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Abstrakt a kPucové slova

Abstrakt

Analyticky syst¢ém ARCHITEC i2000SR bol verifikovany podla poziadaviek
laboratéria  ULBLD VFN a 1. LF UK v Prahe. Ako vykonnostné parametre verifikacie
analytickych postupov pre testosteron, progesteron, luteinizacny hormon, folikuly
stimulujuci hormoén a prolaktin  boli vyhodnotené opakovatel'nost, medzil'ahla
preciznost’ a neistota merania. Namerané vysledky kontrolnych vzoriek Lyphochek sa
zhodovali s hodnotami, ktoré uviedol vyrobca. Opakovatel'nost: variaéné koeficienty
testosteronu pre Lyphochek 1 6,81%, pre Lyphochek 3 6,40%, progesteronu 2,4%
a 1,8%, luteinizatného hormoénu 5,38% a 1,89%, folikuly stimulujiceho hormoénu
5,12% a 3,24%, prolaktinu 1,45% a 1,83%. Medzil'ahla preciznost’: varia¢né koeficienty
testosteronu pre Lyphochek 1 6,02%, Lyphochek 2 3,60%, Lyphochek 3 3,07%,
progesterénu 7,9%, 4,9% a 5,8%, luteiniza¢ného horménu 4,50%, 5,51% a 5,83%,
folikuly stimulujuceho hormoénu 4,00%, 3,72% a 4,87%, prolaktinu 4,60%, 4,20% a
5,00%. Neistota merania: testosteron 6,02%, progesterén 7,9%, luteinizacny hormon
5,83%, folikuly stimulujici hormoén 4,87%, prolaktin 5,00%.

Analyticky systétm ARCHITECT i2000SR bol porovnany s dovtedy pouzivanym
systtmom ADVIA Centaur, aby sa zistilo ¢i je mozné previest metédy Centaur
Testosterén, Progesteron, Luteinizacny hormoén, Folikuly stimulujiici hormon
a Prolaktin na syst¢tm ARCHITECT i2000SR. Pre porovnanie bola pouzita linedrna
regresia. Medzi hodnotami stanovenymi na obidvoch analyzéatoroch bola najdené vel'mi
dobrd zhoda. Korela¢né koeficienty sa pohybovali v rozmedzi od 0,9840 do 0,9961
(testosteron r = 0,9843, progesteron r = 0,9840, luteinizatny hormoén r = 0,9961,
folikuly stimulujuci hormon r = 0,9884, prolaktin r = 0,9900).

Kruacové slova:
ARCHITECT i2000SR, ADVIA Centaur, verifikacia, porovnanie, testosteron,
progesteron, luteinizacny hormon, folikuly stimulujaci hormén, prolaktin



Abstract

Analytical system ARCHITECT i2000SR was verified according to
requirements of ULBLD VFN and 1. LF UK laboratory in Prague. Repeatability,
intermediate precision, and measurement uncertainty were determined as performance
parameters for verification of analytical assays for testosterone, progesterone,
luteinizing hormone, follicule stimulating hormone and prolactin. Results of Lyphochek
control samples, which were measured, were consistent with values given by
manufacture. Repeatability: coefficients of variation for testosterone Lyphochek 1
6,81%, for Lyphochek 3 6,40%, progesterone 2,4% and 1,8%, luteinizing hormone
5,38% and 1,89%, follicle stimulating hormone 5,12% and 3,24% prolactin 1,45% a
1,83%. Intermediate precision: coefficients of variation for testosterone Lyphochek 1
6,02%, Lyphochek 2 3,60%, Lyphochek 3 3,07%, progesterone 7,9%, 4,9% and 5,8%,
luteinizing hormone 4,50%, 5,51% and 5,83%, follicle stimulating hormone 4,00%,
3,72% and 4,87%, prolactin 4,60%, 4,20% and 5,00%. Measurement uncertainty:
testosterone 6,02%, progesterone 7,9%, luteinizing hormone 5,83%, follicle stimulating
hormone 4,87%, prolactin 5,00%.

Analytical System Architect i2000SR was compared with previously used
ADVIA Centaur system to find out, whether it is possible to convert the method
Centaur Testosterone, Progesterone, Luteinizing hormone, Follicle stimulating hormone
and Prolactin to the System ARCHITECT i2000SR. For comparison, linear regression
was used. Very good agreement was found between the values which were determined
on both analyzers. Correlation coefficients ranged from 0.9840 to 0.9961 (testosterone r
= 0,9843, progesterone r = 0,9840, luteinizing hormone r = 0,9961, follicle stimulating
hormone r = 0,9884, prolactin r = 0,9900).

Key words:
ARCHITECT 1i2000SR, ADVIA Centaur, verification, comparison, testosterone,
progesterone, luteinizing hormone, follicle stimulating hormone, prolactin
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1. 0VOD

Klinické laboratérid denno denne vykondvaju tisicky rozborov, na zaklade
ktorych lekéri rozhoduji o d’al$ej lieCbe pacientov. Prave zivoty zavislé na vysledku
stanovenia st dovodom, preco sa stale vyvyjaji nové a nové meracie systémy, ktoré by
boli presnejsie, SpecifickejSie a citlivesie. Je tiez v zdujme samotné¢ho laboratoria,
poskytnut’ lekdrovi €o najpresnejsi vysledok, s ¢o najvyssou urcitostou.

Cielom tejto bakalarskej prace bolo po prvé verifikovat, teda poskytnut
objektivny dokaz, e novy analyticky meraci systtm ARCHITECT i2000SR spiiia
Specifikované poziadavky a funkéné vlastnosti deklarované vyrobcom v laboratériu
Ustavu lekarskej biochémie a laboratornej diagnostiky Vieobecnej fakultnej nemocnici
a 1. Lekarskej fakulty Univerzity Karlovej (ULBLD VEN a 1. LF UK) v Prahe. Jednalo
sa o urCenie opakovatelnosti, medzil'ahlej preciznosti a neistoty merania. Druhym
cielom bolo zistit ¢i je mozné prevedenie metdd pre testosterdén, progesterdn,
luteiniza¢ny hormon, folikuly stimulujiici hormén  a prolaktin z doposial’ pouzivaného
systému ADVIA Centaur na novy systém ARCHITECT i2000SR.



2. TEORETICKA CAST
2.1 Validacia a verifikacia

Pojem validicia je v metrologickom slovniku definovany ako overenie,
ze Specifikované poziadavky su primerané na zamyslané pouzitie [1]. V Slovniku
managementu kvality je tento termin charakterizovany ako potvrdenie ziskané
prostrednictvom poskytnutia objektivnych dokazov, Zze poziadavky na Specificky
zamySlané pouzitie alebo Specificki aplikdciu boli splnené. Validacia potvrdzuje,
ze meraci postup, systém alebo vyrobok IVD MD (in vitro diagnostics medical device),
ktory bol uvedeny na trh v stlade  so zdsadami Direktivy IVD 98/79 EC, je schopny
plnit’ vSetky poziadavky, ktoré sa na neho budu klast’ [2].

Pri validéacii sa vyhodnocuju vykonnostné charakteristiky metédy, potvrdzuju
sa obmedzenia metddy a identifikuji sa vplyvy, ktoré mozu tieto charakteristiky zmenit
a do akej miery [3]. V klinickych laboratériach sa vo vécsine pouzivaju validované
metddy. Validaéné charakteristiky st sucastou pribalovacieho letdku od vyrobcu.
V takomto pripade je nutné vykonat’ iba verifikaciu.

Verifikicia je poskytnutic objektivneho dokazu, Ze dani polozka spliiia
Specifikované poziadavky [2]. Je potvrdenim, Ze st dosiahnuté funkéné vlastnosti alebo
zakonné poziadavky na meraci systém. Taktiez potvrdzuje, ze data o analytickych
znakoch deklarované vyrobcom, inym laboratériom alebo referenc¢nou instituciou st
v danom laboratériu s pouzitim konkrétneho meracieho systému dosiahnutelné.
Verifikdcia dokazuje spdsobilost personalu laboratoria, zariadenia a prostredia
vo vztahu k vykonavaniu daného meracieho postupu. Vysledkom je verifikacny
protokol, ktorého sucastou je vyjadrenie ¢i je dand metdéda vhodna pre zamyslané
pouzitie.

Z dovodu mimoriadne silného dopadu vysledkov analytickych merani v praxi
je validécia a verifik4cia nutnd. Zaist'uju kvalitu dat pri rutinnej praci [2].

2.1.1 Kto vykonava validaciu ¢i verifikaciu

Validaciu a verifikdciu vykonavaju najmé vyrobcovia diagnostickych systémov,
ktorych meracie pristroje maji byt uvedené na trh Eurdpskej tinie, ¢o im nariad’uje
smernica [VD 98/79 EC [2]. Celkovy postup a rozsah validacie [IVD MD je stanoveny
normou CSN EN 13612. Validacia a verifikicia je tieZ vykonavana profesionalnymi
organizaciami analytikov, ako je napriklad Association of Official Analytical Chemists
(AOAC), ktorej cielom je prispievat k celosvetovej doverihodnosti analytickych
vysledkov. Poslednym ¢lankom, ktory vykonava koneénu validiciu a verifikdciu
meracieho postupu je laboratérium. Pokial’ validacné udaje pochédzaju z dokumentacie
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vyrobcu a su podlozené experimentami v laboratéridch vyrobcu, profesiondlnych
organizécidch alebo v kalibra¢nych/referen¢nych laboratériach, je laboratérium povinné
tieto data neustale dopliiovat’ a reverifikovat’. Z tohoto dovodu musia byt’ dodrziavané
Standardné operacné postupy vyrobku, ktoré spinaja poziadavky Direktivy IVD 98/79
EC.

2.1.2 Kedy sa vykonava validacia a verifikacia

Existuje viacero pripadov kedy je laboratérium povinné vykonat validiciu
¢i verifikaciu [2]. A to pred zavedenim novej métody, pred aplikdciou nového
analytického meracieho systému do laboratéria alebo pred zavedenim nového alebo
iného diagnostického kitu. Dal§im dovodom na opitovné vykonanie validacie
¢i verifikacie je rozsirenie pouzivanej metddy o d’alsi ucel (napr. roz$iri meranie o d’alsi
druh biologického materidlu), pretrvavajiici problém pri kontrole kvality, prevzatie
metody (tj.typu in-house) z iné¢ho laboratdria ¢i z publikicie alebo vyznamna zmena
inStrumentécie.

2.1.3 Rozsah a intenzita validacie a verifikacie

Rozsah a hibka validacie &i verifikacie musi vzdy odpovedat’ potrebe ziskat
dostatok tdajov k rozhodnutiu ¢i je metdéda skutocne vhodna na zamyslany ucel [2].
Valida¢né a verifikacné plany su dané charakterom validovanej ¢i verifikovanej
metody.

Z hladiska validacie ¢i verifikacie a ich potrebného rozsahu je mozné klinické
skusky rozdelit’ do Styroch skupin. Kvalitativna skuSka vykonévana pomocou vyrobku
IVD vybavenym znackou zhody CE (European Conformity) [2]. U tejto skupiny metod
je jedinou podmienkou striktne dodrziavat pracovné postupy vyrobcu. Aj v tomto
pripade by mal byt’ vytvoreny program vnutornej kontroly kvality. Na zaklade Direktivi
98/79 EC by mal byt kontrolny material doporucovany, dodavany a charakterizovany
vyrobcom IVD podl'a normy ISO 15198.

Kvantitativna skuska vykondvand pomocou vyrobku IVD vybavenym znackou
zhody CE [2, 4]. Do tejto skupiny spadaju metody, ktoré pouzivaji prostriedky
splnujuce poziadavky Direktivi 98/79 EC. Laboratérium sa zameriava na verifikaciu
zakladnych vopred validovanych parametrov. Verifikacny plan vyrobku IVD MD
(minimum): preciznost’ ( opakovatel'nost, medzilahld preciznost’), vychylenie (bias)
kvantifikované ako vytaznost, pracovny rozsah. Tieto znaky st potrebné na odhad
neistoty vysledku merania.

Kvantitativna skuska vykondvand pomocou vyrobku IVD vybavenym znackou
zhody CE, ale s pouzitim modifikovaného postupu [2, 5]. Modifikovany postup by mal
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byt podrobeny krizovej validécii, kde sa porovndvaja validacné parametre dvoch alebo
viacerych analytickych systémov. NajcCastejSie ide o porovnanie pdvodne validovanej
bioanalytickej metody, ktora sluzi ako referencia a modifikovanej metddy ako
porovnavacej zlozky. Jej cielom je potvrdit, ze modifikdciou postupu nedoslo
k poruseniu zhody vlastnosti s poziadavkami Specifikovanymi pre dané pouzitie.

Kvantitativna sktska vyvinutd laboratéoriom (in-house) [2, 4]. Takyto typ
metédy musi byt validovany v plnom rozsahu. Laboratéorium by malo vykonat
nasledujuce: preciznost’ (opakovatelnost’, medzilahld preciznost’), vychylenie (bias)
vytaznost, linearitu, pracovny rozsah merania, medzu detekcie a medzu stanovenia,
interferencie, porovnanie s inou metddou, referencné intervaly.

