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Méreni tyreoidnich hormonti v séru technikou microarray
pomoci systému Randox Evidence Investigator — kratké sdéleni

Vavrova J., Friedecky B., Ulrychova M., Liébinska E., Palicka V.
Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF UK a FN, Hradec Kralové

SOUHRN

Cil sdéleni: Pilotni analyticka studie pouziti technologie proteinovych bio¢ipl Randox Evidence Investigator pro stanoveni
tyreoidnich hormon0 a jejich srovnani s rutinné pouzivanou metodou elektrochemiluminiscence Roche.

Metodika: Pfi méfeni TSH jsme srovnavali data naméfena systémem E-170 Modular (Roche) s vysledky méfeni na
pristroji Evidence Investigator (Randox), ziskanymi panely Thyroid total array a Thyroid free array. Systém Evidence
Investigator™ firmy Randox pracuje s technologii proteinovych biocipl umoznujicich sou¢asné stanoveni nékolika
analytl z jednoho vzorku.

Vysledky a zavéry: Pouzitim rozdilovych Blandovych-Altmanovych diagram( bylo zjisténo, ze oba systémy poskytuiji
statisticky vyznamné odliSné vysledky. Byly stanoveny intervaly spolehlivosti bias (95% Cl): -1,3 az 2,7 mU/I pro TSH (total
modul), -1,7 az 3,0 mU/I pro TSH (free modul), -53,9 az 54,0 nmol/l (T4), -1,11 az 0,66 nmol/l (T3), -4,7 az 3,0 pmol/l (fT4)
a -1,4 az 4,2 pmol/l (fT3). Za hlavni pfi¢inu nesouladu Ize povazovat nedostate¢nou harmonizaci kalibraci bio¢ipového
systému s klasickymi rutinnimi postupy.

Klicova slova: imunochemické méfeni, bioc€ip, rozhodovaci limit, srovnatelnost.

SUMMARY

Vavrova J., Friedecky B., Ulrychova M., Licbinska E., Palicka V.: Measurement of thyroid hormones in serum by
microarrays using the Randox Evidence Investigator System — short communication

Objective: Presented is the pilot study using Randox Evidence Investigator biochip array technology in measurement
of thyroid hormones in serum compared to electrochemiluminiscent immunoassay by Modular E-170 (Roche).
Method: In the determination of TSH we compared data measured by system Evidence Investigator (Thyroid total panel
and Thyroid free panel, Randox), with results gained on equipment Modular E-170 (Elecsys TSH, Roche). Investigator
Biochip Array Technology is used to perform simultaneous quantitative detection of multiple analytes from a single
patient. A combination of competitive and sandwich chemiluminiscent immunoassays is employed.

Results and Conclusion: The Bland & Altman plots comparing two measurements techniques shows statistically
significant differences in results. We determined bias (95% confidence interval): -1.3 to 2.7 mU/I for TSH (Thyroid total
panel); -1.7 to 3.0 mU/I for TSH (Thyroid free panel); -53.9 to 54.0 nmol/l (total T4), -1.11 to 0.66 nmol/l (total T3), -4.7 to
3.0 pmol/l (free T4) and -1,4 - 4,2 pmol/l (free T3). The main reason for result differences appears to be in insufficient
harmonisation of biochip and routine method calibrations.

Key words: immunoassay, biochip, decision limit, traceability.

Uvod

Systém evidence Investigator™ firmy Randox (Ran-
dox Laboratories Ltd., Velka Britanie) pracuje s technologii
proteinovych bio¢ipl umoznujicich simultanni stanove-
ni nékolika analytd z jednoho vzorku. Princip méfeni je
zaloZzen na chemiluminiscencni reakci, jejiz signdl je
cilené sniman z jednotlivych mist bio€ipu CCD kame-
rou. VySetfovani tyreoidnich hormona timto systémem
bylo srovnano s béznym vySetfenim na rutinnim auto-
matickém analyzatoru E-170 Modular Roche, pouzivaji-
cim elektrochemiluminiscenéni detekci.

