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Problémy méreni PTH pfi sledovani chronické renalni choroby.
Minireview.
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SOUHRN

Cil: Strucny prehled analytickych a klinickych aspektl méfeni parathyroidniho hormonu v séru s dirazem na posouzeni
srovnatelnosti soucasné pouzivanych metod v klinickych laboratorich.

Metoda: Prostudovani a vyhodnoceni recentni odborné literatury z let 2009-2014, doplnéné experimentem u souboru pa-
cientl lécenych na hemodialyze. V ném bylo sledovano 99 pacientd tfemi metodami druhé generace (Roche, DiaSorin,
Siemens DPC) a dvéma metodami 3. generace (DiaSorin, Roche).

Vysledky a diskuse: Vysledky ziskané riiznymi metodami jsou velmi odligné. Hodnoty mediand jsou az dvojndsobné odlisné
a u zvysenych hodnot jsou rozdily jesté vyssi. Systematické diference jsou vyznamné nejen mezi metodami rdznych genera-
cf, ale (méné) i mezi metodami generaci stejnych. Cetnost vysledk( uvnitt rozhodovaciho limitu KDIGO 2009 se v zavislosti
na pouzitém kitu liSila u pacientt na hemodialyze az 2,5 nasobné. Prvnim krokem k postupné harmonizaci méreni PTH
u rendlné nemocnych pacientl by mélo byt pouziti 3. generace imunochemickych metod. Principilnim feSenim bude stan-
dardizace na bazi separacnich metod LC-MS/MS.

Klicova slova: PTH, druha a treti generace, hemodialyza, srovnatelnost, standardizace.

SUMMARY

Vavrova J. , Friedecky B., Pavlikova L.: Problems of measuring PTH in following chronic renal disease: A mini-
review.

Method: Overview of recent literature on the PTH comparability from 2009-2014. Comparison of PTH results obtained from
99 patients on the hemodialysis during their regular controls. We used for this purpose three methods of 2™ generation
(DiaSorin, Roche, Siemens DPC) and two methods of 3™ generation (DiaSorin, Roche).

Results and discussion: Results obtained by different methods are not comparable. Median values are two times or more (in
higher concentrations) different between results obtained by 2™ or 3" generation of methods. Differences between methods
of the same generation are also significant. Number of patients on the hemodialysis with values in required interval of decisi-
on limits according to KDIGO 2009 was strongly dependent on the used method and maximum of these differences was
approximately 250%. In our opinion is introducing the 3" generation methods of measurement PTH first step to improving
the use of PTH in chronic renal diseased patients. Definitive step to rational use of PTH measurement is standardization.
Keywords: PTH, 2" and 3" generation of methods, hemodialysis, comparability, standardization.

Role PTH
> J[Ca?"

Parathyroidni hormon PTH je mala proteinova mole- —
kula s 84 aminokyselinami (intaktni 1-84 PTH). Jsou ol
znamy dva prekurzory, jejichz postupnym Stépenim ¥
1-84 PTH vznika - prePTH (115 aminokyselin) a proPTH TPTH1-84 —l
(90 aminokyselin). Oba jsou imunochemicky nedeteko- | Fo - | | =5 |
vatelné. Biologicky poloCas PTH je kratky (2-4 minuty). -
Do krevniho obéhu je uvolfhovan v zavislosti na hodno- Stimulation of 1 o.-hydroxylase
tach Ca?* v krvi. PTH je Kklicovy pro regulaci metabo- orease| Ca* ro- > 25(t)H) =
lismu Ca a P. Stimuluje kostni resorpci, reabsorpci Ca absorption, increased : 2 g e
v ledvinach, hydroxylaci 25-OH vitaminu D v ledvinach, phosphate excretion
podili se na snizovani koncentrace anorganickych Increased Ga®* absorption
fosfatl v séru. Na obrdzku 1 jsou regulacni role PTH v ¥ L 4
a vztahy k metabolismu a funkci ledvin a kosti sche- = T[Ca*]

maticky znézornéné. Stanoveni PTH hraje ddlezitou roli
u chronickeé ledvinové choroby, kostniho metabolismu,  Fig. 1. Direct and indirect mechanisms for PTH regulation of
hyper a hypokalcémie a u hyperparathyroidismu [1].  plasma-ionised calcium (reprinted from [15]).
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PTH, doporuéeni, chronické ledvinové
choroby a poruchy elektrolytti u kostniho
metabolismu

