti monitorovani 1éCby je senzitivita CA 125 pro serdzni
marker se pouziva TPA nebo TPS, v zavislosti na histologickém typu jsou doporuceny dal$i markery
pro sledovani prib&hu choroby pii 1é¢b&. Pro mucindzni karcinom je jako marker prvni volby uréen

CA 19-9 a CA 72-4 (senzitivita 47 — 80 %) a dopliikovym markerem je CEA. Pro germinativni
karcinom jsou urceny zakladni markery AFP a volnd podjednotka HCG. Novym markerem pro
sledovani karcinomii ovarii je HE4 (Lidsky epididymalni protein 4). HE4 se vyznacuje vyssi
senzitivitou v raném stadiu onemocnéni nez marker CA 125. Kombinace CA 125 a HE4 poskytuje

vubec nejvyssi senzitivitu 77 % pti specifi¢nosti 95 % pro ovarialni karcinom [7,78].

2.6.3 Karcinom plic

Spravna volba nadorového markeru se u karcinomu plic fidi vyhradné histologickym typem nadoru.
Pro nemalobunééné karcinomy (NSCLC) je markerem prvni volby CYFRA 21-1 se senzitivitou pro
epidermoidni karcinomy az 60 % a pro adenokarcinomy pies 40 %. Pro adenokarcinomy je vySetfovan
také jako zdkladni marker CEA. Jako doplitkovy marker pro sledovani se pouzivd TPA a TPS nebo
SCCA. U malobunécnych plicnich karcinomti se pouziva jako zakladni marker prvni volby NSE se
senzitivitou 93 %. Senzitivita NSE u SCLC se pohybuje kolem 60 az 70 %. Jako dopliikové markery
jsou doporuc¢ovany CEA, CYFRA 21-1, TPA, TPS a SCCA [7,78].

2.7 Zakladni pojmy imunoanalyzy

2.7.1 Antigen

Antigeny jsou vysokomolekularni latky ptirozeného nebo syntetického pivodu, které imunitni systém
rozeznava jako cizi. Z hlediska biochemické struktury jsou to rizné biopolymery sloZené z proteint,
polysacharidi, glykoproteint, lipoproteind, nukleoprotein a hormont. Jejich pfitomnost v organismu
stimuluje tvorbu protilatek a navozuje tedy imunitni odpovéd’. Antigeny se déli na kompletni a
nekompletni. Kompletni antigen se nazyva imunogen. Imunogen ma schopnost navodit specifickou
imunitni odpovéd’ (imunogenicita), ktera zahrnuje tvorbu protilatek a schopnost s protilatkami a
lymfocyty reagovat (specificita). Imunogen tedy reaguje pouze s témi lymfocyty a protilatkami, které
specificky vyvolal. Nekompletni antigen se nazyva hapten. Hapten ma schopnost specifické vazby na
protilatky, ale nevyvolava imunitni odpovéd’ jako imunogen. Témer kazda nizkomolekularni latka
mize byt haptenem a po navazani na vhodny nosi¢ se mize stat imunogenem. Molekula imunogenu se
sklada z makromolekularniho nosi¢e a nizkomolekularnich determinantt (determinantnich skupin),
které se nazyvaji epitopy. Epitop je specificky povrchovy rys antigenu, ktery mize byt vazan
protilatkou; predstavuje urc¢itou skupinu atomt na povrchu antigenu a charakterizuje jeho specificitu a

schopnost reagovat s vazebnym mistem protilatky. Antigeny vzhledem ke svému plivodu muizeme
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rozdélit na ptirozené a syntetické. Piirozené antigeny jsou cizorodé latky z vnéjsiho prostiedi, které
vytvareji pfedev§im mikroorganismy. Tyto makromolekuldrni slouceniny jsou obsazeny zejména
Vv bakterialni sténé€. Syntetické antigeny jsou piipravené uméle a jsou vétSinou tvotfeny z piirozeného

nebo syntetického nosice s presné definovanymi determinantnimi skupinami [7,9].

ISRVRN
YYY

[] Antigen [ Ruzné epitopy ] Protilatka

Obr. ¢. 12: Antigeny a protilatky [42]

2.7.2 Protilatky

Protilatky jsou glykoproteiny krevniho séra, které nazyvame imunoglobuliny. Ty jsou produkovany
imunitnim systémem, ktery se sklada ze dvou hlavnich soucasti: specifické imunity (B-lymfocyty,
T-lymfocyty) a ptirozené (nespecifické) imunity. Imunoglobuliny jsou syntetizovany piedevsim
bunikami B-linie, plazmatickymi bufikami, které vytvateji a uvoliiuji imunoglobuliny do plazmy jako
reakci na kontakt s nejriiznéj$imi antigeny. Tyto produkované imunoglobuliny vykazuji specifickou
vazebnou aktivitu k ur¢itému antigenu. Imunoglobuliny jsou slozeny ze dvou lehkych fetézct (L) a
dvou tézkych fetézcti (H), které jsou spojené disulfidovymi vazbami. Lehky fetézec ma relativni
molekulovou hmotnost kolem 23 kDa a je slozen ptiblizné z 212 az 220 aminokyselin, naproti tomu
tézky fetézec ma relativni molekulovou hmotnost 35 — 75kDa je tvofen piiblizné ze
450 aminokyselin. Lehké i tézké fetézce maji variabilni (V) a konstantni (C) cast. Sekvence
aminokyselin ve variabilnich ¢astech lehkych fetézch urcuji specifitu protilatky a vytvareji vazebné
misto pro urCitou antigenni determinantu (epitop) — pantova oblast. L a H fetézce se déli podle
struktury konstantni oblasti. Existuji dva typy lehkych fetézci kappa (x) a lambda (A). U lidi je
A, v, € a . Mame tedy pét tfid imunoglobulind: 1gG, IgM, IgA, IgD a IgE. V krevnim séru jsou nejvice
zastoupeny imunoglobuliny tiidy IgG a IgM. Na Obr. ¢. 13 je zobrazena struktura IgG [11,16].
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pantova oblast
Fc

COO™

H-tetézec

H-fetézec coo™

Obr. &. 13: Struktura 1gG [16]

Protilatky délime na polyklonalni a monoklonalni dle zptsobu ptipravy.

Polyklondlni protilatky se daji charakterizovat jako produkty mnoha kloni B-lymfocytd. Tyto
protilatky se pfipravuji cilenou imunizaci zvitat, kdy se zviteti aplikuje pfislusny antigen intraven6zné.
Kompletni antigeny obsahuji vice epitopt a tedy v organismu aktivuji né€kolik kloni B-lymfocytu.
Bé&hem imunizace tedy v krevnim séru tohoto zvifete vznika smés protilatek (antisérum) proti riznym
epitopim pouzitého antigenu, které se nazyvaji polyspecifické protilatky. Pokud by byl pouzit
k imunizaci jeden antigen, vytvafené protilditky se nazyvaji monospecifické. Hlavni pfednosti
polyklonalnich protilatek je jejich vysoka citlivost a vyss§i vazebna energie mezi celou molekulou
antigenu a protilatky. Zna¢nou nevyhodou jsou velké rozdily v kvalité protilatek vlivem individualni
imunologické odpovédi [11,14].

Monoklondlni protildtky jsou produktem jednoho klonu B-lymfocytd a jsou tedy specifické proti
jedinému epitopu. Tyto protilatky nejsou produkovany piimo organismem, ale bunéénou kulturou.
V prvnim kroku imunizace se ziskaji lymfocyty produkujici protilatky po imunizaci mysi ptislusnym
antigenem. V druhém kroku se tyto lymfocyty hybridizuji s nadorovymi bunkami a nasledné dojde ke
splynuti jader a vytvofeni hybridomd. Dal$i syntéza protilatek se tedy odehrava v hybridomu. Zatimco
B-lymfocyt je nositelem specifity produkované protilatky, nadorova buika je nositelem nesmrtelnosti.

Hybridom tedy zdédi po nadorové buiice moznost nepietrzitého ristu a po aktivovaném B-lymfocytu
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schopnost syntetizovat monoklonalni protilatku namifenou proti jedné antigenni determinanté. Hlavni
vyhodou je reprodukovatelnost procesu, dlouhodoba produkce, kterd nekon¢i smrti zvitete, vyssi
Cistota a specificita. K nevyhodam téchto protiladtek patii niz§i vazebna energie mezi molekulou

antigenu a protilatky a vyssi pocateéni investice do vyroby [11,14].

2.7.3 Reakce antigen-protilatka

Podstatou vSech imunochemickych metod je interakce mezi antigenem a protilatkou. Pii reakci

antigen-protilatka vznika imunokomplex [11,19].

antigen (Ag) + protilatka (Ab)—— imunokomplex (Ab — Ag) [1]

Mezi protilatkou a antigenem vznikaji nekovalentni vazby. Tyto vazby lze rozdélit dle jejich
charakteru na hydrofobni interakce, iontové a vodikové vazby, van der Waalsovy slabé nevazebné
interakce [11,19]. Intenzitu interakce mezi vazebnym mistem protilatky a jednou determinantni
skupinou antigenu vyjadiuje afinita. Afinita tedy popisuje vazebnou energii pro jeden epitop antigenu.
Sumu vSech interakci mezi protilatkou a antigenem vyjadiuje avidita. Avidita zahrnuje afinitu, ktera je
dana piispévky vSech vzniklych vazeb mezi epitopy antigenu a protilaitkou a dal$i nespecifické
faktory, které ovliviiuji vazbu mezi antigenem a protilatkou. Vysledna avidita je mnohem vyssi nez
pouhy soucet afinit jednotlivych protilatek [11]. Pfi tvorbé imunokomplexd reakci antigenu a
protilatky se pfi této reakci mohou vyskytovat sekundarni jevy, jako jsou zkiizené reakce, coz jsou
reakce protilatky, jejiz tvorbu vyvolal urcity antigen, Sjinym antigenem, ktery ma stejné nebo
podobné antigenové determinanty jako antigen puvodni. Zktizené reakce se vyskytuji mezi
sacharidovymi antigeny, které maji podobnou chemickou strukturu [9,19]. Precipitaéni a aglutinaéni
reakce patii do zakladnich imunochemickych reakci. Precipitace je interakce rozpustného antigenu
s rozpustnou protilatkou za vzniku precipitatu (sraZzeniny). Aglutinace (obecné shlukovani ¢astic) je

reakce protilatky s nerozpustnym antigenem, ktera vede ke vzniku viditelnych shluka antigenu [9].
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2.8 Imunoanalytické metody

Imunoanalytické metody muzeme tfidit podle riznych kritérii a hledisek. Nejcastéji se tyto metody
rozdéluji podle uspotadani reakce na kompetitivni a nekompetitivni a podle potieby separace volné a

vazané frakce na heterogenni a homogenni [19].

2.8.1 Kompetitivni metody

U kompetitivnich metod je specificka protilatka (Ab) proti stanovovanému antigenu V reakci
vV omezeném mnozstvi. O vazebna mista této protilatky kompetuji (soutézi) znaceny (Ag*) a
neznaceny antigen (Ag). Oba antigeny maji stejnou schopnost vazat se na protilatku. Obé formy
antigend se na protilditku navdzou v poméru svych koncentraci. Vysledkem této reakce je vznik
neznaceného a znaceného komplexu. V reakéni smési zlstane podil volnych antigenii znacenych i
neznacenych. MnoZstvi vzniklého znafeného komplexu je nepfimo umérmé mnozstvi pfitomného
neznaceného antigenu (Ag) coz znamena, ze ¢im vyssi je koncentrace neznaceného antigenu, tim nizsi
bude méfeny signal v znaéeném imunokomplexu (Obr. ¢. 14). Heterogenni imunoanalyza vyZaduje
separaci znaceného volného antigenu od jeho znacené vazané frakce v imunokomplexu. U homogenni
imunoanalyzy neni potieba odd€lovat znaceny volny antigen od vzniklého znaceného
imunokomplexu, v dasledku vazby na protilatku, kdy navazany antigen je inaktivni (pfi vazbé
protilatky na enzym konjugatu se aktivni centrum muze zablokovat nebo nastava konformac¢ni zména
enzymové molekuly spojena se ztratou aktivity). V tomto piipadé se méfi volny znaCeny antigen a
meétfena veliCina je pfimo umérna koncentraci stanovovaného antigenu. Kompetitivni metody se
pouzivaji zejména pro stanoveni malych molekul sjednou antigenni determinantou, jako jsou
hormony (thyreotropin, steroidy) a léky [9,11,79].

Signal (A)

Koncentrace antigenu Ag

Obr. &. 14: Graf zavislosti méreného signdlu ha koncentraci u kompetitivnich metod
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2.8.2 Nekompetitivni metody

U nekompetitivnich metod je specifickd protilatka (Abl) vreakci piitomna v nadbytku ke
stanovovanému antigenu (Ag). Reakce se ucastni pouze stanovovany antigen. Dojde K prvni
imunochemické reakci navazanim vSech molekul antigenu na protilatku (Abl), ktera je v piebytku.
V nadbytku je pfidana druha protilatka (Ab2), ktera je znaCena indikatorem a je namifena proti jiné
antigenni determinanté stanovovaného antigenu (Ag). Vznikd sendviCovy komplex slozeny
z protilatky navazané na pevné fazi (Abl), antigenu (Ag) a protilatky znacena indikatorem (Ab2). Pro
heterogenni analyzu se po navazani indikac¢ni protilatky jeji zbytek odstrani separaci. Obvykle se poté
méti mnozstvi vzniklého zna¢eného imunokomplexu, které je ptfimo imérné mnozstvi stanovované¢ho
antigenu (viz Obr. ¢. 15). U sendvic¢ové metody se pouzivaji dvé monoklonalni protilatky nebo jedna
monoklonalni a druhd polyklonalni. Nekompetitivni metody jsou vhodné pro analyzu velkych
antigeni s n€kolika antigennimi determinantami (epitopy) pro protilatku, napt. pro hormony
(HCG, AFP) nebo bilkoviny (IgE) [9,11].

Signal (A)

Koncentrace antigenu Ag

Obr. ¢. 15: Graf zavislosti mereného signalu na koncentraci u nekompetitivnich metod
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2.9 Rozdéleni imunoanalytickych metod

Imunoanalytické metody lze délit podle pouzitého znaceni (indikatoru). Indikator je obecné antigen
nebo protilatka, kterd je vhodnym zplsobem =znacena, a tak umoznuje sledovat prubch
imunoanalytické reakce. Tyto znacené latky jsou schopny bud’ samy produkovat piimo signal, nebo po
dané inicializaci jeho produkci vyvolat. Jako prvni byly pouzivany latky znagené radionuklidem '#I.
V dnes$ni dobé jsou misto radionuklidti pouzivany enzymy, luminofory nebo enzymy, které pomahaji
vzniku latek zpusobujici luminiscenci. Tyto odlisné zdroje, které generuji signal, vyuzivaji rGzny

zpusob jeho detekce, ktery bude probran v dalSich kapitolach [9,11,79].

Tabulka €. 2: Rozdéleni imunoanalytickych metod pro stanoveni nadorovych markerii [9]

Luminiscen¢ni imunoanalytické metody

LIA Luminiscenéni imunoanalyza

ILMA Imunoluminometrickd analyza (nekompetitivni)
CMIA, CLIA Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na ¢asticich
LOCI Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (homogenni)
ECLIA Elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyza

Fluorescen¢ni imunoanalytické metody

FIA Fluorescen¢ni imunoanalyza

FPIA Fluorescencni polariza¢ni imunoanalyza (homogenni)

DELFIA (TR-FIA) Zesilena prodlouzena fluorescen¢ni imunoanalyza (heterogenni)
TRACE Casové rozlisena zesilena fluorescenéni imunoanalyza (homogenni)

Enzymové — fotometrické imunoanalytické metody

EIA Enzymova imunoanalyza (kompetitivni)

ELISA Heterogenni enzymova imunoanalyza (nekompetitivni)
MEIA Enzymova imunoanalyza na mikroc¢asticich (heterogenni)
EMIT, IEMA Homogenni enzymova imunoanalyza

Radiometrické imunoanalytické metody

RIA Radiometricka imunoanalyza (kompetitivni heterogenni)
IRMA Imunoradiometricka analyza (nekompetitivni heterogenni)
REA Radioenzymaticka analyza

RRA Radioreceptorova analyza
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Tabulka €. 3: Meze detekce nékterych imunoanalytickych metod [9]

imunoanalyticka metoda citlivost [g/ml]
EMIT 10°
FIA, FPIA, EIA 107
RIA, REA, IRMA 10"
LIA, ILMA 10™

2.9.1 Radioimunoanalytické metody

U téchto metod se pouzivaji jako indikdtory imunochemické reakce vhodné radionuklidy.
Kompetitivni heterogenni metody se oznacuji RIA (radioimunoanalyza) a nekompetitivni heterogenni
metody se oznacuji jako IRMA (imunoradiometricka analyza). Pomoci téchto metod je mozZné stanovit
teoreticky vSechny tumorové markery, proti kterym lze ptipravit odpovidajici protilatku [9,98].
Metoda RIA byla jedna z prvnich imunoanalytickych metod, ktera pouZzivala znaeni imunoreaktantu.
Ke znaceni byl pouzit pivodné I, ale vzhledem ke kratkému pologasu rozpadu byl nahrazen
stalejsim radionuklidem '®I. Takto se oznaGovaly bilkoviny nebo thyroidni hormony. Z dalsich
radioizotopti byly pouzivany *C, ™ Se, *’Co, *H. I ptes delsi polo&as rozpadu fadové 60 dni u **°I se
jedna o latky s kratkou dobou pouziti. Pfi detekci se méfi radioaktivita detektorem zafeni podle typu
znaCkovaciho radionuklidu. RIA je z definice kompetitivni heterogenni metoda. Principem metody
RIA je imunochemicka specifickd reakce, ktera je zaloZena na soutézeni antigenu ve vzorku se
znacenym antigenem (radioizotopem) o vazebna mista specifické protilatky. Mnozstvi znaceného
komplexu je nepfimo iimérné pivodnimu mnozstvi stanovovaného antigenu. Metody RIA v naprosté
vétsin€ pouzivaji imunoreaktanty kotvené na pevnou fazi. Prednosti RIA je vysoka citlivost a
specificita a mala spotfeba protilatky. Postupem ¢asu byla RIA nahrazovana jinymi principy
generovani a detekce signald, které nevyuzivaji radioizotopy a meéfeni radioaktivity. Dtvodl
k nahrazovani radioimunoanalytickych metod je nékolik, z nich nejvyznamnéjsi je snaha vyhnout se
radiacni zatézi z hlediska ekologie a ohrozeni pracovnikti laboratofe. Hlavnim divodem pouZzivani
neizotopovych metod je skute¢nost, ze dosahuji lepsi citlivosti analyzy, nez je méfeni radioaktivity, a
také je snazsi jejich automatizace [9,11,15].

Imunoradiometricka analyza IRMA je nekompetitivni heterogenni imunoanalytickd metoda.
Stanoveni tumorovych markerdi probihd pomoci dvou protilatek, znichz jedna je znacena
radioizotopem. Castym usporadanim je sendvicova technika. Imunochemicka reakce probiha mezi
stanovovanym antigenem a dvéma protilatkami v nadbytku. Prvni protilatka je obvykle ukotvena na
pevné fazi a druha protilatka je oznaCena radioizotopem. Kazdéa z protilatek je namifena proti jiné
antigenni determinanté stanovovaného antigenu. Pro vyhodnocenti je tfeba separovat vazany komplex
od volné znacené protilatky v reakci. Mnozstvi vzniklého znaceného komplexu je piimo umérné

mnozstvi stanovaného antigenu [13,98].
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Imunoradiometrickou metodu (IRMA) pro stanoveni n¢kterych tumorovych markerti (napt. CA 72-4,
CYFRA 21-1, AFP, HCG, CEA, TPS, PSA atd.) v soucasné dobé dle SEKK pouziva asi 10 laboratoii
v celé CR. Toto stanoveni je realizovano na analyzatoru STRATEC SR 300 (SL 300) od firmy Stratec.
Ve vétsin€é stanoveni se vyuziva jednokrokovy sendvicovy postup. Zkumavka je potazena mysi
monoklonalni protilatkou vii¢i stanovovanému analytu (TM) a druhd protilatka (polyklonalni kozi

atd.) vaci dal$imu epitopu je znacena I Inkubace trva 2 hodiny. Aktivita **I

se méfi gama
detektorem. Na Obr. ¢. 16 je zobrazen analyzator Stratec firmy Beckman Coulter (dfive Immunotech)

[70].
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e

Obr. &. 16: Analyzdtor Stratec firmy Beckman Coulter (diive Immunotech)

2.9.2 Enzymové imunoanalytické metody

Enzymové imunoanalytické metody (EIA) jsou velkou skupinou technik, které pfipousti fadu
moznych variant uspofddéni imunoanalyzy pouzitim enzymu jako indikatoru. V indikacni reakci,
pomoci niz se prokazuje enzymova aktivita vazaného konjugatu, se piidd chromogenni substrat
reagujici s enzymové znaCenou protilatkou nebo antigenem [19,80]. Heterogenni enzymova
imunoanalyza (ELISA) je metoda, kde je antigen nebo protilatka adsorbovana na povrch pevné faze
(zkumavky, jamky). Usporadani je mozné jak kompetitivni, tak nekompetitivni. Kompetitivni
provedeni je co nejjednodussi a usnadiluje separaci volné od vazané faze. Specifickd protilatka je
kotvena na povrch pevné faze v titra¢nich jamkach desti¢ky. Poté se pfida stanovovany antigen (Ag) a
enzymem znacené znamé mnozstvi antigenu (Ag*), ktery je k protilatce v ptebytku. Vzorek a znaceny
antigen soutézi o limitovanad vazebnd mista protilatky. Po inkubaci se zakotveny imunokomplex
promyje, piida se substrat a po probehlé enzymové reakcei se zméefi obsah produktu, jehoz koncentrace
je nepfimo umérna koncentraci stanovovaného antigenu. Nekompetitivni provedeni se nazyva
sendvi¢ova technika, protoZe antigen (Ag) je v imunokomplexu obklopen dvéma protilatkami
(Ab1, Ab2) jako v sendvici. Méfi se koncentrace znaceného imunokomplexu, kterd je pfimo imérna

koncentraci stanovovaného antigenu. Homogenni enzymova imunoanalyza je metoda, ktera
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nepozaduje oddéleni vazané a volné znacené protilatky nebo antigenu. Vznikly imunokomplex ztraci
svoji enzymovou aktivitu a méfi se aktivita volného znaceného antigenu, kterd je piimo umérna
koncentraci stanovované¢ho antigenu. Homogenni metody jsou velice jednoduché, ale maji mensi
citlivost nez metody heterogenni [5,9,80].

Metodu ELISA pro stanoveni nékterych tumorovych markert (napt. AFP, HCG, CEA, TPS, SCCA)
dle SEKK vyuziva pfiblizng 20 pracovist v CR. Metoda ELISA je provadéna na analyzatorech
riznych vyrobcd. Stanoveni nddorovych markerG pomoci ELISA probihd na mikrotitracni desticce.
V mikrotitracnich jamkach je zakotvena protilatka proti stanovovanému analytu. Nasleduje inkubace
vzorku v mikrotitraéni jamce. Po inkubaci se pfidava protilatka s navazanym biotinem proti dal$imu
epitopu analytu. Poté se pfida streptavidin s navazanou peroxidazou. Po inkubaci a promyti se ptida
tetramethylbenzidin (chromogen). Probihajici reakce je zastavena stop ¢inidlem. Detekce méteni poté
probihd do 15 minut fotometricky pfi 450 nm. Dnes je upfednostiiovany jednokrokovy sendvicovy
postup, kdy druha protilatka je jiz konjugovéana s peroxidazou a cely postup trva piiblizné 1 hodinu
[54].

