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Predmluva

Imunoanalytické metody jsou nedilnou soucasti metod laboratorni diagnostiky a nezbytnym
pomocnikem klinickych Iékait i odbornikit v biomedicinském vyzkumu. Lékafi mnoha
klinickych specializaci vyuzivaji vysledky imunoanalytickych stanoveni pii klinickém
rozhodovani v otazkach diagnostiky, uréeni ¢i posouzeni terapie, monitorace onemocnéni, a
dalsim. Lékati by se vSak neméli spokojit s pouhym vysledkem cislem, ale méli by znat,
jakym zplsobem se k vysledku dospélo, jaké faktory mohly ovlivnit jeho spolehlivost a

hlavné jak tento vysledek spravné interpretovat.

Publikace, kterou drzite v ruce, by m¢la studentim Iékatstvi i dal§im zajemcim pomoci
orientovat se v problematice imunoanalytickych metod a jejich aplikaci. Byla vytvofena na
zakladé predndsek volitelného predmétu ,,Principy a aplikace imunoanalytickych metod —

soucasnost a perspektivy v ramci projektu OP VK CZ.1.07/2.2.00/15.0046.

Ptejeme piijemné cteni!

Plzen, prosinec 2013 editofi
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Kapitola 1 - Zakladni pojmy a principy
imunoanalyzy

Kristian .§afaréfk, Vladimir Bartos, Marie Karlikovad

K imunochemické reakci protilatka-antigen in vivo dochazi pfi imunitni odpovédi
organizmu. Tato reakce in vitro je vyuzivana v imunoanalytickych laboratornich stanovenich
Pro detekci a kvantitativni vyjadieni vysledku se vyuziva znaceni jednoho z ucastnikii reakce
(bud’ protilatky, nebo antigenu) indikatorem, ktery generuje signal, méfitelny jednoduse a

s vysokou piesnosti a reprodukovatelnosti. (Obrazek 1).

1
\\ ,n
= ,T\

Protilatka Antigen Signal

Obrazek 1. Schéma hlavnich komponent imunoanalyzy.

Mimoi4adng vysoka citlivost imunoanalytickych metod (detekéni limity dosahuji hodnot 10-"
az 102 mol.L?, coz v praxi znamena koncentraci pifiblizn€ jedné molekuly na litr) souvisi

S ptirozenou reaktivitou protilatek, zejména s jejich vlastnostmi:

1/ schopnosti vazat se na Siroké mnoZzstvi pfirozenych i umélych slou€enin, bungk i
virtl, které se chovaji jako antigeny (protilatky jsou proteinového charakteru a jejich
velké mnozstvi vazebnych mist je odvozeno z obrovského poctu kombinaci sekvenci

aminokyselin),

2/ specifitou pro reagujici latku, tj. schopnost vazat se pravé na tuto latku za pfitomnosti

dalSich sloucenin,

3/ silou vazby protilatky s antigenem, takze komplex protilatky-antigen zdstane stabilni

1 béhem raznych, napt. separacnich procesu.
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Imunoanalyza se fadi mezi metody klinické diagnostiky 1 vyzkumu, které slouzi ke
kvantifikaci molekul v biologickych tekutinach, extraktech tkani ¢i supernatantech bunéénych
kultur. Moderni imunoanalytické metody jsou snadno proveditelné a dobfe automatizovatelné.
Uplatiiuji se v mnoha odvétvich Iékarstvi 1 biomedicinského vyzkumu. Vyuzivaji se zejména
ke stanoveni latek s velmi nizkou koncentraci, napt. hormont, nadorovych markera, cytokinti

apod., ale i imunoglobulind, vird, 1ékt a mnoha dal§ich molekul.

Pocatky imunoanalyzy

V' 50. letech 20. stoleti fyzikové Rosalyn Yalowovd a Solomon Berson (pracovni i Zivotni
partneri) popsali princip radioimunoanalyzy (RIA), s jejiz pomoci zmérili do té doby
nedetekovatelna mnozstvi inzulinu v krvi. Yalowové a Bersonovi bylo jasné, ze obdobné
metody, zaloZené na soutézi znaceného a neznaceného antigenu o vazebna mista, bude mozné
vypracovat i pro dalsi analyty, a tuto moznost chtéli poskytnout celému svétu. Proto své
poznatky uverejnili bez patentové ochrany. V roce 1977 obdrzela Yalowovad (Berson se toho
Jjiz nedozil) Nobelovu cenu za vyvoj radioimunoanalyzy pro peptidové hormony. Pozdéji se
hledaly i jiné moznosti znaceni molekul tak, aby byla umoznéna stejné citliva detekce. V roce
1971 se objevily metody, které misto radioizotopii vyuzivaly enzymy. Jejich autory byli Eva
Engvallovd s Peterem Perlmanem ze Svédska a Bauke van Veemen s Antonem Schuursem z
Holandska. Zatimco Holandané sviij systéem patentovali, Engvallova a Perlman venovali
svetu metodu ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) stejné velkoryse, jako to pred
nimi s RIA udélali R. Yalowova a S. Berson. (prevzato z Lapcik 2009).

Reakce protilatka-antigen

Pti reakci antigen-protilatka vznika protilatkové-antigenni komplex (imunokomplex).
Ab + Ag ) ' AbAg
Ab = protilatka, Ag = antigen, AbAg = imunokomplex

Reakce je reverzibilni. Vazba v imunokomplexu je nekovalentni, zavisi na n€kolika druzich

slabych sil, jako jsou hydrofobni vazby, vodikové mustky, van der Waalsovy sily a interakce
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iontl. O pevnosti vazby rozhoduje rovnovazna konstanta; obecné je vazba protilatka-antigen

siln4, coz je dulezité pii separacnich a dalSich procesech.

Reakce je specificka, tj. protilatka je schopna specificky vazat urity antigen i za pfitomnosti

dalsich slouc¢enin v mnohonasobné vyssi koncentraci.

Obecné Ize imunoanalytické metody zatradit mezi analytické postupy zalozené na specifické

reakci ligandu (L) a vhodného vazebného reagens (VR) za vzniku komplexu (L-VR).
L + VR» L-VR
Odtud plyne nejobecnéjsi oznaceni téchto metod jako metody "ligandové analyzy".

Imunoanalytickymi metodami miZeme stanovovat jak antigen, tak protilatku. Stanovovana
latka se souhrnné nazyva analyt. V nasledujicich kapitolach se zaméfime na stanoveni

antigend.

Protilatky

Protilatky (angl. antibody, Ab) jsou proteiny produkované vys§imi Zivocichy jako soucast
imunitni odpovédi. Protilatky patii mezi glykoproteiny, které nazyvame imunoglobuliny.

jejich kvalité zavisi kvalita vysledku.

Ke stanoveni analytu se vyuziva jedna nebo nékolik riznych protilatek. Analytem muize byt
latka, kterd je pfirozenou soucasti organismu (napif. hormony §titné zlazy) nebo je v téle
produkovana, ale typicky pfitomna neni (napt. tumorové markery), nebo latky, které se v téle

pfirozené nevyskytuji (Iéky, drogy apod.).

Specifitu protilatky, tj. schopnost vazat se pouze na pro urit¢ misto antigenu (antigenni
determinantu), urcuji sekvence aminokyselin na lehkych fetézcich molekuly protilatky
(Obrazek 2). Tyto sekvence zaroven vytvaieji vazebné misto pro antigenni determinantu —
paratop. Systém paratop-antigenni determinanta (nazyvana téz epitop) se podoba schématu

zamek-klic.
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Obrazek 2. Schéma protilatky s navazanym antigenem (Zlut€). Rizné epitopy antigenu jsou znizornény

modie, ervené a zelené.

Specifita protilatky zavisi i na interferenci s latkami podobného sloZeni a struktury jako latka,
pro jejiz stanoveni je protilaitka urena. Mirou specifity protilatky je procento zkriZené

reakce s interferujici latkou.

Afinita je energie vazby protilatky s jednou antigenni determinantou. Je vyjadiena pomoci
asociacni konstanty (Kjs) reakce. Kvalitni protilatky pouzivané pro tcely imunoanalyzy by
mély mit Ky = 10 - 10" L.mol™. Vétsina antigenl je vSak multivalentnich, tj. ma nékolik

vazebnych determinant pro rtizné protilatky.

Avidita vyjadiuje.energie vazby mezi celou molekulou antigenu a protilatkou. Avidita je tedy
zavisla na afinité, ale bere v uvahu valenci antigenu a protilatky i nespecifické faktory, které

ovliviluji vazby mezi antigenem a protilatkou.

Valence protilatky je poCet vazebnych mist na jeji molekule, kterd jsou schopna reagovat s
determinantami urcité¢ho antigenu; podobn¢ valence antigenu je pocet determinantnich skupin,
které se mohou vazat s protilatkou. Protilatky tedy jsou bud’ monovalentni (obsahuji jedno

vazebné misto), nebo polyvalentni (obsahuji vice vazebnych mist).
Podle zptisobu ptipravy a charakteru délime protilatky do dvou zékladnich skupin, na:
- protilatky polyklonalni,

- protilatky monoklonalni.
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Polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky se pfipravuji cilenou imunizaci zvifat. Vybranému zviteti se aplikuje
prislusny antigen v emulzi s tzv. “Freundovym adjuvans” (smés mineralnich olejt, voski a
nezivych bakterii, kterd zvySuje imunitni reakci na podany antigen). Doba potfebna k tvorb¢

protilatek, je pro jednotlivé antigeny rizna (2 az 6 mésict).

Imunizace je vyhradné zéavisld na konkretnim zvifecim jedinci. Jednd se proto o proces
jedineény a nereprodukovatelny. Nelze tudiz ptedem predpokladat vlastnosti ziskané
protilatky a nikdy nelze ptipravit identické protilatky. Polyklonalni protilatka ma schopnost

reagovat s nékolika antigennimi determinantami.

Monoklonalni protilatky

Zpisob piipravy téchto protilatek byl roku 1975 publikovan G. Koéhlerem a C. Milsteinem,
ktefi v roce 1984 spolu s N. K. Jernem ziskali Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu, a to za
,teorie pojednavaji o specificité ve vyvoji a kontrole imunitniho systému a za objev principu

produkce monoklonélnich protilatek*.

Pii ptipravé monoklondlnich protilatek je prvnim krokem imunizace mySi antigenem
(podobné jako u polyklonalnich protilatek, viz vyse), ale nasledné se z jeji sleziny ziskéavaji
lymfocyty potfebné pro druhy krok pifipravy monoklondlnich protilatek - fazi lymfocyti
s myelomovymi (nadorovymi) bunkami. Tento krok je oznaCovan jako hybridizace a
vyslednym produktem je hybridom. Monoklonalni protilatky tedy nejsou produkovany pfimo

organismem, ale buné¢nou kulturou (Obrazek 3).
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Obrazek 3. Priprava monoklonalnich protilatek.

Syntéza protilatky pokracuje v hybridomu, coZz je dano geny imunizovaného zvitete
(“lymfoidniho rodi¢e”). Vhodnou selekci hybridomi 1ze pak vybrat ten klon, ktery produkuje
protilatky proti vybrané pozadované jediné antigenni determinanté antigenu. (Monoklonalni
protilatka tedy rozeznava jedinou antigenni determinantu.) Hybridomy lze uchovavat za
urcitych podminek (napf. zmrazenim na nizkou teplotu) a pouzit pro dalsi produkci protilatek.

Ptiprava monoklondlnich protilatek je tedy, na rozdil od polyklondlnich, reprodukovatelna.

11
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Monoklonalni protilatky (zpravidla mysi) jsou vyuzivany i v diagnostice a 1écbé rakoviny.
Mohou vsak u pacientli vyvolat imunitni odpovéd” - produkci anti-mysich neboli protilatek

HAMA (Human-Anti-Mouse-Antibodies), ktera vede k falesné pozitivnim, pfipadné faleSné

negativnim vysledkim u imunoanalytickych stanoveni.

Jaky typ protilatek pro imunoanalyzu?

vvvvv r

Shrnuti nejdilezitéjsich vlastnosti polyklonalnich a monoklonalnich protilatek s ohledem na

jejich vyuziti v imunoanalyze je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1. Srovnani vlastnosti polyklonalnich a monoklonalnich protilatek

Polyklonalni protilatky Monoklonalni protilatky
Specifita ++ +++
Afinita +++ ++
Avidita +++ ++
Reprodukovatelnost ptipravy ne ano
Mnozstvi piipravené protilatky omezené neomezené
(Pocatecni) naklady na piipravu nizké vysoké
Pocet epitoptl, které rozeznavaji 2 avice 1
Zktizené reakce ano ne
Moznost interference HAMA ne ano
Reprodukovatelnost vysledki ++ +++
Citlivost +++ ++

+++ = velmi dobry, ++ = dobry

Nelze jednoznaéné fici, ktery typ protilatek je pro imunoanalyzu vhodné&jsi; zdlezi nna
konkrétnim uspofadani analyzy. V soucasné dobé se v klinické diagnostice pievazné

pouzivaji monoklonalni protilatky.
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Antigen

Antigeny jsou makromolekularni latky ptirozeného nebo syntetického piivodu, které imunitni
systém rozeznava jako cizi. Jejich pfitomnost v organismu stimuluje tvorbu protilatek, resp.

navozuje imunitni odpovéd'.
Vzhledem ke své reakci miize byt antigen

e kompletni — imunogen, piimo stimuluje tvorbu protilatek (napf. hormony o velké

molekularni hmotnosti, proteohormony, inzulin), nebo

e nekompletni — hapten, z néhoz vznikne imunogen vazbou s makromolekuldrnim

nosi¢em. Piikladem jsou steroidni hormony.
Imunogen je charakterizovan dvéma vlastnostmi. Jsou to:

e imunogenicita, neboli schopnost navodit imunitni odpovéd (tvorba protilatek,
zapojeni regulacnich a vykonnych lymfocytl), a
e specifita, tj. schopnost reagovat s protilatkami. Imunogen reaguje jen s protilatkami,

jejichz tvorbu vyvolal.

Kazdy imunogen se skladd z makromolekularniho nosice a nizkomolekuldrnich
determinantnich skupin, tzv. antigennich determinant neboli epitopii. Antigenni determinanta
je tvofena 5-8 aminokyselinami nebo monosacharidovymi jednotkami, které se strukturalné
nachézeji blizko u sebe. Rlizné antigeny obsahuji rlizné antigenni determinanty a zména jedné
aminokyseliny nebo monosacharidu dava vznik protilatce se zcela odlisSnymi vlastnostmi.

Schopnost protilatek rozliSovat i malé rozdily epitopt je zékladem specifity imunitnich reakci.
Imunogen musi spliiovat ur¢ité fyzikéalni, chemické a biologické vlastnosti.
Z fyzikalnich vlastnosti je to zejména

e relativni molekulova hmotnost > 10 000,

rozpustnost

e pritomnost elektrického naboje

tvar molekuly (konformacni struktura)

dostupnost epitopd.

13
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Z chemického hlediska mohou byt imunogeny prakticky vsechny biopolymery nachéazejici se
v zivych systémech stejné jako fada syntetickych antigent. K nejsilnéj$im imunogentim se
fadi proteiny, nasleduji polysacharidy. Cisté lipidy tvoii asto pouze hapteny, jejich

imunogenicita stoupa vazbou s proteiny nebo polysacharidy.

Z biologickych vlastnosti je tieba zminit pfedev§im genetickou vzdalenost. Cim vétsi bude

rozdil mezi zdrojem antigenu a pfijemcem, tim vétsi bude jeho imunogenicita.

Charakteristika imunoanalytickych metod

Pfednosti imunoanalytickych metod je jejich vysoka citlivost a presnost, dovolujici v
raznych biologickych materidlech bézné stanovovat latky obsazené v koncentracich fadové

10 mol.L™ az 10™ mol.L™? a to vétsinou bez predchozi upravy vzorki

Existuje nékolik moznosti a kritérii, podle nichz lze imunoanalytické metody délit a

charakterizovat:

a) podle zakladniho metodického principu — kompetitivni a nekompetitivni metody,

b) podle nutnosti separace volné a vazané frakce indikatoru — heterogenni a homogenni
metody,

C) podle druhu pouzitého indikétoru a zplisobu detekce.

Kompetitivni a nekompetitivni metody

V ptipadé kompetitivnich metod je specifickd protilatka (Ab) v reakci pfitomna v omezeném
mnozstvi. O jeji vazebna mista soutézi (kompetuji) znaCeny antigen (Ag*) v nadbytku a
stejny, avSak neznacCeny antigen (Ag), ktery je pfitomen v analyzovaném vzorku a jehoz

mnozstvi stanovujeme. Dochazi k saturaci vazebnych mist protilatky obéma antigeny:
Ag+Ag*+ Ab —» Ag-Ab + Ag* Ab + Ag + Ag*

Graficky je kompetitivni imunoanalyza znazornéna na Obrazku 4.
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Obrazek 4. Princip kompetitivni imunoanalyzy.

Pti praktickém provadéni této metody se do vSech reakénich zkumavek pipetuji konstantni
mnozstvi protilatky a znaceného antigenu; mnoZstvi antigenu je vzdy vétSi nez mnoZstvi
protilatky. MnoZstvi protilatky je proto nedostacujici k navazani vSech pifitomnych molekul
antigenl. Vysledkem reakce je vznik dvou imunokomplexti, neznafeného (Ag-Ab) a
znac¢en¢ho (Ag*-Ab). V reakcéni smési zlstavaji 1 antigeny nenavazané (Ag*, Ag), tj.volné. V
rovnovazném stavu reakéni smési je mnozstvi vznikajiciho znaceného komplexu (Ag*-Ab)
neptimo tmérné mnozstvi piitomného neznaceného antigenu (Ag). Podil znaceného antigenu
(indikatoru), vazaného na protilatku (mnozstvi znaceného komplexu Ag*-Ab), se obvykle
oznaCuje jako vazand frakce (B - “bound”). Jako volna frakce (F - “free”) se oznacuje
mnozstvi nevazaného indikatoru Ag*. Pro kvantitativni vyhodnoceni je nutnd vzijemna
separace obou frakci, kterd se provadi riznymi fyzikélné-chemickymi postupy. Po jejich
odd€leni je nutné zmétit odezvu alesponi jedné z frakci. Podle druhu pouzitého indikétoru je

méfenou odezvou radioaktivita, absorbance, fluorescence, luminiscence apod.

Na zaklad¢ analyzy kalibratorti 1ze pak znazornit grafickou zavislost méfené odezvy (napf.
poméri B/F - osa y) na koncentraci antigenu (osa x) a tak sestrojit kalibra¢ni zévislost

(Obrazek 5). V ptipad¢ kompetitivnich metod ziskame v linearnich soutradnicich kiivku ve
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tvaru hyperboly. Jestlize se za stejnych podminek jako kalibratory analyzuje vzorek s

neznamym obsahem antigenu, pak Ize urcit z kalibra¢ni zavislosti jeho koncentraci.