Zékladni poznatky o interpretaci vysledkd PTH
u pacientl s ledvinovymi chorobami a s poskozenim
kostniho metabolismu jsou obsazeny v mezinarodnim
nefrologickém doporuceni KDIGO 2009 [2]. V dopo-
ruceni KDIGO 2009 se jako diagnosticky rozhodovaci
limit uvadiinterval 2-9*URL (upper reference limit - horni
referencni limit). Hodnoty nad 2*URL by mély vzdy vést
k vySetreni Ca, P, ALP a 25-OH vitaminu D. U pacientt
léCenych hemodialyzou ma byt hodnota PTH udrzova-
na v rozmezi 2*URL az 9*URL. NizSi hodnoty jsou indi-
kaci k zméné terapie, ktera by vedla ke snizeni fosfatd,
zvySeni Ca (pomoci 1éCby kalcimimetiky). Zvyseni nad
hodnotu 9*URL by mélo byt jednim z ukazatel( prove-
deni parathyroidektomie. U pacientt s eGFR < 0,75 ml/
s/1,73m? doporucuje KDIGO 2009 stanoveni zakladni
linie (base line) hodnot Ca, P, ALP, PTH a vitaminu D
v séru a poté sledovani zmény v Case a zavislosti na
terapii. S klesajici hodnotou eGFR roste pocet pacientd
s PTH nad URL a s deficienci vitaminu D.

Doporuceni KDIGO 2012 [3], jinak mezinarodné
lékarskou verejnosti Siroce akceptované, vak zddraz-
nuje predevsim a explicitné variabilitu vysledk’ mérent
PTH v zavislosti na pouzitych metodach (stejné tak pfi-
stupuje k méreni 25-OH vitaminu D) a nezarazuje je do
kontextu mediciny, zaloZzené na dikazech (EBM).

Tento pristup je odtvodnény a PTH je velmi kon-
troverzni analyt. Proto hodnoty rozhodovacich limitd,
navrzené v doporuceni KDIGO 2009 jsou pro svou ne-
urcitost, danou neumeérné vysokou variabilitou vysled-
ki méreni, prekvapivé.

K informaci a shrnuti problém( sledovani poruch
aléCby poruch kostniho metabolismu u pacient(
s chronickou rendlni chorobou (CKD) Ize doporu-
¢it recentni literarni prehled zahrnujici monitorovani
a vyhodnocovani eGFR, P, Ca, PTH a vitaminu D [4].

Variabilita méreni PTH

V soucCasnosti maji laboratofe k dispozici pro sta-
noveni PTH imunochemické metody 2. a 3. generace.
Metody 2. generace jsou komercné oznaCovany jako
H»intact” PTH, metody 3. generace jsou oznaCovany jako
L,oiointact* PTH nebo také jako ,1-84 PTH". Metody 3.

generace se objevily v nabidce diagnostickych souprav
nedavno (az po roce 2012). V tomto okamziku jsou na
trhu promiskuitné obé generace a dokonce i vyrob-
ci novych kitl 3. generace zatim ponechavaji ve svém
portfoliu i metody generace druhé. Problém je v zasadni
nesrovnatelnosti rdznych metod mezi sebou, a to vétsi
mezi generacemi, mensi, ale vyznamné, uvnitf nich.

Obr. 2 zndzormuje zasadni rozdil mezi 2. a 3. gene-
raci stanoveni PTH. Treti generace diagnostickych
kith pouziva reagenéni zachytné protilatky, orientova-
né na N-terminalni epitop (1-4) PTH. Cilem je vyhnout
se interferenci fragmentu 7-84, plsobiciho velké pro-
blémy zejména prfi interpretaci vysledkd u pacient(
s chronickym rendlnim poskozenim. Kity 2. generace
vyuzivaji epitopl pobliz stredu molekuly PTH, coz neu-
mozni redukovat Vvliv interferujiciho fragmentu 7-84 na
vysledek méfeni. Kontroverzni situaci interpretace PTH
podle doporuceni KDIGO 2009 jesté pred objevenim
se 3. generace metod na trhu ddkladné analyzuje pra-
ce Cavaliera a spol. [7].