2.1.4 Obecny postup validacie a verifikacie

Na zaciatku je potrebné sformulovat’ poziadavky, ktoré maju byt na dany ucel
pouzitia dosiahnuté (u vyrobkoch IVD MD su tieto poziadavky sucastou pracovnej
dokumentécie dodané vyrobcom a laboratérium iba verifikuje ich platnost) [2, 3].
Nasledne sa ur¢i rozsah validacie/verifikacie (tj. vyber validaénych parametrov).
Zakladnym kritériom pri vybere je ziskat' dostatok udajov, aby bolo mozné posudit’
&i je metdda vhodna pre zamyslany ucel. Dalej sa vypracuje plan a vykonaju prislugné
merania. Vysledky merania st néasledne vyhodnotené. Niekedy moéze nastat’ pripad,
ze vysledky su nedostato¢né, a preto je potrebné podstupit’ opatrenia k tomu aby boli
Specifikované poziadavky splnené. Poslednym krokom je vytvorenie dokumentécie
validécie/verifikacie vo forme validacnej/verifikacnej spravy.

2.2 Experimentalne a Statistické postupy validacie
a verifikacie

2.2.1 Opakovatel'nost

Opakovatelnost’ je definovand ako preciznost’ merania za suboru podmienok
opakovatelnosti merania, pricom podmienky opakovatelnosti merania zahfiiaju
rovnaky postup merania, rovnaky persondl obsluhy, rovnaky meraci systém, rovnaké
pracovné podmienky, rovnaké miesto a opakované merania na rovnakych alebo
podobnych objektoch v kratkom ¢asovom useku [1, 6]. Opakovatel'nost’ je vlastnost’
metody, nie vysledku.

Cielom je kvantifikovat nahodné chyby merania [2]. Doporucuje
sa 20 vysledkov merania dvoch vzoriek s dvomi réoznymi hodnotami (jedna vzorky
zvnutra referencného intervalu, druha nad alebo pod hodnotou hornej/dolnej hranice
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referenéného intervalu alebo rozhodovacieho limitu). K meraniu mézu byt pouzité ako
vzorky materidlov pacientov tak aj kontrolné/referencné materialy.

Statistické hodnotenie: priemer, smerodajna odchylka (SD) opakovatelnosti,
variacny koeficient opakovatel'nosti.

2.2.2 Medzil'ahla preciznost

Medzil'ahla preciznost’ je definovand, podobne ako opakovatelnost, ako
preciznost merania za stboru podmienok medzilahlej preciznosti merania [1, 6].
Podmienka zahfia opdt’ rovnaky postup merania, rovnaké miesto a opakované merania
na rovnakych alebo podobnych objektoch. Rozdiel je v tom, ze meranie prebieha
v rozSirenom casovom useku, ale mdze obsahovat dalSie podmienky zahrnujuce
zmeny.

Varianta 1:

Hodnota medzil’ahlej preciznosti sa zisti z vysledkov vnutornej kontroly kvality
[3]. Doporucuje sa obdobie 3 az 6 mesiacov pri pouzivani jednej Sarzi kalibratoru
a kontrdlnych materidlov. Pri merani sa pouzivaju dva az tri rdzne hodnoty koncentracie
analytu. Do vypoctu sa nezahiiiaju odl'ahlé vysledky.

Varianta 2:

Pouzivaju sa dva az tri vzorky materidlov o roznych hodnotach. Meria
sa 10 (minimum) az 20 (optimum) dni po sebe. Je potrebné ziskat’ aspon 20 vysledkov.
Pokial’ je pri merani v niektorom dni ziskany odl'ahly vysledok, musi sa doba merania
adekvatne predizit.

Statistické hodnotenie: priemer, SD medzil'ahlej preciznosti, variaény koeficient
medzil'ahlej preciznosti.

2.2.3 Vychylenie (bias) metody

Bias je definovana ako hodnota odhadu systematickej chyby merania alebo ako
rozdiel medzi strednou hodnotou vysledku skusky a prijatou referenénou hodnotou
[1, 6].

Cielom je odhadnut systematicki chybu merania pomocou anylyzy
referenéného alebo vhodného kontrolného materialu [2]. K zisteniu tohoto odhadu musi
byt’ minimalizovana ndhodné chyba merania pouzitim dostato¢ného poctu opakovanych
merani. Hodnota vychylenia (bias) dokumentuje stav nddvéznosti merani v laboratoriu.

Idedlnymi vzorkami pre stanovenie vychylenia (bias) merania si matricové
certifikované referenéné materialy, ktoré disponuji hodnotami obsahu analytov
ziskanymi referenénymi meracimi postupmi. Casto sa viak stava, Ze takéto vzorky
su pre bezné laboratérium nedostupné. V praxi je preto potrebné volit’ postup, kedy
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laboratérium porovnava svoje vysledky s vysledkami ostatnych laboratorii, ktoré
vyuzivaju rovnaké kontrolné materidly. Toto porovnanie je mozné zrealizovat
s pomocou kontrolnych materialov, ktoré boli predtym pouzité v programoch externého
hodnotenia kvality.

Je potrebné vykonat 10 merani jednej vzorky za podmienok opakovatelnosti
a ziskat’ stibor vysledkov x; (i = 1az 10) [7]. Z hodnot sa vypocita aritmeticky priemer
(AM) a nasledne hodnota opakovatelnosti ako SD a variaény koeficient (CV) (%).
Nakoniec sa vypocita hodnota vychylenia (bias) ako vytaznost’ (R):

R =AM/u
R =100. (AM/) [%]
kde p je referencnd hodnota.
Samotna hodnota pre bias (B) sa ziska:
B=R-100[%]

2.2.4 Porovnatel'nost metod

Cielom je vyhodnotit vychylenie, typ systematickej chyby a korelaciu
porovnanim validovanej metody s metdédou porovnavaciou [2].

Idedlnou porovnavciou metddou je referencny meraci postup. V beznej praxi
je vsak obvykle nedostupny, preto sa postupuje tak, ze sa nova
metdda/postup/analyticky systém porovnava S inou beznou
metddou/postupom/analytickym systémom, ktoré boli uz vopred validované.

Vzorky na uréenie porovnatel'nosti metdd musia byt’ starostlivo vybrané tak, aby
rovnomerne pokryvali cely pracovny rozsah merania. Doporucuje sa meranie
jednotlivych vzoriek v duplikatoch. Experiment moze byt hotovy aj za jeden den,
odportca sa vSak 5 dni po 6smich vzorkach denne.

Ziskané data je najvhodnejSie zapisat’ do tabulky. V pripade vynesenia do grafu
sa vysledky porovnavacej metédy vzdy uvadzaji na os x a vysledky validovanej
metddy na os y. Na graficky zdznam dat sa mdze pouzivat Bland-Altmanov diagram,
kde sa na os x umiestnia priemery vysledkov a na os y rozdiely vysledkov obidvoch
metdd (s vyhodou vyjadrené v %) alebo sa pouziva graf regresnej zavislosti, kde je na
ose x opit lokalizovand hodnota porovndvacej metody. Na posudenie systematickej
posunu validovanej metddy od porovnavacej sa doporucuje pouzivat neparametrické
regresie (napr. Passing-Bablock, Deming).

2.2.5 Pracovny rozsah

Pracovny rozsah je definovany ako uzavrety interval hodnot mnozstva alebo
obsahu meranej veli¢iny vo vzorke, pre ktory bolo validiciou potvrdené, ze metoda
(postup) je v nom aplikovatelnd (neistota merania je v tejto oblasti priatend) [6].
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Ohranicenie tvori najCastejSie zdola medza stanovenia (podl'a definicie dolna hranica
pracovného rozsahu nesmie byt mensia nez medza stanovenia).

Funkcia zavislosti analytického signalu na mozstve, obsahu alebo koncentracii
ma vo svojej obecnej podobe sigmoidny tvar [2]. Pri nizkych hodnotich obsahu alebo
koncentrécie limituje k nule alebo ku konstante a pri vysokych koncentraciach k horne;j
hrani¢nej hodnote. V obidvoch tychto krajnych oblastiach vSak neumerne rastie neistota
vysledku. Pokial’ chceme udrzat’ neistotu v priatel'nych hodnotdch, mézeme pouzit’ iba
urcitu Cast’ funkcie. Obecne sa zvoli jej linearna Cast’, ktordt moézno exaktne popisat’
matematickou funkciou. Pracovny rozsah kvantitativnej analyzi sa stanovuje meranim
vzoriek s réznou hodnotou obsahu analytu. V pripade, ze ide o vyznamne nelinedrnu
zavislost’ je potrebné najst’ vhodny model a vyber rozsahu a optimalizaciu vykonat’ tak,
aby bola neistota kalibracie minimalna.

2.2.6 Medza detekcie a medza stanovenia

Medza detekcie je namerand hodnota veliCiny ziskand danym postupom
merania, pre ktori je pravdepodobnost’ nepravdivého tvrdenia o nepritomnosti zlozky
v materidly B, priCom pravdepodobnost’ nepravdivého tvrdenia o jej pritomnosti je o [1].
ako exaktnd hodnota s pozadovanou hodnotou neistoty. Ako materidl sa najcastejSie
pouziva vzorkovy blank alebo ,nulovy” kalibrator. Postup stanovenia spociva
v zmerani 10 vzoriek blanku v sérii pomocou bezne pouzivanej kalibracie. Vypocita
sa hodnota SDpnk a nasledne hodnota medze detekcie ako:

LOD = 3XSD},]ank

Z predchadzajuceho vztahu je tiez ur¢ind medza stanovenia podla vzt'ahu:
LoQ = 3xLoD

2.2.7 Vytaznost

Hodnoty vytaznosti merania dosiahnuté pridanim meraného analytu ku vzorke
meran¢ho materidlu kvantifikuji vychylenie merania ako bolo uz spomenuté [2].
Hodnoty vytaznosti moézu tiez poskytnit’ informacie o analytickej selektivite
validovanej metddy, a to vyhodnotenim signifikantnej proprcionalnej systematickej
chyby merania. Takéto hodnoty st ziskané po pridani interferentu ku vzorke meraného
biologického materidlu. V pripade separaénych metod je vytaznost merania zakladnou
informaciou o uc¢innosti izolacie zlozky od matrice vzorky. V klinickych laboratériach
sa zist'uje vytaznost’ pridavkom vhodného mnozstva analytu do biologického materialu.
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2.2.8 Intreferencie

Cely postup experimentu sa vykondva podla pravidiel pri stanoveni vytaznosti.
Hlavnym rozdielom je, Ze ako pridavok sa nepridava analyt, ale interferent [2].

Zakladnymi testovacimi interferentmi st hemoglobin, pridavany ako Standardny
roztok hemoglobinu alebo hemolyzat erytrocytov, bilirubin, pridavany vo forme
Standardného roztoku, triacylglyceroly, pridavané ako komercne dostupné lipidové
suspenzie.

Dokumentacia vysledkov je vo forme grafu, ktory zobrazuje zavislost
teoretickych hodnot koncentracii na nameranych hodnotach. Vyskyt interferencii
je mozné dobre detekovat’ porusenim linearity vztahu, teda zmenou smernice grafu,
ktord indikuje pritomnost proporcionalnej systematickej chyby spdsobenej
interferentom.

2.2.9 Robustnost analytickej metody

Robustnost’” metddy je definovana ako schopnost’ poskytovat’ priatelné vysledky
merania aj v pripade, ze dojde k malym odchylkam od meracieho postupu alebo
zlozenia vzorky [3, 6]. Udava jej spolahlivost’ pri beznom pouzivani.

Pri stanoveni robustnosti sa matematicko-Statistickym postupom zaist'uje, ako
vel'mi je analyticky signdl zavisly na malych zmenach parametrov, ktoré charakterizuj
analyticky postup.

Experimentalne sa urcuje imyselnym zanasanim malych zmien do Standardného
opera¢ného postupu. Tato charakteristika sa vyhodnocuje len pokial je to vhodné.

2.2.10 Neistota merania

Neistota je parameter charakterizujlici rozptylenie hodnoét, ktoré st na zaklade
dostupnych informacii priradované meranej velicine [7, 8]. Neistota vymedzuje
hranice, v ktorych je vysledok s danou (urcitou) pravdepodobnostou povazovany
za spravny tj. presny a pravdivy.

Standardna neistota (u; aZ u,) je neistota vyjadrené vo forme smerodajnej odchylky [8].

Kombinovana neistota (u.) je celkova neistota, ktorti ziskame spojenim vsetkych
zloziek neistoty (vjadrenych vo forme SD) podla pravidla o Sireni neistot.

Rozsirend kombinovana neistota (U,) je interval, o ktorom sa d& predpokladat,
ze sa v nom nachéadza hodnota meranej veli¢iny na vysSej trovni spolahlivosti. Hodnota
U. sa ziska vynasobenim u,. koeficientom rozSirenia k. Volba koeficientu zavisi
na pozadovanej hladine spol'ahlivosti. Pre hladinu spolahlivosti priblizne 95% sa k = 2
(pre hladinu 99% je k = 3).
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Hodnota neistoty merania v klinickych laboratériach sa skladd s ciastkovych
neistot.

Dlhodob4 presnost’ (reprodukovatelnost’, medzilahld preciznost) (us epro):
zdrojom dat su vysledky vnutornej kontroly kvality [8]. Mierou je CV (%).