Technologie mikrocipl je prozatim vyuzivana zejmé-
na pfi genomické a proteomické analyze. PouZiti bioCi-
pového systému Evidence investigator je v odborné li-
teratufe popisovano jen sporadicky, publikovany jsou
prace zabyvajici se simultannim stanovenim kardialnich
marker( [1], paralelnim méfenim solubilnich adheznich
molekul (L-, P-, E- selektint, VCAM-1, ICAM-1) [2]. Pfe-
hled aplikaci méficich mikrocipovych metod v alergolo-
gii Ize nalézt v pfehledné praci rakouskych autort [3].

Material a metody

Mérici systémy

Imunochemicky modul E-170 Modular (Roche Diagnos-
tics, SRN) s chemiluminiscenéni detekci pracuje
s diagnostickymi soupravami uréenymi pro jednotlivé ana-
Iyty. Kalibrace je poskytnuta kalibraéni laboratofi vyrobce.
Sestibodova kalibraéni funkce je soudasti carového kédu
kazdé soupravy, uzivatel provadi adjustaci této kfivky na
laboratorni podminky pomoci dvou kalibrator(i.

Systém Evidence Investigator™ firmy Randox (Ran-
dox Laboratories Ltd., Velka Britanie) pracuje
s technologii proteinovych bio€ipl umoznujicich sou-
¢asné stanoveni nékolika analytll z jednoho vzorku.
Devitibodova kalibraéni zavislost sestrojena vyrobcem
je soucasti doprovodného elektronického média kazdé
soupravy. Uzivatel tuto zavislost ovéfuje aplikaci devi-
ti kalibratord. Pro stanoveni tyreoidnich hormon( byly
pouzity dva diagnostické panely: Thyroid total array se
spektrem analytt TSH, T3, T4 a Thyroid free array pro
stanoveni TSH, fT3 a fT4.



Obéma méficimi systémy byly méfeny tyroid sti-
mulujici hormon (TSH), trijodtyronin (T3), tyroxin (T4),
volny trijodtyronin (fT3) a volny tyroxin (fT4).

Materialy

Méreny byly vzorky sér skladovanych pfi -20 °C po
dobu 14 dni (stabilita analyt(i deklarovana vyrobci diagnos-
tik je 1 mésic). Vzorky byly ziskany od pacientd nemocni¢-
ni populace, u nichz bylo pozadovano rutinni vySetfeni
tyreoidnich hormon(i na méficim systému Modular Roche
E-170.UTSH jsou v praci hodnoceny dva soubory odpovi-
dajici dvéma riznym méficim paneliim Randox Evidence
Inveastigator (Thyroid free array a Thyroid total array).

Prvni soubor porovnava data naméfena systé-
mem E-170 Modular (Roche) s vysledky méfeni pa-
nelem Thyroid total array. V souboru bylo 70 vzorkd
osob ve véku 61 + 18 let, z toho 53 Zen a 17 muzd.
Byly méfeny hodnoty TSH (oznaceny ve vysledcich
jako TSH-E170 TOT pro systém Roche a TSH-EV TOT
pro systém Randox), T4 a T3. Druhy soubor porovna-
va data naméfena imunochemickym systémem
E-170 s vysledky ziskanymi systémem Evidence In-
vestigator panelem Thyroid free array. Zde bylo pou-
Zito 42 vzork( sér dospélych osob (26 Zzen, 16 muzu)
ve véku 27-67 let. Byly méfeny opét hodnoty
TSH (znaceny ve vysledcich jako TSH-E170 FREE
pro systém Roche a TSH-EV FREE pro Randox, fT4
a fT3).

Pro vnitfni kontrolu kvality byly pouzity kontrolni
materialy vyrobcl dodavané vyrobci jako soucast me-
ficich systémd.

Ke statistickému zpracovani vysledkd byl pouzit
program MedCalc (Belgie).

Vysledky

V tabulce 1 jsou uvedeny zakladni statistické udaje
vSech méfeni: nejnizsi a nejvyssSi namérené hodnoty,
aritmetické priméry a mediany.