Enzymy jsou kovalentné vazany (konjugovany) na antigeny (Ag) nebo protilatky (Ab). Konjugované
antigeny a popiipadé protilatky si zachovavaji své pivodni imunospecifické vlastnosti. Enzymové
znaceni musi spliiovat tyto pozadavky:

e Kkatalyticka aktivita enzymu musi byt snadno méfitelna a ve vhodné kvalité,

e méfeny enzym se nesmi saim vyskytovat ve stanovovaném vzorku,

e U heterogennich metod musi enzym zachovat katalytickou aktivitu po vazbé na antigen nebo

protilatku,
e U homogennich metod musi enzym vyrazné omezit katalytickou aktivitu po vazb€ na antigen
nebo protilatku,

e enzym musi byt snadno dostupny [80].
Nejcastéji jsou pouzivany enzymy POD (peroxidaza) a ALP (alkalicka fosfataza), méné Casto se
pouzivaji GOD (glukozaoxidaza), beta-D-galaktosidaza a malatdehydrogenaza a dalsi. Peroxidaza
katalyzuje reakci peroxidu vodiku s vhodnym substratem, ktery oxiduje na barevné slouceniny, nebo
také muze katalyzovat oxidacni kopulaci fenolu a jeho derivati za vzniku chinoniminovych barviv.
Alkalicka fosfataza $tépi esterovou vazbu kyseliny fosfore¢né, napi. 4-nitrofenylfosfat na zluty
4-nitrofenol. Jako chromogenni substraty pro fotometrii se pouZivaji napf.
3,3,5,5-tetramethylbenzidin (TMB); 2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonat) (ABTS);
o-fenylendiamin; o-dianisidin; o-toluidin. Detekce enzymatickych imunoanalyz nejcastéji probiha
fotometricky. Dale se pouziva luminometricka detekce, ktera dosahuje lepsich mezi detekci [9,11].
Enzymovd imunoanalyza na mikrocasticich (MEIA) patii do skupiny heterogenni enzymové
imunoanalyzy. Heterogenni fluorescencni enzymovou imunoanalyzu na mikrocasticich (MEIA)
Vyuziva pro stanoveni tumorovych marker kolem 30 laboratoii v CR. Metoda je provadéna na
analyzatorech AXSYM od firmy Abbott. Stanoveni je zalozeno na sendvi€ovém heterogennim

principu. Metoda vyuZiva latexové mikrocastice (Abbott) pokryté monoklonalni mysi protilatkou proti
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stanovovanému analytu. U firmy ABBOTT je komplex mikroc¢astice - analyt oddélen z reakéni smési
ireverzibilni vazbou na vrstvu sklenénych vldken v matrici. Do reakce se ptidava druha mysi protilatka
proti druhému epitopu antigenu konjugovana s ALP a vytvaii se sendvicovy komplex. Fluorescen¢ni
substrat je  4-methylumbelliferylfosfat (MUP). ALP katalyzuje jeho hydrolyzu na
4-methylumbelliferon. Vznikly produkt absorbuje excitacni zafeni ze zdroje, napt. ze rtut'ové vybojky
(350 - 370 nm), a emituje fluorescencni zafeni vinové délky 448 nm, které je detekovano
fotonasobi¢em [55,56].

Obr. €. 17: Analyzator AxSYM od firmy Abbott [73]

2.9.3 Luminiscen¢ni imunoanalytické metody

Luminiscen¢ni imunoanalytické metody pouzivaji jako indikatory imunochemické reakce vhodné
luminiskujici  latky  obsahujici  luminofory. Kompetitivni metody se oznacuji  LIA
(luminoimunoanalyza) a nekompetitivni se oznacuji jako ILMA (imunoluminometricka analyza).
Pomoci téchto metod je mozné stanovit teoreticky kazdy nadorovy marker, proti kterému lze pfipravit
odpovidajici protilatku. Do téchto metod se také fadi metody oznaCované CLIA, LOCI a ECLIA.
Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (CLIA) ma mnoho moznosti uspofadani od riiznych vyrobcu.

Luminiscence je d¢j, ktery nastava po absorpci zafeni, absorpci energie z chemické (elektrochemické)
reakce nebo absorpci jiného druhu energie molekulou obsahujici luminofor za nasledné emise této
energie ve form¢ fotond. Pfi luminiscenci molekuly po absorpci zafeni excituji do vyssiho
energetického stavu, c0z se projevi piechodem valen¢nich elektronti do vyssich energetickych hladin a
vibra¢ni excitaci vazeb v molekule. Deexcitace probiha slozit&j§im mechanismem. Struktury v

molekulach, které absorbuji elektromagnetické zafeni (energii) za nasledného vyzafeni svétla
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(luminiscence) nazyvame luminofory [17]. Luminiscence je také charakterizovana jako piebytek
zafeni nad tepelnym vyzafovanim télesa, pfiCemz toto zafeni ma kone¢nou dobu trvani. Za
luminoimunoanalytické metody (LIA) oznacujeme ty metody, u kterych je pouzit jako indikéator
imunochemické reakce luminiskujici latka obsahujici luminofor. Imunoanalytické metody s detekci
luminiscenéniho zafeni lze rozdélit na dvé skupiny. Prvni skupina metod vyuziva jako indikator
(znacky) na antigenu nebo protilatce piimo luminofor. Druha skupina vyuziva luminofor jako substrat,
ktery reaguje za katalyzy enzymu (navazany na antigen nebo protilatku) produkujici luminiscencni
zafeni. Luminiscenéni zateni lze délit podle zdroje excitace na chemiluminiscenci, fotoluminiscenci
(fluorescence, fosforescence), bioluminiscenci, elektroluminiscenci a dalsi [17,98].

Luminofory jsou struktury v molekule, které jsou schopny absorbovat zateni v ultrafialové nebo
viditelné oblasti spektra. Tyto vlastnosti maji zejména organické latky aromatického charakteru.
Vlastnosti latek jsou spojeny s elektronovymi prechody, které mohou v molekule probihat.
Aromatické latky obsahuji n-elektrony. Aromatické slouceniny s ptechody m-n* maji obecné vysoké
kvantové vytézky luminiscence, a proto se pouzivaji v analytické praxi. Mezi nejznaméjsi a
nejpouzivangjsi luminogen patii luminol (3-aminoftalhydrazid). Luminol se vyuZiva pro stanoveni
peroxidu vodiku za katalyzy peroxidazy (POD), viz Obr. &. 18, nebo iontil kovi (Co®*, Cu?*, Fe?* atd).
Peroxidaza a jiné katalyzatory zrychluji oxidaci Iuminolu peroxidem vodiku. Intenzita
luminiscen¢niho zéafeni, které ma maximum pii 425 nm (modré svétlo), je poté imérna stanovované
koncentraci peroxidu vodiku [35]. Luminol neni pfili§ vhodny pro znaceni v imunoanalyze, proto se
V praxi vice pouzivaji derivaty luminolu, napf. N-alkylderivaty isoluminolu, jako 4-(3-amino-2-
hydroxypropylamino)ftalalhydrazid nebo 4-amino-ftalhydrazid, z dvodu jejich lepsiho kvantového
vytézku [9].

e Q NH, O NH, O
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Obr. ¢. 18: Reakce luminolu s peroxidem vodiku za katalyzy POD [33]

Dalsi vyznamnou skupinou luminogent jsou akridinové estery. PouZivaji se Casto jako znacky, které
se hydrolyzuji a katalyticky oxiduji na nestaly meziprodukt. Stabilizace molekuly probiha za vyzareni
svétla a produkce oxidu uhli¢itého. Tato skupina luminogenti ma vysoké kvantové vytézky a pomérné
nizky Sum, proto se jedna o velice citlivou detekci pouzivanou v imunoanalyze. Ve spojeni
S jednoduchym navazanim na proteiny se pouZzivaji ke stanoveni napf. tumorovych markerd nebo
thyreotropinu (TSH) atd. [9]. Tyto estery se také mohou pouzit pro stanoveni peroxidu vodiku dle

reakce, ktera je uvedena na Obr. ¢. 19.
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Obr. ¢. 19: Reakce akridinovych esterii s peroxidem vodiku

Dioxethany jsou hojné vyuzivanou skupinou luminiskujicich latek, které obsahuji strukturu
1,2-dioxethanu. Dioxethany jsou vyuZzivany jako substraty pro rizné enzymy, napiiklad pro alkalickou
fosfatazu (ALP), B-D-galaktosidazu nebo glukozaoxidazu (GOD). Pro chemiluminiscenci s ALP jsou
vyuzivany luminiscenéni substraty na bazi fosfatového esteru adamantyl dioxethanu a jeho derivaty.
Enzym ALP nejdiive katalyzuje rozsté€peni fosfatového esteru (defosforylace substratu) za nasledného
vzniku nestabilniho meziproduktu dioxethanu v excitovaném stavu, ktery deexcituje vyzatenim svétla
(luminiscence) o vinové délce 466 nm. Intenzita zafeni je tedy umérna poloCasu rozpadu
dioxethanového derivatu a aktivité daného enzymu, coz se da vyuzit k jeho stanoveni [9,79]. Reakce je
zobrazena na Obr. ¢. 20
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Obr. &. 20: Reakce esteru adamantyl dioxethanu s ALP

Chemiluminiscence (CLIA)

U chemiluminiscence je zdrojem excitatni energie chemickd reakce. Luminiscence zde vznika
neptimou pfeménou chemické energie pies excitovany stav molekuly na svételnou. Energie uvolnéna
z chemické reakce nejdiive prevadi molekuly do excitovaného stavu. Druhym krokem piechazi
excitované molekuly do zakladniho stavu za vyzafeni fotonu, jehoz vinova délka je imérné rozdilu
energii excitovaného a zakladniho stavu molekuly. Podobné jako u fotoluminiscence excitovana
molekula neztraci svoji energii pouze vyzarenim fotonu, ale také nezativymi procesy, jako je kolizni
deaktivace, vnitini konverze, mezisystémové prechody nebo mize dochazet k dal§im chemickym

reakcim. Tyto nezadouci déje chemiluminiscenci zeslabuji. Pii téchto reakcich nevznika témét zadné
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teplo, proto se svétlu vznikajicimu pii chemickych reakcich fika studené svétlo. Pfi chemiluminiscenci
se struktura molekuly obsahujici luminofor zméni na rozdil od fotoluminiscence. Chemické reakce pii
chemiluminiscenci jsou hlavné redoxniho charakteru [9,11].

Chemiluminiscenéni imunoanalyza je vyuzivana dle SEKK pro stanoveni nadorovych markert
pfiblizné na 450 klinickych pracovistich v CR. Metoda CLIA je vyvinuta n&kolika firmami s riiznou
technikou stanoveni. Chemiluminiscen¢ni imunoanalyzu na paramagnetickych mikrocasticich (CMIA)
pouziva ke stanoveni tumorovych markert analyzator Architect i2000SR (11000 SR) od firmy Abbott.
Chemiluminiscenéni imunoanalyzu na paramagnetickych ¢asticich (CLIA) pouzivaji pro stanoveni
tumorovych markerti analyzatory Advia Centaur od firmy Siemens a UniCel® DxI 600 (DxI 800) a
Access 2 od firmy Beckman Coulter. Stanoveni tumorovych marker pomoci CLIA muze probihat
také na analyzatoru Immulite 2000 XPi od firmy Siemens, kde se pouziva jako pevna faze
polystyrenova kulicka. Analyzatory Vitros 5600 (4600) od firmy Johnson &Johnson vyuzivaji jako
pevnou fazi jamku mikrodesticky. Princip stanoveni se u vyjmenovanych analyzatori lisi technikou

provedeni analyzy.

Obr. ¢&. 21: Analyzator Advia Centaur od firmy Siemens [58]
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Obr. &. 23: Analyzdator UniCel® DxI 800 od firmy Beckman Coulter [28]

U skupiny analyzator Architect iL000SR/i2000SR od firmy Abbott jsou paramagnetické mikrocastice
pokryty krystaly oxidd zeleza, které vykazuji magnetické vlastnosti. Na svém povrchu maji tyto
mikrocastice také navazany monoklonalni (mys$i) protilatky, proti stanovovanym analytim.
Imunochemicka reakce navaze analyty na mikrocastice. Béhem nasledného promyvani se plisobenim
magnetu mikrocCastice zachyti na sténé reakéni cely. Po odstranéni nezreagovanych soucasti se
specificky navaze druhd polyklondlni nebo monoklondlni (mys$i, kralici) protilatka

S chemiluminiscencni znackou a vznikne imunokomplex. Jako chemiluminiscen¢ni znaceni se pouziva
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ester akridinu. K takto vytvofenym imunokomplextim se pfidava peroxid vodiku, ktery zabrafiuje
predCasné emisi zafeni a odStépuje akridinové barvivo zkonjugatu v imunokomplexu.
Chemiluminiscen¢ni reakce se spousti pfidanim hydroxidu sodného. Akridin se poté oxiduje pomoci
peroxidu vodiku a hydroxidu sodného. Tento proces vede ke vzniku chemiluminiscencni reakce za
uvolnéni energie ve forme emise svétla [61].

Analyzator Advia Centaur CP/XP od firmy Siemens pouziva rozdilnou inicia¢ni smeés
chemiluminiscenéni reakce a to kyselinu dusi¢nou s hydroxidem sodnym. Postup stanoveni je totozny
s analyzatory Architect [62]. Analyzator Acess od firmy Beckman pouziva prvni protilatku
konjugovanou s ALP a druhd protilatka je navdzana na paramagnetické CcCastice. Jako
chemiluminiscen¢ni substrat je pouzivan Lumi-Phos* 530, coz je Lumigen PPD (4-methoxy-4-(3-
fosfaterphenyl)-spiro[1,2-dioxetane-3,2] adamantan. Stanoveni nadorového markeru CEA od firmy
Beckman Coulter zaloZzené na nekompetitivni heterogenni imunoanalyze je uvedeno na Obr. ¢. 24

[63].
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alkalickou fosfatizou

imunokomplex

Obr. ¢. 24: Princip stanoveni CEA pomoci paramagnetickych castic od firmy Beckman Coulter [63]

Lumigen PPD pouziva také analyzator Immulite 2000 XPi od firmy Siemens. Stanoveni nadorového
markeru CEA zaloZzené na nekompetitivni heterogenni imunoanalyze (sendviGovy princip) na
Obr. &. 25 od firmy Siemens [64].

Protilatka proti CEA s s Imunokombplex )
navazanym biotinem M P Dioxethanon - P

@< ¥ — @K% @+ <

Polystyrenova Protilétka proti CEA Dioxethanon
kulicka s avidinem konjugovana s ALP

Obr. ¢. 25: Princip stanoveni CEA pomoci CLIA na analyzatoru Immulite od firmy Siemens [65]
Analyzatory Vitros od spole¢nosti Johnson&Johnson pouzivaji jako prvni protildtku s navazanym
biotinem monoklonalni protilatku véi stanovovanému analytu. Druha monoklonalni mysi protilatka

je znaCend kienovou peroxidazou. Vznikly imunokomplex se navaze na jamky potazené
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streptavidinem svou biotinovou kotvou. Po inkubaci (30 min, 37 °C) se promytim odstrani volny
material a pfida se luminogen (derivat luminolu + stl peroxykyseliny), jehoz oxidaci katalyzuje POD
za vzniku svétla. Cinidlo pro pienos elektronti (substituovany acetanilid) zvysuje hladinu uvolnéného
svétla a prodluzuje jeho emisi [66].

Posledni zminénou CLIA metodou pro stanoveni tumorovych markerti je nova technologie LOCI
pracujici na analyzatorech Dimension Vista a EXL od spole¢nosti Siemens. LOCI je prvni homogenni
chemiluminiscencni analyza, ktera je zalozena na ptenosu kysliku. Stanoveni nadorovych markert
probihd vétSinou v sendviCovém uspofadani. Metoda pracuje s dvéma latexovymi kulickami. Prvni
latexova kulicka (chemibeads) je potazena monoklonalni specifickou protilatkou proti stanovovanému
antigenu a obsahuje olefinové (chemiluminiscen¢ni) barvivo. Druha latexova kuli¢ka (sensibeads) je
pokryta streptavidinem a obsahuje fotosenzibiliza¢ni barvivo, které generuje singletovy kyslik. Do
reakce dale vstupuje biotinylovana protilatka specificka proti stanovovanému antigenu. Vzorek
(analyt) se inkubuje s biotinylovanou protilatkou a latexovou kuli¢kou chemibeads. Dojde k vytvoieni
sendvicového komplexu, které se sklada z monoklonalni protilatky (latexova kulicka), analytu a
biotinylované protilatky. Nasledn¢ je pfidana latexova kulicka sensibeads se streptavidinem a navaze
se na biotin a dojde k vytvoreni parovych imunokomplexi s prvni a druhou latexovou kulickou. Pfi
ozateni téchto komplexu svétlem (A= 680 nm) je z fotosenzibiliza¢niho barviva na sensibead uvolnén
singletovy kyslik, ktery poté reaguje s chemiluminiscenénim barvivem obsazenym na chemibead za
vzniku chemiluminiscenéni reakce. Luminiscence je poté méfena pfi A= 612 nm a je pfimo imeérna
koncentraci nadorového markeru ve vzorku. Pro pfibliZzeni je princip metody uveden na Obr. ¢. 26

[67].

latexova kulicka (streptavidin + fotosenzibila¢ni barvivo)

| \ N i biotinyl \ Z
iotinylovana
(\ M X }’ protilatka \ j P )’
Y ) P b

Q

615 nm >_r i O O\( >.( \ S N
\ \ 4 biotinylovana protilatka s < .
\\r navazanym antigenem =
latexova kulicka (protilatka + chemiluminiscenéni barvivo)
Vznik imunokomplexu - LOCI Proces promyvani - LOCI

Obr. ¢. 26: Princip metody LOCI [67]
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SIEMENS

Obr. ¢. 27: Analyzator Dimension Vista 1500 firmy Siemens [27]

Elektrochemiluminiscence (ECLIA) je modifikace chemiluminiscence, kdy luminiscencni zafeni je
generovano chemickymi reakcemi, které jsou iniciovany elektrochemicky [13]. Jako
elektrochemiluminofory se pouZzivaji zejména komplexy (chelaty) ruthenia (Ru), popfipad¢ rhodia
(Rh) nebo osmia (Os). Oxidace elektrochemiluminoforu je provadéna elektrochemicky na povrchu
anody ze zlata (Au) nebo platiny (Pt). V souasnosti nejvyznamnéj§im komplexem je
tris(2,2-bipyridyl)ruthenium [Ru(bpy)s]**, ktery ma vysoké kvantové vytézky a lze ho lehce navazat na
celou fadu bilkovin, nukleovych kyselin, protilatek a antigent. Ma také velmi dobrou rozpustnost a
stalost ve vodé i v jinych roztocich. Dale se pouzivaji rizné derivaty komplexi ruthenia a jinych kovu
[36]. Na Obr. ¢. 28 je vyobrazena struktura tris(2,2-bipyridyl)ruthenia a struktura pouzivaného
derivatu esteru N-hydroxysukcinimidu Ru(bpy)s** [32,79].

Obr. &. 28: Struktura tris(2,2-bipyridyl)ruthenia a esteru N-hydroxysukcinimidu Ru(bpy)s** [32]
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Imunoanalyticka reakce probiha na pevné fazi, ktera se sklada z magnetickych ¢astic s navazanym
streptavidinem. Streptavidin (avidin) je latka bakteridlniho pivodu, ktera se siln€ a specificky vaze na
biotin, coz se vyuziva v laboratorni medicin€. Na streptavidin je vazan biotinylovany antigen nebo
protilatka, kterou chceme stanovovat [11,90].
Jako Iluminiscencni znacka je pouzivan jiz zminény rutheniovy komplex. Po probchnuti
imunochemické reakce jsou magnetické Gastice pfichyceny na permanentni magnet. Na elektrody je
ptiveden elektro impulz a poté je odstartovana elektrochemicka reakce.
Béhem této reakce je oxidovan komplex ruthenia Ru®* na Ru®*. Soucasné je také oxidovan a nasledn&
redukovan ptitomny tripropylamin (TPA), ktery udrzuje cykli¢nost reakce [90].

Ru(bpy)3* — e~ - Ru(bpy)i* [2]

TPA— e~ -» TPA** [3]
TPA ma tu vlastnost, Ze pii své oxidaci na anodé na kationtovy radikal (TPA+*) se chova jako
redukeni ¢inidlo, ktery po uvolnéni protonu prechéazi na nestabilni radikal TPA*.
TPA*™* —H* - TPA* [4]

TPA * jako redukéni ¢inidlo snadno redukuje komplex Ru®* a z divodi velkého rozdilia potencialt
piejde z TPA* elektron do excitovaného stavu rutheniového kationtu, na Ru”",

Ru(bpy)3* + TPA*™* - Ru(bpy);* [5]
Piechodem z excitovaného stavu Ru®"" na stav zakladni Ru®* dojde ke stabilizaci komplexu a
zarovein emisi luminiscenc¢niho zafeni o vinové délce 620 nm.

Ru(bpy)3™™ - Ru(bpy)i* + hv [6]
Rutheniovy komplex je poté opé€t schopen dalsi oxidace. TPA slouzi tedy jako substrat a Ru komplex

jako enzym [9,11,90]. Nasledujici Obr. ¢. 29 popisuje jiz zminénou reakei.

*

2+
Ru(IIT)(bpy)s
hv 620 nm TPA*

\/ —— H+
3
Ru((bpy)??” Ru(bpy)l”  Tpa  TPA+*

\/

.

e Elektroda

Obr. &. 29: Schéma reakci ECLIA



ECLIA metody se vpraxi li§i vpouziti riznych elektrochemiluminofori a dale také v pouziti
rozdilnych redukovadel. Vyhodou elektrochemiluminiscencnich metod ve srovnani s pfimou
fluorescencni analyzou je vy$si citlivost a zejména lepsi specificita [9,90].

Elekrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzu (ECLIA) vyuZiva pro stanoveni nadorovych markert
bezmala 400 klinickych laboratofi a pracovist. ECLIA je tedy jednou z nejrozsifenéjsich metod pro
stanoveni tumorovych markert v CR. Metodu ECLIA vyvinula mezinarodni spole¢nost Roche, ktera
se vénuje in vitro diagnostice. ECLIA se provadi na systémech cobas E, elecsys 2010 a modular E170
firmy Roche. Princip stanoveni je u vSech zminénych analyzatora stejny. ECLIA vyuziva pro znaceni
chelat ruthenia, ktery odpovida za svételnou emisi. Iniciatorem celé ECLIA reakce je tripropylamin
(TPA), ktery slouzi jako ptenase¢ elektronu na chelat ruthenia. Pfenosem elektronu na rutheniovy
chelat dojde k jeho redukci na nestabilni excitovanou formu a pii navratu do zakladniho stavu dojde
k vyzafeni fotonu, ktery se detekuje fotonasobi¢em. Pomoci analog digitalniho konvertoru dostaneme
tzv. ,,counts®, které jsou kvantifikaci vyzarenych fotonti. Pocet ,,counts” je pak umérny koncentraci
analytu ve vzorku. Hlavni vyhodou celé technologie je neustalé opakovani oxidoredukénich déji na
pracovni elektrod¢ az do spotifebovani TPA, coz sniZzuje mez detekce a zvétSuje mefici rozsah.
K dalsim vyhodam ECLIA patfi velmi nizky objem vzorku potfebného pro analyzu (10 - 50 pl) a také
kratké Casy stanoveni. Vlastni stanoveni tumorového markeru probiha dle nasledujicich krokt: Vzorek
se inkubuje s monoklonalni protilatkou proti stanovovanému antigenu Snavazanym biotinem a
monoklonalni protilatkou specifickou proti dal$imu epitopu znacenou rutheniovym komplexem.
Z imunoreakce vznikne sendvicovy komplex. Nasleduje promyti. Do reakce se poté pridaji
mikroc¢astice, potazené streptavidinem. Probiha druha inkubace, kdy komplex se vaze na pevnou fazi
prostfednictvim interakce mezi biotinem a streptavidinem. Reakcéni smés je nasata do métici komurky,
kde jsou mikroc¢astice zachyceny magnetickym polem na povrchu elektrody. Nenavazané slozky jsou
odstranény roztokem. Piivedené napéti na elektrodé vyvola chemiluminiscenéni emisi fotont, ktera je
zméfena fotonasobicem. Stanoveni nadorového markeru CEA zaloZené na nekompetitivni heterogenni

imunoanalyze (sendvi¢ovy princip) od firmy Roche na Obr. ¢. 30 [59].

potaiené mikrocastice streptavidinem

CEA ve vzorku ¢

s S ® *:# o, -<0>-2¢i ooa, 1¢->-<0>-:¢:

monoklonalni protilatka N 21k STsal.
pecificka proti CEA monoklonalni protilatka
spectiicka profi &L proti CEA znadena

rutheiovym komplexem

imunokoplex

Obr. ¢. 30: Princip stanoveni CEA pomoci ECLIA [60]
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cobas e 601

Obr. ¢. 31: Systém cobas 6000 s modulem pro imunoanalyzu e 601 firmy Roche [71]

2.9.4 Fluorescen¢ni imunoanalytické metody

Fluorescencni imunoanalytické metody pouzivaji jako indikatory imunochemické reakce fluoreskujici
latky obsahujici fluorofory. Fluorescencni imunoanalyzu (FIA) lze opét rozdélit na kompetitivni a
nekompetitivni usporadani. Fluorescenéni polariza¢ni imunoanalyza (FPIA) je kompetitivni
homogenni metoda, ktera vyuzivd imunochemickou reakci a méfeni vertikalné polarizovaného
fluorescen¢niho zafeni. Dals§imi modifikacemi FIA jsou casové rozlisena zesilena homogenni
fluorescenéni imunoanalyza (TRACE) nebo =zesilena prodlouzena fluorescenéni heterogenni
imunoanalyza (DELFIA) [9,11,91].

Fotoluminiscence vznikda po absorpci energie ve formé svételného zafeni (excitaéni zafeni)
molekulou obsahujici fluorofor a nasledném vyzateni fotonu o jiné (delsi) vinové délce [17].

Fotoluminiscence se déli na fluorescenci, fosforescenci a zpozdénou fluorescenci. Fotoluminiscence
molekuly je charakterizovana emisnim (fluorescen¢nim, fosforescenénim) a excitaénim (absorpénim)
spektrem. K deexcitaci molekuly muze dochazet bud’ zativymi piechody (fotoluminiscence) nebo
nezafivymi pifechody (vnitini konverze, mezisystémové piechody, vibraéni relaxace) [17,91].
ZjednoduSené schéma zativych a nezafivych ptrechodl mezi elektronovymi a vibra¢nimi stavy je

(Jablonského diagram) uvedeno na Obr. ¢. 32.
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Obr. €. 32: Jablonského diagram

Vznik fotoluminiscence latky predurcuje jeji struktura, ktera musi absorbovat UV nebo VIS zafeni.
Cim vice je latka schopna absorbovat zafeni, tim bude vétsi intenzita fotoluminiscence. Luminiscence
je pozorovana u latek skonjugovanymi nasobnymi vazbami hlavné u aromatickych latek s
n-elektrony. Tyto latky, které absorbuji elektromagnetické zateni v UV-VIS oblasti se nazyvaji
fluorofory (fosforofory). Pozornost bude zaméfena zejména na fluorofory, které se pouZivaji
v klinické praxi a ke sledovanym molekulam se vazou kovalentni vazbou [9,17].
Do skupiny ptirozenych fluorofort patii také velka skupina biomolekul, napt.

e aminokyselina tyrosin (absorpéni max. 274 nm a emisni max. 303 nm),

e aminokyselina tryptofan (absorpéni max. 280 nm a emisni max. 348 nm),

e aminokyselina fenylalanin (absorpéni max. 257 nm a emisni max. 282 nm),

¢ nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) (absorpéni max. 340 nm a emisni max. 450 nm),

e flavinadenindinukleotid (FAD) (absorpéni max. 450 nm a emisni max. 515 nm),

e hemoglobin a dalsi.
Hlavnimi pozadavky na fluorescen¢ni indikator vhodny pro pouZiti v imunoanalyze jsou:

e vysoky kvantovy vytézek,

e velky Stokestv posun,

e vysoky molarni absorp¢ni koeficient [79,91].
Nejpouzivanéjsi fluoreskujici slouéeninou je fluorescein a jeho derivaty, napi. FITC (fluorescein-5-
isothiokyanat) a TRITC (tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat, tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat).
Jeho struktura je zobrazena na Obr. ¢ 33. Dalsim ¢&asto pouzivanym fluoroforem je
4-methylumbelliferon, ktery vznikne pfi katalyze ALP s 4-metylumbeliferylfosfatu [9].
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Obr. ¢. 33: Struktura fluoresceinu[31]

VInova délka FITC excitatniho zafeni je 492 nm a emisni maximum ma pifi 520 nm. Pfi analyze
krevniho séra vSak pfi té€chto vlnovych délkach interferuji fluorescenci nékteré analyty, coz se
projevuje zhasenim. Fluorescence je zde silné ovliviiovana prostfedim. Hlavnim problémem
v bioanalyze krevniho séra je fluorescence z riznych ptirozenych zdroji v séru, které se vzhledem
k podobné vinové délce absorpénich i emisnich maxim a také ¢asovému pribéhu nedaji od znacenych
fluoroforti rozeznat. Proto se pro méreni fluorescence pouziva technika zvand TR fluorescence -

casové rozliSena detekce fluorescence [9,98].

Heterogenni FIA

Velkou vyhodou pouziti heterogenni fluoroimunoanalyzy je oddé€leni ostatnich sérovych analyt
z reakce pied méfenim intenzity fluorescence. Sum pozadi a citlivost metody tedy budou lepsi nez u
homogenni FIA. Tato metoda existuje jak v podob& kompetitivni, tak i v nekompetitivnim usporadani.
Jako pevna faze se pouzivaji polyakrylamidové kulicky s kovalentné vazanou protilatkou nebo
antigenem. Analyza se provadi nejdiive smichdnim stanovovaného séra s oznacenym antigenem

napf. fluoresceinem. Smés obou antigend se piida ke kulicce s navazanou protilatkou. Po reakci se

oddéli volna frakce a méfi se fluorescence [9,11].

TR fluorescence — ¢asové rozliSena detekce fluorescence

V této technice se pouZzivaji jako fluorescencni indikatory chelaty lanthanoidi (europium (Eu),
terbium (Te), thulium (Tm), samarium (Sm)). Pomoci téchto fluoroforti se snizilo fluorescenéni pozadi
sérovych interferentl. Tyto indikatory maji velmi dlouhou dobu dosvitu fluorescence a jejich detekce
je Casové rozliSena. Po excitaci z excitaéniho zdroje kratkym pulzem xenonové vybojky nebo laseru
(pulzni excitace) je fluorescence méfena s asovym odstupem, &imz se vyhneme piekryti piki. Cas
excitacniho pulzu (Sitka piku) by mél byt co nejkratsi a naopak doba Zivota (doba dohasinani)
fluorescence by méla byt co nejdelsi. Na Obr. ¢. 34 je zobrazena TR — fluorescence kryptatu terbia.
Terbium ma 4 emisni piky pti vinovych délkach 490 nm, 548 nm, 587 nm, 621 nm [11,40].
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Obr. €. 34: TR — fluorescence kryptatu terbia [30]

Fluorofory na bazi chelatii lanthanoidt maji dosvit mezi 10 — 1000 ps. Jak vidime na Obr. ¢&. 34,
Stokesiiv posun je také daleko vétsi nez u béznych fluorofor. Intenzita fluorescence se méfi
s ¢asovym odstupem v intervalu 400 az 800 us, kdy se odd€li piky matricovych analytd, které maji
vyznamné krat§i dobu dosvitu fluorescence [40,91].
Mezi dalsi fluorofory patfi:

e polycyklické aromatické uhlovodiky (anthracen),

e rhodamin B a jeho derivaty (absorpéni max. 550 nm a emisni max. 585 nm),

e chinin (absorpéni max. 349 nm a emisni max. pii 464 nm),

e akridinova oranz (DNA) a dalsi.
DELFIA je firemni oznaceni heterogenni fluorescen¢ni imunoanalyzy od firmy Perkin Elmer, ktera
mize byt v kompetitivnim i nekompetitivnim uspofadani. ProdlouZena fluorescence Eu®" je zesilena
specialnim roztokem, ktery uvoliiuje Eu®* do roztoku a soudasné tvoii jeho ochranny chelat. Na
mikrotitraénich destickach je zakotvena protilatka viic¢i stanovovanému TM. V sekven¢nim uspotradani
se pipetuje vzorek a po inkubaci a promyti se ptida specifickd protilatka znadena Eu®*. Poté se ke
vzniklému komplexu piidava zesilovaci roztok, ktery odtrhne Eu** z komplexu a pfeméni jej na novy
intenzivné fluoreskujici chelat. Poté je Eu®* excitovan zafenim o vinové délce 340 nm. Vznikla
fluorescence se méfi pii 620 nm do 1 hodiny a jeji intenzita je pfimo umérna koncentraci TM ve
vzorku. Touto metodou Ize detekovat koncentrace 10™" mol/l Eu**, coz vysoce pievysuje detekéni

limit fluorescen¢ni imunoanalyzy bez casové rozlisené fluorescence [25,98].

Excitation Excitation Emission

/_\ 320 nm 320 nm 615 nm
: e
V4.4

Obr. ¢. 35: Schéma stanoveni DELFIA [25]
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Metoda DELFIA mize nabidnout stanoveni vice analytd souCasn€. Vyuziva se odlisnych chelatd
lanthanoidd, napf. Eu a Sm, které maji riznou dobu trvani fluorescence a odlisné emisni maximum.
Pfi méteni se tedy neptekryvaji vinové délky fluorescence Eu a Sm. Stanoveni tumorového markeru
AFP soucasné s volnou podjednotkou HCG je znazornéno na Obr. ¢. 36. Emisni spektrum az pro ¢tyfi

ruzné chelaty lanthanoidi (Tb, Dy, Eu, Sm) pouzité pro simultanni stanoveni je na Obr. ¢. 37 a ¢. 38.

Anti-AFP na Eu-znacena
pevné fazi anti-AFP lgG
<, AFP Y .
N + O + Eu \%\/ Inkubace
Y/ - 4 W ﬁ‘
<o Y H
Anti-betaHCG na betaHCs im:z:;éﬂ(':és )
pevné fazi IgGI- a Sy

X =y £ory
Xg o XY G
W (Eu + Zesilovaci —_— \1 r Méieni

4 roztok " fluorescence

Obr. ¢. 36: Stanoveni AFP a volné f podjednotky HCG metodou DELFIA [23]

mtenzita
fluorescence

Obr. ¢. 37: Emisni spektrum chelatii lanthanoidu (Th, Dy, Eu, Sm) [23]
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Obr. €. 38: Emisni spektrum chelatii lanthanoidii (Th, Dy, Eu, Sm) [23]

Homogenni FIA se pouziva pro stanoveni malych molekul. Zde se vyuziva rizné polarizace (rychlosti
rotace molekul). Fluorescen¢ni polarizace kombinuje fluorimetrii S polarimetrii, nebot' vyuziva

polarizované svétlo [9,11].

Fluorescenéni polarizacéni imunoanalyza (FPIA) je metoda vyuzivajici princip méfeni vertikalné
polarizovaného fluorescen¢niho zafeni, které je emitovano po excitaci polarizovanym svétlem. Malé
molekuly se vroztoku otaceji vysokou rychlosti. Tyto molekuly jsou oznaCeny fluorescenénim
indikatorem, ktery absorbuje polarizované svétlo. Emise zafeni pii fluorescenci probiha do vsech
smérl. Pokud je tato emise métena v polarizované vertikalni roving, je detekovana pouze jeji mala
¢ast. Mala molekula se vSak navaze na specifickou protilatku a dochazi ke vzniku komplexu s nizsi
rychlosti rotace, coz zvysi mnozstvi detekovatelné¢ polarizované emise fluorescencniho zatfeni
(emitované svétlo kmita ve stejné roviné jako excita¢ni). Pokud pii kompetitivni reakci stanovovany
vzorek obsahuje velkou koncentraci analytu, bude naméfena mala polarizovana fluorescence a naopak.
Namétena intenzita fluorescence je tedy nepiimo Umérnd koncentraci stanovovaného antigenu
(protilatky) ve vzorku. V kompetitivnim uspofaddani neni nutné separovat volné a vazané frakce
fluoroforu [11,13]. Jako excita¢ni zdroj se pouziva wolframova (halogenova) zarovka, ktera pies filtr
propousti pouze modré svétlo o vinové délce 485 nm. Toto svétlo je nasledné polarizovano pres
polarizator do jedné roviny. Toto polarizované excitované zafeni dopada na fluorofor a zpisobuje jeho
excitaci. Pfi deexcitaci fluorofor emituje zelené svétlo o vinové délce

530 — 550 nm [13].

Homogenni fluorescenéni imunoanalyza (TRACE) patii mezi nejpropracovanéjsi techniku
homogenni imunoanalyzy. Metoda pouziva ke znaceni fluorescencni indikatory s kryptatovou
strukturou (iont kovu v centru) prvka vzacnych zemin, napf. europium (Eu). Jak jiz bylo zminéno, tyto
fluorofory maji dlouhotrvajici emisi fluorescence az do 1000 ps, proto je mozné pouzit TR - ¢asove
rozligenou detekei fluorescence [13,39]. lont europia (Eu®") je zabudovan do kryptatové struktury
tris-bipyridin-diaminu, ktera je zobrazena na Obr. ¢. 39 [29].
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Kryptat europia Eu’*

Obr. &. 39: Struktura kryptatu europia [29]

Tento kryptat Eu® vykazuje velkou stabilitu a dobré fluorescenéni vlastnosti. Pro excitaci se pouziva
vétsinou laser o vinové délce 337 nebo 370 nm. Emisni maxima kryptatu jsou v oblasti 550 — 720 nm.
Kryptaty jsou kovalentné navazany bud’ na antigen, nebo na protilatku. Zakladem metody TRACE je
ptrenos neradioaktivni energie na kratkou mezimolekularni vzdalenost (FRET) mezi donorem (kryptat)
a akceptorem, kterym je chemicky modifikovany protein absorbujici svétlo. Schéma FRET je uvedeno
na Obr. ¢. 39. Akceptorem je chemicky modifikované rostlinné proteinové barvivo z éervenych fas,
které ma maximalni absorpci v rozmezi 600 — 650 nm. Pfi excitaci nenavazaného donoru dochazi k
emisi dlouhotrvajici zatfeni (10 - 1000 ps) pii 620 nm, zatimco volny akceptor emituje kratkotrvajici
zafeni pii 665 nm. Pokud se donor s akceptorem dostate¢né piiblizi, dochazi k pfenosu energie
z excitovaného kryptatu europia na akceptor XL 665 (oznaceni chemicky modifikovaného proteinu).
K ptiblizeni mtze dojit pii vytvofeni imunokomplexu u sendvicové imunoanalyzy obsahujici dve
protilatky, kdy prvni je znaGena kryptatem Eu®* a druha XL 665. KdyZ jsou ob& znatené protilatky
navazany na imunokoplex, ptenasi se dlouhotrvajici charakteristika fluorescence z donoru na akceptor
a dochazi k zesileni signalu fluorescence, ktery Ize méfit po dobu nékolika mikrosekund.

Vsechny nespecifické signaly (volného akceptoru, matrice) jsou potlaceny méfenim casove
modulované fluorescence. Detekéni systém méti simultanné vinovou délku 620 nm donoru a vinovou
delku 665 nm akceptoru. Z tohoto simultdnniho méfeni se vypocita pomér signalti 665/620 nm. Timto
pomérem se zjisti, kolik molekul stanovovaného analytu (antigenu) se navaze na ob¢ protilatky.
Mnozstvi méfeného analytu je pak pfimo imeérné intenzité poméru signalti 665/620 nm. Tento systém
lze aplikovat na kompetitivni i nekompetitivni imunoanalyzy a vyznacuje se velkou citlivosti,

presnosti a robustnosti [11,38]. Pro lepsi pochopeni technologie je uvedeno schéma na Obr. ¢. 40 [37].
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Obr. ¢. 40: Origindlni schéma technologie TRACE od firmy BRAHMS [37]

Unikatni technologie TRACE je k méfeni nékterych tumorovych markerti pouzivana pouze v
7 laboratotich v CR. Metoda TRACE od firmy B. R. A. H. M. S. je pokladana za nejpokrogilejsi
homogenni imunoanalytickou metodu, kterd miize pracovat v kompetitivnim i nekompetitivnim
usporadani. Stanoveni probihd na analyzatorech Kryptor od firmy B. R. A. H. M. S.
Imunofluorescencni sendviCové stanoveni tumorovych markerti vyuziva monoklonalni mysi protilatku
proti stanovovanému analytu s navazanym akceptorem (XL 665) a druhou polyklonalni krali¢i
protilatku proti stanovovanému analytu konjugovanou s kryptatem europia. Neprobiha zde separace
ani promyti, protoze jde o homogenni metodu. V dal§im kroku dusikovy laser excituje kryptat. Signal
generovany kryptatem pii 620 nm slouzi jako interni reference a méfi se simultinng se signalem
akceptoru o dlouhé zivotnosti pfi 665 nm, ktery je specifickym signalem. Interferencni vlivy,
napiiklad ze zakalenych sér, jsou automaticky korigovany pomoci interné vypocitaného poméru
intenzit pfi t€chto vlnovych délkach. Signal s dlouhou Zivotnosti je imérny koncentraci méfeného
analytu. Priklad stanoveni nadorového markeru CEA zalozené na nekompetitivni homogenni
imunoanalyze je uveden na Obr. ¢. 41 od firmy B. R. A. H. M. S. [57,98].
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Obr. ¢. 41: Princip stanoveni CEA metodou TRACE [38]

Obr. ¢. 42: Analyzator Kryptor firmy B.R. A. H. M. S. [72]
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2.10 Pristrojova technika

2.10.1 Biochemicky analyzator Siemens Advia 1800

Imunoturbidimetrickd metoda ADVIA chemistry Systém Feritin (FRT), kterd je v nasi laboratoii
rutinné pouZzivana, je zavedend na analyzatoru Siemens ADVIA 1800. ADVIA 1800 je plné
automaticky biochemicky analyzator firmy Siemens uréeny pro pouziti in vitro, ktery mize vySetfovat
vzorky lidského séra, plazmy, moce nebo likvoru. Analyzator umoznuje provadéni analyz pomoci
metod absorpcni spektrofotometrie, turbidimetrie a potenciometrické meéfeni pomoci iontove
selektivnich elektrod (ISE). Analyzator je schopny vykonat 1200 fotometrickych testii a 600 ISE testl
za hodinu. V analyzatoru lze soucasné analyzovat 52 metod pro stanoveni riznych analytl. Jako zdroj
zafeni je zde pouzita halogenova lampa o vykonu 50 W, ktera ma vodni chlazeni. Analyzator dokaze
mefit nal4 vinovych délkach (340, 410, 451, 478, 505, 545, 571, 596, 658, 694, 751, 805, 845 a
884 nm) i bichromaticky. V analyzatoru je instalovana konkavni difrakéni mfizka s diodovym polem.
Reakéni kolo obsahuje 221 plastovych kyvet, kde probiha méfeni absorbance. Kyvety jsou umistény
Vv olejové lazni vyhfivané na 37°C + 0,1 °C. Opticka draha kyvety je 1 cm. Objem vySetfovaného
materialu (sérum, plazma), ktery je pipetovan do reakéni kyvety, se pohybuje od 2 do 30 ul. Objem
reagencii davkovanych do kyvety se pohybuje vrozmezi 80 — 120 ul. Absorbance v kyvetach je
méfena kazdych 6 sekund. Primérna doba do vydani prvniho vysledku je 10 — 15 minut v zavislosti na
typu metody. Na Obr. ¢. 43 je vyobrazen analyzator Siemens Advia 1800 [44]. Popis analyzatoru je
uveden na Obr. ¢. 44 [43].

