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Porovnani metod Elecsys PTH
a Elecsys PTH (1-84)

na vzorcich z rutinni klinicke praxe

PTH je klicovy hormon pro udrzovani kal-
ciové homeostazy. Patii mezi endogenni
regulatory kalcium-fosfatového metabo-
lismu, hraje vyznamnou roli v regulaci
kostnich mineralt - vapniku, fosforu

a hot¢iku. U zdravych osob dochézi jiz pti
malém poklesu koncentrace ionizovaného
vapniku k sekreci PTH. Parathormon regu-
luje hladinu vapniku ptisobenim na meta-
bolismus kosti stimulaci procesu kostni
remodelace. Pti fyziologické sekreci PTH
je udrzovana rovnovaha mezi odbourava-
nim a novotvorbou kosti, pii dlouhodobé
zvySené sekreci parathormonu zaéina pie-
vladat katabolicky ucinek a tim dochazi

k destrukei kostni hmoty. Zvysena hladi-
na parathormonu stimuluje zpétnou re-
sorpci vapniku v distalnim tubulu a tlusté
¢asti vzestupného raménka Henleovy klic¢-
ky ledvin. Zaroven také zvySuje vyluco-
vani fosfati snizenim zpétné resorpce

v proximalnim tubulu. PTH v ledvin¢ také
stimuluje ¢innost enzymu 1-0-hydroxyla-
zy, ktera zvysuje preménu 25-hydroxycho-
lekalciferolu (kalcidiolu) na 1,25-dihydro-
xycholekalciferol (kalcitriol), a tim nepiimo
ovliviiyje vstiebavani vapniku, fosforu

a hot¢iku v travicim traktu.

Ribozomy bungk pristitnych télisek
syntetizuji Pre-pro-PTH o délce 115 ami-
nokyselin. V endoplazmatickém retikulu
a Golgiho aparatu je zkracen na pro-PTH
o délce 90 aminokyselin a nasledné o dal-
Sich 6 aminokyselin na molekulu PTH.
Syntetizovany PTH je skladovan v se-
kre¢nich granulich v cytoplazmé, odkud
muze byt v piipadé potieby okamzité
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uvolilovan. Vznik mRNA pro zah4jeni ri-
bozomalni syntézy PTH zvySuje nejen hy-
pokalcemie, ale také snizeni hladiny fosfa-
tu nebo vitaminu D.

Intaktni molekula PTH je tvotena fetéz-
cem 84 aminokyselin s celkovou moleku-
lovou hmotnosti ptiblizné 9,43 kDa. Po
uvolnéni z denznich granuli dochézi velmi
rychle (v minutach) k proteolyze a jsou
vytvareny cirkulujici fragmenty.

Degradace zacina jiz v pfistitnych té-
liskach a pokracuje predevs§im v jatrech
aledvinach. Vzniklé fragmenty jsou
z krevniho fecisté odstranovany mimo jiné
glomerularni filtraci. Nejcastcji dochazi ke
Stépeni mezi 34. a 35. aminokyselinou, kdy
vznika biologicky aktivni N-fragment, va-
zajici se na PTH receptory, s biologickym
polocasem okolo 2 minut, a C-terminalni
fragment, ktery je vyluc¢ovan glomeluralni
filtraci (obr. 1). Jeho biologicky polocas
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Obr. 1: Molekula PTH 1-84 s vyznacenym mistem Stépeni

v plazmé se u zdravych osob pohybuje
mezi 30-40 minutami, u pacienttl s renalnim
selhavanim se muze vyrazn¢ prodluzovat.
V krvi zdravych osob je 5-25 % intaktniho
PTH, 75-95 % C-terminalniho fragmentu

apouze zlomek N-termindlniho fragmentu.
Béhem metabolismu PTH vznika také ¢ast
non 1-84 fragmentt, které¢ maji netiplnou
N-terminalni ¢ast molekuly. Jedna se pre-
devsim o fragment 7-84 a dale pak frag-
menty 5-84, 8-84, 10-84 nebo 15-84.

U zdravych osob je mnozstvi téchto neu-
plnych fragmentt celkem zanedbatelné,
ale u pacientt s onemocnénim ledvin mi-
ze byt v ob¢hu i nékolik desitek procent
riznych non 1-84 fragmentd. Samostat-
nou kapitolu tvoii molekula amino-PTH,
ktera ma modifikované aminokyseliny

v oblasti 15-20. ZvySena tvorba amino-
-PTH se maze vyskytovat u nadort pfi-
Stitnych télisek.

