Ing. Marta Pechova, Ing. Igor Klimicek®
(D Ustav lékarské chemie a klinické biochemie Fakultni nemocnice Motol, Praha

(?)Roche s.r.0., Diagnostics Division

Elecsys Calcitonin
- nova uroven klinické hodnoty

Uvod

Soupravu na kvantitativni stanoveni kon-
centrace kalcitoninu v séru a plazmé
uvedla firma Roche na svych automatizo-
vanych analyzatorech zalozenych na
technologii elektrochemiluminiscence na
jafe minulého roku. Tento parametr naléza
své vyuziti nejen pii diagnostice a 1écbé
onemocnéni §titné zlazy a pristitnych teli-
sek, véetné karcinomu a hyperparatyreoi-
dismu, ale také pii diagnostice a 1é¢b¢ hy-
perkalcemie a Pagetovy choroby.

Prave v ramci asi nejvyuzivanéjsi indi-
kace - medularni karcinom §titné zlazy - se
tento parametr rutinné vyuziva od polovi-
ny roku 2013 v Centru pro tyreoidalni on-
kologii a endokrinni orbitopatie pii FN
Motol na Klinice nuklearni mediciny a en-
dokrinologie. Vlastni stanoveni se realizu-
je na tamnim Ustavu 1ékatské chemie a kli-
nické biochemie na analytickém systému
cobas e 411. Pfed zavedenim metody Elec-
Sys se na tomto pracovisti pouzivala pro
tyto ucely metoda IRMA Calcitonin od
firmy IBL International. Nejen z divodu
odlisnych deklarovanych citlivosti obou
metod bylo nutné pied zahajenim rutinni
aplikace stanoveni Elecsys Calcitonin
provést srovnani obou metod na sérii re-
alnych pacientil v oblasti celé Sife méfici-
ho rozsahu. Kromé toho byly provétova-
ny vlastnosti, jako je opakovatelnost ¢i
mezilehla preciznost, a na zakladé vice nez
pulro¢niho méteni byla rovnéz zhodnoce-
na realna kalibra¢ni stabilita metody.

Biochemické, fyziologické
a klinické aspekty stanoveni

Lidsky kalcitonin (hCT) je proteohormo-
nem slozenym z 32 aminokyselin s mole-
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cobas e 411

kulovou hmotnosti 3 418 Daltont, ktery je
vylu€ovan primarné parafolikularnimi
C-buiikami $titné z1azy(D. Metabolizovan
je v jatrech a ledvinach a regulovan hladi-
nami sérového vapniku. Fyziologicky
ovliviiuje metabolismus vapniku a fosfo-
ru, pusobi antagonisticky k parathormonu
(PTH). Kalcitonin také snizuje aktivitu os-
teoklastli, coz napomaha k nasledné inhi-
bici resorpce kosti, ke které dochazi nejen
v postmenopauzalnim obdobi, ale i pfi tzv.
kalciovém stresu (napf. t€hotenstvi, lakta-
ce a rist)23), Dosud byl CT izolovén

z vice nez 15 zivoc¢isnych druhd. Lécebné
se pouziva kalcitonin lidsky, lososi a ttho-

S 4

Hladiny hCT v séru jsou relativné vy-
soké u kojenci a v pribehu détstvi, v do-
spélosti prudce poklesnou a jsou pak rela-
tivng stabilni. Hladiny hCT v séru jsou
obecné vyssi u muzli nez u Zen, pfi¢emz
kouteni muize vést k dalsimu nardstu hla-
din v séru®>9), Zvysené hladiny hCT lze
nalézt u riznych patologickych stavd,

jako je napt. medularni karcinom §titné z1a-
zy. Zvyseny byva hCT ¢Easto rovnéz pii
leukemickych a myeloproliferativnich po-
ruchach(” nebo mtize byt produkovan ek-
topicky v nadorech, jako je napt. karcinom
plic (malobunéény karcinom) nebo
prsu®210) Zvysené hladiny Ize dale po-
zorovat ve spojeni s hyperparatyreoidis-
mem, hypergastrinemii, selhanim ledvin

a chronickym zanétlivym onemocné-
nimG1D),

Hlavnim klinickym syndromem spoje-
nym s hypersekreci hCT je medularni kar-
cinom §titné zlazy (MTC), ktery tvoii 5 -10
procent vSech karcinomi stitné zlazy
avyskytuje se v kazdém véku s maximem
ve 4. - 6. decenniu Zivota(l9), Mize se ob-
jevit sporadicky (70 - 75 procent ptipadi)
nebo ve familiarni formé (25 - 30 procent
pripadl), ktera se deédi jako autosomalni
dominantni znak, pfi¢emz ob¢ pohlavi
jsou postizena stejné. Klinicky se tato for-
ma vyskytuje nejcastéji ve 2. a 3. decen-
niu zivota. Klinicky se MTC obvykle pro-
jevi strumou, popf. uzlem s typickou loka-