Obr. ¢. 43: Analyzator Siemens Advia 1800 [44]
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Obr. €. 44: Popis analyzatoru Siemens Advia 1800 [43]
Vysvétlivky
1 Vzorkovy disk 9 Reagen¢ni michadlo 2
2 Vzorkovy pipetor 10 Reagenc¢ni pipetor 2
3 Redici michadlo 11 Reagen¢ni kolo 2
4 Pretad’ovaci disk 12 Reagen¢ni pipetor 1
5 Redici stanice 13 Reagen¢ni kolo 1
6 Vzorkovaci pipetor 14 Reagencni michadlo 1
7 Myci stanice 15 Spektrofotometr
8

Reakeni disk 16 Ovladani vzorkového kola

—

{

-

Obr. ¢. 45: Reagencni kola analyzatoru Siemens Advia 1800 [44]
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e Princip metody

Princip stanoveni feritinu je zaloZzen na imunoturbidimetrickém stanoveni (IMT). Imunoturbidimetrie
vyuziva imunochemickou reakci specifickych protildtek navdzanych na latexovych ¢asticich
S antigenem obsazenym ve vzorku. Vzniklé imunokomplexy (precipitat) jsou poté méfeny
turbidimetricky pfi dané vinové délce. Turbidimetrie je zaloZena na méfeni stupné¢ zakalu neboli
turbidity. Na vzniklych imunokomplexech (Casticich) dochazi pii prichodu monochromatického
zafeni krozptylu a castetné i kabsorpci a odrazu tohoto zéafeni. MeEfi se pokles intenzity
prochéazejicitho zafeni zeslabeného rozptylem na vzniklych imunokomplexech. Méfeni turbidity
(zdkalu) se provadi v ose svételného zdroje zateni, jako u absorp¢ni spektrometrie. Pokles intenzity
zafeni v dusledku rozptylu je umérny mnozstvi imunokomplexd v roztoku. Mnozstvi rozptyleného
zafeni zavisi zejména na koncentraci a velikosti ¢astic a na vinové délce prochazejiciho zafeni. Obecné
je zavislost absorbance na koncentraci méfeného analytu vétSinou nelinearni [13,43].
Imunoturbidimetrickd metoda pro stanoveni feritinu obsahuje latexové Castice potazené protilatkou

proti feritinu. Turbidita se méfi pti vinové délce 658 nm [45].

e Analytické znaky metody

Tabulka ¢. 4: Analytické znaky IMT metody feritin na analyzatoru Advia 1800 [45]

Parametr Hodnoty (jednotky)
Analyticky rozsah 6,0 — 455 ng/ml
Mez blanku (LoB) 2,4 ng/ml
Mez detekce (LoD) 4,5 ng/mi
Mez stanovitelnosti (LoQ) 6,0 ng/ml
Maximalni hodnota analytu, kterou lze ziskat po

nafedéni analyzatorem 4500 ng/ml
Prozonovy efekt 40 000 ng/ml
Doba analyzy 10 minut
Objem vzorku do reakce 25 ul
Objem reagencii R1 a R2 do reakce 60 pla30 pl
Interference (koncentrace, ktera jesté neovliviiuje analyzu)
Ikerita (koncentrace bilirubinu) do 60 mg/dI
Lipémie (koncentrace triacylglyceroli) do 1000 mg/dl
Hemolyza (koncentrace hemoglobinu) do 1000 mg/dI
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Tabulka ¢. 5: Preciznost pro stanoveni feritinu v séru (plazmé) dle firemni dokumentace Siemens [45]

Mezilehla
. Opakovatelnost . .
Preciznost .| preciznost (ptesnost | Celkova preciznost
(ptesnost v sérii) .
mezi dny)
Hodnota SD CcVv SD CcVv SD CcVv
Vzorek €. | Pocet
(ng/ml) | (ng/ml) (%) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
Sérum 1 80 12,0 0,44 3,7 0,56 4,6 1,04 8,7
Sérum 2 80 28,8 0,40 1,4 0,64 2,2 0,89 3,1
Sérum 3 80 185,3 0,78 0,4 1,15 0,6 1,49 0,8
Sérum 4 80 222,8 0,87 0,4 0,00 0,0 3,99 1,8
Sérum 5 80 297,0 1,06 0,4 1,97 0,7 2,45 0,8
Sérum 6 80 347,0 3,78 1,1 3,23 0,9 4,97 1,4

2.10.2 Imunochemicky analyzator Siemens Immulite 2000 XPi

Immulite 2000 XPi je automaticky imunochemicky analyzator, ktery provadi kvantitativni i
kvalitativni imunochemické analyzy vzorku lidského séra, plazmy a moce. Pracuje technologii
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy na pevné fazi (CLIA). Analyzator umoznuje provadéni analyz
pomoci metod sendvi¢ové i kompetitivni analyzy. Immulite je schopny vykonat az 200 testd za hodinu
S vydanim prvniho vysledku za 35 minut, dal$i vzdy po 18 s. V analyzatoru Ize sou¢asn¢ pracovat s

24 diagnostickymi soupravami pro stanoveni riznych analytd. Diagnostické soupravy se vzdy skladaji
ze zasobniku s kulickami a reagencii. Kuli¢ka je davkovana do specidlni reak¢ni tuby, kde probiha
specificka imunochemicka reakce. Po pfidani vzorku a specifické protilatky se znacenou ALP dochazi
k inkubaci ptfi 37 °C. Po inkubaci je nenavdzana reak¢éni smés separovana od kulicky odstfedivym
promyvanim, které je zobrazeno na Obr. ¢. 47. Promyti probihad Ctyfikrat ve specialni koaxialni
komtrce, kterd pracuje jako promyvaci stanice. Do promytych specialnich reakénich tub se nasledné
ptidava substrat dioxethanu, ktery reaguje s ALP za vzniku luminiscen¢niho zafeni. Intenzita
luminiscenéniho zafeni je detekovana fotonasobi¢em. V zavislosti na typu imunochemické reakce jsou

jednotlivé kroky rizné [46].

e Princip metody

Princip stanoveni feritinu imunochemickou metodou na analyzatoru Immulite 2000 XPi je zalozen na
sendvi¢ové chemiluminiscen¢ni imunochemické reakci na pevné fazi. Pevna faze (kulicka) je potazena
monoklonalni mysi protilatkou proti feritinu. Kapalna faze obsahuje polyklonalni kozi protilatku proti
feritinu v pufru s konjugovanou alkalickou fosfatazou z teleciho stfeva. Vzorek pacienta a reagencie
s potazenou kulickou jsou inkubovéany spole¢né po dobu 30 minut. Béhem této doby se feritin ve
vzorku vaze s monoklonalni protilatkou na polystyrenové kulicce a s polyklonalni kozi protilatkou
konjugovanou s ALP v kapalném ¢inidle. Tim se formuje protilatkovy sendviCovy komplex. Reakéni
smés a konjugované enzymy jsou pak odstranény centrifugalnim promytim. Po promyti je ke kuli¢ce

pfidan chemiluminiscenéni substrat a je méfena intenzita luminiscenéniho zateni [46,81].
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Obr. €. 46: Popis analyzatoru Immulite 2000XPi [46]

Vysvétlivky:

1 Vzorkovy karusel 9 Kryt kulickového karuselu
2 Reagencéni karusel 10 Cerpadla substratu a vody
3 Ctecka &arovych koda vzorki a reagencii 11 Zasobnik substratu

4 Vzorkova jehla 12 Reagencni fedici ventil

5 Reagencni jehla 13 Vzorkovy fedici ventil

6 Promyvaci stanice pro kulicky 14 Vzorkovy ventil

7 Inkubace vzorku 15 Reagencni ventil

8 Kulickovy karusel 16 Nadobka pro fedéni vzorku

Obr. &. 47: Odstiedivé promyvani kulicky [50]
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Obr. ¢. 48: Siemens Immulite 2000 XPi [50]

Obr. ¢. 49: Davkovani vzorkii [50]
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e Analytické znaky metody

Tabulka €. 6: Analytické znaky metody pro stanoveni feritinu [47]

Parametr Hodnoty (jednotky)
Analyticky rozsah 1,5 - 1500 ng/ml
Mez detekce (LoD) 0,4 ng/ml
Mez stanovitelnosti (LoQ) 1,5 ng/ml
Hook efekt 150 000 ng/ml
Doba analyzy 35 minut
Objem vzorku do reakce 10 pl
Objem reagencii 55l
Interference (koncentrace, ktera jesté neovliviiuje analyzu)
Ikerita (koncentrace bilirubinu) do 20 mg/ml
Lipémie (koncentrace triacylglyceroli) do 5000 mg/dI
Hemolyza (koncentrace hemoglobinu) do 30 pl/ml

Tabulka ¢. 7: Preciznost pro stanoveni feritinu v séru (plazmé) dle firemni dokumentace [47]

) Opakovatelnost )
Preciznost B Celkova preciznost
(ptesnost v sérii)
Pocet Hodnota SD Ccv SD CcVv
Vzorek ¢.

opakovani (ng/ml) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

Sérum 1 110 13 0,44 3.4 0,76 59
Sérum 2 110 158 4,7 3,0 6,3 4,0
Sérum 3 110 323 11 3.4 18 5,6
Sérum 4 110 531 21 4,0 28 5,3
Sérum 5 110 1081 57 5,3 78 7,2

Tabulka €. 8: Ovéreni linearity dle firemni dokumentace [47]

Redini Namgéfena hodnota Ocekavana hodnota nameétend/ocekavana
(ng/ml) (ng/ml) hodnota (%)
1:1 1121 1121 100
1:2 571 561 102
1:4 289 280 103
1:8 148 140 108
1:16 73 70 104
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje a vybaveni

e biochemicky analyzator ADVIA 1800, Siemens, Japonsko

e imunochemicky analyzator IMMULITE 2000 XPi, Siemens, USA

e systém na zpracovani vzorku VersaCell (SMS), Siemens, USA

e pfistroj pro pfipravu deionizované vody, ELIX 35 CLINICAL, Merck Millipore,

Francie

e digitalni centrifuga Jouan C3i, Francie

e bézné laboratorni vybaveni (reakéni zkumavky, uzavéry na zkumavky, pipety,
odmérné valce, kadinky, zkumavky, $picky)

3.2 Pouzité reagen¢ni soupravy, chemikalie, kalibraé¢ni standardy, kontrolni

vzorky, software

3.2.1 Reagen¢ni souprava IMMULITE 2000 Feritin

Reagencni souprava IMMULITE 2000 Feritin (I2KFE) pro stanoveni chemiluminiscencni metodou je

ur¢ena pro in vitro diagnostické pouziti ke stanoveni koncentrace feritinu (FER) v lidském séru nebo

plazmé. Souprava obsahuje zasobnik s kulickami (L2FE12), zasobnik s reagenciemi (L2FEA2) a
kalibratory (LFEL, LFEH). Ke stanoveni je nutny chemiluminiscencni substrat (L2SUBM), ktery je

dodavan samostatné. Reagencie jsou stabilni pfi teploté 2 — 8 °C do data exspirace [47].

Tabulka ¢. 9: SloZeni reagencni soupravy [47]

Reagencie

Slozeni

Feritin zasobnik s kulickami (L2FE12)

200 kulicek, které jsou potazeny monoklonalni mysi protilatkou

proti feritinu

Feritin reagencie (L2FEA2)

11,5 ml ALP (z teleciho stieva) konjugované s polyklonalni kozi
protilatkou proti feritinu v pufru s konzerva¢nim prostiedkem (azid

sodny o koncentraci 1 g/I)

Feritin adjustory (LFEL, LFEH)

dvé ampulky po 2,5 ml s vysokou a nizkou koncentraci feritinu

V matrixu na bazi lidského proteinu, s konzerva¢nim prostiedkem.

Chemiluminiscenc¢ni substrat
(L2SUBM)

substrat obsahuje: Lumigen PPD
4-methoxy-4(3-fosfatfenyl)-spiro- (1,2-dioxethan-3,2-adamantyl);
pufr AMP: 2-amino-2-methyl-1-propanol,
polyvinylbenzyltributylfosfonium chlorid

Substrat je nachylny na kontaminaci a na pfimé slune¢ni svétlo.

Multidiluent 2 (L2M22)

Multidiluent slouzi pro automatické Fedéni vzorku, jedna se o

nehumanni bilkovinovy matrix s konzerva¢nim prostfedkem.
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3.2.2 Adjustory soupravy IMMULITE 2000 Feritin

Soucasti soupravy IMMULITE 2000 Feritin jsou dvé ampulky adjustort po 2,5 ml s vysokou a nizkou
koncentraci feritinu v matrici na bazi lidského proteinu. Adjustory jsou kapalné a uréené piimo
k pouziti. Pfed adjustaci nechame lahvicky nejprve vytemperovat 30 minut pii teploté 20 °C. Poté
obsah lahvi¢ek michdme mirnym piekldpénim. Adjustory se poté umisti do lednicky a uchovévaji se
pii teploté 2 - 8 °C. Stabilita adjustoru je po otevieni 30 dni pii teploté 2 - 8 °C nebo do data exspirace

uvedené na obalu.

3.2.3 Reagen¢ni souprava Advia Chemistry Systems Feritin (FRT)

Reagencni souprava Advia Chemistry Systems Feritin (FRT) pro stanoveni imunoturbidimetrickou
metodou obsahuje 2 nadobky s reagenciemi o objemu 20 ml. Reagencie jsou uréeny k pfimému
pouziti a nemohou se od sebe oddélovat. Cinidla jsou skladovana pied i po otevieni pii +2 az +8 °C,
chranéna svétlem a kontaminaci jsou stabilni do doby exspirace vyznaené na obalu. Stabilita

reagencii v analyzatoru je 60 dni [45].

Tabulka ¢. 10: SloZeni reagencni soupravy [45]

Reagencie Slozeni Koncentrace
Reagencie ¢. 1 Glycinovy pufr o pH 8,3 170 mmol/l
(4x16,7 ml) Chlorid sodny 100 mmol/Il
Hovézi sérovy albumin 0,5%
Azid sodny 0,09 %
Reagencie €. 2 Latexové castice potazené kralicimi | velmi specifické
(4x10,1 ml) protilatkami proti feritinu
Glycinovy pufr o pH 7,3 170 mmol/l
Chlorid sodny 100 mmol/l
Hovézi sérovy albumin 0,1%
Azid sodny 0,09 %

3.2.4 Kalibra¢ni standardy Advia Chemistry Systems Feritin (FRT)

Ke kalibraci soupravy se vyuziva kalibra¢ni sérum humanniho ptivodu ADVIA Chemistry Liquid
Specific Protein Calibrator firmy Siemens o Sesti kalibra¢nich hodnotach [49]. Kalibra¢ni séra jsou
kapalna a urend piimo k pouziti. Pfed kalibraci nechame lahvicky nejprve vytemperovat 30 minut pii
teploté 20 °C. Poté obsah lahvicek michdme mirnym pieklapénim. Kalibracni séra se poté umisti zpét
do ledni¢ky a uchovavaji se pfi teplot¢ 2 - 8 °C. Kalibra¢ni séra jsou stabilni do data exspirace

uvedené na obalu nebo 30 dni po otevieni pfi teploté 2 - 8 °C.
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Tabulka ¢. 11: Kalibracni hodnoty [49]:

KAL 1 (ng/ml)

KAL 2(ng/ml)

KAL 3 (ng/ml)

KAL 4 (ng/ml)

KAL 5 (ng/ml)

KAL 6 (ng/ml)

0,0

23,4

53,7

102,0

222,0

454,8

3.2.5 Kontrolni material

Jako kontrolni material se pouziva Lyphochek Immunoassay Plus Control tfistupiiova kontrola od
firmy Biorad. Kontrolni vzorky jsou vzdy méfeny kazdy den na dvou hladinach. Kazda sada
kontrolnich materialt se sklada z patnacti lahvicek s konzerva¢nim prostiedkem, obsahujici pét ampuli
od kazdé hladiny. VSechny informace potiebné pro presnou Cinnost jsou nacteny automaticky

z ¢arového kodu reagencie [48].

e Piiprava kontrolniho materialu
Rekonstituujeme kazdou ampulku ptidanim 5,0 ml destilované nebo deionizované vody, nechame stat
30 minut. Pak michame mirnym pieklapénim nebo inverzi do Gplného rozpusténi. Obsah lahvicky se

rozdéli po 0,5 ml do ptredem oznacenych uzaviratelnych zkumavek a ihned zamrazi pro dalsi analyzu.
e Stabilita kontrolniho materialu

Po rekonstituci je stabilita 7 dni pfi teploté¢ 2 - 8 °C, po rozdélené na alikvotni Casti 2 mésice pii
teploté -20 °C.

Tabulka ¢. 12: Hodnoty kontrolnich materialit ADVIA CHEMISTRY SYSTEMS Feritin (FRT) [48]

Hladina 1 Hladina 2 Hladina 3
Pramér Rozsah Pramér Rozsah Pramér Rozsah
(ng/ml) (-2s az +2s) (ng/ml) (-2s az +2s) (ng/ml) (-2s az +2s)
63,3 50,7 - 76,0 116,0 93,0 — 140,0 295,0 236,0 — 354,0

Tabulka &. 13; Hodnoty pro SIEEMENS IMMULITE 2000/2000 XPi Feritin (FRT) [48]

Hladina 1 Hladina 2 Hladina 3
Primeér Rozsah Primeér Rozsah Primér Rozsah
(ng/ml) (-2s az +2s) (ng/ml) (-2s az +2s) (ng/ml) (-2s az +2s)
67,6 54,1-81,1 118 94,1-141,0 310 248,0 - 372,0
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3.2.6 Vzorky SEKK (cyklus TM4/13)

Sada vzorki z externi kontroly kvality (SEKK) obsahuje 2 vzorky A a B po 2,5 ml. Kontrolni vzorky
obsahuji neznamé koncentrace nasledujicich parametrd: CA 125, CA 15-3, CA 19-9, CA 724,
CYFRA 21-1, AFP, hCG, CEA, TPS, PSA celkovy, NSE, SCCA, TPA, PSA volny, S-100, kalcitonin,
tyreoglobulin, B-2-mikroglobulin.

Piiprava kontrolniho materialu
Kontrolni vzorky jsou v lyofilizovaném stavu. Rekonstituujeme tedy kazdou ampulku ptidanim 2,5 ml
destilované nebo deionizované vody, poté nechame stit 30 minut. Pak michdme jemnym krouzenim

nebo mirnym pieklapénim az do Gplného rozpusténi lyofilizovaného materialu.

Stabilita kontrolniho materialu

Stabilita kontrolniho materialu je do data exspirace 31. 03. 2016.

3.2.7 Chemikalie

e Kondicionér kyvet (sorbat draselny 0,2 %, kyselina citronové 0,07 %, povrchové aktivni
latky)

e Myci roztok ADVIA 1 (NaOH 3,6 %)

e  Myci roztok ADVIA 2 (KOH 4,5 %, NaClO 4,7 %, Polyakrylat sodny 4,0 %, povrchove
aktivni latky)

e Inkubacni olej pro kyvety ADVIA

e Fyziologicky roztok (NaCl 0,9 %)

e Promyvaci roztok IMMULITE 2000 (roztok fosfatového pufru, detergenty 0,9 %)

e (Cistici roztok na jehly IMMULITE 2000 (NaCIO 4,08 %)

3.2.8 Pouzity software

e Microsoft Office Word 2010
e Microsoft Office Excel 2010
o Statisticky software MedCalc
e Ovladaci software k analyzatoru Advia 1800 a Immulite 2000 XPi
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3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Kalibrace soupravy Advia Chemistry Systems Feritin (FRT)

Kalibrace se provadi vzdy pro novou Sarzi reagencni soupravy, anebo kdyz vysledek analyzy
kontrolniho vzorku je mimo uréené rozmezi 2s (dale dle Westgardovych pravidel). Rekalibrace pro
stejnou Sarzi je doporucena po 60 dnech. Kalibraci provede analyzator po zadani pozadavku. Vypocet
kalibra¢ni funkce je zajiStén prostfednictvim software analyzatoru. Kalibra¢ni kiivka pro
imunoturbidimetrickou metodu je Sestibodova nelinearni funkce zobrazena na Obr. ¢. 50. Zavislost

absorbance na koncentraci feritinu je v tabulce ¢. 14.

Tabulka ¢. 14 Kalibracni hodnoty metody IMT

kalibra¢ni body koncentrace [ng/ml] absorbance
1 0,0 0,00205
2 23,4 0,01753
3 53,7 0,03826
4 102,0 0,07148
5 222,0 0,14147
6 454,0 0,20918

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
(Conc. )

Obr. ¢. 50: Kalibracni kiivka IMT metody pro analyt feritin
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e Reak¢ni krivka

Reakeni kiivka je zobrazena na Obr. €. 51. Na ose x (Casova osa) jsou jednotlivé méftici body, pro
které jsou na ose y uvedeny zméfené absorbance vzorku. Nejdiive se do méfici kyvety nadavkuje
vzorek a reagencie R1, které se promichaji a inkubuji 5 minut pti 37 °C. Po 5 minutach se naddvkuje
reagencie R2. Poté se odeCte absorbance v 50 az 52 bod¢. Promichani a inkubace probiha piiblizn¢ 5

minut pii 37 °C. Poté se odecte absorbance v 96 az 98 bodé¢ [45].

1.00

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0

Obr. €. 51: Reakcni kiivka stanoveni feritinu

3.3.2 Kalibrace soupravy IMMULITE 2000 Feritin

Kalibra¢ni kiivku u chemiluminiscenéni metody vytvaii vyrobce soupravy. Kalibra¢ni kiivka
soupravy IMMULITE 2000 Feritin (I2KFE) je nelinearni desetibodova zavislost intenzity
luminiscence (CPS) na koncentraci (ng/ml) [47].

Tabulka ¢. 15: Hodnoty primarni kalibracni krivky [47]

kalibra¢ni body koncentrace (ng/ml) intenzita (CPS)

1 0 83735

2 2,00 158868

3 3,97 238075

4 16,30 669181

5 59,60 2324857
6 239,00 10312224
7 491,00 18947921
8 1021,00 40082540
9 1917,00 77179529
10 2826,00 111947307
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Obr. €. 52: Primarni kalibracni kifivka [47]

o Adjustace

Adjustace znamena ovéfeni primarni kalibra¢ni kiivky zadané vyrobcem soupravy na konkrétnim
analyzatoru. K adjustaci soupravy se vyuzivaji adjustory, které jsou vzdy soucasti soupravy.
Adjustory jsou charakterizovany hodnotou intenzity luminiscence (CPS) pii nacteni ¢arového kodu
soupravy [47]. Adjustace (ovéfeni) se provadi vzdy pro novou SarZi soupravy, anebo kdyz vysledek
analyzy kontrolniho vzorku je mimo urcené rozmezi 2s (dale dle Westgardovych pravidel).
Doporuceny interval mezi adjustacemi je 4 tydny od prvni adjustace. Pied adjustaci se nalepi na
testovaci zkumavky pftislusné alikvotni Stitky dodavané se soupravou a poté analyzator automaticky
provede adjustaci po zadani pozadavku. Kazdy adjustor je zmétfen 4 krat a poté je jedna odlehla
hodnota vylouéena. Z primért intenzit (CPS) se automaticky vypocita hodnota smérnice (slope) a
posun po ose Yy (intercept). Prvni adjustace probéhla na zac¢atku zavedeni soupravy zobrazena na Obr.
¢. 53. Po adjustaci nasledovalo méieni kontrolnich vzorkli na tfech hladinach. Dvé ze tfi hodnot
kontrolnich vzorkd se odchylovaly o vice jak dvé smérodatné odchylky, coz dle westgardovych
pravidel vede k opakovani kontrolnich vzorki popf. k zastaveni analyzy. Pfi méfeni nizkého adjustoru
tato analyza vykazovala vétSi variaéni koeficient o hodnoté 6,559 %. Na analyzatoru nasledné
probéhla kompletni dekontaminace vodnich cest pomoci promyvacich a isticich roztokl, aby se
vyloucila jakakoliv systémova interference. Nepiesnd adjustace je Casto zptisobena Spatnou piipravou
adjustoru, coz v tomto piipad¢ nelze uvazovat, protoze souprava obsahuje kapalné adjustory u kterych
se chyba fedéni nevyskytuje. Po dekontaminaci vodnich cest se znovu souprava adjustovala pomoci
nizkého a vysokého adjustoru. Nasledné méfeni kontrolnich vzorki nevykazovalo zadné vyrazné

odchyleni od hodnot vyrobce. Nasledna adjustace je zobrazena na Obr. €. 54.
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Lab Name Customer Name Instrument 1D: BO7142

Instrument S/N: B142
Test Code FER Kit Lot 323
L] Os 13151 Intercept: 30.817
Instrument Slope Range: AR MN=3
+10% of Previous FER Slope: MAA, Intercept guideline: 116.850
FER Average Slope: : AR MN=0
Low Adjustor 384443
Test Code CPS Lot# Date Time
1st rep. FER 341.852 126 2470272014 13:31:48
2nd rep. FER 291.767 126 2470272014 13:32:06
3rd rep. FER 318391 126 2470272014 13:32:24
4th rep. FER 326461 126 24/0252014 13:32:42
Mean CPS =319618 CV =EER9%
High Adjustor 12244640
Test Code CPS Lot# Date Time
1st rep. FER 9176575 126 2470272014 13:33:00
2nd rep. FER 8.405.408 126 2470272014 13:33:18
3rd rep. FER 9.238.451 126 24/0252014 13:33:36
4th rep. FER 9517722 126 2470272014 13:33:36
Mean CPS  9.334539 CV =1.660%

Obr. ¢. 53: Adjustace soupravy IMMULITE 2000 Feritin (I2KFE)

Lab Name Custorner Mame Instrument 1D: BO142
Instrument S/N: B014Z
Test Code FER Kit Lot 323
LT LB Ui Intercept: 12.206
Instrument Slope Range: PMAA, M=4
+10% of Previous FER Slope: 118-145 Intercept guideline:  116.850
FER Average Slope: A&, M=1
Low Adjustor  389.433
Test Code PS Lot # Date Time
1st rep. FER 33266 126 26/02/2014 08:3517
2nd rep. FER 320620 126 26/02/2014 08:35:3R
3rd rep. FER 332.304 126 26/02/2014 08:35:53
4th rep. FER Mz.z40 126 26/02/2014 08:36:1
Mean CPS = 313608 CV = 2.894%
High Adjustor 12.244.640
Test Code PS Lot # Date Time
1st rep. FER 9.385.955 126 260272014 08:36:29
2nd rep. FER 9.530.625 126 26/02/2014 08:36:47
3rd rep. FER 9.868.156 126 26/02/2014 08:37.05
4th rep. FER 10.222.793 126 260272014 08:37:24
Mean CPS  9.751.882 CV =382a%

Obr. ¢. 54: Readjustace soupravy IMMULITE 2000 Feritin (I2KFE)
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Zavedeni nové metody tumorového markeru

Cilem této Casti prace je verifikace noveé zavadéné chemiluminiscenéni metody pro stanoveni feritinu
na analyzatoru Siemens Immulite 2000 XPi. Divodem zavedeni nové chemiluminiscen¢ni metody je
jeji vetsi pracovni rozsah, lepsi citlivost stanoveni a snadnéj§i provozni obsluha. Vzhledem
k nardstajicim naroktim na kvalitu vySetfeni v klinické praxi, je dal§im divodem piechodu na novou
metodu CLIA, zastoupeni této metody od firmy Siemens v Systému externi kontroly kvality. Stavajici
metoda IMT zatim v Systému externi kontroly kvality (SEKK) zastoupend neni. Mezi zakladni
nevyhody této nové metody bude patfit zfejmé doba analyzy, hor$i opakovatelnost a vyssi cena
stanoveni. Nové zavedend metoda bude porovnana se stavajici imunoturbidimetrickou metodou
Z hlediska analytickych parametri a také z provoznich a ekonomickych aspektd. V experimentalni
¢asti prace budou ovéieny analytické parametry nad ramec verifikaéniho postupu a vyhodnoceny dle
doporuceni CSKB. V zavéru této prace budou viechny parametry porovnany se stavajici metodou a
vyhodnoceny dle jejich vysledkti. Na zavér je cilem této prace rozhodnout, zda nova CLIA metoda

nahradi stavajici IMT metodu v rutinni praxi.

