PocitaCové ilustrace mechanismu plisobeni s komentafem. Autor: J. GAERTNER. https://stories.sciencephoto.com/portfolio/juan-gaertner/. Zdroj: SCIENCE PHOTO LIBRARY

Amyloid beta. llustrace procesu vedouciho k tvorbé amyloidnich plakd na neuronech (1, modre). Zde zobrazené bunécné déje probihaji poté, Tau protein. Vyfezy znazorfiuiji dva zplsoby dopadu patologické fosforylace (1, Zluta) protein( tau (2, Cervenooranzova) kindzami (3, modro-
co je amyloidni prekurzorovy protein rozstépen gama a beta sekretazami. Vznikly amyloid beta (2, oranzova) opousti membranu a agreguje (3), fialova) na nervové buriky. Tau protein pfirozené spoluutvari a stabilizuje strukturu mikrotubuld (4, vyrez vlevo). V disledku hyperfosforylace ale
pricemz tvofi nerozpustné husté plaky (4), které jsou charakteristickym znakem Alzheimerovy choroby. Amyloid beta je toxicky, vyvolava synaptic- ztraci tuto schopnost, coz zpUsobuje rozpad mikrotubull (5). Uvolnény protein agreguije (6, vyfez vpravo) do nerozpustnych viaken (7) a tvori
kou dysfunkci, narusuje konektivitu a souvisi s odumiranim neurond ve specifické oblasti mozku. tzv. neurobrilarni klubka, ktera se typicky nachézeji v dendritech a v bunécnych télech nervovych bunék. Neurony tim ztraceji sv{j tvar i funkci

a posléze se rozpadaji. Prerusen je také transport synaptickych vezikul (8, oranzovomodré kulicky, vyrez vpravo). Hlavni obrazek znézornuje ner-

vovou bunku (9, neuron, modfe, vlevo dole) a jeji axon (napfi¢ dole), zobrazeny v norméalnim (10) a deformovaném (11) stavu.
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Uvod

V srpnu roku 2021 byly na Cesky trh uvedeny
reagencie 2. generace pro automatizované
metody Roche. Vyhodou analyzy tau protei-
nu celkového (tTau), tau proteinu fosforylo-
vaného (pTau) a beta amyloidu (1-42)
(B-amyloid) reagenciemi 2. generace

je moznost provedeni na viech Siroce
dostupnych imunochemickych modulech
cobas e, zajistujici snadné zavedeni do béz-
ného laboratorniho provozu. Ve srovnani

s reagenciemi pfedchozi generace doslo

k nejvétsi zméné u stanoveni 3-amyloidu. Me-
toda byla restandardizovana na IFCC CRM,
byl zvy$en rozsah méreni (z 200-1 700

na 150-2 500 ng/l). Cut-off hodnota se

u B-amyloidu zménila z 1000 na 1 030 ng/L.
Déle byl zjednodusen preanalyticky protokol.
Odbér i analyzy se provadéji ve zkumavkach
pro CSF kat. ¢. 63.614.625 (Sarstedt) a je
mozné standardné pracovat s Cerstvym vzor-
kem. Vysledky jsou konzistentni s PET.4¢

Vzhledem k tomu, Ze na nasem pracovi-

$ti byly do 8/2021 pouzivany reagencie

1. generace a méli jsme zajem vyuzit vyhod
novych setd, provedli jsme srovnani obou
metod a vysledky statisticky vyhodnotili.