lizaci ve stfednich partiich a pfi hornich
polech stitné zlazy, kde je fyziologicky
nejvyssi koncentrace C-bunck. U nemoc-
nych s jizhmatnym nadorem je Casté i me-
tastatické postizeni regionalnich lymfatic-
kych uzlin, u sporadickych forem az v 65 -
70 procentech ptipadl. Funkce §titné z1a-
zy byva obvykle normalni, struma ani uzli-
ny nebyvaji palpacné citlivé a ptes vyso-
ké hladiny kalcitoninu nebyva zazname-
nan pokles hladiny vapniku v krevnim
séru. U malého, ale nartstajiciho procenta
pacientd jsou vSak bazalni hladiny hormo-
nu nerozliSitelné od normalnich. Nekteti
z téchto subjektl predstavuji rana stadia
neopléazie C-bun¢k nebo hyperplazii, které
se nejcastéji fesi chirurgickym zasahem.
K identifikaci téchto pacientd v raném sta-
diu nemoci je nezbytné pouzit stimula¢ni
test pro sekreci hCT, aby doslo k vylouce-
ni fale$né negativnich vysledkd. Vétsina
nadort reaguje nartistem hladin hCT po
podani vapniku nebo pentagastrinu nebo
pouzitim obou zpiisobii stimulace(*13),
Totalni tyreoidektomie a odstranéni

Biotinylovana Amthenylowvana
monoklonadlni mionoklomailknd
prodilatka proti pratilatka profi
kalcitoning kalcianimy

Obr. 1: Design testu Elecsys Calcitonin

9 minut
1—-------*

veskeré piitomné nadorové tkané je zakla-
dem 1é¢by jak u familiarni, tak i sporadické
formy MTC. Po chirurgickém vykonu je

v odstupu tfi mésicti ve FN Motol v na-
sledném sledovani pacientti s MTC pro-
vedeno méfeni kalcitoninu vzdy zaroven
se stimula¢nim testem (glukonat vapenaty
v davce 2,5 - 3 mg elementarniho kalcia’kg
télesné hmotnosti) méfeni kalcitoninu, kde
zvySené hodnoty ukazuji na nedostatec-
nou radikalitu chirurgické 1écby ¢i vyskyt
metastatickych lozisek, které je nutno po-
tvrdit zobrazovacimi metodami (ultrazvuk
krku, CT, scintigrafie, PET/CT). Kompletni
remise je potvrzena neméfitelnou hladinou
kalcitoninu. U pacientti s prostou a poly-
noddzni strumou se zvySenym bazalnim
hCT nad 100 ng/L ¢i stimulovanym kalci-
toninem (3 - 5x vyssi hodnota po stimula-
ci) je diagnéza MTC jista. Naopak normal-
ni hladina kalcitoninu meduldrni karcinom
prakticky vylucuje. Stanoveni hladiny kal-
citoninu je proto nezbytné u pacientl pfi
klinickém podezfeni na malignitu ¢i pfi ne-
jasném cytologickém nalezu®).

Design a analytické viastnosti
metody Elecsys Calcitonin

Stanoveni Elecsys Calcitonin vyuziva mo-
noklonalni protilatky specificky sméfova-
né proti hCT. Protilatky znacené ruthenio-
vym komplexem se skladaji z mySich spe-
cifickych komponent. Na obrazku €. 1 je
znazornén design celého stanoveni.

Princip zkousky: jednokrokova sendvi-
Cova analyza

1. inkubace (9 minut)

Inkubuje se 50 PL vzorku, biotinylovana
specificka monoklonalni protilatka proti
hCT a specifickd monoklonalni protilatka
proti hCT znac¢ena rutheniovym komple-
xem. Vznikne sendvicovy komplex s hCT
a obéma protilatkami.

2. inkubace (9 minut)

Po pridani mikrocastic pokrytych strepta-
vidinem se komplex diky interakei biotinu
a streptavidinu navaze na pevnou fazi.

Streplavidinem madené mikroédstice

&

0 minut

Vlastnosti testu

Elecsys Calcitonin

IRMA Calcitonin

Doba méreni

18 min.