4.1.1 Verifikace a validace metody

Validace a verifikace metod v klinické laboratofi vychazi z doporuceni k validaci a verifikaci
analytickych metod v klinickych laboratofich zroku 2010 vydané Ceskou spoleénosti klinické
biochemie. Validace je obecné ovéfeni pozadavkii metody pro specifické pouziti. Validace je
potvrzeni, Ze analyticka metoda nebo jiny vyrobek (IVD MD) je schopny splnit pozadavky kladené na
tyto metody (vyrobky). Klinicka laboratof musi pouzivat validované metody. Metody validuje
Vv naprosté vét§iné vyrobce in vitro diagnostik. Pouze u metod, které byly vyvinuty v laboratofi, se
musi ptikro¢it k validaénimu procesu [51].

Verifikace je také ovéieni pozadavkll metody a poskytnuti diikazd, ze dany parametr splituje urcené
pozadavky. K potvrzeni funkénich vlastnosti (validované) analytické metody musi dojit v dané
laboratofi pro urcity méfici systém. Verifikace vétSinou probiha jiz u validovanych metod s urcitymi
parametry danymi vyrobcem. Stejné€ jako validace, tak i verifikace prokazuje zpiisobilost k provadéni
dané meétici metody. Splnéni verifikacnich pozadavki se rozumi, Ze analyticka metoda je plné funkéni
v dané laboratoti. Verifikace by méla probihat u vS§ech metod a postupi, které se v klinické laboratoii
pouzivaji. Jsou nejcastéji ovéiovany zakladni analytické znaky metody uvedené v tabulce ¢. 16 pro

validaci i verifikaci [51].
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Tabulka ¢. 16: Zdkladni analytické znaky metody [51]

Validace Verifikace
opakovatelnost opakovatelnost

mezilehla preciznost mezilehla preciznost
vychyleni (Bias) vychyleni (Bias)

pracovni rozsah (linearita) pracovni rozsah (linearita)

mez detekce, stanovitelnosti a blanku
porovnani s jinou metodou

srovnani pomoci EHK

vytéznost

interference

ostatni parametry

Pfi ovéfeni nové zavedené chemiluminisceéni metody feritin na analyzator Immulite 2000XPi byly
urceny nasledujici analytické znaky metody:

e Opakovatelnost

e Mezilehla preciznost

e Pracovni rozsah

e Vychyleni (Bias)

e Porovnatelnost metod

4.1.1.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost je definovana jako tésnost shody mezi nezavislymi vysledky meéteni ziskanych za
podminek opakovatelnosti. Métfeni probihd na stejném analyzatoru, stejnou reagencii, stejnym
pracovnikem, za stejnych podminek v kratkém ¢asovém intervalu (v sérii) [9]. Pomoci opakovatelnosti
se vyjadfuje nahodna chyba méfeni. Dle doporuceni se pro opakovatelnost mize vyuzit méfeni
pacientskych vzorku, kontrolnich nebo referencnich materialii. Vzorky jsou méteny v sérii, kdy pocet
stanoveni je uren na 20 opakovani. Méfeni by mélo probihat minimalné na dvou rdznych
koncentracich. Jedna hodnota koncentrace by se méla nachazet uvniti referencniho intervalu a druha
nad hranici referenéniho intervalu [51]. Z méfeni se stanovuje aritmeticky pramér, smérodatna

odchylka a varia¢ni koeficient.

Tabulka ¢. 17: Firemni dokumentace pro opakovatelnost CLIA [47]

¢. méfeni 1 2 3 4 5
Aritmeticky pramér (ng/ml) 13,00 158,00 323,00 531,00 1081,00
SD (ng/ml) 0,44 4,70 11,00 21,00 57,00
CV (%) 3,40 3,00 3,40 4,00 5,30
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Vypoctené hodnoty budou porovnany s hodnotami vyrobce soupravy a také se zavedenou metodou.
Pro méfeni opakovatelnosti byly vyuZity pacientské vzorky o péti hodnotach koncentrace 10,30 ng/ml,
153,05 ng/ml, 313,40 ng/ml, 516,70 ng/ml, 898,00 ng/ml, které se prili§ nelisi od testovanych
koncentraci ve firemni dokumentaci a lze je tedy porovnat. Opakovatelnost byla métena
v 20 replikacich v jednom dni na stejnou kalibraci. Pro klinicky dulezité hodnoty feritinu byly
testovany zejména vzorky ¢. 1, 2, 3. U téchto testovanych vzorkd byly varia¢ni koeficienty ve
srovnani s firemnimi hodnotami primémé o 2 % vyss§i. U nejvyssi testované hodnoty vySel variacni
koeficient 0 3,2 % niz§i v porovnani s firemni dokumentaci, coz znaci lepsi opakovatelnost na vyssich
hodnotach. Hodnoty varia¢nich koeficientli noveé zavadéné chemiluminiscen¢ni metody (ptiloha ¢. 1)
byly také porovnany se zavedenou imunoturbidimetrickou metodou na podobnych koncentracnich
hladinach v tabulce ¢. 19.

Tabulka ¢. 18: Mérené hodnoty opakovatelnosti pacientskych vzorkii (CLIA):

¢. méfeni Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5
AM (ng/ml) 10,30 153,05 313,40 516,70 898,00
SD 0,56 7,26 16,33 28,20 18,83
CV (%) 5,43 4,74 5,21 5,46 2,10
Variaéni koeficienty pro imunoturbidimetrickou metodu ve srovnani snoveé zavadénou

chemiluminiscen¢ni metodou jsou niz$i o 2 az 4 % v zavislosti na koncentra¢nich hladinach. Pro
nejvyssi testovanou hodnotu (vzorek €. 5) odpovida nizsi variacni koeficient pro chemiluminiscencni
metodu. V hodnotach referen¢niho intervalu pro feritin vykazuje lepsi vysledky opakovatelnosti

pouzivana imunoturbidimetricka metoda.

Tabulka ¢. 19: Porovnani variacnich koeficientit CLIA a IMT metody

Immunoturbidimetrie

Vzorek €. 1 2 3 4 5
Aritmeticky pramér (ng/ml) 12,20 162,89 322,55 430,35 908,23
SD (ng/ml) 0,42 2,28 3,01 3,93 37,75
CV (%) 3,48 1,40 0,93 0,91 4,16
Chemiluminiscence

Vzorek €. 1 2 3 4 5
Aritmeticky pramér (ng/ml) 10,30 153,05 313,40 516,70 898,00
SD (ng/ml) 0,56 7,26 16,33 28,20 18,83
CV (%) 5,43 4,74 521 5,46 2,10
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4.1.1.2 Mezilehla preciznost

Mezilehla preciznost je definovéana jako tésnost souhlasu mezi nezavislymi vysledky méfeni stejného
vzorku ziskanych stejnym analyzatorem a stejnou méfici metodou, ale za delsi ¢asové obdobi. Pii
mefeni mezilehlé preciznosti se pripousti nova kalibrace, zména Sarze nebo zména pracovnika, ktery
méfeni provadi [9]. Pomoci mezilehlé preciznosti se vyjadiuje nahodna chyba méteni. Dle doporuceni
CSKB se mezilehla preciznost uréi z vnitini kontroly kvality proméfenim dvou az tii kontrolnich
materiald v obdobi 3 az 6 mésicti. Mezilehlou preciznost 1ze také ur¢it z méteni 10 az 20 dni po sobé.
Kazdy kontrolni vzorek byl tedy méfen 20 dni po sobé po dobu 4 tydnd [51]. Z méfeni mezilehlé

preciznosti se stanovuje aritmeticky primér, smérodatnd odchylka a varia¢ni koeficient.

Tabulka ¢. 20: Mezilehld preciznost (IMT)

hladina L1 L2 L3
AM (ng/ml) 62,68 113,74 297,02
SD (ng/ml) 1,98 3,07 6,07
CV (%) 3,16 2,70 2,04

Tabulka €. 21: Mezilehld preciznost (CLIA)

hladina L1 L2 L3
AM (ng/ml) 66,59 112,66 286,40
SD (ng/ml) 1,36 4,52 5,66
CV (%) 2,05 4,01 1,98

Pro métfeni mezilehlé preciznosti byly vyuzity kontrolni vzorky o tfech hodnotich koncentrace
67,6 ng/ml; 118,0 ng/ml; 310,0 ng/ml. Vypoctené hodnoty byly porovnany se ziskanymi hodnotami
varia¢nich koeficientu z piibalového letaku pro zavedenou metodu. Naméfené hodnoty pro mezilehlou
preciznost jsou uvedeny Vv ptiloze ¢. 2. Vypoctené hodnoty varia¢nich koeficienti byly také porovnany
S hodnotami variacnich koeficientl zavedené imunoturbidimetrické metody. Ze srovnani metod
vyplyva, ze hodnoty CV pro mezilehlou preciznost se vyznamné neli$i. Lze tedy fici, Zze hodnoty

mezilehlé preciznosti jsou u obou metod vyhovujici a srovnatelné.

4.1.1.3 Pracovni rozsah méreni

Pracovni rozsah méfeni je uzavieny interval hodnot koncentrace, v némz lze dosahnout pozadované
hodnoty presnosti a pravdivosti (vychyleni) méfeni dané¢ho analytu. Dolni hranice rozsahu nesmi byt
mensi nez hodnota meze stanovitelnosti. V oblasti pracovniho rozsahu je tedy nejistota méfeni
prijatelnd. Pii verifikaci (validaci) se ovéfuje platnost pracovniho rozsahu (linearity) na konkrétnim
analyzatoru. Vyrobce metody je povinen uvadét validovana data o pracovnim rozsahu, popf. o
linearité. U imunoanalytickych metod je pracovni rozsah ovéfen diluénim (fedicim) pokusem. Diluéni
pokus se vyjadfuje pomoci hodnot vytéznosti R v %. Pro ovéfeni pracovniho rozsahu

chemiluminiscen¢ni metody pro stanoveni feritinu bude pouzit dilu¢ni pokus. Pro dilucni pokus se

78



pouzivaji biologické vzorky o koncentraci blizké horni hranici pracovniho rozsahu. Z tohoto vzorku se
natfedi 5 a vice alikvotl s klesajici koncentraci méfeného analytu. Idedlni dilucni pokus pokryje cely
pracovni rozsah méfeni nebo alespon diagnosticky nejdtlezitéjsi rozhodovaci interval. Lze pouzit vice
vzorki o riiznych koncentracich pro pokryti celého pracovniho rozsahu. Kazdy z natfedénych vzorki

vvvvv

jednotlivych ziedénych vzorka [51].

Vytéznost (R) se vypocita dle vztahu [51,93]:

R = 100 * ( vysledek méreni ) [7]

teoreticka hodnota

CLIA metoda ma pracovni rozsah v rozmezi 1,5 — 1500,0 ng/ml. Dle doporuceni byl tento pracovni
rozsah ovéfen fedénim koncentrace 1408,3 ng/ml, ktera je blizko horni hranice pracovniho rozsahu.
Z vysledki vyplyva, ze naméfené hodnoty jsou rozptyleny kolem vypoctené hodnoty s odchylkou
1,8 — 9,9 %. Pii Ctyficeti nasobném ziedéni je rozdil teoretické a naméfené hodnoty prekvapiveé nizky.

Lze tedy fict, ze metoda CLIA poskytuje ptesné vysledky i pii vysokém fedéni vzorkd.

Tabulka ¢. 22: Dilucni pokus pro metodu CLIA dle firemni dokumentace [47]

redéni naméfefné- hodnota - primér teoreticka hodnota (ng/ml) vytéznost R (%)
triplikatu (ng/ml)
1,0 1121,0 1121,0 100,0
2,0 571,0 560,5 101,9
4,0 289,0 280,3 103,1
8,0 148,0 140,1 105,6
16,0 73,0 70,1 104,2
Tabulka €. 23: Dilucni pokus pro metodu CLIA
fedéni naméfe.né hodnota - primér teoreticka hodnota (ng/ml) vytéznost R (%)
triplkatu (ng/ml)
1,0 1408,3 1408,3 100,0
1,5 970,0 938,9 103,3
2,0 741,8 704,2 105,3
3,0 505,4 469,4 107,7
50 286,6 281,7 101,8
10,0 150,7 140,8 107,0
20,0 77,4 70,4 109,9
40,0 37,6 35,2 106,8
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Tabulka €. 24: Dilucni pokus pro metodu IMT

fedéni naméf.enfi hodnota pramér teoreticka hodnota (ng/ml) vytéznost R (%)
triplikatu (ng/ml)
1,0 451,66 451,66 100,00
15 283,25 301,11 94,07
2,0 210,52 225,83 93,22
3,0 131,73 150,55 87,50
4,0 95,39 112,92 84,48
50 80,79 90,33 89,44
7,0 56,28 64,52 87,22
9,0 44,89 50,18 89,45
11,0 34,89 41,06 84,97
17,0 22,12 26,57 83,26
33,0 10,46 13,69 76,42

Dilu¢ni pokus byl také proveden u IMT metody. Pracovni rozsah IMT metody je v rozmezi 6,0 az
450,0 ng/ml. Pracovni rozsah je ovéfen fedénim koncentrace 451,6 ng/ml, kter4 je blizko horni hranice
pracovniho rozsahu. Diluéni pokus je uveden v tabulkach ¢. 23 a ¢. 24. Z vysledkl tohoto pokusu
vyplyva, Ze u IMT metody s nartstajicim fedénim vzorku stoupa chyba méfeni o — 6 % az -24 %.

Metoda IMT poskytuje v oblasti vyssiho zfedéni horsi pfesnost nez metoda CLIA.

4.1.1.4 Pravdivost (vychyleni - Bias)

Vychyleni je rozdil mezi stfedni hodnotou vysledkti zkousky a pfijatou referenéni hodnotou [9].
Pomoci vychyleni se vyjadfuje odhad celkové systematické chyby méfeni na rozdil od ndhodné chyby.
Vychyleni se stanovi pomoci analyzy referencniho materialu s udanou nejistotou méteni. V praxi vSak
neni vzdy dostupny referen¢ni material s udanou nejistotou, proto lze volit pro vypocet vychyleni dalsi
moznosti. V mnoha piipadech se voli postup, kdy laboratoi ziskané vysledky porovnava s primérnymi
vysledky dalSich laboratofi pouZivajicich stejné materialy, napf. v Systému externi kontroly kvality.
Hodnotu vychyleni mtize laboratot vyuzit k odhadu nejistoty méfeni jen tehdy, pokud je ziskana za
podminek opakovatelnosti. Pro vypocet vychyleni se doporucuje analyzovat 10 méfeni za podminek
opakovatelnosti v jedné sérii dvou referen¢nich material o dvou koncentracich. Jedna hodnota by
méla byt uvnitf referen¢niho rozmezi a druha nad horni hranici. Z méfeni se ur¢i aritmeticky pramér,
smérodatna odchylka, variacni koeficient a hodnota vychyleni jako vytéznost. Jelikoz pro stanoveni
vychyleni feritinu neni dostupny zadny referencni material s udanou nejistotou, k jeho vypoctu byl
pouzit prumér vysledkii méfeni Ucastnikli mezilaboratorniho srovnani ze Systému externi kontroly
kvality firmy SEKK [51].
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Vypocet vychyleni [51,93]:

C o ~ vy I—C N vy .

primér méteni— Creferenini méteni

B, = ( -100 %
Creferentni méieni

Vypocet kombinované nejistoty:

— 2 2 2 2
Ur = \/ Uz repro + ur,ref + Br + Uy xp

Vypocet rozsifené kombinované nejistoty [51,93]:
U. =k-u,
Vypodet nejistoty reprodukovatelnosti (mezilehlé preciznosti) [51,93]:

_ _ SDTepTO
Uy repro = C‘/;ﬁepro = X—p 100

Vypocet standardni nejistoty praméru Xp [51,93]:

Upyp = CVip = % -100

(8]

[9]

[10]

[11]

[12]

Vysledky méteni vychyleni (BIAS) jsou uvedeny v tabulce ¢. 26 Vysledek méteni se pohybuje v 95 %
intervalu spolehlivosti u vzorku E21/14 A v intervalu 48,55 - 75,05 ng/ml a u vzorku E21/14 B v
intervalu 80,57 - 107,43 ng/ml. U vzorku E21/14A s cilovou hodnotou 61,80 ng/ml byl vypocitano
vychyleni 0,89 ng/ml, coz je vyssi o 1,44 % neZ je cilovd hodnota. U vzorku E21/14B s cilovou
hodnotou 94,00 ng/ml byl vypocitano vychyleni 1,07 ng/ml coz je vy$si o 1,14 % nezZ je cilova

hodnota. Analytické vychyleni by mélo byt mensi nez jedna Etvrtina celkové biologické variability

(Ba), ktera se vypocita dle vztahu [52,93]:

Celkova biologické variabilita = /CVi2 + CVE

Tabulka €. 25: Biologickd variabilita pro feritin [47]

CVi (Intraindividualni biologicka variabilita) 14,2
CV; (Interindividualni biologicka variabilita) 15,0
Ba (Celkova biologicka variabilita) 20,7
I hior (PTesnost odvozena z biologickcych variabilit) 7,1
Byioi (Vychyleni z biologickych variabilit) 5,2
TEpiol (Celkova chyba odvozena z biologickych variabilit) 16,9
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Vypocitané vychyleni splituje pfedchozi podminku. Kombinovana nejistota u vzorku A vysla 10,84 %
a roz$ifend nejistota (k=2) 21,69 %, u vzorku B vySla kombinovana nejistota 7,26 % a rozSifena
nejistota (k=2) 14,52 %. Mezni hodnota nejistoty urcena pro analyt feritin je na hranici 24,00 %.
Porovnanim mezni nejistoty 24,00 % s vypocitanymi roz$ifenymi nejistotami 21,69 % pro vzorek A a
14,52 % pro vzorek B vyhovuje méfeni analytickym pozadavkim, protoze vypocitané nejistoty
nepiekro€ili mezni hodnotu nejistoty. Vysledek rozsifené nejistoty méfeni nejvice zvySuje nejistota
kontrolnitho materialu uréend ze Systému externi kontroly kvality z priméru vSech tcastnikd dané

skupiny.

Tabulka €. 26: Méreni vychyleni pro CLIA metodu

¢islo méreni E21/14 A E21/14B
1 62,40 95,30
2 62,50 95,50
3 63,10 94,80
4 62,80 95,90
5 62,90 94,70
6 63,00 95,80
7 61,50 94,60
8 62,70 93,90
9 62,10 94,20
10 63,90 96,00
Aritmeticky pramér (ng/ml) 62,69 95,07
cilova hodnota (ng/ml) 61,80 94,00
SD (ng/ml) 0,64 0,74
CV (%) 1,02 0,77
Nejistota (%0) 10,50 6,85
VytéZnost R (%) 101,44 101,14
vychyleni (BIAS) (ng/ml) 0,89 1,07
vychyleni (BIAS) (%) 1,44 1,14
CV repro (%) 2,05 1,98
u (kombinovana) (%) 10,84 7,26
U (rozsirena k=2) (%) 21,69 14,52
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4.1.1.5 Porovnatelnost metod

Pro srovnani metody je idealni pouzit referenéni méfici metodu. Referenéni metody jsou vsak v praxi
obvykle nedostupné, a proto se pouZzivaji pro srovnani jiz validované metody. Pro porovnani metod je
doporuceno pouzit minimaln¢ 40 pacientskych vzorkt, které by mély pokryvat cely pracovni rozsah
méteni. Dilezity je zejména vybér vhodné koncentrace nez pocet analyzovanych vzorkt. Vzorky je
doporuc¢eno méfit v duplikatech v jednom dni [51]. Hodnoty srovnavaci metody (IMT) jsou naneseny
na osu x a hodnoty validované metody (CLIA) jsou naneseny na osu y. Porovnani metod bylo
vyhodnoceno pomoci metody linearni regrese, neparametrické regrese Passing - Bablock a také
pomoci rozdilového grafu dle Bland - Altmana. U linearni regrese byla uréena rovnice piimky

y = a + bx a koeficienty determinace R%. U neparametrické regrese Passing - Bablock byla uréena
rovnice regrese a dal$i parametry. U rozdilového grafu jsou na ose x naneseny absolutni diference
(rozdily metod) v jednotkach (ng/ml) nebo relativni diference (%) a na ose y je nanesen praimér méteni
(ng/ml) obou metod. Pro porovnani nové zavadéné metody bylo zméreno 70 vzorkd uvedenych v
ptiloze ¢. 3. Pracovni rozsah IMT metody je 6,0 — 450,0 ng/ml, tudiz hodnoty nad 450,0 ng/ml byly
fedény fyziologickym roztokem dle navodu. Pracovni rozsah CLIA metody je 1,5 — 1500,0 ng/ml,
hodnoty nad 1500,0 ng/ml byly automaticky fedény analyzatorem dodavanym firemnim
multidiluentem. Porovnani bylo rozdéleno na dvé oblasti hodnot. Prvni oblast se tyka hodnot feritinu
do 450,0 ng/ml a druh4 oblast se tyka hodnot feritinu od 450,0 ng/ml.

4.1.15.1 Linearniregrese

Linearni regrese je zobrazena na Obr. ¢. 55 a €. 56. Z obou grafil linearni regrese je jasné, ze metoda
IMT dobte koreluje s metodou CLIA. Vypocitané koeficienty determinace (R?) maji hodnotu 0,9896 a
0,9950. Lepsi rozliseni mezi metodami mohou poskytnout rozdilové grafy. [76]

Rovnice linedrni regrese:

Oblast do 450,0 ng/ml (Obr. ¢&. 55): y = 0,9832x — 2,4023 R?=0,9896

Oblast od 450,0 ng/ml (Obr. ¢&. 56): y =0,907x + 58,518 R?=0,9950

(@]
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Obr. ¢. 55: Linedrni regrese hodnot feritinu do 450,0 ng/ml
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Obr. ¢. 56: Linedrni regrese hodnot feritinu od 450,0 ng/ml
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4.1.1.5.2 Passing - Bablokova neparametricka regrese

Neparametricka regrese Passing - Bablokova je vice odolna vici odlehlym hodnotam. Na ose x jsou

naneseny hodnoty srovnavaci IMT metody [93]. Pii hodnoceni této regrese se studuje, jestli interval

spolehlivosti pro 95 % zahrnuje Gsek na ose y = 0 a smérnici = 1. Pro prvni oblast mé&feni hodnot

feritinu do 450,0 ng/ml jsou tyto podminky splnény a lze fici, Ze méfeni neobsahuje systematickou
chybu [52,76].