Material a metoda

StanovenitTau a pTau 1. generace bylo
provadéno na pristroji cobas e 411

KLINICKA HODNOTA DIAGNOSTIKY {8

Stanoveni B-amyloidu (1-42),

tau proteinu celkoveho a tau proteinu
fosforylovaneho - srovnani reagencii
Roche 1.a 2. generace

Stanoveni beta amyloidu (1-42), tau proteinu celkového a tau proteinu
fosforylovaného je vyuzivano pri diagnostice Alzheimerovy choroby

a jinych neurodegenerativnich onemocneni. Krome automatizovanych

metod’ je laboratorné provadéna predevsim ELISA? a multiplexove

techniky®.

a stanoveni 3-amyloidu na pfistroji cobas®
6000, modul e 601 (v Lab Med spol. sr.o.,
Brno). Metody tTau, pTau i -amyloid 2. ge-
nerace byly méfeny na pfistroji cobas®
8000, modul e 801. Projekt byl schvalen
Etickou komisi FN Brno (¢. j. 01-090119/EK)
vramci Start-up grantu. Katalogova Cisla

jednotlivych souprav jsou uvedena v tab. 1.
Principem test je elektrochemiluminiscenc-
ni nekompetitivni analyza. Srovnani bylo
provedeno na souboru 67 vzorkl a zhodno-
ceno za pouziti Passing-Bablokovy regresni
analyzy a Bland-Altmanova rozdilového
grafu (sw MedCalc, verze 12.5.0).

Produkt Katalogové Cislo - Gen1

Katalogové cislo - Gen2

beta-Amyloid (1-42)

06986811190

08821941190

Total-Tau protein

07357036 190

08846685 190

Phospho-Tau protein

07356994 190

08846715 190

> Tab. 1: Katalogova ¢isla pouzitych reagencif

Parametr Rovnice regrese 95% ClI

Usek na ose y

Smérnice

tTau y=137+101x -2,326-5,334 0,988-1,033 >0,10
pTau y=0,243+0,956 x -0,177-0,510 0,935-0,983 <0,01
3-amyloid y=62,87+0,83x 27,190-100,111 0,7778-0,891 <0,01

> Tab. 2: Vysledky Passing-Bablokovy regrese pro tTau, pTau a 3-amyloid - srovnani 1. a 2. generace

reagencii (67 vzorkd)

Parametr Pramérna diference [%] Dolni mez Horni mez
tTau -2,6 -15,8 10,6
pTau 3,1 -6,2 12,3
B-amyloid 7,8 -32,2 47,7

> Tab. 3: Shrnuti vysledkd srovnani 1. a 2. generace reagencii (Roche) ke stanoveni tTau, pTau
a B-amyloidu pomoci Bland-Altmanova rozdilového grafu (67 vzork)

152022 IA 25



a) tTau protein

1400 |

1200

1000

800 |-

2gen

600 -

400 -

200 -

O o & + i o § w G 4

0 200 400 600 800 1000

1gen

b) pTau protein

1200

1400

55 |-

45 |-

35 |-

2gen

25 |-

15

1gen

50

60

2000 |-

1500 (-

1000 (-

2gen

500 |-

0 500 1000
1gen

1500

2000

Obr. 1: Srovnani 1. a 2. generace reagencii (Roche) ke stanoveni tTau (a),
pTau (b) a B-amyloidu (c) - Passing-Bablokova regrese (67 vzork(; vysledky

vng/l)
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Obr. 2: Grafické zndzornéni srovnani 1. a 2. generace reagencii (Roche)
ke stanoveni tTau, pTau a B-amyloidu 1-42 za pouziti Bland-Altmanova
rozdilového grafu (67 vzorkd; vysledky v ng/l)

Prisrovnani 1. a 2. generace reagencif

ke stanoveni tTau, pTau a 3-amyloidu

na 67 vzorcich bylo dosazeno vysledkl uve-
denych v tab. 2 a obr. 1. U stejného souboru
vzorkd byl dale ke srovnéni pouzit Bland-
-Altmandv rozdilovy graf (tab. 3). Grafické
znazornéni zachycuje obrazek 2.