Systematickd odchylka (vychylenie, bias) a vytaznost (R): stanovuje
sa experimentalne a je to rozdiel medzi priemerom vysledkov merania a spravnou
(referen¢nou) hodnotou [8]. Predmetom merania je vhodny referencny meterial, ktory
musi byt vzdy doprevadzany udajom o referencnej hodnote a jej neistote. Stanovenie
merani prebieha za podmienok opakovatelnosti.

Neistota vychylenia a vytaznosti (u.y,): obidve hodnoty, z ktorych sa pocita
vychylenie metédy alebo vytaznost, maji svoju neistotu [8]. Prva je neistota
referen¢nej hodnoty uvedena v certifikate. Druhd je neistota hodnoty priemeru, dana
opakovatel'nostou merania a ich poétom (SD/vh).

Neistoty certifikovanych referencnych materidlov (u,,): povinnd sucast
cetifikatov referencnych materidlov [8]. Su uvadzané formou rozsirenej kombinovanej
neostoty Uz

V pripade, Ze nie je dostupny referen¢ny material s udanou neistotou deklarovane;j
hodnoty, vyhodnoti sa medzil'ahld preciznost’ vyjadrena ako CV (%) alebo ako SD
(jednotky metody) [3].

2.3 Hormony

2.3.1 Testosteron

(0]

Obr. 2.1: Chemicka Struktara testosterénu [22].

Testosteron je steroidny hormon, ktorého molekulova hmotnost’ je 288,4 daltona.
Je odvodeny od delta-5-pregnenolénu a progesteronu [9]. Dolezitymi medziproduktmi
su dehydroepiandrosteron a androstendion.

Testosterén sa v periférnej krvi vyskytuje prevazne viazany na transportné
proteiny [10, 11]. VoI'ny predstavuje menej ako 2,5% celkového testosteronu v krvi.
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Je metabolizovany hlavne v peceni na 17-ketosteroidy, ktoré st ako glukuronidy a
sulfaty vyluc¢ované v moci.

U muzov je testosteron vylucovany v semennikoch a koérou nadoblic¢iek [9].
Syntéza a nasledné vyluCovanie horménu prebieha hlavne v Leydigovych bunkach
semennikov ako odpoved’ na luteinizaény hormoén z prednej hypofyzi.

Zeny maju obvykle 3 az 4 nasobne nizsiu hladinu testosterénu nez s akou sa
stretdvane u zdravych muzov [12]. Malé mnoZzstvo horménu je vylucované korou
nadoblic¢iek a vaje¢nikmi. Najvicsie mnozstvo (50 az 60%) je produktom premeny
prekurzorov, dehydroepiandrosteronu a androstendionu.

Testosteron  reguluje  diferenciaciu =~ Wolfovho  vyvodu,  ovplyviiuje
spermatogenéziu, je zodpovedny za vyvin genitélii, sekundarnych pohlavnych znakov
a rast tvarového, pubického a axilarneho ochlpenia [9, 13].

Monitorovanie testosteronu sa v klinickej praxi pouziva na diagnostiku
endokrinnych porich. Medzi tieto ochorenia patri u muzov hypogonadizmus,
zlyhavanie semennikov, neplodnost’, hypopituitarizmus a hyperprolaktinémia. U zien
modzu byt zmeny v hladinach testosterénu v séru zpoésobené syndromom polycystickych
ovarii, adrendlnej hyperplazie, neplodnostou, hirzutizmom, amenoreou, obezitou
a virilizaciou [9, 10, 14].

2.3.2 Progesteron

O

Obr. 2.2: Chemicka Struktura progesteronu [22].

U normalne menstruujucich zien je progesteron primarne produkovany zltym
telieskom vajecnikov a v menSej miere aj koérov nadobliciek, kde je odvodeny
od cholesterolu pod vplyvom lutropinu [15]. Priblizne v Siestom tyzdni tehotenstva
prebera hlavnu cast produkcie progesteronu placenta [16]. Hlavnou funkciou
progesteronu je priprava maternice pre zahniezdenie vajicka a udrzanie tehotenstva [16,
17].

Pocas folikularnej fazy zostava hladina progesteronu nizka (0,2-1,5 ng/ml) [16].
Po zvySeni hladiny LH a ovulécii, produkuji lutedlne bunky z prasknutého folikula
progesterén ako odpoved’ na vylu¢ovanie LH. Mé termogeneticku vlastnost’, sposobuje
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zvySenie bazalnej teploty tela po ovulacii. V priebehu lutedlnej fazy hladina
progesterénu nahle stiupa a maximum (10-20 ng/ml) dosahuje 5-7 dni po ovulécii [16,
17, 18]. Pokial’ neddjde k oplodneniu, hladina progesteronu v doésledku regresie zltého
telieska behom poslednych 4 dni cyklu klesa. Pokial’ k oplodneniu dojde, hladina
progesterénu je zltym telieskom wudrzovand na urovni strednej lutedlnej fazy
az do konca prvého trimestra tehotenstva, kedy je d’alej produkovany placentou [17,
19].

Progesteron v séru je spolahlivym indikdtorom ovulécie, pretoze jeho hladina
rychlo stipa [20]. Poruchy ovulacie sa vyskytuju relativne Casto a st pricinou
neplodnosti. V takychto pripadoch je hladina progesteronu pocas strednej lutealnej fazy
abnormalne nizka.

Lutedlna insuficiencia je reproduk¢nd porucha [12,20]. Neplodnost’ a spontdnne
potraty spojené s touto poruchou su pravdepodobne spdsobené nedostatoénym vyvojom
endomentria. Predpokladd sa, Zze pokial ZzIt¢ teliesko neprodukuje dostatok
progesteronu, endometrium nemoze dozriet’. Jeho hladina je pocas lutedlnej fazy u zien
s lutealnou insuficienciou nizsia ako u zdravych zien.
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Obr. 2.3: Biosynteticka draha tvorby testosteronu a progesteronu [22].
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2.3.3 Luteiniza¢ny hormoén

Obr. 2.4: Model LH [23].

Ludsky luteinizacny hormén  (LH, lutropin) je glykoprotein tvoreny dvomi
rozdielnymi podjednotkami (o a ) [16, 21]. Podjednotka o je identicka
s podjednotkami a, ktoré su sucastou folikuly stimulujuceho horménu (FSH), horménu
stimulujuceho  Stitnu  zlazu, tyreotropného horménu (TSH) a  T'udského
choriongonadotropinu  (hCG). Podjednotka [ horménu LH sa vyrazne lisi
od podjednotky f FSH a TSH, je vSak ve'mi podobna 3 podjednotke hCG.

Hormény LH a FSH st produkované gonadotropnymi bunkami hypofyzi ako
odpoved’ na vylucovanie decapeptidu uvoliiujuceho gonadotropiny, gonadoliberinu [16]
zo stredného dolného hypotalamu [21].

Steroidy ovarii, prevazne estrogény, tiez ovplyviiuji vylucovanie LH a FSH, ktoré
nasledne reguluju menstruacny cyklus zien [21]. Po dozreti folikulu s vajickom spdsobi
prudky narast hladiny LH jeho prasknutie a uvolnenie vajicka.

Primérnd uloha LH u muZov spociva v stimuldcii produkcie testosteronu
v Leydigovych bunkéch [13]. Tvorbu spermii v Sertoliho bunkach reguluji hormoény
LH (prostrednictvom testosterénu) a FSH. Testosteron pdsobi na uvoliiovanie LH
negativnou spatnou vidzbou [21].

Stanovenie koncentracie LH je dolezitym faktorom pri predvidani ovulécie, pri
hodnoteni neplodnosti a pri diagnéze poruch hypofyzy a gonad [21].

U pohlavne zrelych dospelych jedincoch je nedostatok gonadotropinov obvykle
skorym prejavom panhypopituitarizmu [12, 21]. Pri tomto ochoreni su pozorované
nizke koncentracie LH, FSH a steroidov. Naopak nadory hypotalamu a hypofyzy, ktoré
produkuju gonadotropiny, spésobujui zvysent koncentraciu LH a FSH.

Zlyhanie funkcie pohlavych zliaz, ktoré je pri¢inou neplodnosti sa prejavuje
zvySenymi koncentraciami LH a FSH a zaroven nizkymi koncentraciami gonadélnych
steroidov [21].
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2.3.4 Folikuly stimulujuici hormoén

Obr. 2.5: Model FSH [24].

Ludsky folikuly stimulujoci hormén (FSH, folitropin) je glykoprotein
o molekulovej hmotnosti priblizne 30 000 daltonov, ktory sa skladd z dvoch
nekovalentne viazanych podjednotiek o a f [16, 21]. Pojdednotka o obsahuje 92
aminokyselin a je velmi podobnad podjednotkdm o hormonov LH, TSH a hCG.
Podjednotka B je pre FSH jedine¢na a urcuje jeho imunologicku a funkénu Specifickost’.

Hormény LH a FSH st produkované gonadotropnymi bunkami hypofyzi ako
odpoved’ na vylucovanie decapeptidu uvoliujuceho gonadotropiny, gonadoliberinu [16]
zo stredného dolného hypotalamu [21].

Hormoény LH a FSH reguluju rast gonadalnych tkaniv a ich reprodukénu aktivitu
[22, 26]. FSH sa podiel'a na stimulacii vyvoja folikal vo vajecnikoch. Jeho hladina
v krvnom obehu sa pocas mensStruacného cyklu meni v zavislosti na produkcii
estradiolu a progesteronu. K malému, ale viditelnému zvyseniu hladiny FSH v obehu
dochadza subezne s ovulacnym vrcholom LH. V lutealnej fazi hladina FSH v krvi klesa
v dosledku potlacenia jeho produkcie estradiolom a progesteronom, ktoré¢ st vylu¢ované
rasticim zltym telieskom.

U muzov FSH, LH a testosteron reguluju spermatogenéziu v semenotvornych
tubuloch semenikov pdsobenim na Sertoliho bunky [22, 26]. FSH je na inhibiciu
spitnou vizbou testosteronu menej citlivy nez LH. Predpokladé sa, ze produkcia FSH
je nezavisle regulovana inhibicnym peptidom inhibinom, ktory sa tvori v Sertoliho
bunkach.

Zvysené koncentracie LH a FSH, doprevadzané nizkymi koncentraciami
gonadalnych steroidov, st zndmkou gonadalnej poruchy [22]. U muzov mézu byt tieto
nalezy vysledkom primarnej testikularnej poruchy, anorchizmu alebo zlyhania Sertoliho
buniek.
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U zien je zvySend hladina FSH a znizena hladina gonadalnych steroidov
pozorovand v menopauze, pri pred¢asnom zlyhani vajecnikov a po odstraneni
vajecnikov [12].

U pohlavne zrelych dospelych jedincoch méze byt nedostatok FSH doprevadzany
nizkymi koncentraciami LH a pohlavnych steroidov vysledkom panhypopituitarizmu,
ktory mdze byt spdsobeny znizenym uvoliovanim GnRH alebo nedostato¢nou
odpoved’'ou hypofyzy na GnRH [12].

2.3.5 Prolaktin

Obr. 2.6: Model prolaktinu [25].

Prolaktin (PRL) je 23 kDa polypeptid tvoreny 190 aminokyselinami [27].
Je produkovany hlavne prolaktinovimi bunkami v prednom laloku hypofyzi, placentou,
decidudlnymi bunkami a lymfocytami.

PRL sa vyskytuje v niekol’kych formach, v doésledku posttranskripénych
a posttranslacnych modifikacii [28]. Napriek tomu, ze 80-90% sérového PRL je vo
forme monoméru, existuje aj vo forme dimérov a polymérov, v dosledku zlucovania sa
dvoch alebo viacerych monomérov, ¢o vedie k zvySeniu molekulovej hmotnosti (120 az
150 kDa). Tieto velke izoformy, nazyvajlce sa velky velky PRL alebo makroprolaktin,
su vel'mi dolezité, kvoli ich zniZenej biologickej aktivite [27].

Hlavnym kontrolnym mechanizmom sekrécie PRL je inhibi¢ny G¢inok dopaminu
[29]. Dal§imi faktormi, ktoré ovplyviiuji vyluovani PRL, v men$ej miere ako
dopamin, si GABA, somatostatin, acetylcholin a noradrenalin. PRL je pod dvojitou
regulaciou hormoénov z hypothalamu [30]. Zatial' ¢o prevladajuci signal dopaminu ho
inhibuje, tyreotropny-uvoliiujici hormon produkciu PRL stimuluje.

Hyperpolaktinémia je najbeznejSim endokrinnym ochorenim osy hypothalamus-
hypofyza [31]. Pri¢inou zvySenej hladiny PRL je uzivanie farmeceutickych vyrobkov
(psychotropné lieky, antidepresiva a iné.), fyziologick¢é zmeny (doj¢eni, tehotenstvo,
spanok, stres), patologické poruchy (poruchy hypofyzi, hypothalamické a endokrinné
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poruchy) a iné¢ ochorenia (Iézia hrudnej steny v doésledku traumy alebo rakoviny,
chronicka rendlna insuficiencia, vaZzne ochorenia pecene a iné) [27].

Hyperprolaktinémia moze sposobit’ kratkodobé aj dlhodobé neziadtce tcinky [27,
30, 31]. Priznakmi kratkodobého zySenia PRL je galaktorea, u zien menStruacné
poruchy neplodnost’, kozné ochorenia, u muzov impotencia, poruhy ejakulacie, znizenie
spermatogenézy. Dlhodobé neziadice ucinky s osteopordza, priberania zmeny nalad,
rakovina prsnikov, prostaty, kardiovaskularne poruchy.