Zpfistupnéni kitl 3. generace spletitou situaci pfi
interpretaci vysledk( jesté zkomplikovalo. Proto je
logické, ze v posledni dobé velmi narlistéa pocet pub-
likaci, hodnoticich vztahy mezi metodami 2. a 3. gene-
race jak z hlediska analytického (kvantita vysledkd), tak
klinického (interpretace vysledkd predevsim u pacient(
s renalni chorobou).

Obé dostupné metody biointaktniho PTH (Roche,
DiaSorin) byly testovany jiz vroce 2012 [8]. Vykaza-
ly sice dobrou uroven korelace, ale také systematické
deviace, zvysujici se s tim, jak roste koncentrace PTH
ve vzorcich. Z nasleduijicich studii vysledkd a interpreta-
ce 3. generace metod PTH je vhodné zminit prace [9,
10]. Z téchto praci se dozvime, ze metody 2. generace
poskytuji vySsi vysledky. U pacientl s ESRD (kone¢nou
fazi rendini choroby) préimémé o 60 %, u ostatnich jedin-
¢l s chronickou rendlni chorobou v préiméru o 18 % [9].
Vysledky 3. generace Udajné koreluji lépe s hodnotou
BMD, nez vysledky, dosazené metodami 2. generace.
Porovnani 2. a 3. generace je vSak ztizeno i tim, ze ani
metody 2. generace nejsou mezi sebou dobre srovnatel-
né [10]. Napriklad metody 2. generace Architekt (Abbott)
a Advia (Siemens) poskytuji vyrazné vyssi vysledky, nez
Vitros a Beckman téze generace. U pacient’ s chronic-
kou rendlni chorobou je srovnatelnost jesté podstatné
horsi, nez u ostatnich. Hodnoty PTH, ziskané metoda-
mi 3. generace udajné lépe koreluji s Ca, P, ALP, nez
vysledky, ziskané 2. generaci metod.

Partial PTH amino acid sequence

Immunoassay epitopes

‘Whole' ‘Intact’ ‘Intact’ C-terminal
(1-4) (12-20) (26-32) (34-84)
\ )
U
3 generation 2™ generation 1 ion RIA, plus cap

antib&ly in 2%/3 generation assays

Fig. 2. Antibody epitopes of first-generation RIAs, second-generation (,intact“) and third-generation (,whole“) PTH immuno-

assays (reprinted from [15]).
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KDIGO 2009 obecné doporuCuje udrzovat PTH
u pacientd s chronickou renaini chorobou v rozmezi
2 az 9 nasobku URL, avSak hodnoty URL jsou velmi
zavislé na metodé pouzité k méreni. Logicky vznikaj
problémy s Kklinickou interpretaci u pacient, které jsou
obsahem Fady recentnich publikaci.

Prace [11] ukazuje razantni zmény interpretace
a diagnostické Klasifikace v ddsledku zmény metod
2. generace (Roche, Abbott, DiaSorin) za metody
3. generace PTH (Roche, DiaSorin).

U dialyzovanych pacient( a pri pouziti kriterii KDIGO
2009 (cut off 2-9*URL) byla ziskana vyznamné odliSna
klinicka klasifikace pacientd. U 3. generace PTH bylo
23 — 27 % vysledkd pod cut off, u 2. generace PTH
32 — 41 %. Nad cut off bylo u 3. generace 6 — 10 %,
zatimco u generace druhé to bylo 16 — 19 %.

Rozsahla mezilaboratorni studie Eddingtona a spol.
[12] pracovala s populaci dialyzovanych pacientd
a s deseti kity jak druhé, tak i tfeti generace metod v 17
laboratorich. Hodnoty PTH jsou u pacientli na hemo-
dialyze velmi odlisné jak &iselng, tak i klinicky. Rozdilna
diagnosticka klasifikace byla zjiSténa u 36 % pacient(
pii pouziti hodnot referencénich intervald vyrobcl. Po
adjustaci na vlastni referen¢ni intervaly se tato hodnota
Zlepsila na 16 % neshodnych klasifikaci. 3. generace
poskytla v priméru 0 28 % nizsi vysledky. Korelace
je dobra u nizsich koncentraci, ale jak se tyto zvysuii,
korelace se zhorSuje. Byla provedena korekce (mate-
maticka) s cilem dosazeni harmonizace mezi UCastni-
cimi se laboratofemi. Po ni bylo nutné preklasifikovat
léCebny rezim u 21 % pacient.