Laboratorni stanoveni PTH je vyuziva-
no pti sledovani pacientti s poruchami
kalciového nebo kostniho metabolismu,
dale u pacienttii pii operacich pristitnych
télisek (primarni hyperparathyroidismus)
a také u pacientl s chronickym renalnim
onemocnénim (sekundarni hyperparathy-
roidismus), ktefi vyzaduji pravidelné sle-
dovani koncentrace PTH.

Zakladnim terapeutickym postupem
u pacientd se selhanim ledvin je pravidel-
na dialyzacni lécba. Pro dosazeni co nej-
lepsich vysledki je snaha o ,,optimalizaci®
dialyzy, jejimz cilem je provedeni co neju-
¢inngjsiho odstranéni kataboliti a vody,
a zaroven bezpecného procesu z hlediska
eliminace komplikaci v priitbéhu hemodia-
lyzy. Mezi parametry, které mohou ovlivnit
ucinnost dialyzacniho procesu patfi nejen
volba dialyzatoru a dialyza¢niho roztoku,
ale také rychlost pritoku krve nebo délka



dialyzy. Clearence endogenniho kreatini-
nu zdravych ledvin je okolo 1 200 litrti za
tyden, pfi l[éeni hemodialyzou 3x tydné je
clearence kreatininu asi 150 litrti. Pro od-
stranéni piebyte¢né vody z organismu je
limitujici délka dialyzy, aby nedoslo k nah-
lému poklesu intravaskularniho objemu.
Pti nastaveni vSech parametra dialyza¢ni-
ho procesu na co mozna nejoptimalné;si
hodnoty dokaze hemodialyza velmi
uspésné eliminovat vodu a nizkomoleku-
larni katabolity, ale zaroven s tim také do-
chazi v pribéhu n¢kolika desitek hodin

k vyraznym zménam koncentrace vapniku
a fosfattl, a to opakované (obr. 2). Uskalim

ni ucinek. Ke specifickym uremickym toxi-
num patii naptiklad 3-2-mikroglobulin, né-
které proteiny imunologickych reakei, ho-
mocystein a v neposledni fad¢ také parat-
hormon.

Metody pro laboratorni stanoveni hla-
diny PTH mtzeme rozdélit do 3 generaci
podle toho, jakou ¢ast molekuly jsou
schopny detekovat. I. generace, pouZziva-
na predevsim v prvnich RIA metodach,
nebyla zcela specificka pro celou moleku-
lu PTH. Dochazelo ke zkiizenym reakcim
s biologicky net¢innym C-fragmentem,
chybéla standardizace metody. Tyto pru-
kopnické metody byly vyuzivany spise

5
Thrgticy P [
=  Beochasss - sinum
I 5 REA il
P — 5.FFRL prad
= — WIT_sdF (HDRO mi's
| 5 MO el
I 5 M gl
F—aNK Farad
—5 el
i L= ol
| i
F—EF el
Thiwhs ol | 23014
i i
Ebochrmn - s
— & AEA el
— 5_hER BToil
— VFP_sF (DR rin
— E_RNOC -
— 5 w1
5K awul
B_C1 ardi
5.Ca wrwld
5 Cal =i
8P il
5 Mg i

Obr. 2: Zmény vybranych parametrit v pritbéhu hemodialyzy

pii hemodialyze je odstranéni latek s vyssi
molekulovou hmotnosti nebo i nizkomole-
kulérnich latek vazanych na proteiny. Za-
kladni dialyza¢ni technika nedokaze téméer
vibec eliminovat latky s molekulovou
hmotnosti nad 12 kD a vyssi. Proto jsou

u pacientt sledovany latky, které jsou
touto technikou obtizné odstrafiovany.
Jedna se bud’ o retinované netoxické latky
nebo o uremické toxiny, které jsou piimo
zodpovédné za urcity biologicky negativ-