Kompetitivni metoda Nekompetitivni metoda

B/F B/F

\ 4

»
>

Ag Ag

Obrazek 5. Charakteristické kalibraéni zavislosti u kompetitivnich a nekompetitivnich metod.

Kompetitivni metody jsou zdkladem nejstar§i imunoanalytické metody, radioimunoanalyzy

(RIA).

U nekompetitivnich metod je specificka protilatka (Ab) v reakci ptitomna v nadbytku. S ni
reaguje stanovovany antigen (Ag) a pro kvantifikaci slouzi vhodn€ oznafend specificka

protilatka (Ab*). Prib¢h 1ze opét zjednodusené popsat vztahem:

Age + Ab* Ag-Ab* + Ab*

Mnozstvi komplexu [Ag-Ab*] je tentokrat pfimo imérné mnozstvi stanoveného antigenu.
Kalibra¢ni zavislost ma stoupajici charakter, ktery je v ur¢itém rozsahu koncentraci vice ¢i

mén¢ linearni (Obrazek 5).

V praxi v8ak neni obvykle pouzivan vySe popsany jednoduchy princip reakce. Jeho
nejuzivanéj§i modifikaci je tzv. "two-site" imunometricka analyza (Obrazek 6), kdy do
reakce vstupuji jako vazebné reagencie dvé specifické protilatky, obé jsou pfitomné v
nadbytku. Kazdd z nich je namifena proti jiné antigenni determinanté stanovovaného
antigenu. Neznacend protilatka (vychytavaci — ,,capture®) byva zakotvena na sténu reakcni

zkumavky nebo na jinou pevnou fézi (partikule, kulicky) a slouzi k vychytani a pfipevnéni
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komplexu antigen-znacena protilatka na tuto pevnou fazi, ¢imz podstatnym zplsobem
usnadiiuje separacni krok metody. Druha protilatka slouzi jako indikator pribéhu reakce

(signalni protilatka).

- Rl ke
- Heys - [ - My

Odmyti Odmyti T
Protilatka nezreagovanych Znacena protilatka nenavazané Méreni signalu
komponent protilatky

Antigen %

Obrazek 6. Nekompetitivni ,,two site“ neboli ,,sandwichova* imunoanalyza.

Schematicky je mozno princip metody popsat pomoci vztahu:
Abl + Ag + Ab2* —» Abl-Ag-Ab2* + Abl + Ab2*

| v tomto piipadé€ je mnozstvi indikatoru konstantni (tentokrat jim vSak je znafena protilatka),
a proménlivé je mnozstvi stanovovaného antigenu (ve vzorcich nebo kalibratorech). Obvykle
se méfi mnozstvi vzniklého znaceného komplexu [Abl-Ag-Ab2*], které, je pfimo umérné
mnoZzstvi urovaného antigenu. Nezreagovana (pfebytecnd) signalni protilatka je po ukonceni

reakce odstranéna ze systému.

Nekompetitivni imunoanalytické metody jsou casto oznacovany také jako metody

imunometrické. V piipadé¢ téchto metod nasly velké uplatnéni monoklonélni protilatky.

V Tabulce 2 je shrnuti hlavnich charakteristik kompetitivnich a nekompetitivnich metod.
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Tabulka 2. Znaky kompetitivnich a nekompetitivnich metod.

Kompetitivni Nekompetivni
Co je znaceno indikatorem Antigen Protilatka
Antigen Nadbytek Omezené mnozstvi
Protilatka V nedostatku Nadbytek
Separace Separacni Cinidla Promyti
Automatizovtelnost Slozitd Jednoduchd
Kalibra¢ni kfivka Ruzné typy krivek PFfimka

Heterogenni a homogenni metody

Z principu imunoanalytickych metod vyplyva, ze je potieba oddélit vznikly komplex Ab-Ag
(znaceny indikatorem) od ostatnich substanci; Vv nékterych ptipadech to vSak nutné neni. Na

zaklade toho délime metody na heterogenni a homogenni.
Heterogenni metody vyZaduji separaci volné a vazané frakce indikatoru.

Obecné lze shrnout, Ze vSechny vyuzivané separacni techniky by mély splhovat nékolik

zéakladnich pozadavka:
e kvantitativni oddéleni obou frakci tak, aby jedna (pfipadné ob&) mohly byt méteny,
e stejna ucinnost pro kalibratory i analyzované vzorky,

e dobra opakovatelnost (tj. piesnost v jednom stanoveni) i reprodukovatelnost (mezi

jednotlivymi analyzami),ychlost, jednoduchost, automatizovatelnost.
K separaci byla a je pouzivana cela ftada principi od pidvodné relativné slozitych metod
pouzivanych v pocétcich imunoanalyzy) se metody neustale zjednodusovaly a stdle 1 vice

automatizovaly.

V ptipadé¢ homogennich metod produkuje detekovatelny signal samotnd imunochemicka

reakce, proto zde neni potieba separace volné a vazané frakce indikatoru. Vyhodou oproti
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heterogennim reakcim jsou kratsi Casy inkubace a jednodussi protokoly. Nevyhodou a
omezenim je , ze se daji pouzit pro uzky okruh latek a metod a nedoznaly proto rozsahlejsSiho

pouZziti.

Indikatory u imunoanalytickych metod

Indikatory neboli znacky jsou latky, které jsou navazany na jednu z kompoent reakce (bud’
se vyuziva znacena protilatka, nebo zna¢eny antigen) a slouzi k detekci a/nebo kvantifikaci
stanoveni. Tyto latky jsou schopny bud’ samy o sob& produkovat detekovatelny signal, nebo
jeho produkci zprostifedkované vyvolat. Imunoreaktivita znacené latky musi byt identicka s

imunoreaktivitou latky neznacené.
Indikatory lze rozd¢lit do dvou skupin, na radioaktivni a neradioaktivni.

Jako prvni indikatory byly v imunoanalyze pouzivany substance zna¢ené vhodnym
radionuklidem. NejcastéjSim radionuklidem vyuzivanym k pfipravé indikatord pro ucely
radioimunoanalyzy je **°I. Vedle n&j se v praxi vyuZivaji i jiné radionuklidy, nap¥iklad *H, **C
nebo *'Co. Obecnym pozadavkem na radioindikator je, aby byl radiochemicky &isty, tedy aby

obsahoval radionuklid vazany pouze v jedné chemické formé.
Pozdé&ji (ve snaze o ziskani stabilnéjSich indikatord s vyssi specifickou aktivitou) byly ke
znaceni vyuzivany i neradioaktivni znacky. Misto radionuklidd jsou pouzivany ptedevsim:

e enzymy

e latky, které ptimo vykazuji fluorescenci nebo luminiscenci

e enzymy, které katalyzuji vznik takovychto latek

e Jatexové Castice

e molekuly, které tvoii volné radikaly

e viry (bakteriofagy).

Tyto znacky se vSak podstatné 1isi svou velikosti a tim 1 moznym vlivem na imunoreaktivitu

znaceného indikatoru (Obrazek 6).

19



" =<
o
y * * S
evropsky ox I
socialni ¥
4 fondvCR  EVROPSKA UNIE

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Akridinium ester (m.h. 481)
+— 17| (m.h. 125)

Alkalicka fosfataza (m.h. 58000)

Obrazek 6. Relativni velikosti latek k pripravé indikatora

Podle typu (neradioaktivniho) indikatoru je volen optimalni zpusob detekce. Misto méfeni

radioaktivity se tak uziva principi:

e kolorimetrie - méfeni absorpce svétla roztokem zbarvenym po prob&hlé enzymatické reakci
e fluorometrie - méteni fluorescence indikatorti nebo vzniklého produktu enzymatické reakce
e luminometrie - méteni produkce svételnych kvant luminiscenéni reakce

e nefelometrie - méfeni rozptylu svételného zareni na povrchu ¢astic

e turbidimetrie - méfeni zeslabeni svételného zatreni vlivem zakalu roztoku

e pocitani Castic - pocitani ¢astic urcité velikosti poté, co probéhla imunochemicka reakce.

V Kapitole 2 jsou u nékterych typti imunoanalytickych metod blize vysvétleny principy

generovani jejich signalu a detekce.

Kapitola 2 - Imunoanalytické metody a
technologie

Kristidn Safarcik, Vladimir Bartos, Jindra Windrichovd

Izotopové metody

Jako izotopové (nebo radioizotopové) metody jsou oznaCovany metody, u kterych je pro

piipravu indikatoru imunochemické reakce pouzit vhodny radionuklid nékterého prvku.
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Zakladni principy uplatiiované u tohoto typu imunoanalyz jsou odpovidajici modifikaci téch
variant, které byly zminény v obecné €ésti o imunoanalytickych metodach. Pro kompetitivni
metody pouzivdno oznaceni "radioimunoanalyza" - RIA. Pro nekompetitivni metody bylo

zavedeno oznaceni "imunoradiometricka analyza' a zkratka IRMA.

Postupem casu byly vyvijeny a aplikovany 1 jiné principy generovani a detekce signalu,
potiebné¢ho pro kvantifikaci imunoanalytickych metod, které nevyuzivaly radioizotopy a
méteni radioaktivity. Zavadéni neizotopovych technik bylo Casto zdivodiovano piedevsim
snahou vyhnout se pouzivani radionuklidii, které jsou obecné potencidlné ekologicky Skodlivé
a navic ohrozuji do urcité miry laboratorni pracovniky radiacni zatéZi. Je vSak nutno
konstatovat, ze se ani nékteré neizotopové metody neobejdou bez uziti potencidlné
kancerogennich, nebo jinak nebezpecnych latek. Pti splnéni obecnych podminek pro praci s
radionuklidy zasadné¢ vétsi nez pfi praci s neizotopovymi metodami, a je pfevySovano rizikem
plynoucim z préace s potencialné infekénim materidlem (infekce HBV, HCV, HIV). Obdobné¢

pristrojové vybaveni je zhruba stejné drahé.

Zasadnim pfinosem izotopovych metod je jejich ekonomickd vyhodnost a také fakt, Ze pro

rutinni stanoveni nékterych analyti alternativni neizotopové metody nejsou k dispozici.

Naopak ptinosem nékterych neizotopovych imunoanalyz je skuteCnost, zZe dosahuji lepsi
citlivosti stanoveni (Obrazek 7). Byla vyuZita celd fada latek, které teoreticky dosahuji vyssi
citlivosti detekce nez je méteni radioaktivity a latky pouzivané pro znaeni mohou generovat
vetsi mnozstvi signalu. Podstatnou vyhodou neizotopovych imunoanalyz je moznost jejich

snazsi automatizace.

ELISA FIA RIA LIA

P P P P >

Ly S S Ly

10° 101 1012 105 mol.I¥
Obrazek 7. Charakteristické citlivosti imunoanalytickych metod. ELISA = Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, FIA = fluorescenéni imunoanalyza, RIA = radioimunoanalyza, LIA =

Luminiscen¢ni imunoanalyza.
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Neizotopové metody

Enzymovd imunoanalyza (EIA)

Enzymova imunoanalyza vyuziva jako indikator enzym. Enzym je chemicky (kovalentng)
vazan bud’ na antigen, nebo protilatku — vznikne enzymovy konjugat. Uspofadani je mozné
jak kompetitivni, tak nekompetitivni. Enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu, ktery
je pridan do reakéni smési, na produkt, ktery je barevny. Stanovuje se pak
spektrofotometricky (viz chromogenni substrat), nebo na zaklad¢ fluorescence (fluorimetrické

stanoveni). Koncentrace produktu je umérna koncentraci antigenu nebo protilatky ve vzorku.
Heterogenni enzymoveé imunoanalyzy

Po probéhnuti imunochemické reakce (inkubaci) je z reakéni smési obvykle odstranéna volna
frakce indikatoru vétsinou s vyuzitim pevné faze. Nasleduje piidavek enzymového substratu a
po pevné urcené dobé je reakce mezi enzymem a substratem zastavena (napfi. piidanim "stop"
¢inidla) a spektrofotometricky je méfeno zeslabeni monochromatického svétla roztokem.

Pomoci kalibra¢ni kiivky 1ze poté odecitat koncentrace analyzovanych vzorkd.

Nejznaméjsi  heterogenni enzymovou imunoanalyzou je ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assai). Existuje mnoho variant této metody, spoleénym znakem je
zakotveni (adsorpce nebo kovalentni navazani) antigenu nebo protilatky na nerozpustny nosi¢
(¢asto povrch reakéni nadobky nebo mikrotitraéni desticky), coZ usnadiiuje separaci
imunochemicky navazanych molekul. Nekompetitivni sendvi¢ova ELISA je béZné pouZivana
pro stanoveni antigent s vice neZ jednou antigenni determinantou, capture ELISA se vyuziva

pro stanoveni protilatek.

Na Obrazku 8 je schematicky znazornéna sendvicova ELISA.
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Obrazek 8. Schéma sendvi¢ové metody ELISA.

Homogenni enzymové imunoanalyzy

Vyuzivaji efekty, pfi kterych dochazi ke zméné aktivity enzymu v imunokomplexu.
Ptikladem miiZze byt stinéni aktivniho mista enzymu - situace, kdy je vlivem stérickych
podminek béhem imunochemické reakce ovlivnéna aktivita enzymového konjugétu a tim i
rychlost pfemény enzymového substratu na produkt. Vzorek obsahujici stanovovanou latku je
v reakéni smési smichdn s indikatorem, kterym je konjugat vhodného enzymu se
stanovovanym antigenem. V kompetitivni reakci pak spolu oba soutézi o limitované mnozstvi
vazebnych mist protilatky. Cast enzymového konjugétu ziistava volna (jeji mnozstvi je zavislé
na mnozstvi stanovované latky v analyzovaném vzorku) a mize tak reagovat se substratem.
Frakce konjugétu navazana na protilatku pak, vzhledem k zastinéni aktivniho centra enzymu,

enzymovou aktivitu nevykazuje (Obrazek 9).

O ® L
\( Zadny
Konjugat ’ Konjugéat signal

SuP
L]
Y - ' + —» Signal
Konjugat Konjugat

Obrazek 9. Homogenni enzymova imunoanalyza - stinéni aktivniho mista enzymu. S = substrat, P = produkt

Enzymova aktivita je tedy tim vyS$S$i, ¢im vét§si je mnoZstvi stanovovaného antigenu v

analyzovaném vzorku, protoZe na protilatku se ho navadze vice a naopak v nenavazané formé
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zustane vice enzymového konjugatu. Enzymova aktivita v reakéni smési je tedy piimo

umérnd mnozstvi analyzovaného antigenu.

Z hlediska provedeni jsou homogenni EIA jednoduché, avsak mnohem méné citlivé nez

metody heterogenni. UZivaji se ke stanoveni nizkomolekulérnich latek (1ékii, hormona a

metabolitt). Piikladem je metoda CEDIA (Cloned Enzyme Donor Immunoassay) nebo

EMIT (Enzyme Multiplied Inmunoassay Technique), vyuzivané napt. v toxikologii.

Enzymové konjugaty

Kli¢ovym problémem EIA je pravé piiprava vhodnych enzymovych konjugati, tedy latek, kde je

enzym chemicky vézan na stanovovany antigen nebo protilatku. Zakladni podminkou Gspésné EIA

je rovnéz vybér vhodného enzymu, ktery musi splitovat fadu obecnych podminek:

musi mit vysoké ¢islo pfemény,
aktivita enzymu musi byt pfesné a snadno méfitelna

enzym musi zachovavat enzymovou aktivitu po vazbé na antigen nebo protilatku
(heterogenni EIA), nebo enzymova aktivita musi byt vyrazné modulovana vazbou
konjugatu na protilatku (homogenni EIA)

enzym musi byt snadno dostupny

enzym se nesmi vyskytovat v télni tekuting, ve které je provadéno vySetfeni

U homogennich EIA se jako enzymy pouzivaji naptiklad glukozo-6-fosfatdehydrogenaza

nebo malatdehydrogenaza. Nejcastéji pouzivanymi enzymy v heterogenni EIA jsou kienova

peroxidéaza nebo alkalické fosfatdza.

/ Jak funguji enzymy v EIA

Krenova peroxidaza katalyzuje reakci peroxidu vodiku s vhodnym substratem, ktery se
oxiduje na barevny produkt. Substraty jsou napriklad TMB (3,3',5,5' tetramethylbenzidin),
ABTS (2,2' azino-bis-(3-etylbenzthiazolin-6-sulfondt) nebo OPD (o-fenylendiamin).

Alkalicka fosfatiza v enzymatické reakci Stépi esterickou vazbu kyseliny fosforecné (napr.
Stepi bezbarvy para-nitrofenylfosfat na zZluty para-nitrofenol, fotometricka detekce pri 420

nm). Stépenim umbelliferylfosfatu vznika umbelliferon, ktery fluoreskuje a dd se mérit

\fluorometricky.
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Detekce enzymatickych imunoanalyz

v

Kolorimetricka (fotometrickda) detekce je nejrozsitenéjsi typ detekce u klasickych
enzymoimunoanalyz. Principem detekce je =zeslabeni intenzity svételného toku
monochromatického svétla zbarvenym roztokem produktu enzymatické reakce. Ptistroje pro

meéieni absorbance se nazyvaji spektrofotometry.

Nefelometricka detekce Vvyuziva enzym lysozym a jako substrat peptidoglykany. Jako
substratu bylo vyuzito fragmentd bunéénych stén bakterii Micrococcus luteus. Paprsek
monochromatického svétla (napft. laserového zdroje) je rozptylovan tzv. Faraday-Tyndalovym
jevem v zakaleném roztoku cCastic. Mira rozptylu svétla je imérnd mnozstvi ¢éstic, tedy
aktivit¢ enzymu. Moderni nefelometry jsou vybaveny laserovymi zdroji piisné

monochromatického svétla, coz zjednodusuje dalsi konstrukei piistroja.

Fluorometricka detekce umoznuje dosazeni vyssi citlivosti pfi pouziti stejného enzymu,
napiiklad diky opakovanému generovani signdlu v kratkém casovém tuseku. Dosahovana
citlivost metody je ovSem omezena fluorescenénim pozadim biologického materidlu v reakéni
smési. To je zpusobeno piirozenou fluorescenci séra nebo plazmy (vlivem piitomnosti
sérovych proteinli, nebo NADH a bilirubinu). Detekce emitovaného svételného zafeni miize
byt poznamendna i zhaSenim fluorescence vlivem piitomnosti nékterych molekul, které

absorbuji zafeni (excitani nebo emitované).