2.4 Imunoanalytické metody

Medzi najbeznejSie metody pre stanovenie hormoénov, ktoré sa pouzivaju
vo vicsine klinickych laboratorii patria hlavne imunoanalytické metody a to vd’aka ich
vysokej Specifickosti, citlivosti a hlavne dostupnosti [32].

Imunoanalytické metody mozu byt delené na zaklade roznych charakteristik.
Jednou z nich je rozdelenie podla principu prevedienia na kompetitivne stanovenie
a nekompetitivne (sendvicové) stanovenie [33, 34, 35]. V prvom pripade antigen
zo vzorky sutazi srovnakym, ale znaCenym antigénom zo sUpravy o obmedzené
mnozstvo protilatky. Povodna koncentracia stanovovaného analytu je nepriamoumerna
vyske vzniknutého signalu. Tento typ imunoanalyzy je typicky pre mensie molekuly,
ktoré nemaji dostatocne velky povrch, ktory je vyuzivany pri nekopetitivnom
prevedeni, kedy je antigen zo vzorky vychytdvany medzi dve protilatky, ktoré su
v nadbytku. P6vodné koncentricia je priamotmerné vel'kosti nameraného signalu.

Specifickost’ a citlivost’ imunochemickych vySetreni st dané istotou a typom
protilatky, monoklonalnej alebo polyklonalnej [34, 35]. Monolkondlne protilatky su
produkované hybridomami, ktoré sa pripravuju fuziou imunizovanych buniek sleziny
s nddorovymi bunkami, a ktoré nasledne po Cisteni a selekcii produkujt iba jeden typ
protilatky. Priprava je draha, ale s monoklonalnymi protilatkami je mozné dosiahnut’
vyssiu Specifickost’ a je mozné ich produkovat’ kontinualne. Polyklonalne protilatky sa
pripravuju imunizaciou zvierata. Vysledny produkt je zmesou protilatok, a preto je
mozné rozoznat’ aj izoformy antigénu ¢o zvysuje citlivost. Nevyhodou je zavislost’ na
imunizovanom zvierati, pretoze opitovné ziskanie protilatky niekedy nie je mozné.

Samotné stanovenie a detekciu je u imunochemickych metdédach mozné urobit’
priamo v reakénej zmesi (homogennd imunoanalyza) alebo po Specifickej separacii
vytvorené¢ho imunokomplexu (heterogenna imunoanalyza) [33, 34, 36]. Separacia moze
byt vykonana precipitacne, odsatim zvySku reakénej zmesi u pevne zakotvenej
protilatky, magneticky, pripadne pril'navostou pouzitych ¢astic viazanych na protilatku.

Pre vyslednu citlivost’ stanovenia je, okrem kvality pouzitej protilatka, dolezity
aj sposob detekcie. Podla pouzitej znacky a sposobu merania signalu sa
imunoanalytické metédy delia nejcastejSie a to na radioimunoanalyzu,
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enzymoimunoanalyzu, fluoroimunoanalyzu, luminiscen¢nt analyzu a iné.

Radioimunoanalyza (RIA) je zalozena na reakcii antigénu s protilatkou znacenou
radioizotopom [37]. Ako najlastejsia znatka sa pouziva '*’I Je to y-Ziari¢, ktorého
pol&as rozpadu je 60 dni. U niektorych stprav sa poziva *H, ktory je B-ziari¢ [36, 38].
Jeho polcas rozpadu je vSak okolo 12 rokov ¢o robi jeho detekciu obtiaznejSou.
Radioimunoanalyza je dostupna aj v kompetitivnom usporiadani RIA aj v sendvi¢ovom
usporiadni IRMA (Immuno Radio Metric Assay). Jej najvicSou nevyhodou je praca s
radioaktivitou.

U emzymoimunoanalyzy (EIA) je ako znacka pouzivany enzym. V pripade
hetorogennej EIA st to najCastejSie peroxidaza, alkalicka fosfatdza a [-galaktozidaza
[35]. Meranie signalu je zdvislé na produkte konecnej enzymatickej reakcie. Podl'a
povahy substratu je mozné reakciu detekovat’ spektrofotometricky, nefelometricky,
flourometricky a luminometricky [36]. NajcastejSie pouzivanym pevnym nosi¢om su
mikrotitraéné dosticky. Specidlnym pripadom EIA je ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), vel'mi rychla neizotopickd metoda [36, 37]. Je mozné pouzit’
oba typy usporiadnia, kompetitivne aj sendvicoveé.

Fluoroimunoanalyza pomocou imunochemickej reakcie s fluorescenénym
indikatorom umoziuje stanovit’ koncentraciu analytu. Ku znaceniu vyuziva fluorofory
a detekénou technikou je fluorometria [32, 34, 36]. Je znamych viacero usporiadani.
DELFIA (Dissociation-enhanced Lanthanide Fluoroimmunoassay) vyuziva protilatky
znacené chelatmi Eu alebo Sm. Slaba flourescencia je zosilend uvolnenim iontov do
prostredia (zivotnost flourescencie je o mnohokrat dlhSia). FPIA (Fluorescence
Polarization Immunoassay) je homogenna kompetitivna metoda, ktord na znacenie
vyuziva fluorescein a meria fluorescenciu emitovant v rovine polarizovan¢ho svetla. Je
vyhodna pre uréenie koncentracie malych molekul.

Luminiscen¢nd imunoanalyza sa vyuziva ako neradioaktivna varianta v mnohych
analytickych systémoch a to aj pre svoju vysoku citlivost’ [36, 38, 39]. Luminofory
pouzivané na znaCenie nemaju interferencie v biologickom materidly a su pomerne
stabilné. Jednou z najCastejSie pouzivanych znaCiek je akridinovy ester. Ten sa
v alkalickom prostredi pésobenim peroxidu vodika rozpada, pricom sa uvolni svetelné
kvantum.

2.4.1 Princip systému ADVIA Centaur

Systétm ADVIA Centaur je chemiluminiscenény imunoanalyzéator vyuzivajici
paramagnetické mikrocastice.

Je to plne automatizovany imunoanalyzator s priamou chemiluniniscenénou
technolégiu, vyuzivajici konstantné mnozstvo dvoch protilatok [40, 41]. Prva protilatka
je znacena akridinovym esterom a druha je kovalentne viazand na paramagnetické
Castice oxidu zelezitého, ktoré st dostatocne malé aby mohli poskytnat’ extrémne vel'ky
povrch pre rychlu kinetiku vznikajiicej viazby a zostat’ v suspenzii po dlhsiu dobu.
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Dochadza k $pecifickej reakcii medzi oboma protilatkami. Separacia komplexu antigen-
protilatka sa vykonava magneticky, vdaka paramagnetickym vlastnostiam mikrocastic,
po umiestneni do magnetického pola . Detekuje sa chemiluminiscenény signal, ktory je
iniciovany pdsobenim peroxidu vodika po pridani alkalického roztoku. Vtedy dochadza
k rozpadu akridinového esteru a uvolneniu luminiscencie. Teplota, pri ktorej sa pracuje
je 37°C.

Pri stanovovani koncentracie horménov sa vyzivaju dva typy usporiadania reakcie
medzi antigenom a protildtkou [21]. Pre LH, FSH a PRL ide o sendvicovu,
nekompetitivnu imunoanalyzu, kde medzi koncentraciou vo vzorke a RLU nameranymi
analyzatorom existuje priama imera.

V pripade progesterénu a testosteronu ide o kompetitivnu imunoanalyzu, kde
medzi koncentraciou vo vzorke a relativnymi svetelnymi jednotkami (RLU)
nameranymi analyzatorom existuje nepriama Umera [15]. Celkové stanovenie ma,
v porovnani s ostatnymi hormoénami o jeden krok navySe. Na zaciatku je pridany
Releasing Agent, ktory spdsobi uvolnenie viazanych steroidov.

Obr. 2.7: Analyzator ADVIA Cetntaur (dokumentacia vyrobcu).

2.4.2 Princip systému ARCHITECT i2000 SR

ARCHITECT i12000SR (d’alej iba ARCHITECT) je automaticky imunoanalyzator
vyuzivajuci technoldgiu chemiluninicencnej imunoanalalyzi na mikrocasticiach s tvz.
flexibilnymi protokolmi (CHEMIFLEX) [42].

Analyzator vyuziva pre vsetky testy paramagnetické Castice pre zachytenie
analytu a chemiluminiscencnu detekciu zalozenu na novej triede akridinovych zlticenin
(sulfopropyl acridinum karboxamidy) so zlepSenou rozpustnost'ou vo vode a stabilitou
[41, 43].

Princip metédy pre stanovenie koncentracie LH, FSH a PRL prebiecha v dvoch
krokoch (dvojkrokova imunoanalyza) [21, 41]. V prvom kroku sa antigen (nas analyt)
naviaze na protilatky viazané na mikrocasticiach. Nasledne sa magneticky vykonana
separacia komplexu antigen-protilatka Po premyti sa prida druhd protilatka znacena
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akridinovym esterom. Po d’alSom premyti su pridané roztoky Pre-Trigger (roztok s
H,0,) a Trigger (alkalicky roztok). Vysledny chemiluminiscencny signal je merany
optickym systémom analyzatoru v RLU. Metdda je nekompetitivna (sedvi¢ova) a preto
existuje medzi koncentrdciou vo vzorke a RLU nameranymi analyzatorom priama
umera.

Stanovenie testosteronu a progesteronu prebieha v jednom kroku (jednokrokova
imunoanalyza) [15]. Vzorka sa =zmieSa s paramagnetickymi mikrocasticami
potiahnutymi protildtkou proti analytu, konjugdtom daného analytu znacenym
akridinovym esterom a riediacim roztokm pre metdédu. Vznikne reakéna zmes.
Po premyti st pridané roztoky Pre-Trigger (roztok s H,O,) a Trigger (alkalicky roztok).
Vysledny chemiluminiscenény signdl je merany optickym systémom analyzatoru v
RLU. Metdda je kompetitivna, preto existuje medzi koncentraciou vo vzorke a RLU
nameranymi analyzatorom nepriama Gimera.

Obr. 2.8: Analyzator ARCHITECT i2000 SR (dokumentécia vyrobcu).
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3. EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Analyzované vzorky

Ako vzorky pre porovnanie dvoch analytickych systémov, bol pouzity biologicky
material (Pudské sérum). Odber krvi bol vykonany odberovym centrom VFN alebo
objednévajicim lekdrom v r6znych obdobiach v Prahe. Z krvi bolo za pomoci centrifugi
ziskané sérum. Pokial neboli vzorky spracované do 6smich hodin od odberu,
uchovavali sa dobre uzavreté pri 2-8°C a to maximalne 48 hodin. Pre dlhsie skladovanie
sa vzorky skladovali pri teplote -20°C. Po rozmrazeni bolo potrebné sérum premiesat’
a vzorky uz nebolo mozné opét’ zmrazit'.

Kontrolné vzroky, Lyphochek, ktoré boli pouzivané pri merani opakovatel'nosti
a medzil'ahlej preciznosti pre vSetky hormony, boli dodavané Spolo¢nostou BIO-RAD
spol.s.r.o, ktora v Ceskej republike zastupuje americki spolo¢noct BIO-RAD
Labolatories. Kazdé balenie obsahuje lyofilizované vzorky o troch ré6znych hodnotach
(hodnota pod referencnym intervalom, v referenénom intervale a hodnota nad
referenénym intervalom). Jedna sa o multikontroly, vhodné pre stanovovanie viacerych
analytov. Kazdé balenie bolo odliSené¢ Cislom Sarze a bolo ho mozné pouzivat az
do datumu expiracie.

Tab. 3.1: Cisla $arzi a datum expiracie pre opakovatelnost’ a medzil'ahlt preciznost.

Opakovatelnost’ Medzil'ahla preciznost’

Cislo 3arze Datum expiracie Cislo $arze Datum expiracie
PRL 40260 31.7.2014 40260 31.7.2014
FSH 40260 31.7.2014 40260 31.7.2014
LH 40250 28.2.2014 40262 31.7.2014
Progesteron 40260 31.7.2014 40260 31.7.2014
Testosteron 40260 31.7.2014 40260 31.7.2014

3.2 Pouzité chemikalie

3.2.1 Zoznam pouzitych chemikalii pre ADVIA Centaur

Zoznamy pouzitych chemikalii si uvedené v tabulkach 3.2 a 3.3. Dalsie
chemikalie st pomocné roztoky pre chemiluminiscencnu detekciu ADVIA Centaur
Acid/Base: Acid (obsahuje peroxid vodiku a malé mnozstvo kyseliny dusi¢nej), Base
(roztok hydroxidu sodného s detergentom). Vyrobcom vsetkych chemikalii je Siemens
Medical Solutions Diagnostics v Terrytown NY, U.S.A.
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Tab. 3.2: Zoznam pouzitych chemikalii pre ADVIA Centaur pre testosteron a progesteron.