Z vyhodnoceni srovnani biomarker( neu-
rodegenerativnich onemocnéni Passing-
-Bablokovou regresi vyplynulo, Ze nenf
statisticky vyznamny rozdil u stanoveni tTau
analyzovaného 1. ¢i 2. generaci reagencii,
zatimco u stanoveni pTau a 3-amyloidu byl
na hladiné P = 0,01 statisticky vyznamny
rozdil mezi generacemi zaznamenan. Tomu
odpovidaji vy$e uvedené vysledky: 95%
interval spolehlivosti (Cl) Gseku na ose y
pro B-amyloid nezahrnuje 0 a 95% interval
spolehlivosti smernice pfimky pro B-amyloid
a pTau nezahrnuje 1.

Z Bland-Altmanova rozdilového grafu

(obr. 2) je patrné, Ze mezi srovnavanymi sou-
bory je maly systematicky posun u paramet-
r(i tTau a pTau - primérna diference 12,61 %

a 3,1 %. Vyznamnéjsi posun je u B-amy-
loidu - primérna diference 7,8 %. Reagen-
cie 2. generace poskytovaly vysledky vyssi
u tTau, zatimco prdmérné nizsi hodnoty byly
u pTau a B-amyloidu, kde se projevil jak vliv
novych reagencii, tak i restandardizace. Pfi
hodnoceni velikosti maximalnich odchylek
zjisténych pomoci Bland-Altmanova rozdi-
lového grafu se vétSinou vyuziva srovnani

s biologickou intraindividualni variabilitou
uvedenou v databazi dle Westgarda’ nebo
v databézi EFLM (European Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medici-
ne). Nami sledované biomarkery, nové v ob-
lasti IVD, vak v téchto databazich dosud
nejsou zarazeny. Vypocitanou primérnou
diferenci lze pro imunoanalytické metody
hodnotit jako obvyklou a z klinického pohle-
du vyhovujici.

Reagencie 2. generace jsou stejné jako
prfedchozi generace stabilni, interni kontrola
kvality vychazi dlouhodobé v poZzadovaném
rozmezi, bez nutnosti ¢asté rekalibrace.
Nevyhodou z(stava, Ze stanoveni tTau, pTau
a B-amyloidu danou metodikou je nutno
provadét pouze z likvoru a vyzaduje tedy
invazivni odbér s vyuzitim lumbalni punkce.
Zavérem lze konstatovat, Ze vysledky ziska-
né reagenciemi pro stanoveni beta amyloidu

(1-42), tau proteinu celkového a tau
proteinu fosforylovaného obou generaci
jsou z klinického hlediska dobfe porovna-
telné. Pokud laborator plvodné vyuZivala

1. generaci, mlze plynule navazat mérenim
vzork( reagenciemi 2. generace a vyuzit tak
jeji vyhody.
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0 Reagencni souprava Elecsys® Phospho-Tau (181P) CSF je diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro. Test slouzi ke kvanti-
tativnimu méreni fosforylovaného tau proteinu v lidském CSF. Spolu se stanovenim Elecsys 3-Amyloid (1-42) CSF Il se pouziva
na zjisténi poméru jejich koncentraci u dospélych jedincl s kognitivni poruchou, u nichZ se zvazuje diagndza Alzheimerovy choroby

a jiné priciny kognitivni poruchy. Rozsah méfeni: 8-120 pg/ml.

Reagencni souprava Elecsys® B-Amyloid (1-42) CSF Il je diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro. Test je uréen pro imuno-
chemické kvantitativni stanoveni koncentrace B-amyloidového (1-42) proteinu v lidském mozkomi$nim moku (CSF). Rozsah mérent:

150-2500 pg/ml.

Reagencni souprava Elecsys® Total-Tau CSF je diagnosticky zdravotnicky prostiedek in vitro. Test je urCen pro kvantitativni mére-
ni celkového tau proteinu v lidském CSF. Rozsah méreni: 80-1300 pg/ml.