I v homogennich EIA byly vyuZity fluorogenni substraty. Napt. redukci vznikly NADH

emituje fluorescencni zafeni mezi 450 az 470 nm.

Tento nebo obdobny princip detekce je vyuzivan v celé fad€ analytickych systéml, naptiklad
technologie MEIA (Microparticle Enzyme Immunoassay) na analyzatorech IMx a AXSYM
firmy Abbott (Obrazek 10).
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Obrazek 10. Piistroj AXSYM (Abbott Laboratories)

Luminometricka detekce je odvozena od principu bioluminiscence, spojené s enzymatickou
reakci. V tomto pfipadé¢ se vSak jednd o chemiluminiscenci, kdy je svételné zareni
produkovano vlivem pribcéhu chemické reakce iniciované pisobenim enzymu. V praxi jsou i
pro tyto Ucely nejpouzivangj$imi enzymy alkalické fosfatdza a kienova peroxidaza. Pro prvni
z nich jsou jako substrat vyuzivany napft. latky na bazi adamantyl 1,2 dioxetan arylfosfati. Ty
po odstépeni fosfatové skupiny vytvaieji nestabilni anion, ktery se stabilizuje vyzairenim
svétla. Tento princip je vyuZivan napiiklad u analyzatori fady IMMULITE firmy DPC nebo

analyzatori Access ® firmy Beckman Coulter Inc. (Obrazek 11).

Obrazek 11. Pristroj Access ® (Beckman Coulter Inc.)

Pfi pouziti enzymu kienové peroxiddzy, dochazi v pfitomnosti peroxidu vodiku k oxidaci
luminolu. Pfi reakci je vSak produkce svételného zareni slaba. Byla ale objevena tada latek,

které zesiluji a prodluzuji produkci svételnych kvant této oxidacni reakce. Takovym
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zesilovaCem je napi. luciferin nebo benzthiazoly, které maji jeste¢ vyssi kvantové vytézky.
Reakce dava s pouzitim téchto zesilovaci kontinudlni vystup svételného signalu. Signal tak
muze byt méfen i s Casovym odstupem. Tyto metody jsou pak oznacovany jako zesilena
chemiluminiscence, "enhanced chemiluminescence". Tento systém byl propracovan firmou
Amersahm a byl doddavan na trh pod oznacenim Amerlite. Nyni tento princip vyuziva

analyzator Vitros ECi firmy Ortho-Clinical Diagnostics (Obrazek 12).

P s
—-7!-—5‘;{ é.—g

Obrazek 12. P¥istroj Vitros ECi (Ortho-Clinical Diagnostics).

Luminiscencni imunoanalyza

Luminiscence

Luminiscence je fyzikalni jev, kdy latka, oznacovana jako luminofor, je schopna produkovat
svetelné zareni. Toto generovani svételnych zableskii je obvykle iniciovano zménou vnéjsich
podminek (pH, teploty, elektrického potencidlu apod.), ktera ovlivni fyzikdlné-chemické
viastnosti nékterych molekul luminoforu. Drive stabilni latka se tak dostane do energeticky
nestabilniho stavu s prebytkem vnitini energie, kterou samovolné uvoliuje vyzarenim
elektromagnetického zareni o vinové délce v oblasti viditelného svétla. Timto procesem se

molekula latky opét stabilizuje, i kdyz v pozmeénéné podobé.

K meéreni luminiscence slouzi pristroje nazyvané luminometry. Jak vyplyva z podstaty jevu,
nevyzaduje mereni luminiscence Zdadny excitacni zdroj zareni, méri se pouze svetlo

produkované luminoforem.

N
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Jako luminoimunoanalytické metody lze oznacit ty metody, u kterych je pro znaceni
indikatoru imunochemické reakce pouzit luminofor. Jak bylo uvedeno vyse, jsou vsak mezi
luminoimunoanalyzy Casto zahrnovany rovnéz enzymové imunoanalyzy s luminometrickou
detekci. Imunoanalyzy zakonCené detekci luminiscencéniho zareni Ize tedy rozdélit na dvé

kategorie:

e enzymové imunoanalyzy se substratem produkujicim luminiscen¢ni zateni

¢ imunoanalyzy s luminiscen¢nim indikatorem
Zakladni principy uplatiiované u LIA jsou modifikaci téch, které byly zminény v obecné ¢asti
o imunoanalytickych metodach. Z hlediska pouzitého luminoforu je mozno LIA metody

rozd¢lit na metody bioluminiscen¢ni a chemiluminiscencni.

Bioluminiscenc¢ni metody

Bioluminiscen¢ni metody pouzivaji luminofory biologického pliivodu. Vzhledem k tomu, Ze
vétSinou vyuzivaji k inicializaci enzymatické reakce, je mozno zaradit je mezi EIA s

luminiscen¢ni detekci.
Chemiluminiscenéni metody

Chemiluminiscencni metody vyuZivaji jako luminofory rGzné latky, které jsou k produkci
svételného zafeni iniciovany na zadkladé¢ prabéhu chemické reakce. Produkce svétla
chemickou reakci je Casové omezena a je proto nezbytné, aby méfeni probéhlo v urcitém

definovaném okamziku.

Mezi latky, které vykazuji luminiscenci, patfi napf. jiz zminény luminol, izoluminol,
lucigenin, sulfonamidy nebo estery akridinovych barviv. Luminiscence umoziiuje detekci
latek v koncentraci do 10 mol.L 1. Vv praxi je tento princip uplatnén v analyzatoru ACS:180
ptivodni firmou Ciba Corning, nyni je dodavan firmou Bayer ve varianté ACS:180 SE nebo
automat ADVIA Centaur a systému Architect firmy Abbott Laboratories (Obrazek 13).
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Obrazek 13. Pristroj Architect (Abbott Laboratories).

Elektrochemiluminiscen¢ni metody

K vybuzeni chemiluminiscence indikatoru je u téchto metod pouzivan elektricky impuls.
Ptikladem mutze byt indukce luminescence rutheniovych iontl, komplexné véazanych v
tris(bipyridylu), kterd probiha na povrchu platinové elektrody. Molekulovd hmotnost
rutheniového komplexu (pod 1 kDa) umoZziuje piipravu indikatoru, ktery neovliviiuje
interakci protilatka-antigen. Tento princip vyuzila naptiklad firma Roche Diagnostics u svych

analyzatoru fady Elecsys® nebo Modular® (Obrazek 14).

Obrazek 14. Pristroj Elecsys ® (Roche Diagnostics).
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Fluorescencni imunoanalyza

Fluorescence a jeji detekce

Fluorescence je fyzikalni jev, kdy latka - fluorofor - je schopna absorbovat energii doddvanou
ve forme elektromagnetického zdreni, (tzv. excitacni zareni), a ndsledné vyzarovat
elektromagnetické zareni o jiné vinové délce (emisni zareni). Energeticka spektra excitacniho
i emisniho zareni uzce souvisi se zdkladni strukturou latky, pricemZz emisni spektrum je
posunuto do oblasti vyssich vinovych délek nez spektrum excitacni. Fotony absorbované
souborem molekul jsou totiz z casti degradovany na tepelnou energii, z ¢asti jsou vyslany jako
fotony o nizsi energii (vysSi vinové délce), nez jakou mél foton pitvodni. Rozdil maxim
excitacniho a emisniho fluorescencniho spektra se nazyva Stokesitv posun. Podil poctu
emitovanych fotonu k poctu fotonii absorbovanych se nazyva kvantovy vytézek fluorescence

(n) a mize nabyvat hodnot 0 1.

Pozadavky na fluorescen¢ni indikator vhodny pro pouziti ve FIA 1ze shrnout do tfi podminek:

e vysoka molarni absorbance

e vysoky kvantovy vytézek

e velky Stokestv posun
Nejuzivangj$im fluorescencnim indikatorem je fluorescein. Exitaéni maximum ma pii 490 nm
a emisni maximum pii 520 nm. Nekteré sérové komponenty, (napf. albumin-bilirubinovy
komplex), pii téchto vinovych délkach interferuji. Interference pii méfeni biologickych
materiali se mohou silné projevovat také rozptylem zéaieni nebo jeho zhaSenim. Proto je
meéteni fluorescence siln€ ovlivilovano prostiedim, ve kterém se provadi. Klasicka
fluorescence vykazuje po kratkém excitatnim osvitu urcitou dobu dosvitu fluorescencniho
signdlu, ktera je rozdilnd pro rizné latky. Tento fluorescenéni dosvit se u latek bé&zné
vyskytujicich v séru pohybuje v rozmezi 1 — 20 ns. U bézné€ pouzivanych fluorescencnich
indikatori se pohybuje rovnéz v faddu nanosekund (fluorescein 4,6 ns). Emisni spektra z
riznych fluorescen¢nich zdrojii séra tak mohou interferovat s emisnim spektrem indikatoru
nejen vzhledem k podobné vinové délce svych piki, ale ptekryvaji se rovnéz ¢asoveé a nedaji

se prakticky rozlisit.
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Zcela zasadni pfinos pro méfeni fluorescence ma technika zvana ¢asové modulovana detekce
fluorescence (“time resolved fluorescence measurement™ - TR fluorescence), zalozena na
pouziti novych fluorescen¢nich indikatorti - lanthanidovych chelati - zejména europia,
samaria, terbia nebo thulia.Jejich zavedenim se podafilo piekonat problém fluorescen¢niho
pozadi média, ve kterém se fluorescence méfi. Jednd se o indikatory s velmi dlouhou
fluorescenci, pricemz jeji detekce je Casové modulovand. Kratky svételny impuls ze
svételného zdroje (xenonové vybojky) nebo pulzniho laseru slouzi jako excitacni zdroj a

fluorescence je pak méfena s uréitym ¢asovym odstupem.

Dosvit fluorescen¢niho indikatoru na béazi chelati vzacnych zemin je mezi 10 — 1000 ps.
Excita¢ni spektrum ma velmi Siroky pik, emisni pik pak velmi uzky. Navic Stokestv posun
proti béznym fluorescencnim indikatorim je mnohem vétsi, pik emisniho spektra je posunut
az do Cervené oblasti viditelného spektra. Méfeni fluorescence, po Casové prodleve v intervalu
400 az 800 ps po osvitu, oddéli parazitni fluorescenci sérovych komponent, které maji
podstatné kratsi dosvit. Excita¢ni osvit se opakuje tisickrat za sekundu. Problematikou TR
fluorescence a jeji aplikaci v imunoanalyze s vyuzitim lantanidovych chelatd jako indikatort
se velmi Siroce zabyvala firma Wallac (ve spojeni s firmami LKB a Pharmacia). Byl vyvinut
imunoanalyticky syst¢ém DELFIA, pozdé€ji vyuzity 1 u automatického analyzatoru
AutoDELFIA. Timto syst¢tmem ke mozno v b&zné reakéni smési detekovat koncentrace 10
Y mol.L* Eu¥, coz vysoce prevysSuje detekéni mez beéznych fluorescencnich méfeni bez

asové modulace (10™ - 10 2 mol.I ).
Imunoanalyzy s detekci emisniho fluorescencniho zéteni 1ze opét rozdélit na dvé kategorie:

e enzymové imunoanalyzy se substratem produkujicim fluorescencni zateni
e imunoanalyzy s fluorescenénim indikatorem
Zakladni principy uplatnované u FIA jsou modifikaci téch, které byly zminény v obecné ¢asti

o imunoanalytickych metodéach.

Heterogenni fluoroimunoanalyza

Vyhodou heterogennich metod je oddé€leni sérové komponenty reakéni smési pred méfenim
fluorescence, coz zlepSuje odstup signdlu od Sumu a zlepSuje tim citlivost metody. Mohou byt

realizovany jak v kompetitivnim, tak v nekompetitivnim uspofadéni. Jako pevné faze pro
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separaci jsou uzivany napi. polyakrylamidové kulicky, na néz jsou kovalentné vazany
ptislusné specifické protilatky nebo antigeny. Specifickd hustota kuli¢ek je blizkd jedné i
refrakéni index je blizky indexu vody, a proto rozptyl svétla na nich je zanedbatelny.
Prakticky se stanoveni provadi smichanim vzorki séra s antigenem znacenym (napf.
fluoresceinem nebo 7-hydroxykumarinem) a pfidanim ke kulickdm s navazanou protilatkou.

Po inkubaci a odd¢€leni volné frakce se kulicky resuspenduji v pufru a méfi se fluorescence.

Homogenni fluoroimunoanalyza

Jednim z ptikladd této realizace imunoanalytickych metod je Fluorescence Polarization
Immunoassay — FPIA (Obrazek 15). Tato kvantitativni analytickd metoda vyuziva
kombinace dvou principi - kompetitivni imunochemické reakce mezi stanovovanym
analytem a vhodnym indikatorem o vazebna mista na specifické protilatce a méfeni vertikalné
polarizovaného fluorescencniho zéafeni emitovaného po excitaci vzorku rovnéz polarizovanym

svétlem.

Tato technologie je pouzitelna pro uréeni koncentrace malych molekul. Ty se totiz v roztoku
otaceji velkou rychlosti. Pokud je molekula oznacena vhodnou fluorescenéni latkou
(fluoresceinem) a je excitovana polarizovanym svétlem vhodné vinové délky, emituje
fluorescencni zareni do mnoha sméri. Detekce ve stejné polarizované roviné nameéfi jen
malou cast fluorescence. Pokud tato mald molekula obsadi vazebné misto na protilatce, dojde
k vytvoteni komplexu (velké molekuly), kterd se ota¢i pomalu, coZ ma za nésledek zvySeni

fluorescence detekované v polarizované roving.

V kompetitivnim uspofadani metoda poskytuje moznost stanovit koncentrace analytu bez
nutnosti separace volné a véazané frakce fluorescencniho indikatoru. Postup byl vyvinut

firmou Abbott a je vyuzivan v pfistrojich TDx, IMx nebo AxSYM.
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Obrazek 15. Princip kompetitivni FPIA

Mezi nejpokrocilejsi technologie homogenni imunoanalyzy patii technologic TRACE (Time
Resolved Amplified Cryptate Emission) vyvinuta firmou CIS. Jako fluorescen¢ni indikatory
se pouzivaji kryptaty vzacnych zemin, které vykazuji dlouhotrvajici fluorescenci v fadu 10 -
1000 ps, coz umoziiuje pouZiti Gasové modulované detekce fluorescence. Ton europia (Eu*?)
je inkorporovan do kavity makropolycyklické slouceniny (trisbypyridine diaminu). Tato
sloucenina je velmi stabilni a vykazuje vyhodné fluorescenéni vlastnosti. Slouceninu je
mozno excitovat svétlem vlnové délky 307 nm, pficemz emisni spektrum vykazuje piky 1 v

oblasti ¢erveného svétla (od 550 do 720 nm).

Pro praktické provadéni imunoanalyz vyuZivajicich princip homogenni FIA byl vyvinut

analyzator KRYPTOR dodavany firmou B.R.A.H.M.S.

Multiplexové metody

Multiplexové méfeni — tedy simultanni méfeni vice analytd - je logickym feSenim pro popis
komplexnich fyziologickych a patofyziologickych dé&ji, kde nezdlezi pouze na absolutni
koncentraci jednotlivych Clend, ale na pomérech agonistii a antagonistli, faktorti a jejich
inhibitor. Piikladem velmi komplexnich regulaci jsou cytokiny a rtistové faktory. Cilem

multiplexovych analyz je
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e popis zastoupeni jednotlivych proteint (deskriptivni proteomika),
e studium vzdjemnych vztahl proteind,

e vyhledavani a validace biomarkerd,

e vyhledavani cilt terapie a

e klinicka diagnostika.

Ptinosem multiplexového typu méfeni je

e financni efektivita,

e redukce pottebného Casu a prace pro analyzy,

e snizeni objemu vzorku a

e validita dat pfi porovnavani poméra hladin jednotlivych proteint.

Multiplexové analytické technologie v oblasti proteint jsou zaloZeny na tfech principech:

e imunoanalyza,
e separacni technologie (chromatografie nebo 2D elektroforéza) a
e hmotnostni spektrometrie

nebo na jejich kombinacich.

V nésledujicim textu se budeme zabyvat pouze multiplexovymi pfistupy zaloZenymi na
imunoanalytickych postupech. Piedstavené technologie maji slouzit jako piehled principt,
zvlastni pozornost je vénovana technologii xMAP. Konkrétni chemikalie, reagencie a
ptistroje jsou dosaZzitelné od mnoha vyrobct, jejich spektrum se stile vyviji a nejsou zde proto
uvadény. Multiplexové méfeni je dnes nedilnou soucasti mnoha vyzkumt a v nékterych

oblastech se za¢ina uplatiovat 1 v klinické rutinni praxi.
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Obrazek 16. Srovnani nékolika typid multiplexovych metod.

Planarni mikroarraye — proteinové Cipy

Proteinové Cipy se vyvinuly z technologii pfipravenych ptiivodné pro analyzu DNA. Protilatky
nebo antigeny jsou naspotovany na planarni povrch — silikonovych ¢ipti nebo sklenénych
skli¢ek s nitrocelulézovou membranou (FAST slides). Cipy jsou tedy prostorové uspoiadané
reagencie na pevném povrchu, v pfipadé¢ imunoanalyzy obsahuje kazda oblast neboli spot
definovanou protilatku (antibody microarrays) nebo antigen. Pfesna pozice (spot) specifické
protilatky/antigenu na Cipu definuje typ analytu, ktery je stanovovan. Studované proteiny jsou
kvantifikovany diky riznym principiim vytvarejicim signal a jeho zesilenim — kolorimetricky,
radioaktivitou, fluorescenci, chemiluminiscenci, enzymovymi reakcemi atd. — a intenzita
signalu je méfena urCenym typem scanneru nebo kamery. Vyhodnoceni vyzaduje specialni
software, ktery vyhodnoti intenzitu signalu v daném spotu a porovna ji s kalibraéni kiivkou,

pozitivni a negativni kontrolou popf. alespoii s ostatnimi spoty na ¢ipu.
Cipové technologie miizou byt rozdéleny podle jejich filozofie p¥istupu:

e piimé technologie (forward phase arrays),

e reverzni technologie
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e (Cipy pro studium proteinovych interakei.
Na c¢ipech pfimé technologie je inkubovan vzdy jeden vzorek na Cipu, takze miize byt
soucasn¢ stanoveno veEtSi mnozstvi proteind. Na reverznich ¢ipech je imobilizovano vétsi
mnozstvi riznych vzorkid. V jednom kroku tak miize byt stanoven jeden konkrétni protein ve
velkém mnozstvi vzorkll zaroven. Tato technika je také pouZzivdna s malymi kousky tkani

nebo kousku tkani ziskanych mikrodisekeci.