Testosteron

Progesteron

Lite Reagent

Solid Phase

Releasing
Agent

Multi
Diluent 3

testosteron znaceny akdinovym esterom (~3,2
ng/ml) v pufri so stabilizdtormi

polyklondlna zajacia anti-testosteron protilatka
(~0,03 ng/ml) viazanad k monoklonalnej mySacej
anti-zajacej protilatke (~0,53 ug/ml), ktora je
kovalentne viazana na paramagnetické Castice v
pufti s azidom sodnym (0,1%) a stabilizatormi
¢inidlo uvolilujuce steroidy v pufre s azidom
sodnym (0,11%) a stabilizatormi

I'udska palzma s azidom sodnym (0,1%)

polyklonalna mySacia anti-
progesteron protilatka (~0,20 ng/ml)
znaena akridinovym esterom v pufre
s azidom sodnym (<0,1%) a
stabilizatormi

progesterénovy derivat (~60 ng/ml)
kovalentne viazana na
paramagnetické Castice vo fosfatovom
pufri s azidom sodnym a
stabilizatormi

¢inidlo uvolnujtce steroidy v pufre s
azidom sodnym (0,11%) a
stabilizatormi

Pudska palzma s azidom sodnym
(0,1%)

Tab. 3.3: Zoznam pouzitych chemikalii pre ADVIA Centaur pre LH, FSH, PRL.

LH

FSH

Prolaktin

Lite
Reagent

Solid
Phase

Multi
Diluent 1

polyklondlna kozia anti-LH
protilatka (~0,17 ng/ml)
znacena akridinovym
esterom v pufre s azidom
sodnym (<0,1%) a
stabilizatormi
monoklondlna mySacia anti-
LH protilatka (~0,05 mg/ml)
kovalentne viazana na
paramagnetické Castice v
pufre s azidom sodnym a
stabilizatormi

(konské sérum s azidom
sodnym (0,1%) a
stabilizatormi

polyklonalna kozia anti-FSH
protilatka (~327,2 ng/ml)
znacena akridinovym
esterom v pufre s azidom
sodnym (0,1%) a
stabilizatormi
monoklondlna mySacia anti-
FSH protilatka (~0,01
mg/ml) kovalentne viazana
na paramagnetické Castice v
pufre s azidom sodnym a
stabilizatormi

(konské sérum s azidom
sodnym (0,1%) a
stabilizatormi

polyklonalna kozia anti-
prolaktin protilatka (~0,16
ug/ml) znacend akridinovym
esterom v pufre s azidom
sodnym (0,11%) a
stabilizatormi
monoklondlna my$acia anti-
prolaktin protilatka (~3,67
ug/ml) kovalentne viazana
na paramagnetické Castice v
pufre s azidom sodnym a
stabilizatormi

(konské sérum s azidom
sodnym (0,1%) a
stabilizatormi

3.2.2 Zoznam pouzitych chemikalii pre ARCHITECT i2000SR

Zoznamy pouzitych chemikalii su uvedené v tabulkach 3.4 a 3.5. DalSimi

reagenciami si: Pre-Trigger Solution (1,32% (w/v) peroxid vodika), Trigger Solution

(0,35N hydroxid sodny), Wash Buffer (fyziologicky roztok s fosfaitovym pufrom

a konzervaénym cinidlom je antimikrobidlna latka). Vyrobcom vsetkych chemikalii je
Abbott Laboratories v Abbott Park, Illinois, U.S.A..
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Tab. 3.4: Zoznam pouzitych chemikalii pre ARCHITECT pre testosteron a progesteron

Testosteron

Progesteron

Microparticles

Conjugate

Assay Diluent

mikrocastice potiechnuté mySacimi
monoklondlnymi protilatkami proti
testosteronu v BIS-TRIS pufri s
bovinnymi a mySacimi
bielkovinovymi stabilizatormi,
konzervacné ¢inidlo je
antimikrobialna latka

konjugat testosteronu s akridinom v
citratovom pufti s povrchovo
aktivnou latkou ako stabilizatorom,
minimélna koncentrécia je 0,1 nM,
konzervacné ¢inidlo je
antimikrobidlna latka

riediaci roztok obsahuje povrchovo
aktivnu latku v citraitovom pufti a

mikrocastice potiehnuté komplexom
progesterdnu, fluoresceinu mySacimi
monoklondlnymi protilatkami proti
fluoresceinu v TRIS pufri, ako stabilizatory st
pouzité bovinne a mySacie proteiny a
povrchovoaktivna latka, koncentracia pevnych
Castic je 0,1%, konzervacné Cinidlo je azid
sodny a ProClin

konjugat ov¢ich monoklonalnych protilatok
proti progesteronu s akridinom v MES pufti s
bovinnymi a ov¢imi stabilizatormi, minimalna
koncentracia je 7 ng/ml, konzervac¢né ¢inidlo je
azid sodny a ProClin

riediaci roztok obsahuje TRIS pufor a
konzervacné ¢inidlo azid sodny

konzerva¢nym ¢inidlom je
antimikrobidlna latka
spracované bovinné sérum a
konzerva¢nym ¢inidlom je
antimikrobidlna latka

Riediaci
roztok

TRIS pufor a konzerva¢né ¢inidlo azid sodny.

Tab. 3.5: Zoznam pouzitych chemikalii pre ARCHITECT pre LH, FSH a PRL

LH

FSH

Prolaktin

Microparticles mikrocastice potichnuté
mySacimi monoklondlnymi
protilatkami anti-f LH v
HEPES puftri s bovinnymi a
mySacimi bielkovinovymi
stabilizatormi, minimalna
koncentracia je 0,04%
pevnych castic, konzervacné
¢inidlo je ProClin 300

Conjugate konjugét mysacich
monoklonalnych protilatok
anti-o. LH s akridinom v
MES puftri s bovinnymi
stabilizadtormi (vratane
kaseinu), minimalna
koncentracia je 170 ng/ml,
konzervacné ¢inidlo je
ProClin 300 a ProClin 950

Riediaci
roztok

fyziologicky roztok s
fosfatovym pufrom a
konzerva¢nym ¢inidlom je
antimikrobialna latka

mikrocastice potiehnuté
mySacimi
monoklonalnymi
protilatkami anti- FSH v
MES pufti s kozimi a
mySacimi bielkovinovymi
stabilizatormi,
konzervacné ¢inidlo je
antimikrobialna latka

konjugét mysacich
monoklonélnych
protilatok anti-ao FSH s
akridinom v MES pufti s
bovinnymi stabilizatormi,
minimélna koncentrécia je
45 ng/ml, konzervacné
¢inidlo je antimikrobidlna
latka

fyziologicky roztok s
fosfatovym pufrom a
konzerva¢nym ¢inidlom je
antimikrobialna latka

mikrocastice potiehnuté
mySacimi monoklondlnymi
protilatkami proti
prolaktinu v TRIS pufri s
bovinnymi a mySacimi
bielkovinovymi
stabilizatormi, konzervacné
¢inidlo je antimikrobidlna
latka

konjugét mysacich
monoklonalnych protilatok
proti prolaktinu s
akridinom vo fosfatovom
pufri s rybacimi a
bovinnymi stabilizdtormi,
minimalna koncentricia je
0,05 wg/ml, konzervacné
¢inidlo je antimikrobidlna
latka

fyziologicky roztok s
fosfatovym pufrom a
konzerva¢nym ¢inidlom je
antimikrobialna latka
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3.3 Postupy merania a spracovanie nameranych
dat

3.3.1 Postup merania pre opakovatel'nost

Pracovny postup pre meranie opakovatel'nosti bol rovnaky pre vSetky hormony.
Merania boli robené na syst¢tme ARCHITECT vyrobenom spolo¢nostou Abbott
Laboratories v Abbott Park, Illinois, U.S.A.. Ako vzorka bol pouzity kontrolny material,
Lyphochekchek od Spolo¢nosti BIO-RAD spol.s.r.o.. Na meranie boli pouzité vzdy dva
kontrolné vzorky z danej Sarze.

Obidve vzorky boli dokladne premiesané a z hladiny boli odstranené vsetky
bubliny. Skumavky boli umiestnené do stojanu oznacen¢ho vlastnym koédom (napr.
F040). Cely stojan bol ulozeny do priestoru analyzatora, kde boli vzorky automaticky
spracovavané. Do pocitaca bola nasledne zadana metdda podla toho, ktory hormoén sa
prave stanovoval. Po zadani pokynov do pocitaca sa spustilo automatické davkovanie.
Systém stanovil koncentraciu daného hormoénu dvanast’krat v sérii za sebou v jeden den.
Skumavky boli rozoznavané podl'a ¢iarového kodu, ktory bol sucast’ou balenia.

3.3.2 Postup merania pre medzil'ahla preciznost

Pracovny postup pre meranie mezdil'ahlej preciznosti bol rovnaky pre vsetky
hormoény. Merania boli robené na systéme ARCHITECT vyrobenom spolo¢nost'ou
Abbott Laboratories v Abbott Park, Illinois, U.S.A.. Ako vzorka bol pouzity kontrolny
material, Lyphochekchek od Spolo¢nosti BIO-RAD spol.s.r.o. Na meranie boli pouzité
vSetky tri kontrolné vzorky z danej Sarze. Meranie prebiehalo obdobi od 5.10.2013 do
28.2.2013 v urcité dni a vzdy iba jedenkrat za den.

Vzorky boli dokladne premieSana a z hladiny boli odstranené vsetky bubliny.
Skumavky boli umiestnené do stojanu oznacené¢ho vlastnym kédom (napr. F040). Cely
stojam bol wuloZzeny do priestoru analyzatora, kde boli vzorky automaticky
spracovavané. Do pocitaca bola nasledne zadana metdda podla toho, ktory hormon sa
prave stanovoval. Po zadani pokynov do pocitaca sa spustilo automatické davkovanie.
Pocet jednotlivych merani nebol presne uréeny. Pohyboval sa v rozmezi 5 az 30 merani.
Vsetky stanovené hodnoty systém v priebehu celého obdobia zaznamenaval a na konci
merania sam aj Statisticky vyhodnotil vo forme tabulky pre kazdy hormon a kontrolny
material.
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3.3.3 Postup kvantifikacie hormonov systémom ADVIA Centaur

Postup kvantifikacie pre vSetky hormoény bol rovnaky. Merania boli robené na
systtme ADVIA Centaur vyrobenom spolo¢nostou Siemens Medical Solutions
Diagnostics v Terrytown NY, U.S.A.. Vzorky biologického materidlu boli dokladne
rozmrazené a premieSané. Z hladiny séra boli odstranené vsetky bubliny, ktoré by mohli
sposobit’ nespravne nadavkovanie mnozstva. Samotné skimavky oznacené prisluSnym
¢iarovym koédom boli eSte raz oznacené Cislom (1-18) pre zjednoduSenie. Nasledne boli
s celym obsahom umiestnené do stojanov oznacenych vlastnym kédom (napr. 0039A).
Do jedného stojanu sa zmestilo pit’ skimaviek. Cely stojam bol ulozeny do priestoru
analyzatora, kde boli vzorky automaticky spracovavané. Do pocitaca boli nasledne
zadané inormdcie o kazdej skimavke vo forme napr. 0039A , V- 6. Pricom ¢islo za
pomlckou informovalo o umiestneni v stojane, “V” znamenalo vyskum a ¢islo “6”
znamenalo oznacCenie samotnej skimavky. Ku kazdej vzorke bola priradend metoda v
zavislosti na tom, aky hormon bol prave stanovovany.

Kedze analyzator ADVIA Centaur je samostatnou jednotkou, po zadani pokynov
do pocitaca sa automaticky spustilo davkovanie prvej vzorky. Davkovany objem vzorky
sa lisil na zaklade daného hormonu (viz tab. 3.6). Nasledné davkovanie reagencii,
inkubéciu a detekciu systém vykondval sam.

Tab. 3.6: Davkované objemy vratene nepouzitého objemu skimavky a objemy pre d’alSie samotné
stanovenie pre vietky metody systému ADVIA Centaur.

Davkovany objem vratene nepouzitého
objemu skumavky/samotné stanovenie

PRL 200 ul/25 ul
FSH 200 wl/100 ul
LH 200 wl/50 ul

Progesterén 200 ul/20 ul
Testosteron 150 ul/15 ul

3.3.4 Postup kvantifikacie hormdénov systémom ARCHITECT

Postup kvantifikacie pre vSetky hormény syst¢émom ARCHITECT, vyrobenom
spolo¢nostou Abbott Laboratories v Abbott Park, Illinois, U.S.A., bol obdobny postupu
na analyzatore ADVIA Centaur. Rozdiel bol iba v objeme davky pre jednotlivé
hormoény (viz. tab. 3.7) a v kédoch stojanov pre skimavky (napr. F040).
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Tab. 3.7: Davkované objemy vratene nepouzitého objemu skimavky a objemy pre d’al§ie samotné
stanovenie pre vSetky metody systému ARCHITECT.

Davkovany objem vratene nepouzitého
objemu skumavky/samotné stanovenie

PRL 150 wl/30 ul
FSH 100 ul/25 ul
LH 150 ul/65 ul

Progesterén 100 ul/50 ul
Testosteron 150 wl/100 ul

3.4 Spracovanie nameranych dat

Vypocet vyslednych hodndét vykondvaji obidva systémy automaticky
znameranych RLU z vopred vloZenych kalibracnych kriviek. Vysledky st uvadzané
najCastejSie 2 desetinné miesta (v pripade progesteronu na jedno desatinné miesto).
Jednotky v akych st koncentracie uvddzané sa hormon od hormnu lisia (viz. tab. 3.8).