T__Dpos 009 o= 0

oo oo f <gp
T T - u-

BReD Pl e @

oo cosETD

& P -SSP B

i 14 0T 14 [ bR
[H1 ] 1613
" T -
158 N iza
T ] vl
01z 48 012
#13 1 iB?
L] [k i
wd T
1] au hl:-]
.10 a8 Fdi ]
.oz
103 a7 I
[ TR DL B O
o T L e ] [ B
a8 ia a4
a -] i
0 0.rs 01
mF [ b ]
1 1% 1
aw ik 11
1 a2 105
|3k 235 1.54
L]
143 13 1.54
1.

jako dopliikové testy pii vySetfovani
funkce pfistitnych télisek. Metody II. ge-
nerace byly vyvinuty se snahou o zmére-
ni celé molekuly - intaktniho PTH. Vazeb-
na mista pro protilatky byla orientovana
inabiologicky aktivni ¢ast molekuly. Pro-
blémem vsak zGstavaji non 1-84 fragmen-
ty, které mohou vést k falesné vyssim vy-
sledkim u nékterych skupin pacientti.

K eliminaci falesnych reakci non 1-84 frag-
mentd jsou vyvijeny metody III. generace.

Obr: 3: Vazebna mista pro protilatky kompletni molekuly PTH 1-84 a non 1-84 fragmentii 5-84, 7-84 a 15-84
Zelené - vazebna mista pro PTH intaktni; modre - vazebnd mista pro PTH (1-84); ¢ervené - misto Stépeni v pozici 34-35
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U téchto metod je snaha o posunuti va-
zebného mista protilatky co nejvice
k N-terminalnimu konci molekuly PTH,
coz by mélo vést ke stanoveni celé mole-
kuly PTH, tzv. biointaktniho PTH (obr. 3).
Metoda Roche Cobas PTH intaktni se
fadi mezi metody II. generace, ktera stano-
vuje molekulu PTH jesté pred rozstépenim
mezi aminokyselinami v pozicich 34 a 35.
Protilatka znacena rutheniovym komple-
xem se vaze na C-terminalni ¢ast molekuly
v pozici 37-42, biotinylovana protilatka
reaguje s N-koncem v pozici 26-32.
Typickym zastupcem metod II1. gene-
race je souprava Roche Cobas PTH (1-84).
Na C-konec molekuly se v pozicich 54-59
vaze protilatka znac¢ena rutheniovym kom-
plexem, druha protilatka s navazanym bio-
tinem je senzitivni k pozicim 1-5 N-konce
molekuly parathormonu. Zakladni charak-
teristiky obou metod jsou uvedeny v ta-
bulce 1.

Od letosniho roku doslo v systému
EHK SEKK u kontrolniho vzorku pro
kostni markery k rozliSeni pouzivanych
metod mezi PTH intaktnia PTH (1-84). Po-
dle uvedenych udajt pro cyklus BM1/14
pouziva 23 Ceskych a slovenskych labora-
tofi stanoveni PTH (1-84), coz je pii celko-
vém poctu 111 ucastnikti témet 21 % (obr. 4).
V mezinarodnim kontrolnim systému RI-
QAS uvedlo metodu méteni nékterym ze
systémt III. generace 48 Gcastnikd, coz je
7,5 % ze vSech 648 laboratoii (obr. 5).

V nasi praci jsme zméfili hladinu parat-
hormonu u 85 pacientd, pfevazné s chro-
nickym poskozenim ledvin. Pfevazujici dia-
gndza u pacientli byla N289 (onemocnéni
ledvin a mocovodu NS), 42 vzorkd bylo
od pacientti z nefrologické ambulance a 43
vzorku z dialyzac¢niho stfediska. Pro méfe-
ni jsme pouzili soupravu Roche Cobas
PTH intaktni (II. generace) a Roche Cobas
PTH (1-84) - ,,biointaktni PTH* (III. gene-
race). VySetieni bylo provedeno zaroven
z jednoho odbéru na imunonalytickém
systému Cobas e 601. Vysledky méfeni
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Metoda

Roche Cobas PTH intaktni

Roche Cobas PTH (1-84)

Generace metody I

Princip Elektrochemiluminiscence (ECLIA) [ Elektrochemiluminiscence (ECLIA)
Sendvicovy princip Sendvicovy princip