Arraye na mikrotitracnich destickach

Jsou pifimou modifikaci ELISové technologie. V kazdé jamce desti¢ky je na dn¢ naspotovano
az nékolik specifickych protilatek, které vyvazi sledované proteiny ze vzorku proteiny a na
principu sandwichové reakce je umoznéna chemiluminiscenéni nebo fluorescenéni detekce.
Zastupcem je napt. Thermo Scientific SearchLight Protein Array technologie, kterd umoziuje
z 50 ul vzorku zachytit az 16 riznych analytd, které jsou detekovany pfidanim biotinylované
protilatky, nasledované pfidanim kienové peroxidazy a chemiluminiscen¢niho substratu.
Produkce svétla je detekovana CCD kamerou a analyzovana pro kazdy spot specidlnim

softwarem.

Multiplexové reakce na mikrokulickach (Bead Arrays)

Mikrokuli¢ky jsou velmi zajimavou alternativou k plandrnimu uspofadani Cipl. PouZzivaji
detekci pratokovou cytometrii a jsou vhodné predevSim pro projekty, kde je jiz studovano
ménsi mnozstvi proteinti — tedy pro studie vice cilené neZ studie na proteinovych ¢ipech.
Vystupem téchto stanoveni je skute¢né kvantitativni uréeni koncentrace proteinu, na rozdil od

¢ipd, kde jsou vysledky ¢asto pouze kvalitativni nebo semikvantitativni.

Technologie FlowCytomix

Technologie Flow Cytomix je zalozena na sadé¢ mikrokuli¢ek o dvou velikostech (4 um & 5
pum). Kazdd ze dvou velikosti mikrokulicek je déale rozliSena riznymi intenzitami
fluorescen¢niho barviva. Na kazdé sad€ mikrokuli¢ek je navazana specificka protilatka, druha

protilatka je znacend fykoerytrinem. M¢éfeni probihd na béZzném pritokovém cytometru a data
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se vyhodnocuji specialnim programem. Toto uspofaddni umoznuje stanovit zaroven

koncentrace 20 analytti.

Technologie xMAP

Multi-analyte profiling technologie (XMAP) je zaloZena na sadé¢ 5,6 um polystyrenovych
mikrokuli¢ek. V této sad¢ je 100 populaci mikrokulicek, které se li§i vnitinim spektralnim
kédem vytvofenym kombinaci dvou fluorescencnich barviv v riizném poméru. Multiplexova
analyza je zalozena na specifickych protilaitkdich navazanych na jednotlivé populace
mikrokuli¢ek. Protoze jsou mikrokulicky rozliSené spektralnim koédem, mohou byt
kombinovéany v analyze a umoznuji tak stanoveni teoreticky az 100 analytti v jedné reakcni
jamce. Mnozstvi stanovovaného proteinu je uréeno na zaklad¢ druhé protilatky znacené

fluorescen¢ni molekulou. Reakce tedy probiha na principu sendvice.

5.6 Microns

Bead Set 26

The bead is
impregnated
with the dye
mixture

Bead Set 21

Obrazek 17. RozliSeni mikrokuli¢ek pro technologii XM AP. Zdroj: www.panomics.com.

Me¢éteni probihd na specidlnim prutokovém cytometru - piistroj Luminex. Mikrokulicky z
reak¢ni jamky jsou nasaty do pfistroje, kde protékaji v nosném proudu jedna za druhou mezi
dvémi lasery. Fluorescencni signal po excitaci prvnim laserem urcuje spektralni kod kulicky —
tedy druh métfeného analytu — a fluorescenéni signal po excitaci druhym laserem urcuje

mnozstvi druhé protilatky, tedy mnozstvi analytu.
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Obrazek 18. Princip xXMAP méfeni. Zdroj: www.panomics.com.

Pro imunochemickou reakci se pouzivaji mikrodesticky s filtracnim dnem. Nenavazané latky
se z reakce odmyvaji dnem desticky ptes filtry, které udrzuji mikrokulicky s navazanymi
proteiny v jamce. Koncentrace jednotlivych analytii je vypoétena na zakladé kalibra¢nich

ktivek zkonstruovanych pro kazdy méteny protein.

VSechny dal$i imunoanalytické pfistupy jsou také pouZitelné na xXMAP platformé, napf.
kompetitivni imunoanalyza, receptor-ligandova analyza nebo pro stanoveni protilatek antigen
navazany na mikrokulicky. Kromé imunoanalytickych stanoveni umoziuje tato platforma
také analyzu DNA nebo RNA molekul, které jsou piimo nebo po jejich amplifikaci

multiplexové detekovany specifickymi sondami vdzanymi na mikrokulicky.

Obrazek 19. Protilitky navazané na mikrokuli¢cky s navazanymi proteiny ze vzorku a po pfidani znacené

druhé protilatkyZdroj: www.rndsystems.com
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Obrazek 20. Priklad stanoveni XM AP technologii — Multiplexova analyza 10 cytokini.
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Obrazek 21. Kalibraéni  k¥ivky pro  13-plex panel lidskych  hormonu  Zdroj:

http://www.biotek.com/resources/articles/workflows-luminex-xmap-assays.html

Reagencie pro xMAP technologii

xMAP je oteviena technologie a v soucasnosti 1ze nakoupit reagencie pro imunoanalyzu od
mnoha svétovych vyrobcl. Bohuzel pro spolecné stanoveni nelze kombinovat latky, které
maji velmi odliSné biologické koncentrace, pokud jejich protilatky vykazuji zkiizenou

reaktivitu a pokud maji ptili§ rozdilné pozadavky na preanalytickou fazi.
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Obrazek 22. Pristroj Luminex 200 (Luminex Corporation). Zdroj: www.luminexcorp.com.

Nové typy technologie xMAP

V soucasnosti jsou jiz k dispozici reangencie pro Luminexovou platformu obsahujici
magnetické mikrokulicky (MagPlex®), coz umoznuje jednodussi separaci béhem reak¢nich
krokdi a predev$im jejich automatizaci na jednoduchych promyvacich stanicich nebo jako

soucast pipetovacich automatt.

FlexMAP technologie jako dalsi generace multiplexovych pfistrojii od fy. Luminex umoznuje
pfidanim tfeti rozliSovaci barvy do mikrokulicek méfeni az 500 analytd zaroven v jedné
analyze, coZ pii pouZiti 96-jamkové mikrotitracni desti¢ky znamend moznost az 64000 testl

za 45 minut.

Zcela novym konceptem od firmy Luminex je pfistroj MAGPIX. Ten umozni méfeni az 50
testd soucasné v jednom reakénim objemu a métfeni na tomto piistroji je zalozeno na principu

CCD zobrazovaci technologie na rozdil od pfistrojii fady Luminex xXMAP.

Laborator na Cipu (Lab-on-a-chip)

S tlakem na vyvoj point-Of-care testt dochazi k stale vy$si mife miniaturizace laboratornich
technologii. Miniaturizace vede k finanénim usporam, Setfi Zivotni prostiedi a vede k vyssi
dostupnosti a mobilit¢ technologii. Miniaturizace vyZaduje Uplnou integraci vSech krokd v
imunoanalytickém stanoveni a jeji budoucnost je v kombinaci s multiplexovymi
technologiemi. Laboratof na ¢ipu (LOC) je zafizeni, které integruje laboratorni postupy na

ploSe o velikosti milimetrti nebo nékolika malo ¢tvereénych centimetrti. Casto je vyuzivana
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tzv. mikrofluidika neboli pohyb kapalin v prostoraich mikro ¢ipu. Aby mohl byt
mikrofludicky obvod na Cipu pouzit pro analyzu, musi obsahovat: mikroskopicky malé
ventily (rozvadéci nebo uzaviraci), mixéry pro michani tekutin, mikroreaktory, senzory,
oscilatory a vyméniky tepla. Princip laboratofe na ¢ipu je dnes aplikovan pro miniaturizaci
imunoanalyz, biochemickych reakci i PCR a dalSich genetickych technologii. Cilem
miniaturizace je tzv. pTAS (micro total analysis system) — to je systém, ktery by integroval
odebrani vzorku, transport a pied analytickou Gpravu vzorku, chemickou reakci a separaci |

detekci reakce na jednom Cipu.

Vétsim  kolegou téchto technologii je systém Avantra, ktery umoZiluje sendvicovou
imunoanalyzu 40 analyti v jednom vzorku. Zakladem je bézny Cip s naspotovanymi
protilatkami, ktery je ale uzavien uvniti plastické schranky/¢ipu (MAX BIOCHIP®)
obsahujiciho vSe potfebné k analyze: kanalky, senzory, komory pro reagencie (,,Suché*
biotinylované protilatky, streptavidin, promyvaci pufr). Max biochip je vloZen do pfistroje a
poté je nastfiknut vzorek — samotnym pfistrojem neprotékd zadnd tekutina, cela reakce
probiha uvniti max biochipu. Vyhodnoceni reakce probiha CCD kamerou detekujici signal ze

spotli na Cipu.

Kapitola 3 - Preanalytika

Jindra Windrichovd

Preanalyticka ¢ast je nedilnou soucasti laboratorniho vysSetfeni a lze ji rozdé&lit na ¢ast, ktera
probiha mimo laboratorF a na ¢ast, kterd probihd uvnitf laboratore pred samotnym métenim.
Pokud posuzujeme frekvenci chyb ve vysledku laboratorniho vysetfeni, vznikd jejich
nadpolovi¢ni vétSina jiz ve fazi preanalytické a je proto nutné se ji stale dikladnéji zabyvat.
Soucasti preanalytiky jsou na jedné stran¢ vlivy biologické ovlivitujici hladinu méfené latky a

na druhé strané vlivy mechanické a tepelné pti odbéru, separaci, transportu a skladovani, které
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mizou zménit studovanou hladinu v biologickém materialu. V preanalytické fazi dochazi k

prolinani téchto faktora.

Biologické vlivy

Biologické vlivy lze rozdélit na ty, které miizeme ovlivnit, a na faktory neovlivnitelné, které
nezménime, ale musime je zaznamendvat a vzit v uvahu pfi interpretaci vysledku napft.
odliSnymi normalnimi rozmezimi v rutinni praxi nebo rozdélenim studované kohorty pfi
statistickém hodnoceni vyzkumu. Mezi neovlivnitelné faktory patii pohlavi, vék, etnickd
ptislusnost vySetfovaného a také genetické predispozice. Vsechny ostatni preanalytické
faktory miizeme, alespon ¢astecné, ovlivnit, t€mi se budeme zabyvat v nasledujicim textu.
Soucasti ptipravy vysetiovaného je jeho dieta pred odbérem. Pfinejmensim by se m¢él
pacient pted odbéry vyvarovat velmi tucnych jidel, coz zptisobuje chylozitu séra, ktera ¢asto
interferuje béhem stanoveni. Existuje ovSem mnoho studii, kde je ukdzan vliv slozeni stravy
na hladiny biomarker(i, zndmy je napf. posun v hladinach u piisnych vegetarianti a souvisi
S jejich pozménénym metabolismem. VIiv diety se do zmén koncentraci analyti muze
promitnout riznymi mechanismy:

e vyplaveni hormoni a enzymu pfed piijmem potravy ,béhem jidla a bezprostiedné po

jidle
e metabolismus potravou piijatych latek a zvySeni koncentraci metabolith
e sekundarni disledky vyplaveni hormont

e interference latek piijatych potravou s analytickou metodou o niZsi specifi¢nosti (napft.
vanilin u stanoveni katecholamini)

e Vvliv alkoholu

e vliv koufeni

e leukocytdza po jidle.
Sledovat miizeme u vyzkumi spiSe extrémy, ale ostatni zmény jsou z naseho pohledu soucasti
biologické variability, standardem by vSak mél byt pokud mozno odbér na la¢no. Je nutné

brat v uvahu, Ze starsi pacienti nebo onkologicti pacienti mizou Casto trpet podvyzivou.

Uzivané 1éky mtiZou ovlivnit hladiny stanovovanych latek tfemi zptlisoby:
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e pilsobi na metabolismus stanovované latky

e ovliviyji vazbu sledované latky na transportni bilkoviny (zména volné frakce)

e I¢k interferuje v analytické reakci
Idealem by bylo pfed odbéry vysadit veskeré 1éky, ale to neni v praxi obvykle mozné. Je
nutné znat alespon interference 1€kt a studovaného parametru a to zohlednit ve statistice nebo

pii zafazovani pacientii do studie. Bohuzel u vétSiny novych biomarkerti neni takova

informace vubec k dispozici.

Hladinu mnoha biomarkert ovliviiuje psychika a pfedevs§im stres pacienta — nervozitou nebo
strachem jsou ovlivnény ptedev§im stresové hormony, napi. kortizol, katecholaminy,
interleukin 6, je tedy nutné pfed odbérem co nejvice vySetfovaného uklidnit a snaZzit se
zamezit tzv. syndromu bilého plasté. Hladinu latek v krvi také ovliviiuje poloha pacienta pii
odbéru — tedy zda je odebiran vleze (Casto u pacientli na lizkovych oddélenich) nebo v sed¢
(nejcastéji u ambulantnich pacientdl). Pro vysledné hodnoty stanoveni je rozhodujici také
fyzicka cinnost vySetifovaného pred nabérem — zda vybéhl do druhého patra pted odbérem
po schodech (zvySené hodnoty stresovych hormont, nckterych interleukini...) nebo jel
vytahem, zda pfijel na kole/na koni (zvySené¢ hodnoty PSA), zda neub¢hl den pted odbérem

maraton atd.

Mnoho latek cirkulujicich v lidském obéhu podléha biorytmim neboli cyklickym variacim.

Tyto variace mohou byt:

e cirkadianni — v ramci 24 hodin

e ultradidnni — s periodou mnohem kratsi nez jeden den

e infradianni — s periodou delsi neZ jeden den

e cirkanudlni —s periodou pfiblizné€ 1 rok
Dusledkem jsou zmény koncentraci latek v dennim, ro¢nim, u Zen menstrua¢nim cyklu a
v pribéhu téhotenstvi, nékteré latky jsou vyplavovany v pulzech. Hormony jsou casto
ovlivnény variacemi jinych latek/hormont, které jsou nadfazeny pii regulaci jejich
uvolnovani v organismu (nejznameéjsim piikladem je regulatorni osa ACTH pro kortizol). Ve
vyzkumu je ztéchto divodl cCasto dilezité provadét nabéry v definovanou denni dobu —
standardné mezi 7-9 hodinou ranni, v definovanou fazi menstrua¢niho cyklu (pokud je jim

studovana latka ovlivnéna) - a provadét napi. statistické zhodnoceni korelace data nabéru a
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naméfené hodnoty pro poznani sezonnich vlivi. Tento problém se fesi dale opakovanim
odbérii nebo riznymi inhibi¢nimi nebo stimulacnimi testy, to vSak probihd piedev§im

V rutinni praxi.

Odbér materialu

NejcastéjsSim odbérem biol. materidlu je odbér periferni krve z kubitalni zily. Pro tento

odbér existuji tfi zadkladni pravidla, ktera je nutno dodrzet:
e nezaskrcovat pazi béhem odbéru,
e nechat oschnout dezinfekci v misté vpichu pied odbérem (jinak dochazi k hemolyze) a
e neprovadét odbéry ze stejné ruky, kde pacient dostava infuzi.

Pokud je provadén odbér z trvale zavedené kanyly, je nutné nejprve 5 ml krve vyhodit a pak
teprve brat krev pro stanoveni. StéZejnim pro laboratorni vySetfeni je vybér odbérové
zkumavky. Je nutné zohlednit, zda je tieba k vySetfeni sérum (odebira se krev srazliva, ve
zkumavce probéhne koagulace) nebo zda je tieba plazma (krev je odebrana do zkumavky
obsahujici protisrazlivé cinidlo). Zkumavky pro odbéry plazmy se 1i§i pouzitym
antikoagulacnim c¢inidlem- heparinat, citrat, EDTA soli. Pro imunoanalyzu se nejcastéji
pouzivaji odbéry s EDTA, ale laboratof by méla pro kazdé vySetieni i vyzkumné stanovit
pfesné poZadavek na odbérové zkumavky, protoze hladiny mezi sérem a plazmou se pro
nékteré analysy miiZzou vyrazné liSit. Pro tvorbu biobank by mély byt skladovany jak
plazmové tak sérové alikvoty a v publikacich by mél byt vzdy jasmé specifikovan typ

pouzitého biol. materidlu a nejlépe 1 odbérovych zkumavek.

Samoziejmosti je nutnost bezchybného a bezpodminecného oznaceni biologického materidlu
— jak primarniho materidlu, tak skladovanych alikvotl po separaci — aby se piedeslo
jakymkoli zdménam, co se tyCe pacienta i typu materidlu. V piipad¢ specidlnich odbért —
napt. netradi¢nich mist odbéru nebo testii v Case — je nutné jednoznacné rozliSeni jednotlivych

odbéra napt. ¢islicemi nebo pismeny na zkumavkéch i na Zadankach.

V biologickém materidlu dochazi k degradaci proteinii proteolytickou aktivitou nekterych

enzymu. Tato aktivita negativné ovliviiuje stanovitelnost proteinti predevsim v homogenatech

44



oot m %I
socialni
[~ 4 fondvCR EVROPSKA UNIE

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

tkanovych vzorkl, ale mize byt nezanedbatelnd i pro imunoanalyticka stanoveni proteinti
V plazmé nebo séru. Proteolyze miizeme ptedejit pridanim specifickych inhibitori proteaz
nebo jejich koktejlt ke vzorku ihned po odbéru u krevnich derivat nebo pfi homogenizaci (u

tkanovych vzorkt). Inhibitory protedz mizeme rozdé¢lit do skupin podle nékolika kritérii:

e podle typu inhibovanych enzymu
e podle zivocisného druhu/rostliny
e podle typu analyzy, ktera bude provadéna
e podle typu biologického materialu
Specialnim typem inhibitorG jsou inhibitory fosfatdz, které je nutné vyuzivat pii studiich

monitorujicich stav fosforylace nékterych proteind v signalnich drahach.