Diference byly vyhodnocené Blandovymi-Altmano-
vymi diagramy zobrazenymi na obrazku 1. U vSech

Table 1. Summary statistics

T o | T
TSHE170 TOT| 70| 0.0050 | 48.5400 | 2.8877 | 1.7800
TSHEVTOT |70| 0.0100 | 41.9100 | 2.1427 | 1.1900
TS,:'RE:JO 42| 00050 | 15.8400 | 3.0990 | 1.8100
TSHEV FREE | 42| 0.0400 | 11.6300 | 2.4536 | 1.7200
fT3E170 |42| 1.9000 |27.7000 | 4.9405 | 4.3500
fT3EV | 42| 1.5000 | 19.2800 | 3.5231 | 2.9300
fT4E170 | 42| 9.0000 | 36.6000 | 15.7878 |14.7000
fT4EV | 42| 4.4900 | 39.3300 | 16.2079 |14.9000
T3E170 |70| 0.3000 | 53000 | 2.1217 | 2.1000
T3EV | 70| 04600 | 6.0900 | 2.3369 | 2.2300
T4E170 | 70| 7.6000 | 279.300 | 115.0145 |109.6000

méfenych analytl byly pozorovany vyznamné dife-
rence mezi vysledky mikroCipové a klasické (Roche)
metody. Dokonce i hodnoty TSH namérené dvéma riiz-
nymi panely na pfistroji Evidence investigator nasvéd-
¢uji vyznamné rozdilné kalibraci obou panell pfi mé-
feni TSH.

Presnost méfeni systému E-170 vyjadiena daty
(variacnimi koeficienty) vnitini kontroly kvality pro jed-
notlivé analyty je 5,9 % pro T3; 6,8 pro T4; 3,0 % pro
TSH; 5,3 % pro FT3 a 6,0 % pro méfeni FT4 v sérii.
Hodnoceni pfesnosti méfeni na systému Randox Evi-
dence Investigator bylo z divodu limitovaného poctu
dostupnych analyz omezeno na méreni deseti duplika-
th pro analyty méfené panelem Thyroid total array. Byly
ziskany hodnoty varia¢nich koeficient( 9,3 % pro TSH,
4,0 % proT3 a 4,0 % pro T4.

Diskuse

Srovnatelnost mikro¢ipové metody s klasickou
elektrochemiluminiscenéni rutinni metodou je proble-
maticka. Tomu nasvédcuji uz data tabulky 1. Rozsah
a charakter diferenci je jesté zfejméjsi z diagramu
podle Blanda a Altmana (viz graf 1). Rozdily mezi
srovnavanymi metodami ukazuji v pfipadé TSH pfi-
tomnost jak kalibra¢ni, tak i proporcionalni slozky sy-
stematické chyby. U ostatnich analytl (T4, T3, T4,
fT3) dominuji rozdily, jejichz plvod mGzeme hledat
pfedevsSim v kalibraéni slozce systematické chyby.
Napadna je nesrovnatelnost vysledk(i méfeni TSH
mezi obéma pouzitymi panely proteinovych mikrodi-
pu (total a free). Je zajimaveé, Ze experimentalné ve-
rifikované rozdily mezi obéma panely pfi stanoveni
TSH jsou v dobré shodé s regresnimi zavislostmi se
srovnavaci metodou, uvedenymi v pracovni doku-
mentaci vyrobce. To znamena, ze i vyrobce patrné
potvrzuje daty své dokumentace vyznamné kalibra¢ni
rozdily i mezi obéma svymi panely. Jedna se o Udaje
regresni analyzy y = 1,1 x — 0,43 (r = 0,978) pro
Thyroid total array respektive y = 0,75 x + 0,07,
(r=0,976) pro Thyroid free array.

Na druhé strané davaji jak nami zjisténa experi-
mentalni data, tak i uvedena data vyrobce nadéji, ze
uroven srovnatelnosti by bylo mozné feSit peclivou
rekalibraci obou panell s pouzitim referenénich mate-
ridlll navaznych na vhodny mezinarodni referenéni
material.

Zaver

Vysledky ziskané pouzitim proteinovych mikrocipU
Randox jsou nedostate¢né srovnatelné s rutinni meto-
dou méreni. Pravdépodobnou pficinou jsou kalibraéni
rozdily mezi méficimi systémy. Analyza tyreoidnich
hormon( v séru proteinovymi mikroCipy Randox je vSak
cennou zkusenosti pro budoucnost, v nizZ mizeme na-
sazeni metod tohoto typu o¢ekavat i mimo sféru, v niz
doposud jednozna¢né dominuji, tj. i mimo oblast geno-
mickych a proteomickych analyz.
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Fig. 1. Bland-Altman diference diagrams
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