Doba stanoveni 18 minut 18 minut

Ocekavané hodnoty 1,6-6,9 pmol/I 1,58-6,03 pmol/I

Spodni detekéni limit (0,127 pmol/I 0,583 pmol/I

Rozsah méreni Do 530 pmol/I Do 244 pmol/Il

Protilatka “C-fragment” | Vazebné misto v pozici 37-42

Vazebné misto v pozici 54-59

Protilatka “N-fragment” | Vazebné misto v pozici 26-42

Vazebné misto v pozici 1-5

taktni: (1,6-6,9 pmol/l), je velmi dtlezité

u zvySenych hodnot ziskanych metodou
PTH intaktni zvazovat moznost ovlivnéni
ziskanych vysledkt rendlnim selhdvanim.
Pokud laboratot vysetfuje PTH predevsim
u dialyzovanych pacientti, méla by po-
soudit moznost métit PTH nékterou z me-
tod treti generace, u kterych nedochazi

k ovlivnéni stanoveni nespecifickymi re-
akcemi a dokazou méfit koncentraci kom-
pletni molekuly biointaktniho PTH. Také

na vysledkovych listech bychom méli
uvadét, zda se jedna o hodnotu ziskanou

Tab. 1: Zdikladni charakteristiky metod pro stanoveni parathormonu

g Y i o . - SR I "' metodou PTH intaktni nebo PTH 1-84.
42| Parathyrie irtakin | PTH| B [T 20,77 4,08 LELE yrr
L] [t -.l.-.r.:-:_lw 8§ B.TE1 L 1E LE.E [

gl ey sog s it 1484 B, T4 LS

LD Slens B mAMa Sl i

11§ Tmmechenickd ey Y K ] IET LEE L i

(LTI T ] L] ] S 100 A, 0Te §.if

111 Ieusschsmisnd meee & 5, 10 1.1 ) IRLE 104 LD L]
1 B n e

H3H P arwdryin Blainekial [FTH 1-84] & @iy BOLLET L,k W, 1]

] (= | TSI O Bk DL ENE 3, BE Ik

Ll Imumzchamichd mekc=dps L] ; I:.' L T b | 218 BT Q1%.ED B LI &7 f.BEl ddf LE

Obr. 4: Vysledky EHK SEKK, cyklus BM 1/14
Method N Mean CY'% L
Raoche Cotas 6000/8000 PTH/PTH STAT 1y 10, 168 2000 .24
Siemens Bayer ADVIA Centaur g2 G &10 19.5 045
Roche Cohas 4000/e41 1 FTH/PTH 5TAT a3 10,054 3.9 .54
DBeckman Dl GO0 7 R0 52 10,929 6.9 031
SiemenzTPC Tmemulie 2000 47 13,362 3.2 LLE X
Rache Elecsys FTH/FTH STAT 46 100 5.8 052
Abbai Archiect 10 15, 1 413 | A
Raoche Modular E170 PFTH/PTH 5TAT 27 PR 229 M55
Seemens’DPC Imnilie 10N 21 13,242 19.1 ah
Tosah I8 13.719 210 LR
DiaSorin. Liaison 1-84 PTH [ .04 30.8 078
Rache Cohas GO00/RIE PTH (1-84) L6 B.154 37.2 0.3
DBeckman, Access'LXIT25 13 D617 28.1 LR
Raoche Cohas S000¢ed4] 1 FTH {1-84}) ] 0. 203 15.5 0.
Cirthn Wabros 36005500 T 15,751 14,0 1 .04
DaaSorin, Liaisn M-TACT PTH I T 11 086 1R.% [ R
IS [RMA fi 1.2, 503 M7 |32
Roche Elecsys PTH (1-84) 5 10186 16.9 006
Scamiboddies, RIA 5 0.368 321 | .68
Roche Modular B9 FTH (1-84) 4 10786 219 11
DiaSorin (RIA) i 0.0 16 029

Obr. 5: Vysledky EHK RIQAS, vzorek 4/14

taktni. Odchylka méfeni vzrista s hladi-
nou PTH, u vysokych koncentraci parat-
hormonu jsme metodou PTH intaktni na-
méfili i dvojnasobné hodnoty ve srovnani
s PTH (1-84).

Pokud jsou u zdravych jedinct uvade-
ny obdobné ocekavané hodnoty:
PTH (1-84): (1,58-6,03 pmol/l) aPTH in-

jsou zhodnoceny pomoci programu Med-
Calc a uvedeny v piilozenych tabulkach
a grafech.