Separace a transport vzorku

Pii transportu vzorku je nutné se vyvarovat teplotnim extrémim — Vv 1ét&€ piehiati vzorku,
Vv zim¢€ jeho zmrznuti — pouzivanim transportnich boxi. Nékteré analyty vyzaduji specialni
teplotu transportu — napt. transport v ledové tiisti, coZ je smés vody a ledu v poméru jedna
ku jedné, led ve vode postupné odtdva, coz umoziuje udrzet delSi dobu vzorek pii teploté
tésné nad bodem mrazu. Naopak né&které latky pfi vystaveni chladu miiZou ménit své hladiny
ve sméru faleSn€ pozitivniho 1 negativniho vysledku. Chybou je vzdy zmrznuti zkumavky
s odebranou krvi ptfed separaci séra/plazmy od krevnich bun¢k, protoze to vede k hemolyze.
Také vystaveni vzorku nadmérnému svétlu — napt. ponechdni vzorku na okné piti silném
slune¢nim svitu — muize zplsobit degradaci fotolabilnich latek. Zkumavky s ndbéry pro
méfeni latek velmi citlivych na svétlo by mély byt transportovany napi. obalené v alobalu.
Vzdy by mélo byt zamezeno tfepani a prudké pohyby se zkumavkami s krvi ptfed separaci,

nadmérnd mechanicka zatéZ vede nejcastéji k hemolyze.

Diulezitym krokem v ptipravé biologického materialu z krve je centrifugace — separace séra
nebo plazmy od krevnich bunék. Jednotlivé laboratofe se li§i pouzivanymi podminkami —
vzdy by méla byt uvddéna doba centrifugace a pouzita centrifugacni (odstfediva) sila g
(uvadéni v otackadch za minutu rpm je chybné nebot’ nezahrnuje velikost rotoru, ktera

ovlivituje odstfedivou silu). Tato odliSnost je jednou z pfiCin nestejnych vysledkii mezi
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jednotlivymi laboratofemi. Specialni nastaveni je tfeba napf. pii pozadavku na tzv.
bezdestickovou plazmu pro studium nékterych analytli, aby nedochézelo k ovlivnéni métené
hladiny vyplavenim intracelularnich komponent z trombocytiiSeparace zajistuje i zamezeni
vyplavovani latek napf. interleukini z aktivovanych leukocyti. Sérum by mélo byt pred

separaci ponechdno srazet alespoii 30 min. po odbéru. Naopak plazma muze byt separovana

ihned.

Skladovani

Biologicky material pro vyzkumné Gcely by mél byt skladovan v alikvotech odpovidajicich
mnoZstvim potifebam analyzy a pti dlouhodobém skladovani v teplotiach pod -70°C. Moderni
analytické postupy vyzaduji pomérné malé mnozstvi materidlu a je tedy vyhodnéjsi skladovat
vice alikvotl s menSim objemem. Zamezi se tak opakovanému rozmrazovani, které je
nezddouci. U nékterych biomarkerli napt. cytokeratinii vime, Ze opakované rozmrazovani
nezméni vysledek, ale u vétSiny novych biomarkeri nemame tuSeni, a proto se tzv.
opakovanym freeze/thaw cyklim vyhybame. Dilezity je i spravny vybér zkumavek pro
dlouhodobé uskladnéni — musi byt vyrobeny z plastii odolavajicim nizkym teplotam a musi
mit vicka dostate¢né zamezujici odpafovani. Dale je nutné si uv€domit, Ze material nemize
byt skladovan nekonec¢né dlouho. Maximalni doba skladovani se 1i8i pro jednotlivé analyty,
jejich hladiny se v prubéhu let/mésicti méni. Ve vyzkumu je proto dulezité zvazit, zda bude
vhodné jednorazoveé vysetteni biol. materialu az po kompletnim ukonceni sbéru (celé kohorty)
nebo zda je vyhodnéjsi periodické zpracovani napt. vzdy jednou za pil roku nebo dokonce
kontinudlni zpracovani na rutinnich analyzatorech, kde ale zase hrozi zména pouzité

metodiky.

Samotnd preanalytickd faze zalind jiz spravnym vybérem - indikaci laboratorniho
vySetieni, V pfipadé¢ vyzkumnych projektl vybérem studovaného biomarkeru. Je nutné
nejprve zjistit, co nejvice o preanalytickych podminkéch, které jsou nezbytné, a poté jim
piipravu pacientii, odbéry a naklddani s biologickym materidlem co nejlépe ptizpisobit.
Velkym problémem vétSiny studii zistava nestejné zachézeni s nabéry tzv. kontrolnich
skupin. Néabéry jsou ¢asto zpracovavany v jinych laboratotfich (napt. transfiizni stanice), za

jinych podminek (doba a nastaveni centrifugace), nadbéry jsou provadény v jinych dennich
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dobach (napf. pouze ambulantni nabéry v kontrolni skupiné x celodenni nabéry z lizkovych
oddélenich v cilové skuping). Velkou neznamou, co se ty¢e jednotnosti podminek a popisu
preanalytické faze, zlstdvaji velké biobanky, kde jsou pro jednotlivé diagndzy casto
dlouhodob¢ skladovany biol. materialy ziskané bud’ z mnoha pracovist’ za krats$i Casovy usek
nebo naopak z jednoho pracovisté za velmi dlouhé ¢asové obdobi. Pii studiich pouZivajicich
takovyto biol. materidl by mélo byt vzdy soucasti statického hodnoceni, zda vysledek
neovliviiuje stafi nabéru a jeho piivod (tedy zda se nelisi vysledky nabéri ziskanych riznymi

pracovisti).

Kapitola 4 - Analytické a klinické parametry

Radek Kucera

U imunoanalytickych laboratornich metod je tieba znét jejich analytické parametry, které
rozhoduji o jejich pouziti a stupni spravnosti a specifi¢nosti ziskanych vysledkid a tedy o
spolehlivosti ur¢ité metody pro konkrétni pouziti. Tyto parametry maji byt téZ pravidelné
kontrolovany.

wevr

Citlivost stanoveni

(senzitivita, dolni mez detekce, detekcni limit, minimum detectable dose (MMD), minimum

detectable concentration /MMC/)

Citlivost stanoveni je urena podilem zmény méfené odezvy a odpovidajici zmény
koncentrace méteného analytu, neboli smérnici kalibra¢ni zavislosti (u metod s dostatecné
linearnim kalibraénim vztahem). Cim je ¢iselnd hodnota smérnice vétsi, tim je metoda

citlivéjsi, nebot’ mensi piirtistek koncentrace vyvold métitelnou odezvu.
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Citlivost udava minimalni mnozstvi analytu, ktery mizeme pfesné odliSit od nulového
mnozstvi analytu. Jeji znalost je dulezitd pro urceni rozsahu koncentraci, které lze danou

metodou stanovit. Je dana predevsim pouzitym analytickym principem.

Analyticka citlivost
(analytical sensitivity)

Analyticka citlivost se zjistuje opakovanym stanovenim nulového standardu a je definovana
jako pramér koncentraci nulového standardu +2 SD (smérodatné odchylky) nebo +3 SD. U
komerc¢nich testl je jeji hodnota deklarovana vyrobcem. V praxi se Casto setkdvame s tim, Ze

deklarovand analyticka citlivost metody neni pfi rutinnim stanoveni dosahovana.

Funkcni citlivost
(functional sensitivity)

Klinicka praxe si vynutila potiebu znalosti dolni spolehlivé detekovatelné nejnizsi hladiny.
koncentrace ve stanoveni, pro kterou je variacni koeficient niz8i nez 20%. U komercnich testl
jeji hladina musi byt deklerovana vyrobcem a pii verifikaci metody je tato hladina uzivatelem

ovérovana.

Spravnost a bias

accuracy

Spravnost metody udava, jak blizko skute¢né hodnoté analytu je primérnd hodnota stanovené
koncentrace. Pokud existuje absolutni metoda k ziskani skute¢né hodnoty analytu, je mozné
vyuzit srovnani obou metod k zjisténi spravnosti daného analytické metody (napt. HPLC -
vysokoucinna kapalinova chromatografie). V mnoha pfipadech je mozné jen nepiimé urceni

spravnosti analytické metody (recovery, test fedéni).

Bias (z angl. zkresleni, vychyleni, posun) udava miru rozdilu naméfenych hodnot od

skute¢nych hodnot daného analytu. Pokud se namétené hodnoty 1i§i v prabéhu celého
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stanoveni o stejné procento koncentrace, jedna se o bias proporcionalni. Pokud se naméiené
hodnoty lisi v pribéhu celého stanoveni o stejny pocet jednotek, jedna se o bias konstantni.

Oba typy bias se mohou vyskytovat ve stanoveni sou¢asn¢.
Recovery

Tento anglicky vyraz se nékdy nahrazuje ¢eskym oznacCenim testu jako metoda standardniho
pridavku. Slouzi k nepfimému hodnoceni spravnosti analytické metody. Provadi se tak, ze se
k definovanému mnozstvi analytu o znamé koncentraci pfida presné mnozstvi stejného
analytu opét o znamé koncentraci. Naméfené navysSeni koncentrace se pak vydé€li vypoctenym
oc¢ekavanym navySenim koncentrace. Po vyndsobeni 100 pak vychdzi vysledné recovery v

procentech. V idedlnim ptipad¢ je recovery 100%.
Test redéni

Dal§i moZnosti nepfimého testovani spravnosti metody je test fedéni. Redénim ptvodniho
vzorku pfipravime fadu vzorkli o sestupné koncentraci. Po stanoveni vSech vzorkl
vynasobime fedéné vzorky pfisluSnym fedicim faktorem. Vysledné koncentrace fedénych
vzorkll vynasobené fedicim faktorem by se mély rovnat ptivodni koncentraci vzorku, ze
kterého se pfi fedéni vychdzelo. Jako vychozi vzorek k fedéni se obvykle voli vzorek s
koncentraci v horni casti kalibraéni kiivky. Vytvofenim fady vzorkli o sestupnych
koncentracich ziskame piehled o spravnosti stanoveni v celém kalibra¢nim rozsahu dané

analytické metody.

Presnost a nepresnost

precision, imprecision

Presnost charakterizuje opakovatelnost dané analytické metody. Zjistuje se pomoci
opakovaného stanoveni vzorku o stejné koncentraci. Vyjadiuje se v procentech jako variacni
koeficient (%CV) nebo jako standardni odchylka (SD) urcité hladiny analytu. Pfesnost ¢i
nepiesnost stanoveni je ovlivnéna fadou faktorl, mezi které patii: presnost pipetace, vlivy
behem jednotlivych krokl analytického postupu (inkubace, tiepani, separace, detekce), dale

pak charakteristika protilatky, interference, preanalytické vlivy.
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Presnost ve stanoveni
within run (im)precision, opakovatelnost

Zjistuje se opakovanou analyzou vzorku o stejné koncentraci. Doporucuje se 20 opakovanych

meéreni.

Presnost mezi stanovenimi
between run (im)precision, reprodukovatelnost

Zjistuje se opakovanou analyzou vzorku o stejné koncentraci v kazdém stanoveni, kazdy den.
Pokud se vzorek stanovuje v duplikatech, triplikatech apod., pouziva se do vypoctu obvykle

priamér naméfenych hodnot.

Profil presnosti
precision profile

Pokud chceme postihnout presnost metody v celém rozsahu stanoveni, pouziva se pro tento
ucel profilu pfesnosti. K vypoctu se pouziva rozdil koncentraci duplikéati rutinnich vzork,
které se rozdeli do skupin podle koncentrace. Vysledkem jsou varia¢ni koeficienty téchto

skupin, které pokryvaji cely rozsah kalibra¢ni kiivky.

Zdroje nepresnosti

Zdrojem nepiesnosti mize byt kazda slozka analytické reakce (reagencie) a kazdy krok

analytického postupu vcetné lidského faktoru.
Transport a uchovavani souprav a reagencii

Reagencie: rozpoustédla, senzorova protilatka, konjugat s protilatkou, promyvaci roztok,

substratova soustava, standardy, kontrolni vzorky
Pipetace: kalibrace, nastaveni a reprodukovatelnost pipet ¢i pipetoru
Reakce antigen-protilatka: Cas, teplota, separace, promyvani

Enzym substratova reakce: cas, teplota, svétlo ¢i tma
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Detekce: m¢éfic radioaktivity, spektrofotometr

Vypocet dat: vyneseni dat na osy x a y, prolozeni kalibra¢ni kiivky
Preanalyticka faze odbéru a uchovavani vzorki

Interference

Imunoanalytickou reakci stanovujeme velmi malé mnozstvi analytu (10'15 az 10%° moI.L'l).
Interference jsou proto rusivym elementem, na ktery je potieba nezapominat. S interferencemi
se musi vyrovnat vyrobci i uzivatelé imunoanalytickych souprav. Nespecifické interakce
vznikaji vétSinou v nevyhovujicich vzorcich. Hemolytické, lipemické a ikterické vzorky by se

nemély ke stanoveni pouZzivat.
Specifické interakce se tykaji pouzitych protilatek a jsou uvedeny nize.

Antigen: nemocny uziva ve formé 1éku stanovovanou latku, napf. inzulin, hormony §titné
Zlazy, apod. (vétSina imunoanalytuickych metod neumi odlisit endogeni formu analytu od

exonniho analytu podavaného jako 1é¢ba).

Autoprotilatky: V nékterych ptipadech (nejcastéji v disledku autoimunnich onemocnéni
nebo v dusledku 1é¢by) u pacienta muze dojit k vytvofeni nebo existenci protilatek proti
analytu, ktery je stanovovan. Tyto autoprotilatky mohou interferovat pii stanoveni

analyzovaného antigenu.

HAMA protilatky (Human Anti-Mouse Antibodies): Mohou se vyskytovat u pacientii u
nichz byla uzita k diagnostickym nebo terapeutickym ucelim mys$i (ev. 1 jind zvifeci)
protilatka. Podobné protilatky se mohou vyskytovat i u osob, které byly napi. pokousany
domécimi zvifaty. HAMA protilatky zplsobuji u nékterych stanoveni faleSné pozitivni

vysledky.

Zkiizena reakce (Cross-reactivity): Protilatka rozpoznava epitop na antigenu. Jestlize
epitop je spolecny i pro jiné molekuly, dochazi ke zkiizené reakci. Tento problém se
vyskytuje zejména u protilatek polyklonalnich. U monoklonélnich protilatek je to problem
odliSeni intaktni molekuly a $tépu. Obvykle jsou pouzivany dvé protilatky reagujici na délku

molekuly. Vybér vhodnych monoklonalnich protilatek tento problém zmensil.
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Hook efekt: Specialni problém u analyti s velmi Sirokym koncentra¢nim rozsahem. Pti
extrémné vysokych koncentracich mohou byt vazebnd mista saturovana antigenem a
protilatka nemize vytvafet komplex antigen - protilatka. Kone¢né vysledky jsou pak v

kontrastu velice nizké - podhodnocené. Hook efekt se nevyskytuje u dvojkrokovych metod.

Nejistota méreni

V praxi nejsou zadna méfeni absolutné piesna. Nejriznéjsi vlivy zptsobuji odchylku mezi
skute¢nou a namétenou hodnotou. Vysledek méteni se tak vzdy pohybuje v jistém rozmezi
kolem skutecné hodnoty. Nejistota métfeni udava rozsah namétenych hodnot kolem vysledku
méteni. Nejistota méfeni se netykd pouze vysledku, ale i méficich pfistrojii, pouzitych
konstant, zavedenych korekci apod. Nejistota métfeni se zjiStuje statistickymi vypoclty.
Predpoklada se urcitd pravdépodobnost, s jakou se v intervalu daném nejistotou mize

nachdazet skute¢na hodnota métené veli€iny.

Mirou nejistoty méfeni je smérodatna odchylka (SD). Takto vyjadiena nejistota se oznacuje
jako standardni nejistota (u). Udava se bud’ samostatné bez znaménka, nebo se znaménkem
+ za vysledkem. Standardni nejistoty se déli na nékolik typt. Standardni nejistoty typu A (Ua),
které jsou zpiisobovany ndhodnymi chybami a se stoupajicim poctem opakovanych méfeni se
zmenSuji.. Typ B (ug) vychazi z riznych znamych a odhadnutelnych pfi¢in a vysledna
nejistota je dana jejich souctem a nezdvisi na poctu opakovanych méfeni. Kombinovana
standardni nejistota (uc) je souctem nejistot typu A a B. Hodnoti-li se vysledek méfeni touto
nejistotou, neni téeba rozliSovat mezi typem A a B. Kombinovana standardni nejistota udava
interval, ve kterém se s velkou pravdépodobnosti bude vyskytovat skute¢na hodnota métené

veliCiny. V praxi se tato nejistota uziva nejcastéji.

Referencni meze

Pti hodnoceni laboratornich vysledkl nds zajima, zda je namétend hodnota normélni, zvySena
¢i snizena. Vysledek je tedy tfeba porovnat s rozmezim normalnich hodnot. Podle zptsobu,
jak se toto rozmezi urcuje, hovotime bud’ 0 referencnich hodnotiach nebo o rozhodovaci

hladiné (cut off level). Jako referenéni rozmezi je nejcastéji definovan centralni 95% interval

52



y? ‘;@TCZ{

&

s

&0

L

~ L.
1 ..
i S 0
evropsky I 1
socialni e
OP Vzdéldvani
4 fondvCR EVROPSKA UNIE Bro konkurenceschopaost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

e

referen¢ni populace t.j. hodnoty mezi 2.5 az 97.5 percentilem. Do referen¢ni populace pak
zahrnujeme nejcastéji zdravé jedince. Urovani referen¢niho rozmezi v populaci zdravych
0sob, doporucovany nejmensi pocet je 120 jedincd, se provadi tak, ze vSechny namétené
vysledky sefadime vzestupné a na spodnim i hornim konci vysledkové fady odfizneme 2,5 %
vysledki. Uvnitt referencniho rozmezi zlstane pravé pozadovanych 95 % vysledki. Krajni
hodnoty vysledkové tady piedstavuji dolni a horni referenéni mez. Je tieba si rovnéz
uvédomit, ze u nékterych analytli zavisi referencni rozmezi na veéku, jindy se lisi u muzi a u
zen. Referenéni rozmezi se muze lisit i v zavislosti na pouzité metodé. Kazda laboratot by
proto méla uvadét své referencni hodnoty, coz je znacné problematické. V nékterych
ptipadech jsou misto vypoctenych referencnich hodnot pouzivany tzv arbitralni referenéni
hodnoty, které jsou navazany na klinickou definici, napf rizika progrese onemocnéni, riziko

vzniku komplikaci atd.

Cut off

Od referencniho rozmezi je tfeba odliSovat tzv. rozhodovaci hladiny (cut off). Je-li
rozhodovaci hladina piekrocena, vyznamné nartsta riziko pfitomnosti ur¢itého onemocnéni.
Cut off se pouZziva napt. pfi hodnoceni sérovych hladin nadorovych markerti. U naddorovych
markerd se nékdy vyuziva individualni cut off. U pacienta po operaénim odstranéni nadoru se
opakovan¢é stanovi hladina nadorového markeru. V dalSim sledovani lze odhadnout
individualni cut off nddorového markeru typickou pro daného jedince bez ptitomnosti nadoru.
Ptekroceni této individudlni cut off pak mlze znamenat recidivu nadoru, i1 kdyz hodnota jesté

nepiekrocila cut off pro referencni populaci.