Vsetky hodnoty boli néasledne spracované Statistickym programom STATISTICA
(data analysis software system), version 10, StatSoft, Inc. (2011).

Tab. 3.8: Tabulka pouZzivanych jednotiek pre kazdy hormon.

Jednotky
PRL ug/l
FSH 1un
LH o1

Progesteron nmol/l
Testosteron nmol/l
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4. VYSLEDKY A DISKUSIE

4.1 Testosteron

4.1.1 Opakovatel'nost a medzil'ahla preciznost

Metdéda ARCHITECT Testosteron bola navrhnuta tak, aby bol celkovy variacny
koeficient pre vzorky s koncentraciami v rozmedzi vSetkych kontrol < 10%.

Tabulka 4.1 zobrazuje namerané hodnoty pre stanovenie opakovatelnosti
a Statistické vyhodnotenie. Varia¢né koeficienty pre Lyphochek 1 6,81% a Lyphochek 3
6,40% teda odpovedaju hodnote, ktord bola stanovena vyrobcom na zaklade protokolu
EP5-T219 Clinical and Laboratory Standards Institute. Namerané hodnoty sa tiez
zhoduju z hodnotami uvadzanymi v literatare [43].

Tab. 4.1: Namerané hodnoty kontrolnych vzoriek (Lyphochek 1 a Lyphochek 3) pre stanovenie
opakovatel'noti, Statistické vyhodnotenie a deklarovené hodnoty kontrolnych vzoriek pre testosteron.

Cislo merania Lyphochek 1 [nmol/I] Lyphochek 3 [nmol/l]
1. 5,10 33,34
2. 4,99 27,52
3. 4,40 29,73
4. 4,31 32,00
5. 4,32 32,80
6. 4,17 33,43
7. 4,32 29,62
8. 4,85 33,86
9. 4,66 32,10
10. 4,94 33,86
11. 4,59 33,34
12. 4,81 30,62
Deklarovana hodnota 4,76 34,00
Priemer 4,62 31,85
SD 0,31 2,04
CV % 6,81 6,40
Bias % -2,91 -6,32

Tabulka 4.2 zhriluje Statistické vyhodnotenie nameranych dat medzil’ahlej
preciznosti, ktoré bolo merané na kontrolnych vzorkach (vid’ tab. 3.1 strana 27).
Hodnoty variaénych koeficientov (Lyphochek 1 6,02%, Lyphochek 2 3,60%
a Lyphochek 3 3,07%) odpovedaju hodnotdm stanovenym vyrobcom aj doddvatel'om
kontrolnych vzoriek.
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Tab. 4.2: Statistické vyhodnotenie nameranych dat kontrolnych vzoriek medzilahlej preciznosti
stanovené analytickym systémom a dodévatel'om kontrolnych vzoriek pre testosteron.

Stanovené analyzatorom ARCHITECT Definované vyrobcom
Kontrolné vzorky Priemer SD CV % n  priemer 2SD
pre testosteron [nmol/1] [nmol/1] [nmol/1] [nmol/1]
Lyphochek 1 4,66 0,28 6,02 25 5,00 0,51
Lyphochek 2 20,75 0,748 3,60 26 21,20 1,35
Lyphochek 3 33,44 1,027 3,07 24 34,01 1,89

4.1.2 Neistota merania

Odhad neistoty merania bol vyjadreny ako variaény koeficient medzil'ahlej
preciznosti, z dovodu nedostupnosti referencnych materidlov. Pre vSetky hladiny
kontrolnych materidlov testosteronu bola neistota merania nizSia ako 6,02%, pricom
hodnoty pre neistotu merania v rozmedzi 5-10% st povazované za vyhovujuce a pod
5% za vynikajuce.

4.1.3 Porovnanie s analyzatorom Centaur

Pri porovnani s doposial’ pouzivanou metédou Centaur Testosterone bola ndjdena
vel'mi dobrd zhoda vysledkov s korelacnym koeficientom 0,9843 (vid’ tab. 4.3).
Z regresnej rovnice (vid’ obr. 4.1) plynie minimalny systematicky posun k niz§im
hodnotdm pri merani na analyzatore ARCHITECT. Vzhl'adom k tomu, Ze ide o klinicky
nevyznamné zmeny, nie je nutné menit’ doposial’ pouzivané referencné intervaly.

Tab. 4.3: Tabul'ka sthrnnych hodndt (pocet merani, median, minimum, maximum a korela¢ny koeficient)
pre porovnenie analyzatorov ADVIA Centaur a ARCHITECT pre testosteron.

Pocet Median Minimum Maximum Korela¢ny

merani [nmol/1] [nmol/1] [nmol/1] koeficient
Centaur Testosteron 18 8,68 0,77 27,36 0,9843
ARCHITECT Testosteron 18 7,90 0,39 25,36
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Obr. 4.1: Lineéarna regresna zavislost’ koncentracie testosteronu namerana na systémoch ADVIA Centaur
a ARCHITECT. Pln4 ¢iara predstavuje regresnd priamku. Regresna rovnica:
Architect = 0,9148xCentaur — 0,0577 [nmol/I] (r = 0,9843; n = 18).

Na zaklade ziskanych vysledkov sme dospeli k zaveru, ze metdda je vhodna pre
stanovenie testosteronu v I'udskom sére. Taktiez bolo dokazané, ze doposial’ pouzivana
metdda Testosteron Centaur moze byt prevedena na novi metoédu ARCHITECT
Testosteron, ktord bola danymi meraniami verifikovana, ¢o je dokazom, ze boli
dosiahnuté funkéné vlastnosti o analytickych znakoch deklarované vyrobcom
v laboratériu ULBLD na meracom systéme ARCHITECT .

V sucasnosti sa ako referencnd metdda, ,,zlaty Standard”, pre stanovenie
testosteronu  najcastejSie  pouziva  ID-GC-MS/MS  (isotope  dilution-gas
chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry) ako uvadza literatara [15]. Ako
d’aSia moznost' bola navrhnutd metdéda ID-LC-MS/MS (isotope dilution-liquid
chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry) [48], ktora, ako uvadza
literatira [45], je dostatocne citlivd a Specifickd pre meranie testosterébnu u Zien
v porovnani s uz spominanou metédou ID-GC-MS/MS. Zatial’ v§ak, ¢o st tieto metody
lahko dostupné a Siroko rozsirené v referenénych laboratoriach, st drahé a nie bezne
k dispozicii pre mnoho klinickych laboratorii [15].

Metéda ARCHITECT Testosterone bola vyvinuta pre zvySenie presnosti
a citlivosti najmi pri nizkych hodnotidch (u Zien a deti) [15], ktora podla literatary
nebola dostatocnd u jej predchodcu [46]. Metdda bola porovnand s ID-LC-MS/MS.
Vysledky imunoanalyzy ukéazali rovnaky testosteronovy profil v priebehu
menstruacného cyklu 25 zdravych zien s malou pozitivnou bias [15]. Tato hodnota je v
rovnakom rozmedzi ako bias uvadzana pri porovnani s metodami tandemovej
hmotnostnej spektrometrie (MS/MS) [47]. Z tohoto uhla pohladu je metdda
ARCHITECT Testosteron dostatocna pre klinickl prax. Dokonca podl’a literatiry [15]
je, na zaklade Demingovej regresnej priamky a korelacného koeficientu povazovana
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za lepSiu metddu v porovnani s metddami pouzitymi pri kvantifikdcii testosteronu
v d’alSich dvoch studiach [46, 49].

Bias, ktord bola namerand pri porovnani referen¢nej metddy s metodou
ARCHITECT Testosteron, ako uvadza literatara [15], bola pravdepodobne sposobena
rozdielnymi profilmy androgénov a viazanymi proteinmi u samotnych jednotlivcoch.

4.2 Progesteron

4.2.1 Opakovatel'nost a medzil'ahla preciznost

Metdéda ARCHITECT Progesteron bola navrhnuté tak, aby bol celkovy variacny
koeficient pre vzorky s koncentraciami v rozmedzi vSetkych kontrol < 10%.

Tabulka 4.4 zobrazuje namerané hodnoty pre stanovenie opakovatelnosti
a Statistické vyhodnotenie. Varia¢né koeficienty pre Lyphochek 1 2,39% a Lyphochek 3
1,83% teda odpovedaji hodnote, ktord bola stanovend vyrobcom na zaklade protokolu
EP5-T219 Clinical and Laboratory Standards Institute. Namerané hodnoty sa tiez
zhoduju z hodnotami uvadzanymi v literatare [40].

Tab. 4.4: Namerané hodnoty kontrolnych vzoriek (Lyphochek 1 a Lyphochek 3) pre stanovenie
opakovatel'noti, Statistické vyhodnotenie a deklarovené hodnoty kontrolnych vzoriek pre progesteron.

Cislo merania Lyphochek 1 [nmol/I] Lyphochek 3 [nmol/l]
1 2,2 73,6
2 2,1 71,5
3. 2,2 70,5
4. 2,2 70,8
5 2,1 73,6
6 2,2 71,5
7 2,2 73,2
8 2,1 74,2
9. 2,2 70,8
10. 2,2 70,9
11. 2,1 71,1
12. 2,1 72,3
Deklarovana hodnota 2,2 74,8
Priemer 2,2 72,0
SD 0,1 1,3
CV % 2,4 1,8
bias % -0,1 -3,7
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Tabulka 4.5 zhriiuje Statistické vyhodnotenie nameranych dat medzil’ahlej
preciznosti, ktoré bolo merané na kontrolnych vzorkach (vid’ tab. 3.1 strana 27).
Hodnoty variaénych koeficientov (Lyphochek 1 7,9%, Lyphochek 2 4,9% a Lyphochek
3 5,8%) odpovedaji hodnotdm stanovenym vyrobcom aj dodavatelom kontrolnych
vzoriek.

Tab. 4.5: Statistické vyhodnotenie nameranych dat kontrolnych vzoriek medzilahlej preciznosti
stanovené analytickym systémom a doddvatel'om kontrolnych vzoriek pre progesteron.

Stanovené analyzatorom ARCHITECT Definované vyrobcom
Kontrolné vzorky Priemer SD CV % n priemer 2SD
pre progesterdén [nmol/1] [nmol/1] [nmol/1] [nmol/1]
Lyphochek 1 2,1 0,2 7,9 30 2,2 0,2
Lyphochek 2 26,7 1,3 4,9 24 27,2 2,7
Lyphochek 3 68,6 4,0 5,8 25 74,9 7,5

4.2.3 Neistota merania

Odhad neistoty merania bol vyjadreny ako variacny koeficient medzil'ahlej
preciznosti, z dovodu nedostupnosti referencnych materidlov. Pre vSetky hladiny
kontrolnych materidlov progesteronu bola neistota merania niz§ia ako 7,9%, pricom
hodnoty pre neistotu merania v rozmedzi 5-10% st povazované za vyhovujuce a pod
5% za vynikajuce.

4.2.4 Porovnanie s analyzatorom Centaur

Pri porovnani s doposial’ pouzivanou metédou Centaur Progesterone bola ndjdena
vel'mi dobrd zhoda vysledkov s korelacnym koeficientom 0,9969 (vid' tab. 4.6).
Z regresnej rovnice (vid' obr. 4.2), ktorej hodnoty st vyrazne lepSie ako uvadza
literatura [40], plynie minimélny systematicky posun k niz§im hodnotdm pri merani
na analyzatore ARCHITECT. Vzhl'adom k tomu, ze ide o klinicky nevyznamné zmeny,
nie je nutné menit’ doposial’ pouzivané referencné intervaly.

Tab. 4.6: Tabulka sithrnnych hodnot (pocet merani, median, minimum, maximum a korelacny koeficient)
pre porovnenie analyzatorov ADVIA Centaur a ARCHITECT pre progesteron.

Pocet Median Minimum Maximum Korela¢ny

merani [nmol/1] [nmol/1] [nmol/1] koeficient
Centaur Progesteron 18 9,1 0,4 36,2 0,9969
ARCHITECT Progesteron 18 9,8 0,5 39,5
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Obr. 4.2: Linearna regresna zavislost’ koncentracie progesteronu namerana na systémoch ADVIA Centaur
a ARCHITECT. Pln4 ¢iara predstavuje regresni priamku. Regresna rovnica:
Architect = 1,1163xCentaur — 0,414 [nmol/l] (r = 0,9969; n = 18).

Na zaklade ziskanych vysledkov sme dospeli k zaveru, ze metdda je vhodna pre
stanovenie progesteronu v 'udskom sére. Taktiez bolo dokazané, ze doposial’ pouzivana
metdda Progesteron Centaur moze byt prevedend na novu metodu ARCHITECT
Progesteron, ktora bola danymi meraniami verifikovand, ¢o je dokazom, Ze boli
dosiahnuté funkéné vlastnosti o analytickych znakoch deklarované vyrobcom
v laboratériu ULBLD na meracom systéme ARCHITECT.

Ako referencnd metéda pre stanovenie koncentracie progesterénu sa
pouziva ID-GC-MS/MS ako uvadza literatara [49, 50].

4.3 Luteinizacny hormon

4.3.1 Opakovatel'nost a medzil'ahla preciznost

Metéda ARCHITECT LH bola navrhnuta tak, aby bol celkovy varia¢ny koeficient
pre vzorky s koncentraciami v rozmedzi vsetkych kontrol < 10%.