Elektrochemiluminiscenéni imunostanoveni ,ECLIA“ se pouZiva na analyzatorech cobas e. Sendvi¢ovy princip. Uréeno k pouziti

odborniky ve zdravotnictvi.
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Proteiny S-100 funguji pfevazné ve formé
homodimerd, v nékterych pripadech téz
heterodimerd, tvofenych s ostatnimi ¢leny
S-100 rodiny (napf. S-100B a S-100A6).
Vazba vapniku indukuje konformacni zmény
v proteinech S-100, které vedou k expozici
hydrofobniho mista schopného rozpoznat

a vazat potencidlni cilové struktury.' S-100B
je izomerem S-100, ktery je exprimovan

v nejriznéjsich bunkach a zastava fadu

Uloh v lokalnich regulacnich procesech
zahrnujicich také bunécné déleni, prolife-
raci, apoptozu, energeticky metabolismus
¢i zanétlivou odpovéd'* Mnoho proteinl

z této rodiny hraje roli v progndze a pro-
gresi onkologickych onemocnéni, pricemz
nékteré z nich byly dokonce navrzeny jako
biomarkery pro urcité typy rakovinného
bujeni. Konkrétné u cholangiokarcinomu

a rakoviny slinivky brisni byla exprese protei-
nd S-100A2, S-100A4, S-100A6 ¢i S-100P
zvySena v nadorovych bunkéch. Tato skutec-
nost z nich ¢ini potencialni diagnostické

a prognostické biomarkery.®

Protein S-100B byl poprvé popsan v roce
1965 ve snaze identifikovat marker, ktery
by dokazal reflektovat poskozeni mozko-

vé tkané. Byly provedeny mnohé studie,

ve kterych se podarilo potvrdit patologické
zvy$eni koncentrace tohoto proteinu u osob
po prodélaném traumatu hlavy. Z vysledk
vyzkum( vyplynulo, Ze zvy$ena hladina
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Prehled vyuziti biomarkeru S-1008

v klinicke praxi

Rodina proteinti S-100 je tvofena skupinou pfiblizné 20 bilkovin

s molekulovou hmotnosti mezi 10-12 kDa, které se vyznacuiji vazbou
vapenatych iont(." Tyto proteiny lze lokalizovat imunohistochemickymi
metodami (napf: za pouZiti protilatky polyclonal rabbit anti-S-100)
zejména v jadre a cytoplazmeé u rozmanité skupiny bunék, jakymijsou
napr. Schwannovy bunky, melanocyty, gliové bunky, chondrocyty,
adipocyty, makrofagy, Langerhansovy bunky, dendritické bunky Ci

keratinocyty. Jejich funkce spociva predevsim v regulaci bunécéného

cyklu a procesu diferenciace.’

S-100B ma schopnost predikovat nepfiznivy
klinicky vyvoj u téchto pacient( a mohlo

by se jednat o vhodny marker odréazejici
poskozeni na Urovni mozkové tkané.> Moz-
nost pouzit ¢asny indikator neuronalniho
poskozeni miZe sehrat roli pfi uréeni doby
trvani a stupné mozkového poskozeni. Mimo-
to mlze prispét ke stanoveni progndzy. Jak
jiz bylo zminéno vySe, z klinické praxe bylo
vypozorovano, ze vzrlst koncentrace protei-
nu S-100B v krvi souvisi s akutnim poskoze-
nim mozku, taktéz byla nalezena souvislost

mezi vysokymi sérovymi hladinami S-100B

a fokalni epilepsii se zvySenou zachvatovou
aktivitou. Z tohoto dlivodli bylo doporuceno
tento protein vyuZivat také u pediatrickych
pacientl jako vhodny periferni biomarker
uréujici poskozeni mozku.” Zvy$ena hladina
S-100B byla zaznamendana i u kardiopulmo-
nalnich bypass( ¢i srde¢ni zastavy.

V Uvahu byl brén fakt, Ze i poranéni tkané

¢i fraktury by mohly stéat za zvy$enymi hod-
notami S-100B. Z nedavno publikovanych
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