Z nasich vysledkil vyplyva, ze hodno-
ty naméfené metodou Roche PTH (1-84)
u pacienti s chronickym renalnim one-
mocnénim jsou v praméru o 40 % nizsi nez
hodnoty ziskané metodou Roche PTH in-
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Passing-Bablokova regrese; cela skupina

Proménna X: Roche PTH 1-84
Proménna Y: Roche iPTH

Pocet vzorki: 85

X Y
Nejnizsi hodnota 1.2 1.6
Nejvyssi hodnota 44.9 83.9
Aritmeticky prdmér 11.8376 19.3600
Median 8.0000 12.4000
Smérodatna odchylka 9.8870 19.1854
Smeérodatna odchylka priiméru 1.0724 2.0810
Regresni rovnice
y =-1,261393 + 1,707674 x
Systematicka diference
Posun A -1,261393

95% konfidencni interval (Cl)

-1,7907 az -0,7572

Proporcionalni diference

Smérnice B 1,7077

95% konfidenéni interval (Cl)

1,6237 az 1,7933

Nahodna diference

Smérodatna odchylka rezidui (RSD) 1,9618

+1.96 RSD Interval

-3,8450 az 3,8450

Cusumv test linearity

Neni signifikantni odchylka od linearity (P = 0,10)

Poradova korelace

Spearmantv koeficient pofadové korelace (p)| 0,991

Urovef vyznamnosti

P < 0,0001

95% Cl pro p

Passing-Bablokova regrese; dialyza

0,986 az 0,994

Proménna X: Roche PTH 1-84
Proménna Y: Roche iPTH

Pocet vzorki: 43

X Y
Nejnizsi hodnota 2.8 4.0
Nejvyssi hodnota 44.8 83.9
Aritmeticky pramér 16.5 27.54
Median 14.9 25.56
Smeérodatna odchylka 9.8581 18.7352
Smérodatna odchylka praméru 1.5587 2.9623
Regresni rovnice
y =-1,261393 + 1,707674 x
Systematicka diference
Posun A -2,802196

95% konfidencni interval (Cl)

-4,4161 az -1,0889

Proporcionalni diference

Smérnice B

1,860524

95% konfidencni interval (Cl)

1,74077 az 1,9541

Nahodna diference

Smérodatna odchylka rezidui (RSD) 1,4755

+1.96 RSD Interval

-2,8920 az 2,8920

Cusumuv test linearity

Neni signifikantni odchylka od linearity (P = 0,30)

Poradova korelace

Spearmantiv koeficient poradové korelace (p)| 0,989

Uroveri vyznamnosti

P < 0,0001

95% Cl pro p

0,980 az 0,994
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Graf 1: Statistické zhodnoceni vsech vzorkii
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Passing-Bablokova regrese; nefrologicka ambulance :: I

Proménna X: Roche PTH 1-84 Pocet vzorku: 42

Proménna Y: Roche iPTH - 7

X Y 5 e

Nejnizsi hodnota 1,2 1.6 :E, _Elz I &
Nejvyssi hodnota 21.5 35.8 2 ‘;/
Aritmeticky priimér 6.8 10.0214 gk f
Median 4.8 7.1000 ok ; ;
Smérodatna odchylka 4.8094 7.6182 L ‘:m ‘;*:'H 1’ L
Smérodatna odchylka priméru 0.7421 1.1755
Regresni rovnice | N
y = -0,557226 + 1535260 x 1o 114
Systematicka diference f _12 :"‘j - i-'u;!:
Posun A -0,557226 ; e - ; H"ED
95% konfidenéni interval (Cl) -0,9897 az -0,1471 ~ a0 B T
Proporcionalni diference { 0
Smeérnice B 1,5353 j:
95% konfidencni interval (Cl) 1,4706 az 1,6176 sl ) , ,
N&hodna diference t 5:1“"“ :':'lrn ; -!:I:m:l-P‘T:] e
Smérodatna odchylka rezidui (RSD) 0,5630
+1.96 RSD Interval -1,1035 a2 1,1035 Graf 3: Statistické zhodnoceni skupiny pacientii z nefrolo-
Cusumuv test linearity Neni signifikantni odchylka od linearity (P = 0,56)  gické ambulance
Poradova korelace
Spearmantv koeficient pofadové korelace (p)[ 0,973
Urovei vyznamnosti P < 0,0001 .
95% Cl pro p 0,951 az 0,986 Literatura:
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