Tabul'ka 4.7 zobrazuje namerané hodnoty pre stanovenie opakovatelnosti a
Statistické vyhodnotenie. Varia¢né koeficienty pre Lyphochek 1 5,38% a Lyphochek 3
1,89% teda odpovedaji hodnote, ktord bola stanovend vyrobcom na zaklade protokolu
EP5-T219 Clinical and Laboratory Standards Institute. Namerané hodnoty sa tiez
zhoduju z hodnotami uvadzanymi v literatare [22, 40, 43].
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Tab. 4.7: Namerané hodnoty kontrolnych vzoriek (Lyphochek 1 a Lyphochek 3) pre stanovenie
opakovatel'noti, Statistické vyhodnotenie a deklarovené hodnoty kontrolnych vzoriek pre LH.

Cislo merania Lyphochek 1 [TU/1] Lyphochek 3 [TU/1]
1. 1,21 65,29
2. 1,22 66,48
3. 1,34 66,77
4, 1,24 67,26
5. 1,18 69,33
6. 1,15 68,15
7. 1,20 66,57
8. 1,21 66,94
9. 1,10 68,45
10. 1,12 66,30
1. 1,19 69,54
12. 1,27 67,45
Deklarovana hodnota 1,19 68,60
Priemer 1,20 67,38
SD 0,06 1,27
CV % 5,38 1,89
Bias % 1,05 -1,78

Tabulka 4.8 zhriluje Statistické vyhodnotenie nameranych dat medzil’ahlej
preciznosti, ktoré bolo merané na kontrolnych vzorkdch (vid’ tab. 3.1 strana 27)
Hodnoty variacnych koeficientov (Lyphochek 1 4,50%, Lyphochek 2 5,51% a
Lyphochek 3 5,83%) odpovedaji hodnotam stanovenym vyrobcom aj dodavatel'om
kontrolnych vzoriek.

Tab. 4.8: Statistické vyhodnotenie nameranych dat kontrolnych vzoriek medzilahlej preciznosti
stanovené analytickym systémom a dodévatel'om kontrolnych vzoriek pre LH.

StanovenéanalyzatoromARCHITECT Definované vyrobcom
Kontrolné Priemer SD CV% n priemer 2SD
vzorky pre LH [runj [runj [TU/n] [TU/]
Lyphochek 1 1,28 0,06 4,50 28 1,26 0,13
Lyphochek 2 16,15 0,89 5,51 29 15,00 1,50
Lyphochek 3 42,62 2,48 5,83 27 39,00 3,90

4.3.2 Neistota merania

Odhad neistoty merania bol vyjadreny ako variacny koeficient medzil'ahlej
preciznosti, z dovodu nedostupnosti referencnych materidlov. Pre vSetky hladiny
kontrolnych materidlov LH bola neistota merania nizsia ako 5,83%, priCom hodnoty pre
neistotu v rozmedzi 5-10% su povazované za vyhovujuce a pod 5% za vynikajuce.
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4.3.3 Porovnanie s analyzatorom Centaur

Pri porovnani s doposial’ pouzivanou metdédou Centaur Testosterone bola najdend
vel'mi dobrd zhoda vysledkov s korelacnym koeficientom 0,9961 (vid' tab. 4.9).
Z regresnej rovnice (vid’ obr. 4.3) plynie minimalny systematicky posun k niz§im
hodnotdm pri merani na analyzdtore ARCHITECT. Hodnoty korelacného koeficientu
a regresnej rovnice boli podobné hodnotdm uvedenym v literature [40]. Vzhl'adom
k tomu, Ze ide o klinicky nevyznamné zmeny, nie je nutné menit” doposial’ pouzivané
referencné intervaly

Tab. 4.9: Tabul’ka sthrnnych hodnot (pocet merani, median, minimum, maximum a korelacny koeficient)
pre porovnenie analyzatorov ADVIA Centaur a ARCHITECT pre LH.

Pocet merani Median Minimum Maximum Korela¢ny koeficient
[nmol/1] [nmol/1] [nmol/1]
Centaur LH 18 9,40 0,09 25,70 0,9961
ARCHITECTLH 18 7,64 0,06 22,35
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Obr. 4.3: Linearna regresnd zavislost’ koncentracie LH namerand na systémoch ADVIA Centaur a
ARCHITECT. Pln4 ¢iara predstavuje regresnt priamku. Regresna rovnica:
Architect = 0,8124xCentaur — 0,0023 [TU/1] (r = 0,9961; n = 18).

Na zdklade ziskanych vysledkov sme dospeli k zaveru, ze metdda je vhodna pre
stanovenie LH v 'udskom sére. Taktiez bolo dokazané, ze doposial’ pouzivand metoda
LH Centaur méze byt prevedend na noviu metddu ARCHITECT LH, ktora bola danymi
meraniami verifikovana, ¢o je dokazom, ze boli dosiahnuté funkéné vlastnosti
o analytickych znakoch deklarované vyrobcom v laboratéoriu ULBLD na meracom
systtme ARCHITECT.

Ako uvadza literatira [22] metdda ARCHITECT LH je cennym ndstrojom pre
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stanovenie LH v klinickych laboratériach, vdaka je presnosti, preciznosti
a vynikajiicemu prevedeniu.

Pre stanovenie LH sa v sucasnosti pouzivaji najmi chemiluminiscencné metody,
¢o potvrdzuji aj mnohé studie, ktoré pre kvantifikdciu LH vyuzivali tato metddu. [51,
52, 53]. Dalsimi &asto vuZzivanymi metodami st fluoroimunometédy a to najmi
DELFIA ako dokazuje lieratira [54, 55]. V menSej miere, ale eSte stile sa pre
stanovenie LH pouzivaju aj radioimunometody [56].

4.4 Folikuly stimulujuci hormoén

4.4.1 Opakovatel'nost a medzil'ahla preciznost

Metéda ARCHITECT FSH bola navrhnutd tak, aby bol celkovy variacny
koeficient pre vzorky s koncentraciami v rozmedzi vSetkych kontrol < 10%.

Tabulka 4.10 zobrazuje namerané hodnoty pre stanovenie opakovatelnosti
a Statistické vyhodnotenie. Varia¢né koeficienty pre Lyphochek 1 5,12% a Lyphochek 3
3,24% teda odpovedaji hodnote, ktord bola stanovenad vyrobcom na zaklade protokolu
EP5-T219 Clinical and Laboratory Standards Institute. Namerané hodnoty sa tiez
zhoduju z hodnotami uvadzanymi v literatare [40, 43].

Tab. 4.10: Namerané hodnoty kontrolnych vzoriek (Lyphochek 1 a Lyphochek 3) pre stanovenie
opakovatel'noti, Statistické vyhodnotenie a deklarované hodnoty kontrolnych vzoriek pre FSH.

Cislo merania Lyphochek 1 [TU/I] Lyphochek 3 [TU/1]
1 5,67 38,20
2 5,38 36,13
3. 5,54 35,89
4. 5,99 37,74
5 5,80 36,86
6 5,49 35,33
7 6,40 36,97
8 5,32 36,52
9 5,75 37,45
10. 5,67 39,52
11. 5,56 38,68
12. 5,81 36,96
Deklarovana hodnota 5,43 36,30
Priemer 5,70 37,19
SD 0,29 1,20
CV % 5,12 3,24

Bias % 4,94 2,44




Tabulka 4.11 zhriluje Statistické vyhodnotenie nameranych dat medzil’ahlej
preciznosti, ktoré bolo merané na kontrolnych vzorkach (vid’ tab. 3.1 strana 27).
Hodnoty variaénych koeficientov (Lyphochek 1 4,00%, Lyphochek 2 3,72%
a Lyphochek 3 4,87%) odpovedaju hodnotdm stanovenym vyrobcom aj doddvatel'om
kontrolnych vzoriek.

Tab. 4.11: Statistické vyhodnotenie nameranych dat kontrolnych vzorick medzilahlej preciznosti
stanovené analytickym systémom a dodavatel'om kontrolnych vzoriek pre FSH.

Stanovené analyzatorom Definované vyrobcom
ARCHITECT
Kontrolné Priemer SD CV % n Priemer 2SD
vzorky pre FSH  [TU/1] [Tun [Tun [Tun
Lyphochek 1 5,72 0,23 4,00 25 5,44 0,54
Lyphochek 2 23,75 0,88 3,72 26 23,00 2,30
Lyphochek 3 37,50 1,82 4,87 23 36,30 3,65

4.4.2 Neistota merania

Odhad neistoty merania bol vyjadreny ako variacny koeficient medzil'ahlej
preciznosti, z dovodu nedostupnosti referencnych materidlov. Pre vSetky hladiny
kontrolnych materidlov FSH bola neistota merania nizsia ako 4,87%, pricom hodnoty
pre neistotu merania v rozmedzi 5-10% su povazované za vyhovujice a pod 5% za
vynikajuce.

4.4.3 Porovnanie s analyzatorom ADVIA Centaur

Pri porovnani s doposial’ pouzivanou metdédou Centaur FSH bola najdena vel'mi
dobré zhoda vysledkov s korelaénym koeficientom 0,9884 (vid’ tab. 4.12). Z regresnej
rovnice (vid’ obr. 4.4) plynie minimalny systematicky posun k niz§im hodnotdm pri
merani na analyzidtore ARCHITECT. Hodnoty korelacného koeficientu a regresnej
rovnice boli podobné hodnotdm uvedenym v literatare [40]. Vzhl'adom k tomu, ze ide
o klinicky nevyznamné zmeny, nie je nutné menit doposial pouzivané referencné
intervaly.

Tab. 4.12: Tabulka suthrnnych hodndt (po€et merani, median, minimum, maximum a korelacny
koeficient) pre porovnenie analyzatorov ADVIA Centaur a ARCHITECT pre FSH.

Pocet Median Minimum Maximum Korela¢ny koeficient
merani c [IUN1] ¢ [IUN] ¢ [TU/N]
Centaur FSH 18 13,39 0,77 52,21 0,9884
ARCHITECT FSH 18 12,13 0,29 53,37
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Obr. 4.4: Linearna regresna zavislost’ koncentracie FSH namerand na syst¢émoch ADVIA Centaur a
ARCHITECT. Pln4 ¢iara predstavuje regresnt priamku. Regresnd rovnica:
Architect = 0,9276xCentaur — 0,2889 [IU/1] (r = 0,9884; n = 18).

Na zdklade ziskanych vysledkov sme dospeli k zaveru, ze metdda je vhodna pre
stanovenie FSH v 'udskom sére. Taktiez bolo dokazané, ze doposial’ pouzivana metoda
FSH Centaur méze byt prevedena na novi metodu ARCHITECT FSH, ktord bola
danymi meraniami verifikovana, ¢o je dokazom, ze boli dosiahnuté funkéné vlastnosti
o analytickych znakoch deklarované vyrobcom v laboratoriu ULBLD na meracom
systtme ARCHITECT.

Pre stanovenie FSH sa v suasnosti pouzivaji najmd chemiluminiscencné
metddy, ¢o potvrdzuju aj mnohé Studie, ktoré pre kvantifikaciu FSH vyuzivali tuto
metodu [51, 52, 53, 58]. Dalsimi &asto vuzivanymi metédami su fluoroimunometody
a to najmi DELFIA ako dokazuje lieratura [54, 55, 57]. V menS$ej miere, ale eSte stale
sa pre stanovenie FSH pouzivaju aj radioimunometddy [56, 59].

Rozdiely v nameranych koncentraciach FSH, ktoré su podl’a literatury [60] medzi
radioimunometédami a chemiluminiscenénymi metdédami  vyznamné, moézu byt
spOsobené, ako t4 istd Studia uvadza, kombindciou troch faktorov: Struktiarov FSH (a
a P podjednotka), niektoré izoformy su kvantifikované jednou metédou, ale druhou nie,
z dovodu roznej Specifickosti protilatok; pritomnostou inych glykoproteinov, ktoré st
Struktirne velmi podobné FSH; matematickym vzt'ahom, ktrorym je signal prevedeny
na koncentraciu [60].
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4.5 Prolaktin

4.5.1 Opakovatel'nost a medzil'ahla preciznost

Metdéda ARCHITECT Prolaktin bola navrhnutd tak, aby bol celkovy variacny
koeficient pre vzorky s koncentraciami v rozmedzi vSetkych kontrol < 10%.

Tabulka 4.13 zobrazuje namerané hodnoty pre stanovenie opakovatelnosti
a Statistické vyhodnotenie. Varia¢né koeficienty pre Lyphochek 1 1,45% a Lyphochek 3
1,83% teda odpovedaji hodnote, ktord bola stanovend vyrobcom na zaklade protokolu
EP5-T219 Clinical and Laboratory Standards Institute. Namerané hodnoty sa tiez
zhoduju z hodnotami uvadzanymi v literatare [40, 43].

Tab. 4.13: Namerané hodnoty kontrolnych vzoriek (Lyphochek 1 a Lyphochek 3) pre stanovenie
opakovatel'noti, Statistické vyhodnotenie a deklarovené hodnoty kontrolnych vzoriek pre PRL.