Tabulka ¢. 27: Vysledky Passing - Bablok regrese hodnot feritinu do 450,0 ng/ml

Passing — Bablok regrese CLIA IMT
Nejnizsi hodnota (ng/ml) 3,42 3,7900
Nejvyssi hodnota (ng/ml) 530.00 519,26
Aritmeticky pramér (ng/ml) 152,14 156,64
Median (ng/ml) 109,50 119,76
Standardni odchylka (SD) 138,80 139,11
Standardni odchylka priméru 21,42 21,46
Rovnice regrese y=-0,9984 + 0,9973 x
Usek na ose Y -0,9984

Interval spolehlivosti useku na ose Y (95%) -3,4827 a7 0,6048
Smérnice 0,9973

Interval spolehlivosti smérnice (95%) 0,9447 az 1,0234

CLIA (IMMULITE 2000XPi) [ng/ml]

600 —

500

200

100

400

500

IMT (ADVIA 1800) [ng/ml]

Obr. ¢. 57: Passing — Bablokova regrese hodnot feritinu do 450,0 ng/ml
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Tabulka ¢&. 28: Vysledky Passing- Bablok regrese od 450 ng/ml

Passing — Bablok regrese CLIA IMT
Nejniz§i hodnota (ng/ml) 523,00 519,26
Nejvyssi hodnota (ng/ml) 1946,00 2068,85
Aritmeticky pramér (ng/ml) 991,38 1028,45
Median (ng/ml) 989,00 980,79
Standardni odchylka (SD) 394,77 434,23
Standardni odchylka priméru 73,31 80,66
Rovnice regrese y =52,2608 + 0,9109 x
Usek na ose Y 52,2608

Interval spolehlivosti useku na ose Y (95%) 34,4045 az 70,9832
Smérnice 0,9109

Interval spolehlivosti smérnice (95%) 0,8921 az 0,9259

Pro

druhou oblast méfeni nejsou podminky vyhodnoceni splnény. Toto méfeni je tedy zatizené

systematickou chybou.

CLIA (IMMULITE 2000 XPi) [ ng/ml ]
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Obr. ¢. 58: Passing — Bablokova regrese hodnot feritinu od 450,0 ng/ml.
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4.1.1.5.3 Rozdilové grafy dle Bland - Altmana

Hodnoty pro rozdilové grafy jsou také rozdéleny do dvou oblasti. Na ose y jsou naneseny nejdiive
absolutni diference v ng/ml a poté relativni diference v %. Pro kazdou oblast hodnot je vypocitana
prumérna diference mezi metodami s intervalem spolehlivosti. Obr. ¢. 59 popisuje oblast hodnot
feritinu do 450,0 ng/ml s primérnou diferenci -4,88 ng/ml s intervalem spolehlivosti pro 95 % od
-0,86 do -8,89 ng/ml. Meze shody jsou v tomto piipadé 20,83 a -30,59 ng/ml.

30
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Prumer hodnot metod [ ng/ml ]
Obr. ¢. 59: Rozdilovy graf pro hodnoty do 450,0 ng/ml
Obr. ¢. 60 popisuje oblast hodnot feritinu od 450,0 ng/ml s primérnou diferenci -37,07 ng/ml

s intervalem spolehlivosti pro 95 % od -19,37 do -54,77 ng/ml. Meze shody jsou v tomto piipadé
58,25 a -132,39 ng/ml.
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Obr. ¢. 60: Rozdilovy graf pro hodnoty feritinu od 450,0 ng/ml
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V nasledujicich grafech jsou na ose y naneseny relativni diference v %. Obr. ¢. 61 popisuje oblast
hodnot feritinu do 450,0 ng/ml s primérnou diferenci -5,26 % s intervalem spolehlivosti pro 95% od
-2,80 do -7,71 %. Meze shody jsou v tomto piipadé 10,46 a -20,98 %.
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Obr. ¢. 61: Rozdilovy graf pro hodnoty feritinu do 450,0 ng/ml

Obr. ¢. 62 popisuje oblast hodnot feritinu od 450,0 ng/ml s primérnou diferenci -2,71 % s intervalem
spolehlivosti pro 95 % od -1,05 do -4,37 %. Meze shody jsou v tomto pripadé 6,24 a -11,66 %.

10 |-
°
° +1.96 SD
_________ B et
5= 6,0
°
S ]
3 0=
&
?g (] Yy ° Mean
= o ° .
£ e 2,8
= 5H e © T T e () ]
4 °
Zﬁ ‘ ° o © ®
4
=10 —
1.96 SD
-11,5
‘157 | | | |
500 1000 1500 2000 2500

Prumer hodnot metod [ng/ml]

Obr. €. 62: Rozdilovy graf pro hodnoty feritinu od 450 ng/ml
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4.1.2 Porovnani obou metod

Zavedeni nové metody pro vySetieni feritinu v séru bylo provedeno dle doporu¢eni CSKB k provadéni
validace a verifikace analytickych metod v klinickych laboratofich. Dle doporuceni probéhla validace
téchto analytickych parametr: opakovatelnost, mezilehla preciznost, ovéteni pracovniho rozsahu,
vychyleni a porovnani metod. Nad ramec verifikace bylo provedeno porovnani metod. Nova
chemiluminiscen¢ni metoda byla realizovana na analyzdtoru Siemens Immulite 2000 XPi. Ziskané
vysledky byly porovnany s hodnotami uvedenymi ve firemni dokumentaci a s hodnotami pro stavajici
IMT metodu. Presnost metody se urcila pomoci opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti. Pro méfeni
opakovatelnosti byly vyuzity pacientské vzorky, pro mezilehlou preciznost vzorky kontrolni. Variacni
koeficienty pro IMT metodu ve srovnani s nové zavadénou chemiluminiscen¢ni metodou jsou nizsi o
2 az 4 % v zavislosti na koncentrac¢nich hladinach. V hodnotach referen¢niho intervalu pro feritin
vykazuje tedy lepsi vysledky opakovatelnosti pouzivana IMT metoda. Pro klinicky dilezité hodnoty
feritinu byly hodnoty variacnich koeficienti dostate¢né i u CLIA metody. Pracovni rozsah metody
CLIA byl ovéfen diluénim pokusem. Lze konstatovat, ze metoda CLIA poskytuje ptesné vysledky i
pfi vysokém fedéni vzork. Metoda IMT poskytuje v oblasti vys$Siho zifedéni horSi piesnost nez
metoda CLIA. Pomoci materidlu ze Systému externi kontroly kvality (SEKK) byla snaha urcit
vychyleni (Bias) pro metodu CLIA. Pouzity material ze Systému externi kontroly kvality vsak
neposkytoval nejistotu materidlu. K vypoctu byl tedy pouzit pramér vysledki ucastnikl
mezilaboratorniho srovnani a praveé tento parametr nejvice zvySoval vypocitanou nejistotu méfeni.
Vypocitané vychyleni lze tedy povazovat jako orienta¢ni. V zaveéru prace byla porovndna noveé
zavadéna metoda CLIA s metodou IMT na 70 pacientskych vzorcich. Jelikoz pracovni rozsah metody
IMT dosahoval pouze do koncentrace 450,0 ng/ml feritinu, porovnani hodnot bylo vzdy rozdéleno do
dvou oblasti. Prvni oblast se tyka hodnot feritinu do 450,0 ng/ml a druha oblast se tyka hodnot feritinu
od 450,0 ng/ml. Porovnani metod bylo vyhodnoceno pomoci metody linearni regrese, neparametrické
regrese Passing-Bablock a také pomoci rozdilovych grafii dle Bland - Altmana. Vypogditané
koeficienty determinace (0,9896 a 0,9950) u linearni regrese potvrdily dobrou korelaci mezi
hodnotami metod CLIA a IMT. Neparametrickd regrese dle Passing — Babloka vyloudila
systematickou chybu méteni v prvni oblasti hodnot (do 450,0 ng/ml). V druhé oblasti (od 450,0 ng/ml)
hodnot byla nalezena systematicka chyba. Rozdilové Grafy dle Bland - Altmana poskytly nasledujici
vysledky. V oblasti hodnot feritinu do 450,0 ng/ml poskytovala metoda CLIA v praméru nizsi
vysledky s pramérnou diferenci -4,88 ng/ml (-5,26 %) v rozmezi od -0,86 do -8,89 ng/ml (-2,80 do
-7,71 %). V oblasti od 450,0 ng/ml poskytovala metoda CLIA v priméru niz$i vysledky s primérnou
diferenci -37,07 ng/ml (-2,71 %) v rozmezi od -19,37 do -54,77 ng/ml (-1,05 do -4,37 %). Porovnani
vSech ziskanych a dostupnych parametri srovnavanych metod je uvedeno v tabulce ¢. 29. Pracovni
rozsah metody CLIA dosahuje do hodnoty 1500,0 ng/ml, coz u metody IMT je pouze do hodnoty
455,0 ng/ml. Metoda CLIA ma také niz§i mez stanovitelnosti nez metoda IMT. Nizké hodnoty feritinu
kolem meze stanovitelnosti vSak v klinické diagnostice onkologickych pacientdi nemaji takovy
vyznam jako vysoké, a proto srovnani tohoto parametru nema velkou véhu pii vybéru metody. Naopak

fedéni vysokych hodnot feritinu patii mezi dulezity parametr pii vybéru metody. Metoda CLIA
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umoznuje fedit vysoké hodnoty do 150 000 ng/ml, pii¢emz IMT metoda pouze do 4500 ng/ml.
Hodnota 4500 ng/ml je pro diagnostiku onkologického pacienta dostacujici, avSak metoda IMT
poskytuje pti vysokych hodnotach vysokou chybu fedéni a proto ji pro méteni vysokych hodnot nelze
doporucit. Hodnoty variacnich koeficientli opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti vychazeji lépe pro
metodu IMT. Interference u srovnavanych metod CLIA a IMT jsou dostatecné v obou pftipadech.
Rozhodujicim parametrem pro vybér metody je doba stanoveni. Doba stanoveni CLIA metody je
35 minut, coz je pfiblizné trojnasobek doby stanoveni IMT metody. Pii stanoveni feritinu u
onkologickych pacientl se hodnoty tohoto analytu bézn¢ pohybuji kolem 1000 ng/ml, coz pfi méteni
IMT by vyzadovalo fedéni vzorku a tedy i doba analyzy by se dvojnasobné prodlouzila. Cena
stanoveni metodou CLIA je 245,- K¢, coz je dvojnasobek oproti metode¢ IMT. Metoda CLIA se
vyznacuje mensi potfebou objemu vzorku pro analyzu, nez metoda IMT. Vyzadované objemy vzorki
pro analyzu 10 pl a 25 pl jsou vsak nizké u obou metod. Vzhledem k nartstajicim narokiim na kvalitu
vySetfeni patii zastoupeni CLIA metody v Systému externi kontroly kvality pofadanou firmou SEKK
k jejim velkym vyhodam. Z uvedeného srovnani vSech testovanych parametri byla pro pouzivani
doporucena nové zavedend metoda CLIA, zejména diky vetSimu pracovnimu rozsahu a lepsi

automatizaci stanoveni.

Tabulka ¢. 29: Porovnani metod CLIA a IMT pro stanoveni feritinu

Analytické parametry

CLIA (Immulite 2000 XPi)

IMT (Advia 1800)

Pracovni rozsah

1,5 -1500,0 ng/ml

6,0 — 455,0 ng/ml

Mez stanovitelnosti

1,5 ng/ml

6,0 ng/ml

Redéni (vysoké hodnoty)

dosah do 1500 ng/ml, dale 150 000
ng/ml chyba fedéni je 1,8 % az 9,9 %

dosah do 455,0 ng/ml,
dale 4500 ng/ml chyba fedéni je
-6 % az -24 %

Opakovatelnost

primér CV 4,6 %

primér CV 2,2 %

Mezilehla preciznost

primér CV 2,7 %

primér CV 2,6 %

Interference

ikterita 60 mg/dl
lipémie 1000 mg/dl
hemolyza 1000 mg/dl

ikterita 20 mg/ml
lipémie 5000 mg/dl
hemolyza 30 pl/ml

Doba stanoveni 35 minut 10 minut
Cena stanoveni 245,- K¢ 113,- K¢
Provozni obsluha snadné&jsi narocnéjsi
Objem vzorku 10 pl 25 ul
Zastoupeni v SEKK Ano Ne
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4.2 Porovnani metod v Systému externi kontroly kvality (SEKK)

V teoretické Casti byl proveden zakladni pfehled moznych metod stanoveni tumorovych markerd.
V této Casti prace byly porovnany soupravy od rtznych vyrobcl reagencii, které se pravidelné
zhastiuji mezilaboratorniho srovnavani v Systému externi kontroly kvality (SEKK). Cesky zastupce
EHK SEKK spolupracuje snémeckou spolecnosti pro hodnoceni externi kontroly kvality
Referenzinstitut fur bioanalytik. Vzhledem k velkému poétu stanovovanych tumor markert, ke
srovnani metod byl vybran nejdiive objeveny nadorovy marker karcinoembryonalni antigen (CEA).
Metody ucastnici se SEKK budou nejdiive porovnany pomoci svych analytickych parametrii uvadéné
vyrobci. Na zavér prace probéhne diskuze vysledki kontrolnich vzorkd ze SEKK v zavislosti na
metodé stanoveni. Diskuze se také bude tykat vlivu rozdilnych vysledkti nadorovych markerti na
klinické vyuziti. Kazda akreditovana biochemicka laboratof je povinna se ucastnit externiho
hodnoceni kvality (EHK). Stanoveni CEA se obecné fadi do skupiny heterogenni (nekompetitivni)

imunoanalyzy.

4.2.1 Analytické parametry pro metody ucastnici se v SEKK

U kazdé metody stanoveni CEA, ktera se zucastnila kontrolniho cyklu TM4/13, byly porovnany
zakladni analytické parametry jako mez stanovitelnosti a pracovni rozsah. Dulezitymi provoznimi
parametry jsou objem vzorku potiebny pro reakci, doba a cena stanoveni. Cena stanoveni je jednim
vyrobcll, a proto neni ve srovnani uvedena. Cena stanoveni ve srovnani tedy nebyla uvaZovana,
Vv praxi vSak ma zasadni vliv pii vybéru metody stanoveni. Pro podrobnéjsi srovnani je tieba uvést

dalsi parametry, napt. interference, hodnoty opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti, vytéznosti atd.

Tabulka ¢. 30: Porovnani metod dle firemnich dokumentaci vyrobcii

Mez Pracovni | Objem Doba
) ] Efekt nadbytku
stanovitelnosti | rozsah | vzorku | stanoveni )
. antigenu [ng/ml]
[ng/mi] [ng/mi] [pl] [min]
LIA, ILMA (Beckman Coulter) 0,10 1000 10 15 100 000
LIA, ILMA (Roche) 0,20 1000 10 18 200 000
LIA, ILMA (Siemens DPC) 0,15 550 15 60 250 000
LIA, ILMA (Johnson Johnson) 0,31 400 20 38 180 000
LIA, ILMA (Abbott) 0,50 500 60 29 60 000
LIA, ILMA (Siemens Bayer) 0,50 100 50 18 100 000
FPIA, MEIA (Abbott) 0,50 500 150 18 70 000
FPIA, MEIA (B.R. A.H. M. S) 0,20 160 70 39 100 000
FPIA, MEIA (TOSOH) 0,50 100 100 18 20 000
IRMA (Imunotech) 0,38 325 30 121 10 000
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4.2.2 Vysledky ze Systému externi kontroly kvality (SEKK)

Srovnatelnost vysledkli castnikd jednotlivych kontrolnich cyklli je hodnocena ve stejnorodych
skupinach uspotfadanych podle principu méfeni a vyrobce metody. Toto posouzeni je ziejme
nejobjektivnéj§im zplisobem zhodnoceni relativni spravnosti vysledkd. Prvni podminkou hodnoceni
srovnatelnosti je zafazeni vysledki i¢astnika do nékteré konkrétni stejnorodé skupiny a druhou
podminkou je, aby pocet vysledkd v takové skupiné byl alesponi 5. Pfi nesplnéni téchto podminek
nelze vysledky hodnotit a jsou zatfazeny v nehodnocené skupiné Ostatni. Pro stanoveni CEA je dle
pravidel vytvoreno 10 skupin z toho je 1 RIA (IRMA), 3 skupiny FPIA (MEIA) a zbylych 6 skupin je
zatazeno do LIA (ILMA). V tabulce ¢. 31 a jsou zobrazeny vysledky z kontrolniho cyklu TM4/13 pro

svvr

hodnoty v daném cyklu TM4/13.

Tabulka €. 31: Vysledky ze Systému externi kontroly kvality z cyklu TM4/13 — Tumorové markery [68]

Vzorek A CVP | LL UL n RoM SD CV%
Vsechny vysledky 6,28 | 528 | 7,29 | 933 | 6,28 | 0,693 | 11,00
RIA, IRMA (Immunotech) 549 | 461 | 6,37 9 549 | 0,178 | 3,24
FPIA, MEIA (Abbott) 6,19 | 520 | 7,18 | 14 6,19 | 0,514 | 8,30
FPIA, MEIA (B.R.A.H.M.S) 6,24 | 524 | 7,24 6 6,24 | 0,074 | 1,19
FPIA, MEIA (TOSOH) 766 | 643 | 889 | 12 7,66 | 0,557 | 7,27
LIA, ILMA (Abbott) 6,68 | 561 | 7,75 | 125 | 6,68 | 0,420 | 6,28
LIA, ILMA (Beckman Coulter) 6,51 | 547 | 755 | 73 6,51 | 0,575 | 8,82
LIA, ILMA (Siemens DPC) 717 | 6,02 | 832 | 119 | 7,17 | 0453 | 6,31
LIA, ILMA (Johnson& Johnson) 7,33 | 6,16 | 8,50 7 7,33 | 0,993 | 13,60
LIA, ILMA (Roche) 6,06 | 509 | 703 | 382 | 6,06 | 0,385 | 6,36
LIA, ILMA (Siemens Bayer) 550 | 462 | 6,38 | 110 | 550 | 0,383 | 6,96
Ostatni metody 592 | 497 | 687 | 17 592 | 1,190 | 20,10
Vzorek B CVP | LL UL n RoM SD CV%
Vsechny vysledky 185 | 155 | 215 | 933 | 18,55 | 3,780 | 20,40
RIA, IRMA (Immunotech) 18,8 | 158 | 21,8 9 18,8 | 0,897 | 4,77
FPIA, MEIA (Abbott) 183 | 154 | 21,2 | 14 18,3 | 1,620 | 8,88
FPIA, MEIA (B.R.A.H.M.S) 20,7 | 17,4 | 240 6 20,7 | 0,222 | 1,08
FPIA, MEIA (TOSOH) 206 | 17,3 | 239 | 12 20,6 | 1,360 | 6,59
LIA, ILMA (Abbott) 19,2 | 16,1 | 223 | 125 | 19,2 | 0,973 | 5,06
LIA, ILMA (Beckman Coulter) 204 | 171 | 23,7 | 73 20,4 1,720 | 8,47
LIA, ILMA (Siemens DPC) 253 | 21,3 | 294 | 119 | 253 | 1,400 | 5,55
LIA, ILMA (Johnson& Johnson) 205 | 17,2 | 238 7 20,5 | 2,300 | 11,20
LIA, ILMA (Roche) 153 | 12,9 | 17,8 | 382 | 153 | 0,927 | 6,07
LIA, ILMA (Siemens Bayer) 19,7 | 16,5 | 22,9 | 110 | 19,7 | 1,140 | 577
Ostatni metody 18,3 | 154 | 21,2 | 17 18,3 | 4,500 | 24,60
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Do skupiny LIA, ILMA (Siemens DPC) patii i naSe laboratoi s analyzatorem Siemens Immulite
2000 XPi. Youdentv graf (Obr. ¢. 63) zobrazuje vysledek nasi laboratote v kontrolnim cyklu TM4/13

pro analyt CEA. Na ose X je vzdy nanesena hodnota vzorku A a na ose y je vzdy nanesena hodnota
vzorku B [68].

Vase vysledky [ug/l]: A=6,6 B = 24,7
Vase skupina: (4) LIA, ILMA; (29) Siemens (DPC)

7] S~ Qerné body = vlastni skupina MlmoO
Sedé body = ostatni vysledy
39,0
26,0 -
(01]
=<
(&)
| =9
R
>
13,0
0,0 ; ; '
0,0 2,8 5,6 8.4 11,2
Vzorek A

Obr. &. 63: Youdeniiv graf nasi laboratore v cyklu TM4/13 pro analyt CEA

Pro lepsi ilustraci rozdilti mezi jednotlivymi metodami a vyrobcei jsou zde uvedeny 4 nejpouzivané;si
metody v CR v grafické podobé (Obr. &. 64 - 67). Nejpouzivangjsi metodou pro stanoveni CEA je
LIA, ILMA (Roche), ktera je zobrazena na obr. ¢. 64. Druhou nejpouzivanéjsi metodou je skupina
LIA, ILMA (Abbott) na obr. ¢. 65. Tteti a ¢tvrtou pii¢ku obsadila spole¢nost Siemens se skupinami
LIA, ILMA (Siemens DPC) Obr. ¢. 66 a LIA, ILMA (Siemens Bayer) Obr. ¢. 67. Na uvedenych
Youdenovych grafech Ize pozorovat zna¢nou rozdilnost vysledkl pro analyt CEA.
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Obr. &. 66: LIA, ILMA (Siemens DPC) [69] Obr. &. 67: LIA, ILMA (Siemens Bayer) [69]
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4.2.3 Diskuze vysledku ze Systému externi kontroly kvality

Z porovnani zékladnich analytickych parametri uvedené ve firemni dokumentaci Ize konstatovat, ze
k nejvykonngj$im metodam pro stanoveni vybraného tumor markeru CEA na naSem trhu patfi
soupravy od vyrobce Beckman Coulter a Roche. Z vysledkt pro kontrolni cyklus TM4/13 z Systému
externi kontroly kvality vyplyvaji nasledujici zavéry. Vzorku A byl vypoéitan pramér 6,28 ng/ml
(Immunotech) s primérem 5,49 ng/ml. Naopak nejvyssich hodnot u vzorku A dosahovala metoda
FPIA, MEIA (TOSOH) s primérem 7,66 ng/ml. Vzorku B byl vypo¢itan pramér 18,50 ng/ml napiic
vSemi pouzitymi metodami. NejnizSich hodnot u vzorku B dosahovala nejrozsifenéjsi metoda LIA,
ILMA (Roche) s pramérem 15,30 ng/ml. Naopak nejvyssich hodnot u vzorku B dosahovala nami
pouzivana metoda LIA, ILMA (Siemens DPC) s primérem 25,30 ng/ml. Rozdily mezi vysledky
mefeni kontrolnich vzorkt tumorovych markerii ziskanych na rtiznych méficich systémech mohou byt
zpusobeny vlastnostmi uzivanych vzorku v kontrolnim cyklu, které jsou upravovany piridavky riznych
substanci (pacientské vzorky s vysokou koncentraci nadorového markeru, extrakt nadoru, atd.), tak,
aby bylo dosazeno vysSich nebo patologickych hodnot. Tyto obohacené analyty (kontrolni vzorky)
mohou mit odliSnou analytickou odezvu na rozdil od méfeni skute¢ného lidského vzorku bez
pridavanych latek a lze tedy také uvazovat odliSnou diferenciaci mezi hodnotami pii méfeni
pacientskych a kontrolnich vzorki od rtznych metod stanoveni. Diferenci mezi vyslednymi
hodnotami od odlisnych metod muze také zpuisobovat rozdilné technické provedeni dané metody od
vyrobcl in vitro diagnostik, pouziti rizn€ specifickych protilatek proti stanovovanym analytim a

Vv neposledni fadé také navazani metod na odliSné primarni standardy.
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4.3 Sledovani onkologickych pacienti

Posledni cast praktické prace je zaméfena na sledovani pribéhu nadorovych onemocnéni a efektu
1é¢by u vybranych skupin pacientti pomoci hodnot nadorovych markerti. Monitorovani onkologickych
pacientii se provadi nejen pomoci nadorovych markert, ale také pravidelnym vySetfenim krevniho
obrazu (dale jen KO) a zakladnim biochemickym vySetienim (dale jen BV). Sledovani pacienti
probihalo ve spolupréci s klinickou onkologii Tfebi¢ pod vedenim MUDr. Jana Sebka. Celkové bylo
sledovano pfiblizné 40 pacient. Z tohoto souboru pacientti byly sledovany Zeny s karcinomy prsu a
vaje¢nikti a muzi s karcinomy plic, prostaty, jater a slinivky bfisni. V praci je uvedeno 7 pacientl, u
kterych se podafilo dlouhodobé sledovat hladinu naddorovych markert pii 1écebné terapii. Hodnoty
tumorovych markeri byly stanoveny na analyzatoru Siemens Immulite 2000 XPi, hodnoty
biochemickych vysetfeni byly stanoveny na analyzatoru Siemens Advia 1800 a hodnoty krevniho

obrazu byly stanoveny na analyzatoru Sysmex XT-1800i.