Hranicni vysledky

Pokud je referencni rozmezi definovéano jako centralni 95% interval referencni populace, je
treba si uvédomit, ze u 5 % zdravych jedincii najdeme vysledek, ktery se nachazi mimo
referencni rozmezi. Je tieba si to uvédomit pii hodnoceni vysledka, které jsou tésné nad nebo
pod referenénim rozmezim. Jednd se tedy o individudlni odchylku, nikoliv pfitomnost
onemocnéni. K odliSeni takovych jedinct se v praxi doporucuje opakovani laboratorniho testu

s ur¢itym casovym odstupem.
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Biologicka variabilita

Schopnost testu dat pti dvou po sobé jdoucich opakovanych méfeni shodné vysledky je
ovlivnéna tadou faktorti. NejvyraznéjSim z nich je biologicka variabilita. Biologické vlivy,

délime na neovlivnitelné a ovlivnitelné.

Neovlivnitelné podminky:

Biologické rytmy — cirkadianni rytmus, sezonni vlivy, menstruacni cyklus
Pohlavi — napt. rozdilné hodnoty hormoni

V¢ek — hladiny nékterych analyt se béhem Zivota jedince méni, méni se proto také piislusné

referen¢ni meze pro danou vékovou kategorii

Rasa — n¢které laboratorni parametry se 1i$i v ¢ernosské, bilé ¢i asijské populaci apod.

Vlivy prostfedi — nadmoiské vyska, expozice slune€nimu zafeni atd.

Ovlivnitelné podminky

Poloha téla — ovliviiuje sekreci katecholamind, kortizolu, reninu

Fyzicka zatéz a télesnéd aktivita - ovliviluje sloZeni télnich tekutin a je zavisld na délce a
intenzité

Téhotenstvi — zahrnuje vyraznou zménu biochemickych pochodli a zmény celé¢ fady

parametra

Koufteni - koufeni zvySuje hladiny kracinoembryonalni antigenu (CEA) a nékterych hormont,

naopak snizuje koncentraci imunoglobulinti

Alkohol - zmény obsahu analytli zavisi na intenzité a délce konzumace alkoholu, jednorazové
poziti alkoholu v mirné a stfedni davce ovliviiuje méteni jen minimalné
Vliv Iékti — pokud je antigenni struktura exogenni latky shodna s endogenné produkovanou

latkou, je vysledna hodnota testu ovlivnéna, obvykle zvySena (inzulin, hormony §titné zlazy)

Mechanické vlivy (vliv diagnostickych a terapeutickych zasaht) — napt. zvyseni hladiny PSA

po palpalénim vySetfeni prostaty, zvySeni CEA po vySetieni per rectum
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Mentalni stres - zvySuje sekreci hormonti aldosteronu, angiotenzinu, katecholaminii,

kortizolu, prolaktinu, reninu, inzulinu

Stravovaci navyky - hormony a enzymy se vyplavuji a pfesouvaji pfed pfijmem potravy i

béhem a po jeji konzumaci.

Klinicka senzitivita a specificita

Klinicka senzitivita je schopnost testu spravné uréit nemocné jedince, jinymi slovy pocet

spravné nemocnych.

spravné pozitivni (TP) % 100 = senzitivita

spravné pozitivni (TP)+ falesné negativni (FN)

Misto senzitivity se nékdy pouziva vyraz detection rate (DR)

Klinicka specificita je Schopnost testu spravné vylouéit jedince, kteti nemaji dané

onemocnéni, jinymi slovy pocet spravné zdravych.

spravné negativni (TN)

— — U x 100 = specificita
spravné negativni (TN)+ falesné pozitivni (FP)

Nemocni jedinci Cut-off

— —
Negativni Pozitivni
test test

I
I
I
1
I
|
)
I
1
I
I
1
I
I
:
3 a - nemocni s pozitivnim testem
! b - zdravi s pozitivnim testem

I C - nemocni s negativnim testem
: d - zdravi s negativnim testem

I

I

I

Zdravi jedinci

Obrazek 23. Klinicka senzitivita a specificita. (upraveno prodle Wild 2013)
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Efektivita testu

Efektivita testu je procento spravng klasifikovanych pacientti jako zdravych nebo nemocnych.

spravné pozitivni (TP)+ spravné negativni (TN)

spravné pozitivni (TP)+ fale$sné pozitivni (FP)+ fale$né negativni (FN)+ spravné negativni (TN) x 100 =
efektivita
Pacient s Pacient s
pozitivnim negativnim Celkem
vysledkem vysledkem
Nemocny jedinec TP FN TP + FP
Zdravy jedinec FP TN FN + TN
Celkem TP + FP FN + TN TP + FN + TN + FN

spravné pozitivni (TP), faleSné pozitivni (FP), spravné negativni (TN), faleSné negativni (FN)

Prediktivni hodnoty

Je tfeba urcit pravdépodobnost, ze stanoveni poskytne spravnou diagnostickou informaci.
Zahrnuji klinickou senzitivitu, specificitu, a efektivitu testu
Pozitivni prediktivni hodnota (PPV)

Pravdépodobnost, ze osoba je opravdu nemocna, kdyZ test reagoval pozitivné

spravné pozitivni (TP)

x 100 = PPV

spravné pozitivni (TP)+ fale$né pozitivni (FP)

Negativni prediktivni hodnota (NPV)

Pravdépodobnost, Ze osoba je zdrava pii negativnim vysledku testu
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spravné negativni (TN)

X 100 = NPV

falesné negativni (FN)+ spravné negativni (TN)

ROC krivka

receiver operating characteristic curve

ROC kiivka je grafické vyjadreni umoziujici posoudit vypovidaci schopnost diagnostického

testu v zavislosti na jeho senzitivité a specificite.

Na svislé ose grafu je relativni Cetnost skuteéné pozitivnich piipada (TP), tedy

pravdépodobnost, ze jako spravny bude vyhodnocen pozitivni piipad.

Na vodorovné ose je relativni Cetnost fale$né pozitivnich ptipada (FP), tedy pravdépodobnost,

ze jako spravny bude vyhodnocen negativni ptipad.

Na grafu ROC se bude nejlepsi diagnosticky test vyznacovat ROC kiivkou s nejvetsi plochou
pod kiivkou (Area Under Curve — AUC). Je-li plocha rovna 1, je test idedlni a ma 100%
senzitivitu i specificitu. Pokud je plocha pod kiivkou 0.5, pak neni test lepsi nez hazeni minci.

V praxi bude diagnosticky test nékde mezi témito extrémy.

100t -
©
=| P
—+4— w e
N ZvySujici se
c klinicka vyuzitelnost
% -
rs
~
~
Test bez
klinické vyuZitelnosti
”
0 :
0 Specifita 100

Obrazek 24. K¥ivky ROC. (upraveno prodle Wild 2013).
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Kapitola 5 - Navaznost a standardizace
imunoanalytickych metod

Kristidn .§afaréfk Vladimir Bartos

Navaznost méreni

Obdobn¢ jako v kazdé oblasti aplikované metrologie je 1 v pifipadé provadéni
imunoanalytickych kvantitativnich méteni riznych veli¢in (analyt) zdkladnim pozadavkem
zajisténi jednotnosti a spravnosti méfeni. Diisledkem tohoto pozadavku pak je dosazeni
smysluplné Grovné¢ vzajemné srovnatelnosti vysledkll a to jak mezi vysledky méfeni stejné
veliCiny provadénymi v jedné laboratofi ale v ruzném case, tak také pii méfenich

realizovanych v riznych laboratotich.

Ptedpokladem pro dosazeni takového stavu je, aby rizné rutinni postupy pouzivané k méteni
ur¢ité veli¢iny mély vazbu na mezinarodné uznavany a platny referenéni material. Tato
vazba je zaloZena na neporuSené hierarchii méficich postupii a kalibratort, sméfujici od
primarniho referen¢niho materidlu nejvyssiho metrologického fadu ke kalibratorim tada
nizSich. V této nepteruSené¢ posloupnosti je tak hodnota veli¢iny referencniho materialu
pomoci odpovidajicich méficich procedur postupné prenaSena na kalibratory nizSiho fadu a
kon¢i az na Grovni méticiho postupu, uréeného k rutinnimu méfeni béznych vzorki. Hodnota
primarniho standardu je pomoci primarni referen¢ni metody odvozena pfimo od odpovidajici
jednotky SI. Soucasné s pfenosem hodnot kalibratoru je na kaZzdém stupni stanovena nejistota
téchto hodnot, ktera se postupné, smérem ke kalibratorim niz§iho fadu, zvySuje. Existence
vySe popsané posloupnosti je zdkladem vlastnosti, oznacované pojmem metrologicka
navaznost. Ve smyslu definice podle mezinarodniho metrologického slovniku (VIM) se
metrologickou navaznosti rozumi vlastnost vysledku méfeni nebo hodnoty etalonu, kterad

umoziuje urcit jejich vztah k uvedenym referencim, zpravidla ndrodnim nebo mezinarodnim

etalonlim, a to pomoci nepieruseného fetézce porovnavani, jejichz nejistoty jsou uvedeny.
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Schematicky je model hierarchie kalibraci a navaznosti na jednotku SI zobrazen na Obrazku

26.

PRIRAZENI

MATERIAL HODNOTY o POSTUP ZAVEDENI u.(v)
KALIBRATORU
a) definice jednotky S| CGPM
A
T b primarni referenéni BIPM. NMI ARML
_ _ (// méficl postup R
c) primarni kalibrator BIPt, NMI
\ d) sekundarni referentni
] mefici postup N bl
) sekundarni kalibrator / ML ARML
{E B f) zvoleny meéfici postup o
g gl pracovni kalibrator / vyrobce il
g wyrobce
g \
= hy zavedeny méfici postup
o . abes ML
] i} kalibrator produktu / Yo ML
o wyrobce
=
B
1) b&Zny méfici postup wyrobce anebo
(/ koncoveho uZivatele koncowy UZivatel
béZny vzorek A
koncowy UZivatel
\ y
VYSLEDEK koncowy uZivatel

Obrizek 25. Hierarchie kalibrace a metrologicka navaznost na SI. (pfevzato podle CSN EN ISO
17511:2004; CGPM - VSeobecna konference pro vahy a miry, BIPM — Mezinarodni uiad pro vahy a
miry, NMI — narodni metrologicky institut, ARML — akreditovana referen¢ni mévici laboratoi’, ML —
laboratoi* vyrobce)

Bohuzel v ptipadé méfeni, kterd byvaji realizovana pomoci imunoanalytickych metod, je
prokézani navaznosti Casto velmi problematickou tlohou. V praxi je stanovovano mnoho
veli¢in (analytl), pro které nejsou dostupné certifikované primarni referencni materialy ani
meéfici postupy. Diky tomu nemohou byt tyto veli€iny ani ,.kompletné navazné az na
jednotku ST a jejich navaznost kon¢i v hierarchii kalibraci na nékterém z nizsich stupni. Témi

mohou byt referenéni materidly konvencné piijaté n&jakou obecné uznavanou autoritou

(naptiklad organizaci WHO), nebo v hor$im ptipadé jen pracovni kalibratory vyrobce IVD.

Problematikou zajistovani ndvaznosti méfeni v oblasti laboratorni mediciny se zabyva Joint
Commitee for Traceability in Laboratory Medicine (JCTLM), fungujici na zdklad€ spole¢né
deklarace tfi mezinarodnich organizaci — CIPM, IFCC a ILAC. Cilem JCTLM je podpofit

dosazeni srovnatelnosti a standardnosti vysledkli méfeni v laboratorni medicin€é v zajmu
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naplnéni pozadavkii smérnice Evropské komise 98/79/EC (EC IVDD). Jedna ze dvou
pracovnich skupin JCTML-WGI1 ,Referencni materidly a referencni postupy* poskytuje
prehledy, seznamy, charakteristiky a literarni informace o existujicich referencnich
materidlech a metodach. V databazi pfistupné na strankach JCTLM jsou k dispozici

informace o referen¢nim materialech a referencnich metodach [http://www.bipm.org/jctlm/].

Standardizace imunoanalytickych metod

Standardem se obecné rozumi urcovana latka (analyt) s deklarovanou koncentraci. Musi jit o
Cisty, homogenni, stabilni prepardt analyzované latky, ktery md v idedlnim ptipade
definovanou strukturu a molekulovou hmotnost. Tato podminka vSak v mnoha piipadech v
praxi nemiize byt splnéna. Lze proto hovofit o dvou skupindch standardii v zavislosti na

vlastnostech latek, ze kterych jsou pfipravovany a pro jejichz stanoveni jsou pouzivany.

Do prvni skupiny patfi latky se zndmym sloZenim (tim i1 strukturou a molekulovou
hmotnosti), které mohou byt produkovany chemickou syntézou s velmi vysokou Cistotou
(99,9%). Prikladem mohou byt jednodussi biologicky aktivni latky, jako jsou steroidy,
thyreoidalni hormony nebo 1€ky, které jsou komeréné dostupné v Cisté formé. Tyto latky
mohou slouZit pro i pfipravu primarnich standardi nejvyssi metrologické kvality. Pracovni
roztoky standardll (kalibratory pro méfici metodu) je moZno pfipravit rozpuSténim piesné

navazky standardu v pfesné zndmém objemu vhodného rozpoustédla.

Do druhé skupiny patii latky, jejichZ struktura naopak neni Uipln€ jednoznaéné definovatelna.
Tyto latky neni mozné pfipravit chemickou syntézou a ziskavaji se tak jinymi postupy,
napfiiklad izolaci z biologickych materidlli, ¢asto s obtiznym zajiSt€énim reprodukovatelnosti
vysledku. U téchto preparati mohou nastavat problémy s homogenitou, znec¢isténim latkami s
pfibuznymi vlastnostmi, prekursory a metabolity. Takovéto latky nemohou byt dostatecné
definovany chemickymi a fyzikalnimi metodami, takZe u nich neni moZzné zajistit navaznost
na jednotku Sl a pro numerické vyjadfovani velikosti odpovidajicich veli¢in jsou pak
biologicky aktivnich latek jako napftiklad proteinovych ¢i peptidickych hormont, nddorovych

markertt bilkovinné povahy apod. Ze skutecnosti, Ze se v téchto piipadech nejednd o

60



~ it s
L | K
| S ‘.
evropsky I 1
socidlni P Vadbidy
OP Vzdéldvani
4 fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

adekvatn¢ definované analyty pak vyplyva i fakt, ze prava hodnota métené veliCiny je v

téchto ptipadech tudiz redln€ neznama.

Z hlediska pouziti standardu v imunoanalytické metod¢ je rovnéz nutnym pozadavkem, aby se

jednalo o preparat, ktery je v maximalni mife imunochemicky shodny s urCovanou latkou.

Pro analyty, které¢ byvaji stanovovany imunoanalytickymi metodami, jsou referen¢ni metody
a primarni referenéni materidly zatim dostupné pro méfeni koncentraci velmi omezeného

poctu latek nepeptidické povahy, jako jsou napiiklad:

e celkovy tyroxin (T4 celkovy)

e aldosteron

e testosteron

e 17-B-estradiol

e progesteron

e kortizol
Pouze u téchto latek tak existuje ptredpoklad pro zajiSténi ndvaznosti jejich méfeni aZz na
jednotku SI. V ostatnich ptipadech (bez takovéto navaznosti) nelze dosdhnout dostate¢né miry
jednotnosti a vzajemné porovnatelnosti vysledktt méteni. I kdyz byly pro nékteré z téchto
latek pfipraveny a schvaleny mezinarodni referen¢ni materialy, neni tato skutecnost vzhledem
k charakteru analytu automatickym predpokladem zajiSténi vzajemné porovnatelnosti
vysledkii métent.
Vedle problémt spojenych jednoznacnym definovanim stanovovaného analytu jako
chemického individua existuji rovnéz problémy spojené s piipravou vhodnych pracovnich
kalibratorii a kontrolnich materialii a s jejich komutabilitou, projevujici se napiiklad rozdilnou

imunoreaktivitou referencnich materialti nebo kalibratori a métenych nativnich vzork.

Kalibra¢ni materidly jsou Casto pfipravovany izolaci z produkénich 714z a tkéni a nejsou
napiiklad glykosylovany, zatimco zkouSené biologické materidly ano. Purifikace analytli po
jejich izolaci muze vést k cCaste¢né nekontrolovatelné degradaci. I latky pfipravované
rekombinantnimi technikami, "pozméiuji" Casto svoji strukturu, a v disledku toho se zvysuje

pravdépodobnost vyraznych vlivli matrice.
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Vyznamnou roli pro zhorSenou porovnatelnost vysledki imunoanalytickych metod sehravaji
rovnéz skutecnosti vyplyvajici z pfimé podstaty imunochemické reakce, tedy vazby specifické
protilatky a antigenu, ovlivnéné nejen charakterem stanovovaného analytu, ale i vlastnostmi

pouzitych protilatek. Ovlivitujicimi faktory mohou byt naptiklad:

orientace protilatek k epitoplim, nachazejicim se v malo stabilnich oblastech proteinovych

molekul, naptiklad v oblastech podléhajicich proteolyze v podminkach in-vitro,

orientace protilatek k oblastem, které nejsou nositeli specifickych fyziologickych vlastnosti

molekul (hCG, TSH)

pouzivani protilatek, které nejsou schopné reflektovat riizny stupenn glykosylace, ale i1

syalilace, sulfatace, degradace ¢i agregace imunochemickych analyt

rizna uroven glykosylace Casto typicka pro specifické chorobné stavy a projevujici se ¢asto
také pritomnosti riznych izoforem imunochemického analytu (pouzité analytické systémy

nejsou obvykle schopné postihnout ani zakladni pomér jednotlivych izoforem).

Koneé¢né priabéh imunochemické reakce mize byt pomérné zdsadnim zptisobem ovlivnén také
samotnymi reakénimi podminkami, jako jsou naptiklad pH, iontové sily, pfitomnost
detergentli apod. Tyto vlivy nejsou nékdy dostatecné znamy a respektovany.

Ve svém disledku jsou uvedené skutecnosti divodem vysoké zavislosti vysledki
imunochemickych méfeni na pouzitém analytickém systému (kombinace pouzitych protilatek,
podminky imunochemické reakce apod.). Z hlediska praktické aplikace tak u téchto metod

neexistuji pfedpoklady pro obecné akceptovatelné jednotné hodnoty referencnich intervalii a

diagnostickych rozhodovacich limitt.