Cislo merania Lyphochek 1 [ug /1] Lyphochek 3 [ug /1]
1 7,17 45,34
2 7,27 44,51
3. 7,13 45,25
4. 7,21 45,61
5 7,11 46,18
6 7,24 44,76
7 7,18 44,50
8 6,89 43,86
9. 7,16 46,10
10. 7,22 44,95
11. 7,02 43,86
12. 7,15 46,12
Deklarovand hodnota - -
priemer 7,15 45,09
SD 0,10 0,82
CV% 1,45 1,83
bias % - -

Tabulka 4.14 zhriluje Statistické vyhodnotenie nameranych dat medzil’ahlej
preciznosti, ktoré bolo merané na kontrolnych vzorkach (vid’ tab. 3.1 strana 27).
Hodnoty variaénych koeficientov (Lyphochek 1 4,60%, Lyphochek 2 4,20%
a Lyphochek 3 5,00%) odpovedaju hodnotdm stanovenym vyrobcom aj doddvatel'om
kontrolnych vzoriek.
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Tab. 4.14: Statistické vyhodnotenie nameranych dat kontrolnych vzoriek medzilahlej preciznosti
stanovené analytickym systémom a dodavatel'om kontrolnych vzoriek pre PRL.

Stanovené analyzatorom Definované vyrobcom
ARCHITECT
Kontrolné vzorky  Priemer SD CV % n  Priemer 2SD
pre prolaktin [ug /1] [ug /1] [ug /1] [ug /1]
Lyphochek 1 5,70 0,26 4,60 5 - -
Lyphochek 2 15,26 0,64 4,20 6 - -
Lyphochek 3 ¢ 34,70 1,74 5,00 6 - -

4.5.2 Neistota merania

Odhad neistoty merania bol vyjadreny ako variaény koeficient medzil'ahlej
preciznosti, z dovodu nedostupnosti referencnych materidlov. Pre vSetky hladiny
kontrolnych materidlov PRL bola neistota merania nizsia ako 5,00%, pricom hodnoty
pre neistotu merania v rozmedzi 5-10% su povazované za vyhovujuce a pod 5% za
vynikajuce.

4.5.3 Porovnanie s analyzatorom Centaur

Pri porovnani s doposial’ pouzivanou metédou Prolaktin Centaur nebola ndjdena
zhoda vysledkov, comu odpovedala aj hodnota korelaéného koeficientu 0,9703 (vid’ tab.
4.15) a graf (vid obr. 4.5) . Z rovnica regresnej priamky Architect = 1,1323xCentaur +
3,706 [ug/ml] plynie velky systematicky posun k vy$§sim hodnotdm. Pri Statistickom
vyhodnoteni bola metoda programom STATISTICA vyhodnotena ako nevyhovujuca.

Tab. 4.15: Tabulka suthrnnych hodndt (po€et merani, median, minimum, maximum a korelacny
koeficient) pre porovnenie analyzatorov ADVIA Centaur a ARCHITECT pre PRL (staré Sarza).

Pocet Median Minimum Maximum Korela¢ny koeficient
merani  [ug/I] [ug /1] [ug /1]
Centaur Prolaktin 18 23,33 3,95 134,90
0,9703
ARCHITECT Prolaktin 18 34,09 6,06 167,90

stara Sarza
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Obr. 4.5: Lineéarna regresna zavislost’ koncentracie PRL namerand na syst¢émoch ADVIA Centaur a
ARCHITECT pre staru Sarzu. Plna ¢iara predstavuje regresnu priamku.
Regresna rovnica: Architect = 1,1323xCentaur + 3,706 [ug/ml] (r = 0,9703; n = 18).

Z dbévodu nedostatocnej zhody nameranych hodnét na oboch analyzétoroch,
spolocnost’ Abbott Laboratories zabezpecila novu Sarzu (nové reagencie). Bolo
nazhromazdenych 52 novych vzoriek biologického materidlu, v ktorych bola stanovena
koncentracia PRL na obidvoch analytickych systémoch. Postupovalo sa presne ako
pri prvych meraniach.

Pri opdtovnom porovnani metdd bola najdend vel'mi dobrd zhoda vysledkov
s korelaénym koeficientom 0,9900 (vid tab. 4.16). Z regresnej rovnice (vid’ obr. 4.6)
plynie uz len minimélny systematicky posun k vy$§im hodnotdm pri merani
na analyzatore ARCHITECT. Podobnu regresni rovnicu uvadza aj literatara [40] o
opat’ potvrdzuje, ze metdda je vyhovujuca. Vzhladom k tomu, Ze ide o klinicky
nevyznamné zmeny, nie je nutné menit’ doposial’ pouzivané referencné intervaly.

Tab. 4.16: Tabul'ka suhrnnych hodnot (pocet merani, median, minimum, maximum a korelacny
koeficient) pre porovnenie analyzatorov ADVIA Centaur a ARCHITECT pre PRL (nova sarza).

Pocet Median Minimum Maximum Korelaény koeficient
merani  [ug/I] [ug /1] [ug /1]
Centaur Prolaktin 52 11,50 0,30 64,50
0,9900
ARCHITECT Prolaktin 52 13,51 0,60 66,13

nova Sarza
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Obr. 4.6: Regresna zavislost’ koncentracie PRL namerana na systémoch ADVIA Centaur a ARCHITECT
pre novu Sarzu. Plné Ciara predstavuje regresnu priamku.
Regresna rovnica: Architect = 1,1284xCentaur + 0,5333 [ug/ml] (r = 0,9900; n = 52).

Na zéklade druhych ziskanych vysledkov sme dospeli k zaveru, ze metdda je
vhodné pre stanovenie PRL v ludskom sére. Taktiez bolo dokédzané, Ze doposial
pouzivand metdda Centaur Prolaktin moze byt prevedend na nova metodu
ARCHITECT Prolaktin, ktora bola danymi meraniami verifikovana, ¢o je dokazom, ze
boli dosiahnuté funkcéné vlastnosti o analytickych znakoch deklarované vyrobcom
v laboratériu ULBLD na meracom systéme ARCHITECT.

Vo vicsine klinickych laboratorii sa v sucasnosti na stanovenie PRL pouzivaju
rozne druhy imunometdd. Podl'a niektorych stadii [62, 63, 64] vacSina pouzivanych
imunometdd nerozliSuje monomerny PRL od makroprolaktinu ¢o moéze viest
k nespravnej diagndéze a nasledne k neprimeranej lieCbe [64]. Pripady, kedy je
makroprolaktin v ludskom sére zastipeny vo vidcSej miere sa nazyva
makroprolaktinémia. Percento kedy bola u pacientov s diagnostikovanou
hyperprolaktinémiou odhalend makroprolaktinénia sa pohybuje od 10-45% [65, 65, 66].

»Zlatym Standardom®™ pre stanovenie makroprolaktinu je gelova filtracna
chromatografia (GFC), ktora umoziuje kvantifikéciu vSetkych troch variant PRL [64].
Metoda vsak nie je bezne dostupnd pre klinické laboratoria z dovodu narocnosti na Case
a ceny [62, 64].

Najviac rozsirenou metddou je precipitacia s polyetylen glykolom (PEG), ktora je
pouzivana aj v laboratoriu ULBLD. Avsak, napriek tomu, Ze je to jednoduchd, lacna
a rychla metoda, nie je dokonald, pretoze PEG moze intreferovat’ s niektorymi Prolaktin
imunometodami a tiez moéze dojst k precipitdcii nielen makroprolaktinu ale aj
monomerného PRL [62, 63, 67].



Medzi najnovsie metody patri ultrafiltracia zalozend na fyzickej separacii vel’kych
molekul ako je ,,vel’ky velky PRL” od malych izoforiem [68, 69].

Podrla literatary [67] je stanovenie makroprolaktinu potrebné iba v pripade, Ze
bola na zéklade vysledkov diagnostikovana hyperprolaktinémia.

Vysokd koncentracia PRL moéze tiez sposobit’ ,,hook efekt”, ktory vedie
k faloSne negativnym vysledkom. Tyka sa hlavne jednokrokovych nekompetitivnych
(sendvicovych) metdd, kde vysoka koncentracia antigenu (analytu) vyviaze pevne
viazanu protilatku aj znacenu protilatka. Tym zabrani vytvorit’ ,,sendvi¢” potrebny na
detekciu [69, 70]. ,,Hook efekt” by mohol byt faktorom ovplyviujicim vysledky najmé
na systéme ADVIA Centaur, kedze nekompetitivne metddy st jednokrokové na rozdiel
od metdd systétmu ARCHITECT, ktoré su dvojkrokové. Podla literatury [69, 70]
sa pouzivanim dvojkrokovych metdd dé ,hook efektu” zabranit' ako aj pouzitim
dostatocného riedenia [71].

Kvalita a funk¢nost” analyzatoru bola potvrdena aj v externom hodnoteni kontroly
kvality, ktora je 2x roéne usporiadavana spolo¢nostou SEKK v Ceskej republike a tieZ
2x ro¢ne nemeckou spolocnost'ou Rfb (Referencinstitut fiir Bioanalytik). V roku 2013
bol pre metodu ARCHITECT Testosteron, ARCHITECT Progesteron, ARCHITECT
LH, ARCHITECT FSH, ARCHITECT Prolaktin ziskany certifikat v 1. z dvoch
nemeckych cyklov (vid'. priloha A, ide o skenovany material, horSia kvalita ). Metody
si v sicastnej dobe akreditované na zaklade vyhodnotenia Ceského institatu pro
akreditaci, o.p.s.

Zaistenie kvality a samotny dopad vysledkov na urcenie diagnézy nie je jedinym
dovodom, preco sa vykondvaju validécie, verifikdcie a naslednd akreditacia. V dnesnej
dobe maju tieto postupy aj svoj ekonomicky podtext. Uvazuje sa, ze akreditované
laboratérida budi dostavat’ vyssie platby od poistovni nez neakreditované. Prave
prebiehaju jednania o tom ako bude platba presne nastavend, ale Ze k tomu dojde je uz
pomerne jasné.
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5. ZAVER

Této bakalarska praca bola zamerana na verifikdciu nového analytického systému
ARCHITECT a na prevedenie danych metdd zo systému ADVIA Centaur na tento novy
systém.

Samotna verifikéacia spoc¢ivala na urceni opakovatelnosti, medzil'ahlej preciznosti
a neistoty merania za pouzitia kontrolnych materialov Lyphochek. V pripade
opakovatel'nosti sa u vsetkych metdédach podarilo dosiahnut hodnoty deklarované
vyrobcom (CV < 10 %). Variatné koeficienty sa pohybovali v doporucenych
intervaloch : testosterén pre Lyphochek 1 6,81%, pre Lyphochek 3 6,40%, progesteron
2,4% a 1,8%, LH 5,38% a 1,89%, FSH 5,12% a 3,24%, PRL 1,45% a 1,83%.

Vysledky pre urCenie medzilahlej preciznosti boli taktiez vyhovujuce a potvrdili
poziadavky stanovené vyrobcom (CV < 10 %). Variacné koeficienty sa pohybovali
v doporucenych intervaloch: testosteron pre Lyphochek 1 6,02%, Lyphochek 2 3,60%,
Lyphochek 3 3,07%, progesteron 7,9%, 4,9% a 5,8%, LH 4,50%, 5,51% a 5,83%, FSH
4,00%, 3,72% a 4,87%, PRL 4,60%, 4,20% a 5,00%.

Hodnoty neistoty merania boli pre vSetky dané metddy vyhovujice: testosteron
6,02%, progesteron 7,9%, LH 5,83%, FSH 4,87%, PRL 5,00%, pricom hodnoty pre
neistotu merania v rozmedzi 5-10% su povazované za vyhovujice a pod 5% za
vynikajuce.

Pri porovnani metéd ARCHITECT Testosteron, ARCHITECT Progesteron,
ARCHITECT LH a ARCHITECT FSH bola s dovtedy pouzivanymi metdédami
na syst¢tme ADVIA Centaur nijdena vel'mi dobrd zhoda. Korelatné koeficienty sa
pohybovali v rozmedzi od 0,9840 do 0,9961(testosteron r = 00,9843, progesterén
r=0,9840, LH r = 0,9961, FSH r = 0,9884). Z regresnych rovnic vyplynul minimalny
systematicky posun k niz§im hodnotdm pri merani na analyzitore ARCHITECT
(regresnd rovnica testosterén: Architect = 0,9148xCentaur - 0,0577 [nmol/l],
progesterén: Architect = 0,9145xCentaur - 0,0502 [nmol/l], LH: Architect =
0,8124xCentaur — 0,0023 [TU/1], FSH: Architect = 0,9276xCentaur — 0,2889 [1U/1]).

Pre metddu ARCHITECT Prolaktin bola stard Sarza ohodnotend ako
nevyhovujlica (rovnica regresie: Architect = 1,1323xCentaur + 3,706 [ug/ml]
s korelaénym koeficientom 0,9703). Po pouZiti novej $arze metdda spiiiala poziadavky a
bola hodnotend ako vyhovujuca (rovnica regresie: Architect = 1,1284xCentaur + 0,5333
[ug/ml] s korelaénym koeficientom 0,9900).

Celkovym zhrnutim vSetkych merani a vysledkov je, ze vSetky hodnotené metddy
na analytickom syst¢éme ARCHITECT su vhodné pre stanovenie v l'udskom sére.
Metédy su momentalne akreditované na zaklade vyhodnotenia Ceského institutu pro
akreditaci, o.p.s.
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