Tabulka ¢. 32: Referencni hodnoty biochemickych hodnot nasi laboratore

Vysetieni (jednotky) Referencni rozmezi

urea (mmol/l) 2,5-83
kreatinin (umol/l) 53 -100
kyselina mocova (pumol/1) 202 - 414
bilirubin celkovy (pmol/1) do 20,5
ALT (pkat/) do 0,8
AST (ukat/1) do 0,7
GGT (ukat/l) 0,18 -0,84

Tabulka ¢. 33: Referencni hodnoty nadorovych markerii nasi laboratore

Vysetieni (jednotky) Referencni rozmezi

CEA (ng/ml) do5

CA 19-9 (U/ml) do 60

CA 125 (U/ml) do 21

CA 15-3 (U/ml) do 38

PSA (ng/ml) do 4

free PSA/PSA (%) 15-25

HCG (mIU/ml) muzi do 1 zeny do 5
free-beta HCG (ng/ml) do 2,0

AFP (ng/ml) do5

Feritin (ng/ml) muzi 20 — 250 zeny 10 -120
TPA (U/) do 70
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4.3.1 Sledovani pacienti
Pacient ¢. 1
Pacient: Zena, 85 let.
Diagnoza: C 501 Zhoubny novotvar prsu (Stiedni ¢ast prsu)
Typ nadoru: tubularni karcinom s pfilehlou exulcerovanou epidermis

Pacientu ¢. 1 byl vroce 2006 diagnostikovan tubularni karcinom s pfilehlou exulcerovanou a
tumorosné infiltrovanou epidermis. Po diagnéze zahdjeni radioterapie s navazujici chemoterapii
(cyklofosfamid + metotrexat + fluorouracil, navelbin ) do roku 2009. Po lokalni progresi onemocnéni
zahajena chemoterapie pomoci docetaxelu. Od roku 2009 pacient monitorovan pomoci CA 15-3
(marker prvni volby) a CEA (dopliikovy marker). Hodnoty hlavniho markeru CA 15-3 pomérné dobie
koreluji s doplitkovym markerem CEA pfi progresi i aplikované 1écbé. Marker prvni volby CA 15-3 se
vyznacuje lepsi dynamikou pii sledovani onemocnéni. Doplitkovy marker CEA spiSe potvrzuje
tendenci hodnot CA 15-3. U pacienta byl potvrzen dostatecny rast hodnoty CA 15-3 pfi progresi i pii
odpovédi na 1écbu a splituje tedy hodnoty dané doporu¢enim. Dynamika dopliikového markeru CEA

byla nizsi. U pacienta se neprojevila hepatotoxicita na podédvana cytostatika.
Monitorovani l1écby:

e leden 2009 — zahdjena chemoterapie v kombinaci Gemcitabin a Bonefos

e unor 2009: hodnoty BV a KO: v§e v normé¢.

o kvéten 2009: hodnoty BV: zvySena hodnota CA 15-3 (63,2 U/ml), CEA v normé¢.

e unor 2010 - chemoterapie v kombinaci Gemcitabin + karboplatina + Bonefos

e unor 2010: hodnoty BV: zvysené hodnoty CA 15-3 (67,7 U/ml) a CEA (5,2 ng/ml).

e zdii 2010 - chemoterapie v kombinaci Citegin + karboplatina

o 7ijen 2010: hodnoty BV: vysoka hodnota CA 15-3 (154,0 U/ml) a zvySena hodnota
CEA (6,7 ng/ml).

e leden 2011: hodnoty BV: vysoka hodnota CA 15-3 (222,0 U/ml) a zvySena hodnota
CEA (9,5 ng/ml), dale snizena hodnota vapniku (1,83 mmol/l) a zvySena hodnota
kreatininu (106 pmol/l), hodnoty KO: snizena hodnota leukocytti (3,1 10%/1),
erytrocyta 3,78 10?1 a hemoglobinu 112 g/l).

e prosinec 2011 - chemoterapie v kombinaci Citegin, karboplatina a Metotrexdt

e brezen 2011: hodnoty BV: zvysené hodnoty CA 15-3 (51,3 U/ml) kreatininu (101 pmol/l),
ostatni v normé, hodnoty KO: snizena hodnota erytrocytii 3,19 10*%/I a hemoglobinu 102 g/I.

e unor 2013 - chemoterapie v kombinaci docetaxel a endoxan — intolerance

e unor 2013: hodnoty BV: zvysené hodnoty CA 15-3 (79,0 U/ml) a urey (9,35 mmol/l), ostatni
V norme.

e bi‘ezen 2013 — chemoterapie v kombinaci endoxan a fluorouracil (5-FU)
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e kvéten 2013: hodnoty BV: zvysené hodnoty CA 15-3 (49,5 U/ml) a urey (11,72 mmol/l) a
kreatininu (110 wmol/l), ostatni v normé, hodnoty KO: snizena hodnota erytrocytt 3,52 10/l
a hemoglobinu 109 g/l.

e prosinec 2013: hodnoty BV: zvysené hodnoty CA 15-3 (62,1 U/ml), urey (10,71 mmol/l),
kreatininu (105 pmol/1), hrani¢ni CEA (5,0 ng/ml), hodnoty KO: snizena hodnota
erytrocytd 3,76 101 a hemoglobinu 112 g/l.
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casova osa (dny)

Obr. &. 68: Sledovani nadorovych markerii U pacienta ¢. 1
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Pacient ¢. 2

Pacient: Zena, 76 let

Diagnéza: C 509 Zhoubny novotvar prsu (zhoubny nador prsu, nespecificky)
C 56 Zhoubny novotvar vajecniku

Typ nadoru: prs — infiltrovany lobularni karcinom

Pacientu ¢. 2 byl v roce 2002 diagnostikovan infiltrovany lobularni karcinom prsu a pozdé&ji karcinom
vajec¢nikt. V roce 2008 nastala progrese onemocnéni (vysoké hodnoty CA 125, CA 19-9, CA 15-3),
zahajeni paliativni chemoterapie v kombinaci Docetaxel + Cyklofosfamid. Od roku 2009 pacient
monitorovan pomoci CA 15-3 (marker prvni volby) a CEA (doplinkovy marker) a od roku 2011
sledovani karcinomu vaje¢niku pomoci CA 125 (marker prvni volby). V tomto pfipadé hladina CEA
vibec nekoreluje s hodnotami hlavniho markeru CA 15-3, jak pii progresi onemocnéni, tak i pfi
1é¢ebné terapii. Doporuceny dopliikovy marker CEA, jehoz hladina neptekrocila hodnotu cut - off se
stava pii sledovani onemocnéni malo specifickym a neuc¢innym nastrojem diagnostiky. Pfi progresi i
aplikované 1écb¢ vSak reaguje s velkou dynamikou marker prvni volby CA 15-3. Pfi progresi
onemocnéni je narust hladiny CA 15-3 0 210 % a pfi efektu terapie je pokles hodnoty rovny pfiblizné
90 %. S dynamikou poklesu a ristu CA 15-3 velmi dobie koreluje marker CA 125 urceny jako
marker prvni volby pro karcinomy vajecnikll. Pii progresi a pii efektu terapie se CA 125 vyznaduje
vysokou dynamikou se zvySenim a snizenim v fadu stovek % a je tedy dobrym ukazatelem pro
sledovani onkologického pacienta skarcinomem vajeéniki. U pacienta se projevila mirna

hepatotoxicita na cytostatika v kombinaci paclitaxel + doxorubicin + cyklofosfamid.
Monitorovani lécby:

e Jijen 2009 - chemoterapie v kombinaci hycamtin + bonefos + topotecan

e unor 2010: hodnoty BV: zvySena hodnota CA 15-3(53,8 U/ml) a CEA Vv normé.

e duben 2010: hodnoty BV: zvy$ena hodnota CA 15-3(74,3 U/ml) a CEA v normé.

e duben 2010 - chemoterapie paclitaxel

o kvéten 2010: hodnoty BV: zvy$ena hodnota CA 15-3(68,4 U/ml) a CEA v normé.

e 7ijen 2010: hodnoty BV: zvySena hodnota CA 15-3(95,0 U/ml) a CEA v normé.

o prosinec 2010 — pacient se nedostavil na testy a odmitl lé¢bu

e kvéten 2011: hodnoty BV: vysoké hodnoty CA 15-3 (>300 U/ml) a CA 125 (> 500 U/ml),
CEA v normé¢, hodnoty KO v normé.

o Cerven 2011 — histologické vySetieni — generalizace onemocnéni, vysoka prolifera¢ni
aktivita, metastaze do kosti a do sleziny

e cCervenec 2011 - chemoterapie paclitaxel - intolerance — progrese onemocnéni

e cervenec 2011: hodnoty KO: nizka hodnota leukocytd 0,7 10x%/1.

e srpen 2011 - chemoterapie v kombinaci paclitaxel + doxorubicin + cyklofosfamid

e srpen 2011: hodnoty BV: zvySené jaterni testy v zavislosti na chemoterapii:
bilirubin celkovy (25,1 umol/l), AST (0,99 umol/l), GGT (4,03 pmol/l).

e zdFi 2011 : hodnoty BV: vysoké hodnoty CA 15-3 (146,0 U/ml) a CA 125 (159 U/ml),
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CEA v normé¢, hodnoty KO v normé¢.

e jijen 2011 : hodnoty BV: zvysené hodnoty CA 15-3 (70,9 U/ml) a CA 125 (114,9 U/ml),
CEA v normé¢, hodnoty KO v normé¢.

e prosinec 2011: hodnoty BV: zvysené hodnoty CA 125 (67,8 U/ml), CEA a CA 15-3 v normg,
hodnoty KO v normé¢.

e leden 2012 - chemoterapie v kombinaci paclitaxel + karboplatina

e briezen 2012: hodnoty BV: v§e v normé.

e leden 2013: hodnoty BV: zvysena hodnota CA 125 (33,0 U/ml), CEA a CA 15-3 (36,0 U/ml)
vV normé¢, hodnoty KO v normé.

o biezen 2013 — zména chemoterapie v kombinaci paclitaxel + cyklofosfamid

o kvéten 2013: hodnoty BV: zvysené hodnoty CA 15-3 (79,2 U/ml) a CA 125 (74,8 U/ml),
CEA v normé¢. hodnoty KO v normé.

e Jijen 2013: hodnoty BV: vysoké hodnoty CA 15-3 (214,0 U/ml) a CA 125 (131,0 U/ml),
CEA v normé¢. hodnoty KO v normég.

o listopad 2013 - chemoterapie v kombinaci endoxan + fluorouracil (5-FU)

e leden 2013: hodnoty BV: vysoké hodnoty CA 15-3 (257,0 U/ml) a CA 125 (255,0 U/ml),
CEA v normé¢. hodnoty KO v normég.

e brezen 2013: hodnoty BV: vysoké hodnoty CA 15-3 (277,0 U/ml) a CA 125 (327,0 U/ml),
CEA v normé, hodnoty KO v normé.
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Obr. &. 69: Sledovani nadorovych markerii U pacienta ¢. 2
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Pacient ¢. 3

Pacient: Zena, 47 let, nekuracka

Diagnéza: C 56 Zhoubny novotvar vaje¢niku

Typ nadoru: infiltrativni ovarialni karcinom

Pacientu ¢. 3 byl v roce 2009 diagnostikovan infiltrativni solidni karcinom v celém rozsahu postihujici

ob& ovaria. Zahajeni adjuvantni chemoterapie v kombinaci paclitaxel + karboplatina a endoxan.
Pacient monitorovan od roku 2009 pomoci CA 125 (marker prvni volby), CEA a CA 19-9 (pro

mucinézni karcinom je marker prvni volby). Pfi progresi i aplikované 1écbé reaguje s velkou

dynamikou marker prvni volby CA 125. Narust a pokles hladiny CA 125 pfi progresi onemocnéni a

efektu terapie je v fadu stovek procent. V tomto piipadé¢ hodnoty markeru CEA nereaguji dostateéné

rychle na 1é¢bu a vyznacuji se pozdé€jsim nastupem na rozdil od markeru CA 125. Proto marker CEA

neni doporucovan jako doplitkovy marker pro karcinomy ovarii. Pomocny marker CA 19-9 vykazuje

negativni hodnoty pod hranici cut - off po celou dobu sledovani onemocnéni. U pacienta se projevila

mirna hepatotoxicita na cytostatika v kombinaci paclitaxel + karboplatina.

Monitorovani 1é¢by:

listopad 2009 - chemoterapie v kombinaci paclitaxel + karboplatina + endoxan
Fijen 2009: hodnoty BV: vysoké hodnoty CA 125 (413,0 U/ml), CEA a CA 19-9 v normé.
listopad 2009: hodnoty BV: CA 15-3, CA 125, CEA v normé.
cerven 2012: hodnoty BV: zvySena hodnota CA 125 (56,5 U/ml), CEA a CA 19-9 v norme,
jaterni testy v norm¢. hodnoty KO v normé.
listopad 2012: hodnoty BV: vysoka hodnota CA 125 (157,0 U/ml), zvy$ena hodnota
CRP (14,7 mg/1) a glukoézy (6,81 mmol/l), CEA, CA 19-9, mineraly, jaterni testy v norme.
leden 2013 - chemoterapie v kombinaci paclitaxel + karboplatina — lokdlni recidiva (nelze
operovat)
leden 2013: hodnoty BV: vysoké hodnoty CA 125 (375,0 U/ml), ostatni v norm¢. hodnoty
KO: zvysena hodnota leukocytt (12,8 10%1), ostatni v normé.
kvéten 2013: hodnoty BV: vysoké hodnoty CA 125 (>500 U/ml), zvy$ené hodnoty
GGT (0,86 pkat/l), ostatni v normé, hodnoty KO: zvysena hodnota leukocyttr (14,2 10%/1),
ostatni hodnoty v normé.
Cervenec 2013 hodnoty BV: vysoké hodnoty CA 125 (>500 U/ml), zvySené hodnoty
GGT (2,40 pkat/l), ostatni v norm¢, hodnoty KO: zvySena hodnota leukocytti (14,5 10x9/1),
vysoka hodnota trombocyti (631 10%1), snizena hodnota hemoglobinu (116 g/l), ostatni
hodnoty v normé.
Fijen 2013: hodnoty BV: vysoké hodnoty CA 125 (>500 U/ml), zvySené hodnoty
CEA (15,0 ng/ml), GGT (4,73 upkat/l), AST (1,02 pkat/l), ostatni v normé&. hodnoty KO:
vysokd hodnota leukocytd (19,5 10%1), vysoka hodnota trombocytt (482 10%1), snizena
hodnota hemoglobinu (101g/1) a erytrocyti (3,34 10*%/1).
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e Fijen 2013 - vySetieni CT bFicha a malé pdnve: infiltrace v malé pdanvi vlevo, infiltrace
stieva a briSni stény, metastatickd loZiska v biiSni sténé, metastaticky rozsev jater

o listopad 2013 - chemoterapie v kombinaci paclitaxel + karboplatina — progrese

e listopad 2013: hodnoty KO: nizké hodnoty erytrocyt (2,85 10'/1), trombocyta (68 10%1) a
hemoglobinu (91 g/1).

e Pacient pieveden na vys$si pracovisté MOU BRNO
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Obr. &. 70: Sledovani nadorovych markerii U pacienta ¢. 3
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Pacient ¢. 4
Pacient: muz, 82 let.
Diagnéza: C 20 Zhoubny novotvar konecniku - recta
C 341 Zhoubny novotvar prudusky bronchu a plice - horni lalok

Pacientu ¢. 4 byl vroce 2008 diagnostikovan pomoci biopsie parcialné nekroticky adenokarcinom
plic. Pacientovi byla ordinovdna chemoterapie v kombinaci fluouracil + foliniova kyselina
kontinudlné s radioterapii. Ve stejném roce pacientovi diagnostikovan zhoubny novotvar rekta. Od
roku 2009 pacient sledovan pomoci markeru CEA, CA 19-9 a dalSich biochemickych hodnot.
Zakladni markery pro sledovani nadorovych onemocnéni Cyfra 21-1 a NSE zde nejsou ordinovany
Z ekonomickych divodi. Sledovani karcinomu plic a kone¢niku probiha pomoci hodnot markerat CEA
a CA 19-9. Marker CA 19-9 byl po celou dobu sledovani negativni. Sledovany marker CEA dosahoval
pomérné dobré dynamiky zejména pti progresi plicniho onemocnéni. Dobrymi ukazateli mohou byt
dalsi nespecifické biochemické hodnoty. V grafu je uvedena dynamika zmén jaterniho vySetieni GGT,

které reaguje na hepatotoxicitu pouziti chemoterapie a pomérné dobfe koreluje s hladinou CEA.

Monitorovani 1é¢by:

e duben 2013 — rutinni odbér

e duben 2013 hodnoty BV: zvysena hodnota CEA (19,6 ng/ml), GGT (10,20 pkat/l),
AST (1,10 pkat/l), Bilirubin celkovy (29,0 umol/l), CA 19-9 negativni, ostatni v norme.
hodnoty KO: snizené hodnoty hemoglobinu (130 g/1), ostatni v normé.

e duben 2013 - chemoterapie v kombinaci docetaxel + karboplatina — bez efektu

e kveten 2013 Hodnoty BV: Zvysena hodnota CEA (21,2 ng/ml), GGT (7,86 pkat/l),
bilirubin celkovy (27,6 umol/l), CA 19-9 negativni, ostatni v normé, hodnoty KO: snizené
hodnoty hemoglobinu (130 g/1), ostatni v normé.

e (Cervenec 2013 - radioterapie — bez efektu

e fijen 2013 hodnoty BV: Zvysena hodnota CEA (24,9 ng/ml), GGT (8,95 pkat/l),
bilirubin celkovy (33,9 umol/l), CA 19-9 negativni, hodnoty KO: vSe v normé.

e Fijen 2013 - chemoterapie v kombinaci Navelbin + karboplatina — progrese

o listopad 2013 hodnoty BV: ZvySena hodnota CEA (22,4 ng/ml), GGT (8,47 ukat/l),
bilirubin celkovy (23,6 umol/l), CA 19-9 negativni, ostatni v norm¢, hodnoty KO: snizené
hodnoty hemoglobinu (130 g/l), ostatni v normé¢.

o listopad 2013 - chemoterapie v kombinaci Navelbin + karboplatina

e prosinec 2013 hodnoty KO: Nizk4 hodnota leukocytit (0,9 10%1), po tydnu vysoka hodnota
leukocytd (12,910%1), snizena hodnota erytrocyti (3,54 10*/1) a hemoglobinu (107 g/l).

e prosinec 2013 - chemoterapie v kombinaci navelbin + karboplatina

e leden 2014: hodnoty BV: zvysena hodnota CEA (19,7 ng/ml), GGT (8,45 pkat/l),
bilirubin celkovy (20,9 umol/l), CA 19-9 negativni, ostatni v normé.
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e leden 2014: hodnoty KO: leukocyty vnormé, snizena hodnota erytrocytd (3,37 10%/1) a
hemoglobinu (100 g/l).

e unor 2014: hodnoty BV: zvySena hodnota CEA (27,5 ng/ml), GGT (9,76 pkat/l), Bilirubin
celkovy (22,2 pmol/1), CA 19-9 negativni, ostatni v norm¢.

e Dbrezen 2014: hodnoty BV: zvysena hodnota CEA (30,1 ng/ml), GGT (10,73ukat/1), CA 19-9

negativni, ostatni v norme.
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Pacient ¢. 5
Pacient: muz, 76 let
Diagnéza: C61 Zhoubny novotvar ptedstojné zlazy — prostaty
C67 Zhoubny novotvar mo¢ového méchyie — vesicae urinariae

Pacientu ¢. 5 byl v roce 2009 diagnostikovan dobie diferencovany adenokarcinom prostaty. Pacientu
byl nasledné¢ adenokarcinom chirurgicky odstranén. Po operaci nasazena hormonoterapie
Bicalutamidem. Dale pacient sledovan pomoci markert CEA, PSA a dalSich biochemickych vysetfeni.
Sledovani onemocnéni mocového méchyte probihda pomoci doplikového markeru CEA, naopak
sledovani onemocnéni prostaty probiha pomoci markeru prvni volby PSA. Marker CEA ma klesajici
tendenci, kterd reaguje na efekt 1écebné terapie s malou dynamikou a té€sné¢ nad hranici cut - off. Pii
progresi onemocnéni dosahuje hodnota PSA vysoké dynamiky v fadu stovek procent a potvrzuje tedy
dobrou specifi¢nost pro diagnostické tcely. Trvaly narist hodnoty PSA vSak zna¢i netéinnou

1écebnou terapii. U pacienta se také projevila zvySena hepatotoxicita na cytostatikum docetaxel.