Kapitola 5 -Zajisténi kvality v laboratofri

Marie Karlikovd, Radek Kucera

Kontrola kvality v klinické laboratofi je systém, jehoz cilem je zajistit, aby vysledky vydané

laboratofi byly analyticky validni, spravné interpretované a pouzitelné I1ékati pfi
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diagnostickém a terapeutickém rozhodovacim procesu. Tento systém musi mit vybudovanou
fungujici organizacni infrastrukturu a dodrzovat platné postupy tykajici se vybéru a skoleni
persondlu, vybaveni laboratoie atd. Uznanim, Ze laboratof tyto postupy skute¢né¢ dodrzuje, je
jeji akreditace neboli oficialni uznani zpusobilosti. Provéfovani systému kontroly kvality se

provadi pribézné formou auditu.
Akreditovana laboratof musi spliiovat tyto podminky:

e Zajistit si vniti'ni neboli interni kontrolu kvality (VKK, angl. 1QC),

o Utastnit se nékterého z programi vné&jiho &i externiho hodnoceni kvality (EHK,
angl. EQA).

Interni kontrola kvality

Interni kontrola kvality zahrnuje postupy provadéné personalem laboratofi pro prubé&zné
sledovani ptesnosti a spravnosti provadéni analytickych metod a pro rozhodnuti, zda jsou
vysledky platné pro Iékate. Postupy VKK maji okamzity efekt na laboratorni praci a vedou

ke schvaleni dané série laboratornich vysledkli nebo naopak k jejimu vylouceni.

Vhodné¢ nastaveny systém fizeni kvality vzdy zahrnuje

1) indikativni slozku- v€asné odhaleni neshody

2) kurativni slozku - analyzu a odstranéni pficin

3) zpetnou vazbu - upravu systému tak, aby se zamezil dalsi vyskyt podobné neshody.

Sleduji se vybrané parametry (tzv. kontrolni parametry), které charakterizuji jednotlivé
metody stanoveni. Dale se pouzivaji kalibratory a kontrolni materialy zatazené do
jednotlivych sérii méteni. K pravidelnému vyhodnocovéani analyz kontrolnich vzorkl se

pouzivaji statistické metody a regulacni grafy s cilem monitorovat a minimalizovat chybu

meéfeni a ziskat podklady pro urceni nejistoty méreni.

Kontrolni parametry jsou rizné pro rizné metody. Napiiklad v ptipadé
radioimunoanalytickych metod se pouziva intercept — koncentrace uréované latky, ktera
odpovida 20%, 50%, 80% snizeni radioaktivity vzorku B vzhledem k nulové hodnoté BO
(B/B0) pro metody RIA a zvySeni (B/Bmax) pro metody IRMA. Nejcastéji se hodnoti 50%
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intercept. (Bmax - je hodnota radioaktivity nejvy$siho standardu, BO - je hodnota
radioaktivity nulového standardu. U metod ELISA se zase pouziva absorbance (bezrozmérna

veli¢ina uvadéjici, kolik svétla bylo pohlceno méfenym vzorkem).

Kontrolni material je vzorek ¢i roztok, ktery je analyzovan pouze pro tcely kontroly kvality.
Kontrolni vzorek by mél spliiovat urcita kriteria: matrice kontrolniho vzorku identickd nebo
co nejbliz§i méfenym vzorkim (napf. lidské sérum); koncentrace analyti v klinicky
relevantnim rozmezi; stabilni a homogenni; dostatené mnozstvi vzorku v jedné Sarzi;

ptijatelné cena. Pro interni kontrolu jsou pouzivany:

1. kontroly zavislé — kontroly dodavané vyrobcem diagnostické soupravy. Jsou vétSinou
soucasti diagnostické soupravy, koncentracni rozmezi je stanovené vyrobcem. Jejich
nevyhodou je, Ze ¢asto maji odliSnou matrix od vzorkll nebo obsahuji analyt v purifikované
formé a chovaji se tedy jinak nez vzorky. Navic se nedaji pouzit pro dlouhodobé sledovani

stability vysledkl vzhledem k ¢asté zméné Sarzi od vyrobce.

2. kontroly nezavislé - kontrolni material dodavany nezavislymi vyrobci kontrolnich
materiald. Koncentra¢ni rozmezi stanovuje vyrobce kontrolniho materidlu. Jsou pro rutinni

vnitini kontrolu kvality vhodné&jsi nez zavislé kontroly.

Doporucuje se analyzovat dvé az tfi hladiny kontrolnich sér v kazdé sérii stanoveni. Z
ekonomickych diivodl se dnes fada laboratoti uchyluje k uspornéj§im metodikam napft. pro
metody, u kterych je denné primérny pocet analyzovanych vzorki < 10, je denné analyzovan
pouze jeden kontrolni vzorek. Vice hladin kontrolnich materiald je analyzovano v jedné sérii

pouze v piipadé€ neshody.

Regulac¢ni grafy jsou vitanou pomtckou piedev§im v automatizované imunoanalyze, protoze

fada imunoanalytickych automatt jiz obsahuje software pro jejich tvorbu.

Levey -Jenningsuv graf (Obrazek 27) - na ose X je znazornéna prumérnd hodnota vysledku
(0) a nasobky smérodatnych odchylek (s), na ose y datum ¢i jind identifikace méfeni

kontrolniho vzorku. Lze na ném dobfe vidét systematickou chybu (posun vysledki jednim

.....
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Obrazek 27. Levey-Jenningsiiv graf — kontrola kvality stanoveni estradiolu.

Kritéria pro prijeti ¢i vylouceni vysledku

Pro posouzeni vysledkl kontrolnich vzorkl se pouzivaji Westgardova pravidla. Je to soubor
kriterii pro rozhodovani, jejichz nastavenim lze sledovat jak ndhodné, tak systematické chyby
méteni. Westgardova pravidla zajistuji nizkou pravdépodobnost, ze budou spravné série

vylouceny, a vysokou pravdépodobnost, ze budou odhaleny chybné série.

Vice o Westgardovych pravidlech na www.westgard.com.
Co délat, kdyz vysledky kontrolniho vzorku v sérii nesplni kritéria pro jejich piijeti?
e znovu analyzovat kontrolni vzorek (5% vysledkli bude vné referenéniho rozmezi pii
pouziti + 2SD jako kriteria pfijatelnosti)

e pripravit cCerstvé kontrolni vzorky a znovu je analyzovat (mohla byt chyba
v rekonstituci vzorkl,, mohly byt poskozené nebo ¢astecné evaporované)

e piipravit Cerstvé reagencie a reanalyzovat (reagencie mohly byt kontaminované nebo
¢astecné evaporovang)

e rekalibrovat pfistroj.
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Praktické provadéni VKK v laboratori

Kontrola laborantkou

Prvni kontrolu kvality provadi laborantka bezprostfedné po vyhodnoceni vysledkt. VétSinou
se posuzuje, zda pouzité kontroly jsou v deklarovaném rozmezi. U radiosaturacni analyzy se
posuzuje hodnota interceptli. U pln¢ automatizované imunoanalyzy se sleduji parametry nebo

regulacni grafy nastavené v pristroji.
Kontrola analytikem

Nasleduje vétsinou po kontrole laborantkou. Pokud sledované parametry neodpovidaji
nastavenym pravidlim interni kontroly v dané laboratofi, u¢ini analytik takova opatteni, aby
se sledované parametry vratily do stanovenych mezi. V pfipadé potieby zadrzi namétené

vysledky a natidi opakovat jiz provedené stanoveni.
Kontrola lékafem

Pokud vysledek stanoveni vzorku pacienta neodpovida fyziologickému rozmezi hodnot c¢i
anamnéze pacienta, 1¢kat konzultuje vysledek s klinickym Iékafem a navrhne bud’ opakovani
stanoveni vzorku, nebo opakovany nabér pacienta (v piipadé€, kdy ziejmé doSlo k chybé

Vv preanalytické f4zi mimo laborator).

Externi hodnoceni kvality

Externi hodnoceni kvality (EHK) je systém objektivniho hodnoceni laboratornich vysledkt
externi nezavislou organizaci. Jeho cilem je dosaZeni a sledovani vzajemné porovnatelnosti
vysledkii jednotlivych laboratoii (nezévislych zkouSek) na narodni i mezinarodni urovni.
Provadi se pravidelnym porovnavanim vysledki méfeni hodnocenych laboratofi navzajem a

porovnanim s referen¢nimi hodnotami méteni (pravdivost vysledkt méfeni).
Pti EHK se sleduji tyto parametry:

e Navaznost
e Srovnatelnost

e Hodnoceni vykonnosti
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e Negjistoty méfeni.

Navaznost vysledku na vy$si metrologickou tGroven byla popsana v Kapitole 4.

Srovnatelnost: Vysledky méfeni musi byt porovnatelné nezavisle na Case, misté a zptisobu
jejich ziskani!

Nejistota méreni: je to parametr pfidruzeny k vysledku méfeni, ktery charakterizuje miru
rozptyleni hodnot, které by mohly byt divodné pfisuzovany méfené veli¢in€. Nejistota
vymezuje hranice, v nichz je vysledek povaZovan za piesny. Vysledna nejistota se sklada
z n¢kolika dil¢ich nejistot:

e Typ A - ze statistickych distribuci vysledkti série meéteni, charakterizovanych
smérodatnou odchylkou.

e Typ B - nejistota zptisobena zndmymi nebo odhadnutelnymi pfic¢inami - nedokonalosti
meéficich pfistrojl, vlivem operatora, vlivem pouzitych metod méteni apod.

Z téchto dvou nejistot se urcuje tzv. Kombinovana nejistota.

Vysledek vyjadfovany se svoji nejistotou se vyjadfuje jako x = hodnota + nejistota +

jednotka, napt. koncentrace C-reaktivniho proteinu CRP =32 + 3 mg.1™.

Externi hodnoceni kvality je realizovdno formou tzv. kontrolnich cykli, kdy externi
organizace zajiStujici EHK rozesle skupiné laboratofi, které se kontrolniho cyklu tucastni,
vzorky o nezndmé koncentraci. V idedlnim ptipadé¢ by se meély pouzivat certifikované

kontrolni materialy, u kterych je certifikovana koncentrace analytu.

Laboratofe stanovi koncentrace daného analytu a zaSlou své laboratorni vysledky zpét
k vyhodnoceni. Subjekt zajist'ujici externi kontrolu kvality provede statistické vyhodnoceni a
jeho vysledky oznami zucastnénym laboratoifim. Pokud laboratof uspéje a koncentrace
nalezené ve vzorku v dané laboratofi vyhovuji pravidlim externi kontroly, ziska certifikat pro

zkouseny analyt. Certifikat ma vétSinou platnost jednoho roku.

V Ceské republice zajistuje externi kontrolu kvality firma SEKK spol. s r.o. se sidlem

v Pardubicich (Obrazky 28 a 29).
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E12/12 - Endokrinologie 1

Estradiol

Vase vysledky [pmol/l]: A= 344 B=115
Vase skupina: (4) LIA, ILMA; (29) Siemens (DPC)

Cerné body = vlastni skupina Mimo: 0 Vase P-skore za posledni 2 roky
Sedé body = ostatni vysledy Legenda: o ... P-skore pro vzorek A p= Dy
+ ... P-skore pro vzorek B - D
423 + ¢ . P-skére mimo rozsah grafu ~max
P-skore predstavuje pomér rozdilu v procentech ucastnika (D%) a piijatelného
rozdilu v procentech (Dmax). Plna ¢ara (interval £1) oznacuje oblast
spravnych vysledki. PieruSovana ¢éra zobrazuje primér absolutnich hodnot
323 1 P-skére jednotlivych cykhi.
m 2T
X i
g 223 4 i
N 2 o
> 4 + +
S . S
. ® 0 [e)
S e e s g
123 4 i = 9 e =
a5 °
1 +
23 | } I 2L
=) = — — — — IS IS
48 318 588 858 3 S = 3 3 g = S.
Vzorek A ) m = m =) m m =
Obrazek 28. Protokol externiho hodnoceni kvality firmy SEKK s.r.o.
@ = / ® e
A\
JCIMIM
WY
SEKK spol. s r.0., Za Pasazi 1609, 530 02 Pardubice, Ceska republika, rd
poskytovatel programu zkouseni zpusobilosti ¢. 7004 akreditovany CIA Z7004

Podrobnosti o predmétu a rozsahu akreditace naleznete na h

J/www.sekk.cz

CERTIFIKAT

Cyklus EHK: AKS2/11 - Analyty krevniho séra

Stop termin (uzavérka cyklu EHK): 22.04.2011

Odborna garance: Ceska spoleé¢nost klinické biochemie
Referenéni laboratof pro klinickou biochemii
a |

=

Ukastnik: B

|

N =

Osvédéujeme, Ze vyie uvedené pracoviité sléastm'lo kontrolniho cyklu systému externiho hodnoceni kvality
pro nasledujici zkousky:

Certifikace srovnatelnosti vysledki

Certifikace navaznosti na vztaznou hodnotu
referen¢niho materialu

(srovnatelnost se pro tuto zkousku nehodnoti)
(srovnatelnost se pro tuto zkousku nehodnoti)
(srovnatelnost se pro tuto zkousku nehodnoti)
(srovnatelnost se pro tuto zkousku nehodnoti)
(srovnatelnost se pro tuto zkousku nehodnoti)

Zelezo celkové (Metoda s ferrozinem)

(eratmatalnnct ca nrn tita 7zlbaniln nahadnati

Sodny kation (ISE s fedénim)

Draselny kation (ISE s fedénim)

Chloridovy anion (ISE s fedénim)

Vapnik celkovy (ISE)

Fosfaty anorganické (UV-molybdatova metoda)

Hadsil rallrarnt

(navaznost se pro tuto zkousku nehodnoti)

(Fatamatria)

Obrazek 28. Certifikat uspéSnosti - externi hodnoceni kvality firmy SEKK s.r.o0.

68



" =<
" Jak
i * *
evropsky R l
socialni 2 !
4 fondvCR EVROPSKA UNIE

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Obdobny systém je zaveden v fad¢ evropskych zemi. Jednim z nejrozsifencjSich systému
Vv Evropé je britsky systém externi kontroly kvality UK-NEQAS. Probihd podobnym
zpusobem jako cesky SEKK. Na Obrazku 30 je ukéazka protokolu vyhodnoceni.

EIENEQAS for Peptide Hormones H Laboratory : ‘

AL L | Distribution : 395 Date : 27-Nov-2012  ||Page 3 of |

UK NEQAS [Edinburgh] | Analyte : AMH (Pilot) (pmol/L) [ |
Spec. Pool Pool description O All methods Your BIAS (%) is -1.8

B Beckman AMH Gen I
G986 G330 Base pool of TV sera with high AMH. ecman & YouVAR(%)is 47
G987 G331 Base pool of TV sera with low AMH. ’
G983 G334  900mL Pool G330 + 500mL Pool G331. .
Your method is -

G989 G333  B0OML Pool G330 + 600mL Pool G331 e MM Gen I
G990 G332  400mL Pool G330 + 1000mL Pool G331,

Specimen : G986 n  Mean GCV Outl. 30— Your result 327
All methods 82 327 12.8 1] _% 25+ v Your target 327
= 204 -
Beckman AMH Gen Il 68 321 10.0 0 g Your deviation (%) 0.0
Beckman MIS/AMH 5 338 142 0 5 154
Immunotech AMHMIS 8 42 281 0 5 10
g 5

O_IIIIIIIIIIIII|:I

14 23 32 41 50
AMH (Pilot) (pmol/L)

Obrazek 30. Protokol vyhodnoceni kontrolniho cyklu UK NEQAS.

Kapitola 6 - Imunoanalytické metody
v klinické praxi

Radek Kucera, Ondrej Topolcan

Pouzivani imunoanalytickych metod mélo nejvétsi ptinos pro medicinu v oblasti:
e stanoveni exogennich latek v télnich tekutindch nebo tkanich (Iékové hladiny, latky
produkované vlivem infekce mikroorganismy apod.)

e stanoveni biologicky vyznamnych latek produkovanych v lidském téle (hormony,
sérové proteiny, nddorové markery, cytokiny, dulezité metabolity)

V nasledujicim piehledu uvadime ptiklady nejcastéjsiho pouziti imunoanalytickych metod
Vv raznych oblastech mediciny. Detailni popis a vycet vSech metod zdaleka presahuje moznosti

této publikace.
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Imunoanalytické metody v endokrinologii

Imunoanalyza pfinesla zasadni zmény znalosti tykajicich se jednak fyziologie 714z s vnitini
sekreci, jednak etiopatogeneze chorob endokrinnich zlaz. Tyto nové poznatky se okamzité
pienasely do rutinni praxe a jsou dale vyuzivany piedevSim pro posouzeni funkce Zlazy
s vnitini sekreci, tzn. zda jde o normalni funci (eufunkci) nebo snizenou funkci (hypofunkei)
¢i naopak zvySenou funkci (hyperfunkei). VEétsinou také umozni i rozliSeni, zda jde o poruchu
centrdlni (fidici endokrinni zlazy) nebo periferni (poruch vykonné cilové endokrinni zlazy).
Vzhledem k tomu, Ze hormony jsou ve vlastni zlaze vazany na vazebny protein, je ucelné
v fad¢ ptipadld urcovat i hladinu tohoto proteinu. (napt inzulin — C-peptid, hormony §titné
zlazy — tyreoglobulin, atd.). Imunoanalytické metody umoznuji stanovit i kromé celkového
hormonu i volny, skuteéné aktivni hormon. Vzhledem Kktomu, Ze nejcastéjSim
onemocnénim endokrinnich Zlaz v soucasnosti jsou onemocnéni autoimunni, mé pro jejich
diagnostiku a monitoraci efektu 1é¢by vyznam stanoveni protilatek proti enzymiim endokrinni
zlazy jako napft. protilatky proti tyreodalni peroxidaze (antiTPO) nebo proti nadledvinkové

21-OH-hydroxylaze, nebo ptimo proti hormonu (inzulinové protilatky) atd.

Prehled stanovovanych typt latek uvadi Tabulka xx. V endokrinologii miiZeme stanovovat

nasleduji parametry jak pro diagnostiku, tak terapii endokrinologickych onemocnéni.