16 - 24 hodin

Princip metody

Jednokrokova sendvi¢ova analyza

Imunoradiometricka metoda (IRMA)

Kalibrace Dvoubodova v duplexu Sestibodova v duplexu v sérii
Vysetfovany material Sérum Sérum
Plazma s heparinatem lithnym
Plazma s K2-EDTA, plazma s K3-EDTA
Objem vzorku 50 pL 2 x 200 pL
Limit blanku 0,3 ng/L
Limit detekce 0,5 ng/L 1,0 ng/L - analyticka senzitivita

Limit kvantifikace

1 ng/L s celkovou pfipustnou chybou < 30 %

Meérici rozsah

0,5 - 2 000 ng/L

1,0 - 1 000 ng/L

Navaznost

IRP WHO 89/620

IRP WHO 89/620

Opakovatelnost

a mezilehla preciznost (NCCLS)

Opakovatelnost: 1,4 - 3,4 % (kontroly a vzorky)

Mezilehla preciznost: 1,6 - 5,2 % (kontroly a vzorky)

Opakovatelnost: 1,76 - 9,24 % (vzorky)
Mezilehla preciznost: 2,33 - 9,72 % (vzorky)

Ocekavané hodnoty

Zdravé zeny 6,39 ng/L (97,5. percentil, N = 193)
Zdravi muzi 10,2 ng/L (97,5. percentil, N = 162)

Tab. 1: Srovnani zdkladnich charakteristik obou metod

1,0-8,0 ng/L (N =72)
3,0 - 21 ng/L (N = 53)
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Méieni

Reakéni smés je nasata do méfici cely, kde
se mikrocastice magneticky zachyti na po-
vrchu elektrody. Poté se odstrani nenava-
zané latky. Napéti privedené na elektrodu
pak indukuje chemiluminiscen¢ni emisi,
ktera se mefi fotonasobicem.

Uvedena tabulka €. 1 sumarizuje nej-
dalezitéjsi analytické charakteristiky obou

pouzivanych metod.

Firemni kontrolni material

Elecsys PC VARIA 1

lyzatoru. Zkusenosti z jinych pracovist,
kde se provadi stanoveni kalcitoninu
téni s tim, ze se prakticky kalibruje pouze
s novou $arzi reagencie.

Parametry opakovatelnosti - viz tabul-
ka €. 3 amezilehlé preciznosti - viz tabulka
¢. 2 metody Elecsys byly ovéfovany pra-
covniky ULCH a KB FN Motol a vysledky
uvedené v prilozenych tabulkdch demon-

Elecsys PC VARIA 2

Pramér v ng/L

10,72

99,52

Mezilehla preciznost, CV v %

2,56

2,77

Tab. 2: Mezilehla preciznost mereni internich kontrolnich materialii pro metodu Elecsys Calcitonin

Nativni pacientsky vzorek A B
Primér v ng/L 172,20 6,83
Opakovatelnost, CV v % 2,30 3,10

Tab. 3: Opakovatelnost metody Elecsys Calcitonin pro pacientska séra

V pripadé IRMA metody se pracuje
v sériich, kdy vlastnimu stanoveni kon-
centrace v pacientském vzorku predchazi
Sestibodova kalibrace v duplexu a nasled-
na kontrola kvality na dvou hladinach
rovnéz v duplikatu. Pfibalovy letak meto-
dy IRMA navic hovofi o nutnosti stano-
veni koncentrace prokalcitoninu u pozitiv-
nich vzorkt z diivodu odhaleni falesné
pozitivity.

,»,Random access* stanoveni Elecsys
se pysni vysokou mirou kalibra¢ni stabili-
ty. V motolské laboratofi nebylo nutno po
celou dobu méteni metodu rekalibrovat pii
trvalém pobytu soupravy na palubé ana-

J
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struji vysokou miru shody s daty deklaro-
vanymi ptibalovym letakem.

Porovnani metod

Zkraje této ¢asti bychom radi podékovali
RNDr. Zdenku Kubickovi za vlastni pro-
vedeni statistického porovnani obou me-
tod pomoci programu MedCalc. Pro tyto
ucely byly zvoleny Passing-Bablokova
regrese - viz tabulky ¢. 5, 6, 7 a graf ¢. 1

a Bland-Altmanntiv rozdilovy graf - viz
graf €. 2. Nize uvedena tabulka ¢. 4 de-
monstruje surové vysledky dosazené
obéma metodami u 43 pacientd. Jak jiz
bylo fe¢eno, u pacientll s hodnotami

0,50 ng/L doslo k uplné tyreoidektomii.
Hodnota 0,5 ng/L tak ptedstavuje spodni
limit méficiho rozsahu a koncentrace kalci-
toninu jsou v téchto piipadech neméritelné.