Monitorovani lécby:

o Cervenec 2012 - rutinni odbér — progrese onemocnéni - metastizy do kosti (dle CT a
scintigrafie) - nasazena paliativni chemoterapie v kombinaci docetaxel + bisfosfondty

e Cervenec 2012: hodnoty BV: zvySend hodnota PSA (22,30 ng/ml), CEA (9,9 ng/ml) a GGT
(5,16 pkat/l), ostatni v normé, hodnoty KO: v§e v normé.

e srpen 2013: hodnoty KO: sniZen4 hodnota erytrocyti (3,2 10%1) a hemoglobinu (101g/1),
ostatni v norme.

e Fijen 2012: hodnoty BV: zvySena hodnota PSA (8,24 ng/ml), CEA (7,6 ng/ml) a
GGT (5,86 pkat/l), ostatni v normé.

e prosinec 2012: hodnoty BV: zvySena hodnota PSA (5,86 ng/ml), CEA (6,4 ng/ml) a
GGT (4,98 pkat/l), ostatni v norme, hodnoty KO: v§e v normé.

o biezen 2013 - rutinni odbér — progrese onemocnéni - metastizy — nasazena paliativni
chemoterapie v kombinaci docetaxel + bisfosfondty

o kvéten 2013: hodnoty BV: zvySena hodnota PSA (38,30 ng/ml), CEA (5,2 ng/ml) a
GGT (3,76 pkat/l), ostatni v norm&. hodnoty KO: snizena hodnota erytrocytd (3,9 10%/1) a
hemoglobinu (101 g/1), ostatni v normg.

e Cervenec 2013: hodnoty BV: vysokd hodnota PSA (56,00 ng/ml), zvySena hodnota
CEA (7,0ng/ml) a GGT (4,25 pkat/l), ostatni v normé&, hodnoty KO: snizena hodnota
erytrocyti (3,9 10%1) a hemoglobinu (108 g/1), ostatni v normé.

e srpen 2013 - lécha pieruSena 7 ditvodii nesouhlasu pacienta

o zari 2013: hodnoty BV: vysokd hodnota PSA (58,90 ng/ml), zvySena hodnota
CEA (6,0ng/ml) a GGT (5,24 pkat/l), ostatni v normé. hodnoty KO: snizenad hodnota
hemoglobinu (114 g/1), ostatni v normg.
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listopad 2013 nasazena paliativni chemoterapie v kombinaci docetaxel + bisfosfondty
intolerance - ukondceni lécby

listopad 2013: hodnoty BV: zvysena hodnota AST (0,99 pkat/l) a GGT (5,24 pkat/l), ostatni
v normé&. hodnoty KO: snizena hodnota hemoglobinu (110 g/l).

prosinec 2013 zména chemoterapie v kombinaci navelbin + hydrocortizon

leden 2014: hodnoty BV: vysoka hodnota PSA (> 150 ng/ml), zvySena hodnota GGT
(5,24 pkat/l) a AST (1,02 pkat/l), ostatni v normé. hodnoty KO: snizend hodnota
erytrocytd (3,0 10%/1) a hemoglobinu (84 g/1), ostatni v normg.

unor 2014: hodnoty BV: vysokd hodnota PSA (> 150 ng/ml), zvySena hodnota
CEA (5,6 ng/ml) a GGT (4,73 pkat/l), ostatni v normé&. hodnoty KO: snizena hodnota
leukocyti (3,8 10%/1), erytrocyti (3,13 10*%/1) a hemoglobinu (91 g/1), ostatni v normé.

brezen 2014: hodnoty KO: snizena hodnota leukocyti (2,2 10%1), erytrocytii (2,78 10'/1) a
hemoglobinu (83 g/1), ostatni v normé.
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Pacient ¢. 6

Pacient: muz, 66 let

Diagnéza: C220 Zhoubny novotvar jater — hepatocelularni karcinom

Pacientu ¢. 6 byl vroce 2013 diagnostikovan inoperativni karcinom jaternich bunék v pokrocilém

stadiu. Pacient sledovan pomoci markert CEA, AFP a dalSich biochemickych vysetfeni. Marker CEA

se v nékterych ptipadech doporucCuje i pro karcinomy jater. U naseho pacienta lze vSak sledovat

negativni hodnoty po celou dobu monitoringu onemocnéni. Pii progresi i aplikované 1€cbé reaguje

s pomérné dobrou dynamikou marker prvni volby AFP. Narist a pokles hladiny AFP je pii progresi

onemocnéni a efektu terapie dostatecny. Hladina AFP tedy dobfe koreluje s aplikovanou lécbou

pacienta. Pomocnymi hodnotami pro sledovani pacienta jsou jaterni testy. Klesajici hodnota GGT

koreluje s G¢innou 1é¢bou pacienta.

Monitorovani l1écby:

leden 2013 — preventivni odbér — diagnostikovin hepatoceluldrni karcinom v pokrocilém
stavu - nelze operovat

leden 2013: hodnoty BV: zvySena hodnota bilirubinu (33,9 pmol/l), AST (1,12ukat/l),
GGT (12,86 pkat/l), CRP (16,5 mg/l), ostatni v norme.

tinor 2013 - nasazena paliativni chemoterapie v kombinaci citegin + 5-fluorouracil

+ leukovorin

unor 2013 : hodnoty KO: v§e v normé.

brezen 2013: hodnoty BV: zvysena hodnota AFP (22,0 ng/ml), bilirubinu (33,9 pmol/l) a
GGT (10,14 pkat/l), ostatni v norm¢. hodnoty KO: v§e v norm¢.

kveten 2013: hodnoty BV: zvysena hodnota AFP (39,6 ng/ml) a GGT (4,51 pkat/l), ostatni
v normé., hodnoty KO: v8e v normé.

cerven 2013: hodnoty BV: zvySena hodnota GGT (4,84 ukat/l), ostatni v norme.

cervenec 2013: hodnoty BV: zvySena hodnota AFP (20,3 ng/ml) a GGT (4,26 pkat/l), ostatni
vnormé. hodnoty KO: snizena hodnota leukocytd (3,6 10%1), hemoglobinu (124 g/l) a
trombocyttl (106 10%/1) ostatni v normé.

srpen 2013: hodnoty KO: snizena hodnota leukocytd (3,5 10%I), hemoglobinu (115 g/l) a
erytrocyti (3,87 10'%/1) ostatni v normg.

Fijen 2013: hodnoty KO: snizeni hodnota leukocytt (3,1 10%I), hemoglobinu (112 g/l),
erytrocytii (3,75 10'%/1) a trombocyti (121 10%1), ostatni v norms, hodnoty BV: zvy3ena
hodnota AFP (20,2 ng/ml) a GGT (4,13 pkat/l), ostatni v normé.

listopad 2013: hodnoty BV: zvySend hodnota celkového bilirubinu (27,1 pmol/l), urey
(10,18 mmol/1), GGT (4,15 pkat/l) a AST (1,04 ukat/l), ostatni v normé&. hodnoty KO: sniZzena
hodnota hemoglobinu (107 g/1), erytrocytdi (3,59 10'¥/1) a trombocytd (105 10%1), ostatni

V norme.
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e prosinec 2013: hodnoty BV: zvySsena hodnota AFP (23,8 ng/ml), -celkového
bilirubinu (28,5 umol/), urey (11,90 mmol/l), GGT (3,09 pkat/l), AST (1,44 pkat/l),
Na (145 mmol/l), ostatni v norm&, hodnoty KO: sniZzena hodnota hemoglobinu (93 g/l),
erytrocytd (3,03 10'¥/1) a trombocytii (127 10%1), ostatni v normé.

e leden 2014- pacient zemiel
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Pacient ¢. 7

Pacient: muz, 59 let

Diagnéza: C250 Zhoubny novotvar slinivky bfi$ni — karcinom hlavy slinivky bfisni

Pacientu ¢. 7 byl v roce 2012 diagnostikovan karcinom slinivky bii$ni s metastazami do jater. Pacient

sledovan pomoci markert CEA, CA 19-9 a dal$ich biochemickych vySetieni. Doplitkovy marker CEA

se v piipad¢ karcinomu pankreasu jevi jako malo specificky s minimalni reakci na progresi a efekt

1é¢ebné terapie. Naopak marker prvni volby CA 19-9 dosahuje vysokych hodnot s velkou dynamikou

vySetfeni. UziteCnym nastroje pro sledovani hepatotoxicity chemoterapie je vySetfovani jaternich

testd, zejména GGT. Na kfivce hodnot GGT mulzeme pozorovat opakované zvysenou hodnotu po

aplikaci cytostatik.

Monitorovani lécby:

duben 2012 — preventivni odbér — diagnostikovan generalizovany karcinom slinivky biisni
S rozsdahlymi metastdazemi do jater

duben 2012: hodnoty BV: zvySena hodnota bilirubinu (25,6 umol/l) a AST (4,65 pkat/l),
vysoké hodnoty GGT (18,47 pkat/l) a ALT (23,75 pkat/l), KO: v§e v norme.

Cerven 2012 - nasazena paliativni chemoterapie 1 série v kKombinaci citegin + fluorouracil
cerven 2012: hodnoty BV: zvySena hodnota AST (1,22 pkat/I) a ALT (2,60 pkat/l), vysoké
hodnoty bilirubinu (52,8 umol/l) a GGT (11,66 pkat/l), KO: v§e v norm¢.

cervenec 2012: hodnoty BV: zvySena hodnota AST (1,24 pkat/l) a ALT (1,76 pkat/l),
GGT (1,47 ukat/l), ostatni v normé.

srpen 2012 — chemoterapie 2 série v kKombinaci citegin + fluorouracil

srpen 2012: hodnoty BV: zvysend hodnota AST (1,01 pkat/l) a ALT (1,10 pkat/l),
GGT (1,30 pkat/l), ostatni v normé.

zari: 2012: hodnoty BV: vysoka hodnota CA 19-9 (740 U/ml) a GGT (2,50 pkat/l), CEA
Vv norme¢, ostatni v norm¢, hodnoty KO: vSe v normé.

Fijen 2012 — chemoterapie 3 série v kombinaci citegin + fluorouracil

Fijen 2012: hodnoty BV: zvySend hodnota ALT (1,27 pkat/l), GGT (1,57ukat/l), ostatni
V norme.

listopad 2012: hodnoty BV: vysoka hodnota CA 19-9 (592,0 U/ml) a GGT (8,99 pkat/l),
AST (1,47 pkat/l) a ALT (2,77 pkat/l), ostatni v normg, hodnoty KO: snizena hodnota
hemoglobinu (126 g/l) a erytrocyti (3,82 10'%/1) ostatni v normé.

prosinec 2012: hodnoty BV: zvysena hodnota GGT (6,47 pkat/l) a AMS (3,5 pkat/l) ostatni
vnormé, hodnoty KO: snizeni hodnota hemoglobinu (120 g/l) a erytrocytd (3,85 10'%/1)
ostatni v norme.

unor 2013: hodnoty BV: vysoka hodnota CA 19-9 (851 U/ml) a GGT (1,77 pkat/l), ostatni
v normé, hodnoty KO: sniZend hodnota hemoglobinu (111 g/l) a erytrocyti (3,63 10%/1)

ostatni v norme.
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brezen 2013: hodnoty BV: zvysena hodnota GGT (2,07 pkat/l), ostatni v norme.

hodnoty KO: snizena hodnota hemoglobinu (115 g/l) a erytrocytd (3,90 10*%/I) ostatni
V normé.

duben 2012 — chemoterapie 4 série v kombinaci citegin + fluorouracil

duben 2013: hodnoty BV: zvySend hodnota AST (0,92 pkat/l) a ALT (1,08 ukat/l),
GGT (5,16 pkat/l), ostatni v normé.

duben 2013: hodnoty BV: vysoka hodnota CA 19-9 (>1000 U/ml), zvySena hodnota
AST (2,71 pkat/l) a ALT (2,65pkat/l), GGT (15,24 pkat/l), ostatni v normé.

kveten 2013: hodnoty BV: vysoka hodnota CA 19-9 (>1000 U/ml), zvySena hodnota
AST (2,03 pkat/l) a ALT (1,41 pkat/l), GGT (14,63 pkat/l), urey (13,34 mmoll/l),
kreatininu (177 pmol/l), bilirubinu (24,0 pmol/l), ostatni v norm¢&, hodnoty KO: snizena
hodnota hemoglobinu (101 g/1) a erytrocyti (3,21 10'%/1) ostatni v normg.

Cerven 2013 - pacient zemiel
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4.3.2 Vyhodnoceni sledovani onkologickych pacientu

Ze sledovani onkologickych pacientii 1ze konstatovat nékolik zavért. Hladiny nadorovych markert
dosahovaly vysokych hodnot, vys$i dynamiky narGstu pii progresi a vySsi dynamiky poklesu pfi
spravné léCebné terapii u primarnich nadorovych onemocnéni. Generalizované onemocnéni se
vyznacovalo stejnymi projevy nardstu a poklesu jako u priméarnich nddorovych onemocnéni. Nizsich
hodnot nadorovych marker s nizkymi dynamickymi zménami dosahuji choroby v remisi. Hladiny
nadorovych markeri tedy 1épe vystihuji zmeény choroby u primarnich a generalizovanych nadorovych
onemocnéni. Pti sledovani pacientli se jako velice dilezita ukazala volba nadorovych markert.
Zejména doplikové nadorové markery se ¢asto 1isi v riznych doporucenich a jsou v mnoha piipadech
malo specifické. napt. CEA. U sledované skupiny pacientll se tato mala specificnost a Spatnd volba
dopliikovych markeri potvrdila. U nadorii prsu, vajecnikd, plic a mocového méchyie je doporucovano
vySetfeni TPS/TPA, které by i pies svou Spatnou specificitu mohlo mit velky pfinos pro sledovani
pacientti. Hodnota TPA/TPS je v mnoha pfipadech umérna rychlosti nadorového ristu a vyznacuje se
velmi dobrou dynamikou zmén. Doporucené doplitkové markery TPS/TPA se vSak z ekonomickych
dtvodu standardné neordinuji. Napiiklad u onemocnéni prsu by mohla mit velky ptinos kombinace
markerd CA 15-3 + HE4. HE4 je ale zatim malo rozsifeny, a tedy i malo vySetfovany marker. Dobrym
pomocnikem sledovani terapie se také ukazala biochemicka a hematologicka vysetfeni. Pti sledovani
nadorovych markert je tfeba pocitat s faleSnou negativitou i pozitivitou v urcitém procentu pripada.
Zéakladnim piedpokladem interpretace vySetfeni nadorovych markert je stanoveni hodnoty cut - off

mezi benignim a malignim nadorem, ktery by si mé¢la kazda laboratof urcit.
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5. ZAVER

V ramci diplomové prace se podafilo splnit v§echny zadané cile. Nové zavedena metoda CLIA pro
stanoveni feritinu v séru byla uspésné€ verifikovana. Porovnani metod CLIA a stavajici IMT pomoci
ziskanych vysledkil a parametrt je znazornéno v tabulce ¢. 29. Hlavnimi vyhodami CLIA metody je
veétsi pracovni rozsah, niz§i mez stanovitelnosti, mozny dosah pomoci fedéni, snadnéjsi provozni
obsluha, nizsi objem vzorku potfebny pro analyzu a zastoupeni v Systému externi kontroly kvality
provozovanou firmou SEKK. Mezi nevyhody CLIA metody patii horsi opakovatelnost ve srovnani s
IMT, delsi doba stanoveni a draz§i cena vySetfeni. Jak jiz bylo zmin€no, feritin se vySetfuje u
onkologickych pacientl a pacienti na dialyze. Tyto skupiny pacientd dosahuji vysokych hodnot, coz
nyni znamena Casté fedéni u pouzivané metody IMT. Pfi ovéfeni pracovniho rozsahu IMT metoda
vykazovala s rostoucim fedénim také rostouci chybu. Z toho vyplyva, ze IMT poskytuje v oblasti
vysSiho zfedéni horsi presnost nez metoda CLIA. Na zaklad¢ ziskanych vysledkd a ostatnich
parametrd pro stanoveni feritinu v séru byla pro rutinni praxi doporuc¢ena nove zavedena metoda CLIA
na analyzatoru Siemens Immulite 2000 XPi.

Dale byly porovnany metody z externi kontroly kvality, konkrétné z kontrolniho cyklu pro
tumorové markery TM4/13. Pro porovnani metod byl vybran tumorovy marker CEA, u kterého byla
zjisténa pomérné velka rozdilnost vyslednych hodnot. Vzhledem k rozdilnosti vysledku je tedy nutné
sledovat vySetfovany tumor marker po celou dobu monitorovani pacienta pomoci stejné metody,
nejlépe v jedné laboratofi.

Ze sledovani onkologickych pacientli vyplynuly zakladni moznosti indikace tumorovych
markert pfi aplikované nadorové 1écbé. Stanoveni nadorovych markert ma v diagnostice
onkologickych onemocnéni nesporny vyznam, avSak jednd se pouze o pomocnou diagnostickou
metodu. Absolutni hodnoty tumorovych markertt maji jen informativni charakter a pro vlastni
interpretaci se vzdy vyuzivaji dynamické zmény nadorovych markerti v ur¢itém casovém rozmezi.
Pro optimalni klinické vyuziti je diilezita ucelna indikace vysetieni. Ke spravné interpretaci vysledki a

eliminaci celé fady faktoru je dulezita spoluprace mezi laboratornimi pracovniky a onkologem.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Ab protilatka

ACP kysela fosfataza

Ag antigen

AK aminokyseliny

ALP alkalicka fosfataza

ALT alaninaminotransferaza

AM aritmeticky pramér

AST aspartataminotransferaza

BIAS vychyleni

BV biochemické vySetteni

CL chemiluminiscence

CLIA chemiluminiscen¢ni metoda
CSKB Ceska spole¢nost klinické biochemie
Ccv variacni koeficient

CVP konsenzus ucastnikl

DNA deoxyribonukleova kyselina
EHK externi hodnoceni kvality
ELFO elektroforéza bilkovin

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleoktid

GGT gama-glutamyltransferaza
GMD glutamatdehydrogenaza

IMT imunoturbidimetricka metoda
KO krevni obraz

LD laktatdehydrogenaza

LL dolni mez

NADH nikotinamid adenin dinukleotid
PTH parathormon

ROC receiver operating characteristic
RoM robustni primeér

SD smérodatna odchylka

SEKK Systém externi kontroly kvality potadany firmou SEKK
™ tumorové markery

UL horni mez
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8. SEZNAM PRIiLOH

Piiloha ¢. 1 Opakovatelnost CLIA
Ptiloha ¢. 2 Mezilehla preciznost CLIA
Ptiloha ¢. 3 Porovnani metod IMT a CLIA
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Piiloha ¢. 1: Opakovatelnost (CLIA)

< xu Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5

¢ metent (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 10,97 165,00 319,00 543,00 919,00

2 10,88 160,00 294,00 487,00 879,00

3 9,67 148,00 299,00 548,00 901,00

4 10,34 157,00 325,00 544,00 893,00

5 9,84 146,00 337,00 492,00 896,00

6 10,36 149,00 299,00 560,00 920,00

7 9,56 145,00 304,00 497,00 893,00

8 9,71 151,00 340,00 496,00 904,00

9 10,72 156,00 306,00 526,00 891,00

10 10,93 154,00 305,00 503,00 886,00

11 9,55 149,00 297,00 557,00 940,00

12 10,39 167,00 314,00 495,00 871,00

13 10,65 149,00 341,00 494,00 907,00

14 9,88 157,00 311,00 536,00 885,00

15 10,64 146,00 323,00 489,00 879,00

16 9,72 142,00 295,00 559,00 933,00

17 10,99 164,00 313,00 489,00 877,00

18 10,78 153,00 343,00 492,00 909,00

19 9,46 145,00 300,00 539,00 895,00

20 10,89 158,00 303,00 488,00 882,00

Aritmeticky primér (ng/ml) 10,30 153,05 313,40 516,70 898,00
SD (ng/ml) 0,56 7,26 16,33 28,20 18,83
CV (%) 5,43 4,74 5,21 5,46 2,10
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Piiloha ¢. 2: Mezilehla preciznost (CLIA)

¢. vzorku L1 (ng/ml) L2 (ng/ml) L3 (ng/ml)
1 65,30 116,00 286,00
2 68,50 114,00 290,00
3 66,00 120,00 281,00
4 68,50 107,00 292,00
5 68,80 108,00 296,00
6 66,70 116,00 278,00
7 65,40 115,00 282,00
8 66,60 110,00 282,00
9 65,10 117,00 280,00
10 66,20 106,00 283,00
11 68,20 113,00 289,00
12 65,80 119,00 287,00
13 67,20 107,20 291,00
14 65,80 109,00 294,00
15 66,70 117,00 279,00
16 65,20 109,00 280,00
17 68,60 108,00 287,00
18 67,20 116,00 289,00
19 65,80 109,00 286,00
20 64,10 117,00 296,00
Aritmeticky priamér (ng/ml) 66,59 112,66 286,40
SD (ng/ml) 1,36 4,52 5,66
CV (%) 2,05 4,01 1,98
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Pfiloha ¢. 3: Porovnani metod IMT a CLIA

¢ meteni | MT (ADVIA1800) | CLIA (IMMULITE 200XPi) | diference | primer Jﬂjﬁgﬁﬁ;
[ng/ml] [ng/ml] (ng/ml) (ng/ml) (%)
1 3,79 3,42 0,37 3,61 -10,26
2 4,44 3,48 -0,96 3,96 -24,24
3 12,49 11,40 -1,09 11,95 -9,13
4 16,70 13,30 -3,40 15,00 22,67
5 19,85 21,00 1,15 20,43 5,63
6 20,21 19,10 -1,11 19,66 -5,65
7 20,22 19,20 -1,02 19,71 5,18
8 22,03 18,10 -3,93 20,07 -19,59
9 26,19 25,90 -0,29 26,05 1,11
10 36,17 35,40 0,77 35,79 -2,15
11 45,39 42,50 -2,89 43,95 6,58
12 52,57 54,80 2,23 53,69 4,15
13 54,95 55,30 0,35 55,13 0,63
14 63,46 58,30 5,16 60,88 -8,48
15 71,62 65,30 6,32 68,46 9,23
16 77,93 68,90 -9,03 73,42 -12,30
17 82,48 88,00 5,52 85,24 6,48
18 86,07 87,00 0,93 86,54 1,07
19 93,88 92,90 -0,98 93,39 -1,05
20 94,52 90,40 -4,12 92,46 4,46
21 117,20 110,00 7,20 113,60 -6,34
22 122,31 109,00 1331 | 11566 -11,51
23 123,58 131,00 7,42 127,29 5,83
24 130,18 134,00 3,82 132,09 2,89
25 135,83 119,00 16,83 | 12742 -13,21
26 150,28 136,00 1428 | 14314 -9,98
27 174,12 152,00 2212 | 163,06 -13,57
28 179,05 163,00 -16,05 | 171,03 -9,38
29 203,36 172,00 -31,36 | 187,68 -16,71
30 203,50 204,00 0,50 203,75 0,25
31 214,91 219,00 4,09 216,96 1,89
32 248,40 250,00 1,60 249,20 0,64
33 261,46 265,00 3,54 263,23 1,34
34 299,05 263,00 -36,05 | 281,03 -12,83
35 299,84 298,00 -1,84 298,92 -0,62
36 320,22 283,00 37,22 | 30161 12,34
37 323,93 322,00 -1,93 322,97 -0,60
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38 346,27 365,00 18,73 355,64 5,27
39 413,01 430,00 16,99 421,51 4,03
40 440,54 453,00 12,46 446,77 2,79
41 447,72 408,00 -39,72 427,86 -9,28
42 519,26 530,00 10,74 524,63 2,05
43 522,16 523,00 0,84 522,58 0,16
44 526,06 539,00 40,56 532,53 7,62
45 554,44 595,00 -47,86 574,72 -8,33
46 619,86 572,00 12,94 595,93 2,17
47 633,10 586,00 52,06 609,55 8,54
48 671,94 724,00 -47,10 697,97 -6,75
49 675,82 663,00 -12,82 669,41 -1,92
50 721,77 685,00 -36,77 703,39 -5,23
51 738,72 783,00 44,28 760,86 5,82
52 825,57 785,00 -40,57 805,29 -5,04
53 831,69 819,00 -12,69 825,35 -1,54
54 844,68 824,00 -20,68 834,34 -2,48
55 941,58 911,00 -30,58 926,29 -3,30
56 980,79 1021,00 40,21 1000,90 4,02
57 1028,43 1001,00 -27,43 1014,72 -2,70
58 1038,51 996,00 -42,51 1017,26 -4,18
59 1046,61 989,00 -57,61 1017,81 -5,66
60 1062,39 999,00 -63,39 1030,70 -6,15
61 1121,75 1085,00 -36,75 1103,38 -3,33
62 1143,66 1094,00 -49,66 1118,83 -4,44
63 1172,75 1099,00 713,75 1135,88 -6,49
64 1206,45 1146,00 -60,45 1176,23 5,14
65 1364,00 1297,00 -67,00 1330,50 -5,04
66 1488,20 1407,00 -81,20 1447,60 -5,61
67 1713,00 1601,00 -112,00 1657,00 -6,76
68 1835,00 1719,00 -116,00 1777,00 -6,53
69 1928,00 1811,00 -117,00 1869,50 -6,26
70 2068,85 1946,00 -122,85 2007,43 -6,12
Aritmeticky primér (ng/ml) -18,22 -4,20

SD (ng/ml) 36,26 6,88
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