Hodnoty PTH zavisi na koncentraci 25-OH vitami-
nu D a jsou k dispozici odhady kvantifikujici vztah mezi
obé&ma analyty. Zde se naléza v pracovnich postupech
vyrobcl fada nesrovnatelnosti u dilezitych Udaju.
Napriklad experimentdlné stanovena hodnota hormniho
referencniho limitu u kitu Abbott Architect pro populaci
dostatecné saturovanou vitaminem D (75 nmol/l a vySe)
byla 10 pmol/l, udaj vyrobce o hodnoté URL vsak jen
7,2 pmol/l [6].

Mala studie PTH s pouzitim 2. a 3.
generace diagnostickych souprav
u dialyzovanych pacientt

Byla provedena na pracovisti autor( s pouZzitim péti
kitd. Tri patfily do 2. generace: Roche intact PTH, Dia-
Sorin intact PTH, Siemens PTH, dva do generace treti:
Roche 1-84 PTH, DiaSorin 1-84 PTH.

Vyhodnoceno bylo 169 vysledkd od 99 pacientd na
hemodialyze, ze vzork( odebranych pri pravidelnych
meésicnich kontrolach.

Procento vysledkd v intervalu hodnot 2-9*URL koli-
salo u rlznych metod v rozmezi 24 - 65 pmol/l, tedy
v intervalu zpochybriujicim nejen klinickou srovnatel-
nost, ale i pouzitelnost.

Z obr. 3 zobrazujiciho vysledky meéfeni souboru
uvedenymi metodami Ize vydist nasleduijict:

- 3. generace poskytuje nizsi vysledky méreni, nez
druha

- diference mezi mediany hodnot 2. a 3. generace
jsou témér dvojnasobné

- imetody 2. i3. generace, produkované rlznymi
vyrobci vykazuji mezi sebou systematické diference

vySSi je koncentrace PTH ve vzorku.
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Fig. 3. PTH in 99 hemodialyzed patients — comparison
between five assays

Harmonizace, standardizace, reference

Stanoveni a klinick& interpretace je pregnantnim
prikladem nezbytnosti standardizace a ukazkou silné-
ho omezeni klinického vyznamu nakladného vysetteni,
pokud neni standardizace provedena. DOvodem stan-
dardizace je (jako ve vSech pripadech jinych analyt()
dosaZeni srovnatelnosti vysledkd a ustanoveni rele-
vantnich referencnich intervalll a rozhodovacich mezi
pro diagndzu a terapii pacientd.

SoucCasna uroven potfebné standardizace PTH je
v samotném pocatku. Nastroje budouci standardizace
vSak existuji. PfedevSim je to novy mezindrodni stan-
dard PTH 95/646. Probiha intenzivni vyvoj referencnich
metod, které budou nepochybné vytvoreny na bazi
tandemové hmotnostni spektrometrie.

Strategii standardizace ajeji bezpodmine¢nou
potfebu zejména pro pacienty s renalnimi chorobami
shrnula Sturgeonova a spol. [14]. Cavalier a spol. [15]
ukazali v posledni dobg, ze jiz samotné pouziti stan-
dardu IS 95/646 (v proteinové matrici) po rekalibraci
rutinné pouZivanych kitl 3. generace vyznamné snizi
diference mezi vysledky obou kitl jak u souboru paci-
entd bez chronické rendlni choroby, tak i u souborl
dialyzovanych pacientt i u soubor pacient’ s primar-
nim hyperparathyroidismem.

Prehled sou¢asnych moznosti a budoucich trend(
stanoveni PTH LC-MS/MS metodologii je souhrnné
uveden v praci [16]

Pracovni skupina IFCC pro PTH
Jeji slozeni a Ukoly, které FeSi, naleznete na www.

ifcc.org po vyhledani oddilu IFCC SD (Scientific division)
a nasledné pododdilu WG-PTH (Pracovni skupina PTH).
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Jako dlouhodoby cil si pracovni skupina stanovila:
podrobné otestovani referenéniho materidlu IS
95/646

ustanoveni referenéni metody IFCC

vytvoreni definice referenéni populace

Prozatimni harmonizac¢ni Usili, do doby, nez bude

hotova standardizace stanoveni, by mélo podle skupi-
ny prednostné smérovat k vytvoreni metodicky zavis-
lych rozhodovacich (akénich) limitd pro diagnostiku,

klasifikaci a lé¢bu renélnich pacientd. Stejny smér Usilf

by mély sledovat i klinické laboratore a zejména vyrobci
diagnostik.
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