Tabulka 3. Stanovované typy latek v endokrinologii

Hormony Celkove Volné
Bilkoviny Vazebné Transportni
Protilatky proti Enzymim Hormoniim a tkéni

Prvnim hormonem, ktery byl stanoven v lidském séru, byl inzulin. Dnes se stanovuje celé
spektrum hormonli a jejich metabolith. Vyuziti fady stanovovanych analyti je sdilené i
s dal§imi medicinskymi obory, takze je velmi tézké u nékterych latek vymezit Uzce

endokrinologickeé indikace.
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Tabulka 4. Stanoveni hormoni a jejich vyznam

Hormon Biologick4 funkce Vyznam
Diagnostika poruch funkce §titné zlazy a
TSH Stimulace tvorby sckre¢niho  epitelu | monitorace lécby

Stitné zlazy

Diagnostika  poruch  funkce hypofyzy
monitorace 1é€by karcinomu S§titné zlazy

T4 a T3 (FT4 a
FT3)

Stimulace metabolickych pochodi

Diagnostika poruch funkce stitné zlazy

Kortizol Metabolizmus cukrti, proteint a tuk Diagnostika onemocnéni nadledvin
Inzulln_a Regulace metabolizmu cukrii a tuki Dlagnos.tlck’y a prognosticky faktor diabetu,
C-peptid metabolického syndromu

Gonadotropiny
(FSH, LH)

U Zen: Regulace menstruacniho cyklu a
sekrece pohlavnich hormoni

U muzi: stimulace Leydigovych bunék

Diagnostika onemocnéni hypotyzy,
diagnostika pfi¢in poruch menstrua¢niho
cyklu, a sterility

Diferencialni diagnostika hypogonadizmu.

Zenské pohlavni

hormony Vyvoj Zenskych druhotnych sexualnich | porychy menstruaéniho cyklu,
(estradiol a | znaka hypogonadizmus, osteopordza
metabolity)
Piiprava délohy pro nidaci vajicka, | Poruchy menstruacniho cyklu,
Progesteron . s . :
udrzovani t&hotenstvi hypogonadizmus
Vyvoj muzskych druhotnych pohlavnich | Hypogonadizmus,
Testosteron S .
znakil virilizacni syndrom u Zen
Té&hotensky hormon : udrzovani funkce | .., , ,
hCG zlutého téliska, sekrece progesteronu Tehotensky test, nddory plodu
Prolaktin Ru§t mlécné Zldzy, iniciace  sekrece Poruchy menstruac¢niho cyklu
mléka
Renin Regulace krevniho tlaku leerenmalnl’ dlagl’lOStlk.E’l ’ s.ekundarnl
hypertenze, nadory produkujici renin
Hlavni  mineralokortikoid,  zvysuje P_rlmarm. hyperald0§ter’0nlzmu5, dlfe’ren(:la,ln}
Aldosteron . . . diagnostika sekundarnich hypertenzi, selhani
resorpci sodiku a sekreci drasliku .
nadledvin
Hormon pristitnych télisek, reguluje P.rlmarnl-’ a .Sekul,ldaml hyp erparatyr’eoz'a,
Parathormon . o . diferencialni diagnéza hypo a hyperkalcémie,
hladinu vapniku v krvi . .
selhéni ledvin
Vitamin D Rizeni metabolizmu vapniku v kostech Hyp erka}s: turie nejasne etlol(?glre, rac hitis -
diferencidlni diagnostika, selhani ledvin
STH, GH Rizeni riistu bundk v organizmu Diagnostika poruch rlistu

Vysvétlivky: TSH = tyreoideu stimulujici hormon; T3 = trijodtyronin; T4 = tyroxin; FT3 = volny trijodtyronin; FT4 = volny
tyroxin; FSH = folikulostimula¢ni hormon; LH = luteinizacni hormon; hCG = lidsky choriovy gonadotropin, STH, GH =
somatotropni hormon, rtistovy hormon
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Imunoanalytické metody v onkologii

Imunoanalyza mé své pevné misto v onkologické diagnostice piedev§im diky stanoveni
nadorovych markert Podle klasické definice jsou nadorové markery laboratorn¢€ prokazatelné
biochemické latky, pfitomné v organismu v dusledku vzniku a vyvoje maligniho procesu.
Nadorové markery prokazatelné v séru ¢i jinych télesnych tekutinach jsou solubilni (sérové ¢i
humoralni nddorové markery) nebo se vyskytuji v nddorovych buiikach ¢i na jejich povrchu
celularni (tkanové nadorové markery). V nasledujicim textu je vénovana pozornost predevsim

sérovym nadorovym markeriim, rutinn¢ stanovovanym v imunoanalytické laboratofi.
Optimalni pozadavky kladené na idealni nadorovy marker jsou nasledujici:

e je produkovan pouze u malignich onemocnéni
e je organove specificky
o vyskytuje se ve vysokych koncentracich v biologickych tekutinach
e koreluje
o s velikosti nadoru
o se stadiem onemocnéni
O s progndzou
o s ucinnosti terapie.
V klinické praxi neexistuje v soucasné dobé zadny nadorovy marker, ktery by tato kriteria

splioval!

Pro praxi je dulezité, Ze nadorové markery nejsou ani nddorové ani organovée specifické. Je
proto nutné si vZdy uvédomit optimalni indikace a soucasné i1 limitace téchto vySetfeni.
Spravné indikované vySetfeni nadorovych markeri muize pfispét piedev§im k vcasnému
zachytu recidivy ¢i progrese onemocnéni a tim 1 k rychlej§imu terapeutickému zakroku, ktery

muze prodlouZit Zivot nemocného.
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Tabulka 5. Nadorové markery

Skupiny latek Nadorovy marker Indikace
hCG Néd(_)ry _ plodu, nadory  varlat,
choriokarcinom
Prolaktin Nadory plic, neuroendokrinni nadory
Hormony PTH Neuroendokrinni nadory
Kalcitonin Medularni thyroidalni nadory

Tyreoglobulin

Thyroidalni nadory

GH Neuroendokrinni nadory
AFP Nédory jater, germinalni naddory
Onkofetalni antigeny CEA Nadory kolorekta, plic, prsu, S§titné
zlazy
CA 125 Nadory vajecnikil
. CA 15-3 Nadory prsu
Karbohydratové antigeny ]
CA 19-9 Nadory jater, pankreatu, zlu¢ovych cest
CAT72-4 Nédory zaludku, jicnu
Néadory plic, délozniho ¢ipku, zaludku,
Cyfra 21-1 hlavy a krku, nemalobunéény karcinom
plic
Cytokeratiny TPA Néadory prsu, vajecnikli, délozniho
¢ipku, zaludku
TPS Nadory prsu, délozniho Cipku
PSA Nadory prostaty
LDH Nédory varlat, lymfomy
TK Hematoblastomy, lymfomy, leukémie
Enzymy HE4 Nédory vajecnikil
NSE Neuroendokrinni nadory, malobunéény

karcinom plic

Chromogranin A

Nédory pankreatu, plic,
neuroendokrinni nadory

Vysvétlivky: hCG = lidsky choriovy gonadotropin; PTH = parathormon; GH = riistovy hormon; AFP =
alfafetoprotein; CEA = karcinoemryonalni antigen; Cyfra 21-1 = cytokeratinovy fragment 21-1; TPA = tkanovy
polypeptidicky antigen; TPS = tkanovy polypeptidicky specificky antigen; PSA = prostaticky specificky antigen;
LDH = laktat dehydrogenaza; TK = thymidinkindza; HE4 = human epididimis protein 4; NSE = neuron

specificka enolaza;
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Imunoanalytické metody v asistované reprodukci

Asistovana reprodukce zahrnuje vSechny metody, 1é¢ebné postupy a techniky, které vyzaduji
manipulaci se zarodeCnymi buitkami (oocyty, spermie). Imunoanalytické laboratorni metody
pomahaji v metodach asistované reprodukce predevsim stanovenim hormondalnich hladin u
zen, které maji problémy s oté¢hotnénim. Nejvice jsou tyto metody vyuzivany pii 1é¢be

neplodnosti zptisobem in vitro fertilizace (IVF).

Poprvé byla tato metoda uspé$né pouzita v roce 1978. Metoda je vhodna pro piipady Zenské
neplodnosti s nepruchodnosti vejcovodu, pro t€z8i ptipady muzské neplodnosti a pro nékteré
dalsi ptipady neplodnosti zejména imunologické povahy. IVF spociva v hormonalni stimulaci
ovarii zeny K vyvoji a dozrani vétSiho poctu vaji¢ek v pokud mozno obou ovariich. Vajicka se
po dosazeni optimalniho stupné vyvoje ziskavaji z ovarii transvaginalni punkci a aspiraci.
Ziskana vajicka se ve zkumavce smisi se specidlné upravenymi spermiemi z ejakulatu jejiho
partnera event. darce. Oplozena vajicka se kultivuji za specidlnich podminek a vyvijeji se
v embrya. Po n¢kolika dnech kultivace (vétSinou 2-5dnti) se nejlep$i embrya pienesou
do délohy Zeny. Nejcastéji se transferuji do délohy 2 embrya. Zbyla embrya je mozno
zamrazit a uchovat pro pozdé&jsi pouziti. Jednim z vySetieni pied zafazenim do IVF cyklu je
stanoveni hormonalniho profilu. Hormonalni profil pomize odhalit pfi¢inu neplodnosti

zpiisobenou nerovnovahou v hladinach hormonti.

Tabulka 6. Analyty vySetfované p¥i asistované reprodukci

Hormon Vysvétlivky

K vylouceni selhavani ovarii.

Abnormalni hladiny FSH alLH mohou ukazovat na
FSHaLH neplodnost zplsobenou hyperprolaktinémii. Pomér LH-
FSH muzZe byt uzite¢ny v diagnostice PCOS (syndromu
polycystickych ovarii) a ve vybéru vhodné 1écby

Hyperprolaktinémie blokuje ptisobeni LH a FSH.

Prolaktin Vysoké hladiny mohou znamenat pfitomnost nadoru
hypofyzy a zplisobuji menstruacni a ovulacni poruchy.

Stanoveni funkce ovarii.
Estradiol

Hladiny se uzivaji ke sledovani vyvoje folikultl.
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K vylouceni virilizace.

Testosteron Vysoka hladina mize ukazovat na mozny tumor ovarii i
nadledvin nebo na PCOS. Hladinu téz zvySuji ncktera
antikonvulziva (barbituraty, klomifen).

Prokazuje pfitomnost ovulace.
Progesteron

Pouziva se k rozliSeni adekvatnosti lutedlni faze.

Ke stanoveni produkce androgenti.
Androgeny, DHEAS, kortizol, | Piili8 vysoké hladiny mohou byt diivodem neplodnosti
androstendion, 17-OHP, SHBG uzen. Pfili§ nizké hladiny mohou byt divodem

neplodnosti U muzu.
Lze rozlisit ptivod nadmérné sekrece androgenti.

Uziva se k diagndze snizené Cinnosti §titné zlazy, ktera

TSH, FT3, FT4, anti-TPO ox o AR )
muze vést k malo ¢asté ovulaci.

Uziva se ke stanoveni ovarialni rezervy.

AMH Umoznuje stanoveni individualniho IVF protokolu a
minimalizovat  tim  riziko OHSS  (ovarialniho
hyperstimula¢niho syndromu).

Vysvétlivky: FSH = folikulostimulaéni hormon; LH = luteiniza¢ni hormon; DHEAS = dihidro-epiandrosteron
sulfat; 170HP = 17-hydroxyprogesteron; SHBG = sexualni hormony vazajici globulin; TSH = tyreoideu
stimulujici hormon; FT3 = volny trijodtyronin; FT4 = volny tyroxin; anti-TPO = protilatky proti tyroidalni
peroxidaze; AMH = anti miilleridansky hormon

Imunoanalytické metody v prenatalni a neonatalni diagnostice

Obecna pravidla medicinského screeningu byla zformulovana Svétovou zdravotnickou

organizaci (WHO) jiz v roce 1968.

Prenatialnim screeningem se rozumi testovani rizika pfitomnosti poruchy u plodu v obdobi
nitrod€loZzniho vyvoje. Prenatilni screening je obvykle zaméfen na detekci Downova
syndromu a dalsich vrozenych chromosomalnich aberaci (VCA), dale pak vrozenych
vyvojovych vad (VVV) plodu jako jsou poruchy uzavéru neuralni trubice, vrozené vady
srdce, orofacialni rozstépy. Diagnostika geneticky podminénych onemocnéni plodu je dle
etiologie poruchy a charakteru patologického fenotypu zalozena na molekularné genetickych,

biochemickych a zobrazovacich metodach.

Idealni prenatalni screeningovy test by mél splitovat fadu protichiidnych pozadavka: ptindset

nizka rizika pro téhotnou zenu i plod, byt relativné jednoduchy, nendkladny a pfitom
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poskytovat vysokou senzitivitu a specificitu. Soucasny systém prenatalniho screeningu se

snazi tomuto idedlu priblizit vyuzitim nékolika pfistupt a kombinaci jejich vysledk.

Tabulka 7. Prenatalni screeningové markery

Screeningovy marker | Klinické zhodnoceni

Vysoké hodnoty v maternalnim séru jsou vyuzivany pro screening
hCG Downova syndromu v L. i II. trimestru té¢hotenstvi. Snizené hladiny jsou u
Edwardsova syndromu, triploidie aj.

AFP Snizené hodnoty u Downova syndromu a jinych VCA plodu.
uE3 Snizené hodnoty u Downova syndromu a jinych VCA plodu.
PAPP-A Snizené hodnoty u Downova syndromu a jinych VCA plodu.
Inhibin A Vysoké hodnoty v L. i II. trimestru pfi Downové syndromu

Vysvétlivky: hCG = lidsky choriovy gonadotropin; AFP = alfafetoprotein; uE3 = nekonjugovany estriol; PAPP-
A = Pregnancy Associated Plasma Protein A

Prenatélni screening se provadi v 1. a 2. trimestru t€hotenstvi.
«1. trimestr - kombinovany test (PAPP-A, HCG)
«2.trimestr - double test (HCG, AFP)

- triple test (HCG, AFP, uE3)

- kvadruple test (HCG, AFP, uE3, inhibin A)

Novorozenec po narozeni je predmétem zajmu dalSi screeningové aktivity zdravotnického
systétmu - tzv. neonatalniho screeningu (NS). NS celoplo$né vyhledava vrozena nebo
dédi¢na onemocnéni ¢i poruchy V jejich ¢asném, preklinickém stadiu. NS v uz§im smyslu je
vlastné vyhledavani chorob na zakladé stanoveni koncentrace specifické latky — analytu, resp.
nekdy 1 prikazu genové mutace v kapce krve odebirané na filtracni papir vS§em novorozenciim
v dané populaci. V CR je provadén NS celkem pro 13 onemocnéni. U étyfech z nich se

uplatiiuje nebo uplatiiovala pti jeho provadéni imunoanalyza.
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Tabulka 8. Neonatalni screening

Onemocnéni Screeningovy marker
Fenylketonurie Fenylalanin, Tyrosin
Kongenitalni hypotyre6za TSH

Kongenitalni adrenalni hyperplazie 17-OHP

Cysticka fibroza IRT

Vysvétlivky: TSH = tyreoideu stimulujici hormon; 170HP = 17-hydroxyprogesteron;
IRT = imunoreaktivni trypsinogen;

Imunoanalytické metody v diagnostice infekcnich onemocnéni

Imunoanalyza je vyuzivdna v diagnostice fady infekénich onemocnéni a jeji zavedeni do

praxe umoznilo vyrazny diagnosticky i 1é¢ebny pokrok.

Zasadni pfinos méla imunoanalyza pro diagnostiku hepatitidy. Bylo identifikovano pét typi
virti, které zpusobuji hepatitidu (A—E). Pocate¢ni symptomy jsou velmi nespecifické a
individualni. Diky imunoanalyze je mozné specificky odliSit jednotlivé virové infekce, coz je
pro klinickou praxi velmi diilezité, protoze jednotlivé typy hepatitid se z hlediska zavaznosti
vyrazné lisi.

Imunoanalytické metody jsou dale vyuzivany pro testovani infekénich chorob u t€hotnych zen
zejména pro infekce, které mohou zptsobit ohrozeni plodu. Vyuzivaji se zejména testy pro
expozici rubeolou, toxoplazmézou a cytomegalovirem. Testuji se predevsim protilatky a to
jak typu IgM, tak také IgG. Piitomnost IgM protilatek znamena, ze pacient piisel Cerstvé do
styku s infekénim agens. Pii pozitivité IgG protilatek se jedna o chronickou infekci. Typ
protilatky nalezeny u novorozence tak mize lékafi pomoci uréit, zda novorozenec je

imunizovan pasivné od matky, nebo zda doSlo k pfimé k infekci plodu.

Vyse uvedené testy se vyuzivaji vedle skriningu téhotnych Zen také pro osoby se snizenou
funkci imunitniho systému (pacienti s AIDS, onkologi¢ti pacienti, pacienti s

transplantovanymi orgéany).
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Terapeutické monitorovadni lécCiv

Monitorovani 1éCiv se provadi s cilem dosahnout optimalni koncentrace 1é¢iva v systémové
cirkulaci. Monitorovany jsou léky, u kterych existuje tzké terapeutické rozmezi, ve kterém se
musi koncentrace 1éku pohybovat, aby podany 1ék byl u¢inny a zaroven nebylo dosazeno
toxickych hladin. Déle se monitoruji 1éky, po jejichz poddni neni ihned patrny piimy
biologicky efekt. Pfi monitorovani 1€kl je tieba znat chovani 1éku v organizmu po jeho
podani, dilezité je naasovani odbéru vzorku (pfed poddnim nebo po podani 1éCiva) a jaky

vzorek se pouZzije ke stanoveni (krev, plazma, moc).

Druhou moznosti monitorace 1é¢by je, Ze netestujeme vlastni 1€k, ale jeho 1écebny efekt

V oganizmu, to je napt. zménu latky, kterd ma byt 1écbou ovlivnéna (homon, nadorovy marker apod.).

Tabulka 9. Monitorovani 1é¢iv

Lékova skupina Ptiklady monitorovanych 1é¢iv
Antiarytmika Digoxin

Antiastmatika Teofylin

Antibiotika Amikacin, Gentamycin, Tobramycin
Antidepresiva Amitriptilin, Imipramin

Antiepileptika Fenytoin, Karbamazepin, Kys. valproova
Imunosupresiva Cyklosporin

Cytostatika Metotrexat

DalSi moznosti vyuziti imunoanalytickych metod

Imunoanalytické metody nasly své uplatnéni i v dalSich medicinskych oblastech jako jsou

napi.:

o kardiologie

o kostni metabolismus

o alergie a autoimunitni onemocnéni
o zanétliva onemocnéni

o toxikologie

78



" =<
o
y * * 3
evropsky (ISR |
socidlni X
[~ 4 fondvCR EVROPSKA UNIE

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

©)

biomedicinsky vyzkum

a dalsi.

Imunoanalytické metody mimo oblast humanni mediciny

Imunoanalyza se také uplatiuje ve veterinarni medicing€, nebo v analytickych laboratotich

slouzicich pro monitorovani vody a zivotniho prostiedi nebo pii kontrole potravin.
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