Jsme si védomi toho, Ze statisticka vy-
povidaci hodnota tohoto porovnani je

RIA - IRMA [ng/L] | cobas e 411 [ng/L]
1,81 0,50
2,08 0,50
2,90 0,50
3,06 0,50
3,09 0,50
3,32 0,50
3,43 0,50
3,45 0,50
3,80 0,50
3,86 0,50
3,93 0,50
4,07 0,50
4,70 0,50
4,75 0,50
5,75 0,50
5,81 0,50
5,89 0,50
6,64 0,50
8,12 6,31
9,61 7,46
10,08 13,18
12,09 13,76
13,82 15,08
13,89 10,52
19,52 18,77
24,67 21,87
27,82 28,20
32,58 28,49
33,99 29,68
39,04 31,62
49,59 48,89
56,26 61,42
60,82 31,90
107,99 108,60
138,06 142,60
227,21 163,90
240,20 182,70
263,66 178,90
283,70 220,00
313,35 277,80
473,68 433,30
527,08 587,30
562,46 601,70

Tab. 4: Hodnoty koncentraci kalcitoninu u totoznych paci-
entii dosazené obéma metodami



znacné snizena nedostatenym mnoz-
stvim pouzitych probandd. Navic plnych
18 vysledkt z celkovych 43 u metody
Elecsys Calcitonin predstavuje nemeéfitel-
nou hodnotu po totalni tyreoidektomii,
zaznamenanou v SW analyzatoru jako

0,5 ng/L. Nicmén¢ i ptesto je mozné kon-
statovat, Ze pres velké rozdily v povaze,
citlivosti a pfesnosti obou metod bylo do-
sazeno uspokojivé korelace. Odchylky
jsou v rameci klinického hodnoceni nevy-
znamné. Vyssi primérna diference

v Bland-Altmannové rozdilovém grafu je
ovlivnéna pravé vysokym poctem nemé&fi-
telnych hodnot kalcitoninu metodou Elec-
sys, coz je pricitano lepsi analytické sen-
sitivité a specifi¢nosti této metody.

Passing-Bablokova regrese

q L | |
\. e
‘ I |‘ ” 'r.' llﬁ-. H |
Zavér

Proménna X Kalcitonin cobas e 411 (ng/L)

Proménna Y Kalcitonin RIA (ng/L)

Pocet vzorkii 43

Diagnosticky marker kalcitonin je citlivy

X Y a specificky nddorovy marker pro dia-
Nejnizsi hodnota 0,5000 1,8100 gnostiku i celoZivotni sledovani pacienti
Nejvyssi hodnota 601,7000 562,4600 s MTC po operaci §titné Zlézy( 17-22) Para-
Aritmeticky prmér 76,1151 84,2240 metr vykazuje vysokou miru korelace
Median 13,1800 12,0900 s nadorovou zatézi a napomaha vcasné
Smérodatna odchylka 147,0213 147,8168 detekci novych zbytkovych onemocné-
Smérodatna odchylka priméru 22,4205 22,5418 ni(1®). Neékterd guidelines dokonce dopo-
Tab. 5: Passing-Bablokova regresni analyza ruéu]i screening kalcitoninu u viech p aci-
entl s tyreoidalnimi uzly(!7-20), Zavedeni
metody Elecsys s vylepSenou citlivosti
Regresni rovnice a specifi¢nosti tvrzeni téchto guidelines
y = 2,546758 + 1,086483 x jedté vice podporuje.
Systematické diference Test Elecsys Calcitonin disponuje
Posun A 2,5468 nadstandardnimi analytickymi vlastnostmi
95% konfidenéni interval (Cl) 1,4692 to 3,3147 a splituje tak veskeré pozadavky, které
Proporcionalni diference jsou na dne$ni moderni metody kladeny.
Simaiies B 1,0865 Uvedenim tohoto stanoveni Roche dopl-
95% CI 0,9705 to 1,2217 iuje své $pickové portfolio automatizova-
Nahodné diference n}'lch vy§etfer.1i tyr.eoidrélnich mar}ierﬁ, kte-
Smérodatna odchylka rezidui (RSD) 19,2738 ré tak zahrnuje nejen (iplnou nabidku pro-

+1.96 RSD interval

tilatek, nybrz také parametry pro manage-
-37,7767 to 37,7767 Y P yPp &

Linearni model validity

ment onkologickych onemocnéni §titné
zlazy (Calcitonin, Elecsys Tg hs).

Cusumyv test linearity |

Tab. 6: Regresni rovnice, diference

Poradova korelace

Signifikantni odchylka od linearity (P=0,04)

Proménna X Kalcitonin cobas e 411 (ng/L)

Proménna Y Kalcitonin RIA (ng/L)

Poéet vzorka 43

Spearmantv koeficient poradové korelace ré

0,961

Uroven vyznamnosti

P<0,0001

95% Cl pro r6

Tab. 7: Poradova korelace

0,929 to 0,979

Labor Aktuell 01/14 11



HigfBonin Fi& ng

e 108 i o ng

Ml Fotin Cobis & 411 Fgh

Graf 1: Grafické znazornéni Passing-Bablokovy regrese
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