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SOUHRN
V předložené práci stručně referujeme o současném stavu analytických měření parathormonu, markerů kostního obratu 
(BTM) a o nastupující generaci moderních kostních markerů FGF 23 a sklerostinu. Těžištěm sdělení jsou informace o pre-
analytických a analytických procesech stanovení parathormonu (PTH), o referenčních intervalech BTM, silně závislých na 
metodě měření, na regionu, věku a pohlaví, a o dosud nedostatečné analytické úrovni měření FGF 23 a sklerostinu. Velkou 
limitací efektivity měření kostních markerů jsou nedostatečné znalosti jejich preanalytické fáze (stability a druhu vzorků), 
absence standardizace a referenčních systémů jejich analytických fází a z toho pak plynoucí rozpaky při klinické interpretaci 
výsledků měření. Hlavními problémy jsou existence dvou různých zcela nesrovnatelných generací metod měření PTH, závis-
lost výsledků měření BTM na použité metodě, nutnost harmonizace jednotek měření u BTM a velmi nedostatečně rozvinutý 
stav analytických metod měření FGF 23 a sklerostinu. 
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SUMMARY
Friedecký B., Vávrová J.: Harmonization of bone marker measurements. Analytical minireview.
Contribution deals with current key problems in measurement of some important bone markers. Namely is referred on 
the parathormon (PTH), bone turnover markers (BTM) and on the FGF-23 and sclerostin as markers of bone and mineral 
disorders in near future. Main problems are introduced. Stability, kind of samples, and choice of suitable method for routi-
ne analysis of field clinical laboratories in the case of PTH. Strong dependency of reference intervals for BTM on the used 
method. region, age, sex. Necessity of using the harmonized measurement units for S-CTx and S-P1NP results. Lack of 
modern, fast and comparable methodology for FGF-23 and sclerostine measurement. 
Keywords: �PTH, BTM, FGF-23, sclerostine, comparability, interpretation of laboratory results.

Parathyroidní hormon - PTH

Analytické metody měření PTH mají již řadu let 
zásadní nedostatky bránící dosažení srovnatelnosti 
výsledků. Jde o nestabilitu vzorků, závislost na typu 
vzorku, neprovedenou, i když řadu let ohlašovanou, 
standardizaci metod [1]. Almond a spol. demonstrovali 
tyto problémy rozsáhlou studií pěti metod (kitů) výrobců 
Beckman Coulter, Roche Diagnostics, DiaSorin, Sie-
mens Advia, Siemens Immulite u souboru 98 pacientů 
[2]. Diference mezi výsledky byly 2,8násobné a tomu 
odpovídala nesouhlasná klinická klasifikace u 79 % 
pacientů, ačkoliv údaje výrobců o hodnotách referenč-
ních intervalů, uvedené v dokumentaci výrobců, jsou 
velmi podobné. Rozpaky nad důsledky problematické 
kvality měření PTH jsou zřejmé i z klinické interpretace 
PTH v draftu nové verze klinického doporučení KDIGO-
MBD z roku 2016 [3]. 

Přestože se od doby publikace prací [1,2] mnoho 
analytických aspektů měření PTH změnilo, až pěti-
násobné diference mezi výsledky metod přetrvávaly 
i v roce 2016 [4]. V recentní práci [5] jsou stručně shr-
nuty tři skupiny problémů měření PTH. Prvním je exis-
tence dvou odlišných metod. Jde o metody, měřící 
1-84 PTH bez labilních fragmentů (1-84 PTH, 3. gene-
race) a o metody, měřící „intact“ PTH (2. generace) 
s interferencemi nestabilních fragmentů (zejména frag-
mentu 7-84). Výsledky metod jsou navzájem nesrovna-
telné. Přesto se již několik let paralelně udržují na trhu 

i v používání rutinních laboratoří a jsou dokonce výrob-
ci, produkující obě generace metod bez ohledu na jejich 
nesrovnatelnost. Druhým problémem je stabilita vzorku 
v době mezi jeho odběrem a analýzou a diference této 
stability u různých typů vzorků (séra a různých druhů 
plasmy). Třetím problémem je neprovedená standardi-
zace měření a tvorby referenčního systému. 

PTH lze považovat za demonstraci toho, jak u velmi 
důležitého biomarkeru může být jeho klinická interpre-
tace výrazně ovlivněna všemi aspekty kvality - preanaly-
tickými, analytickými i postanalytickými, tedy stabilitou 
vzorku, volbou metody a volbou referenčních a rozho-
dovacích limitů [6]. 

Standardizace měření a referenční systém měře-
ní, vyřešení volby vhodného vzorku a použití vhodné 
metody jsou podstatné priority pro další směr při měření 
PTH. Stabilita vzorku klesá v řadě EDTA plasma, hepa-
rin plasma, sérum. Oddělení plasmy od elementů je 
nutné provést podle různých pramenů do 8 až 24 hod. 
Skladování plazmy je nezbytné při 4°C [7]. Informací 
v dokumentaci výrobců je jako obvykle málo. Stabilita 
vzorků u 3. generace stanovení (1-84 PTH) je údajně 
po odběru vzorků vyšší, než u generace druhé (intaktní 
PTH). Plná krev, odebraná do gelových zkumavek bez 
EDTA, by měla být stabilní 24 hod v chladničce. Vzorky 
EDTA plasmy u 3. generace metody jsou údajně sta-
bilní osm hodin při pokojové teplotě a dva dny při 4°C 
[8]. Stabilita byla recentně znovu ověřena jak pro měře-
ní druhou (intact PTH), tak i třetí (1-84 PTH) generací 
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metod. EDTA plasma je stabilnější než sérum. Nicméně 
v současnosti se preferuje vzorek séra z krve, odebra-
né do gelových zkumavek, skladovaný při 4°C a do 
čtyř hodin po odběru centrifugovaný. Tento postup 
umožňuje současné stanovení Ca, považované za zce-
la nezbytné pro klinická rozhodování [9]. 

I mezi kity různých výrobců stejné, třetí generace 
(DiaSorin Liaison a Roche Diagnostics), byly zazname-
nány signifikantní diference. Ty byly dány různou úrov-
ní pracovních kalibrátorů obou metod. Po rekalibraci 
obou metod s použitím referenčního materiálu WHO 
1-84 PTH diference vymizely a výsledky se plně har-
monizovaly, staly se zaměnitelnými a poskytly totožné 
referenční intervaly [10]. 

Souberbielle a spol. navrhli prozatímní zásady tvorby 
referenčních intervalů PTH a interpretace výsledků před 
standardizací měření [11], které by na základě součas-
ných poznatků mohly představovat kroky k harmonizaci: 
-	 používání séra, ne plasmy přes její větší stabilitu, 

což umožní současné sledování Ca,
-	 skladování krve v chladničce, centrifugace a analý-

za do čtyř hodin,
-	 ranní vzorek po nočním lačnění,
-	 jedinci s normální koncentrací vitaminu D pro určení 

referenčních intervalů,
-	 jedinci s normální renální funkcí pro určení referenč-

ních intervalů,
-	 zohlednění závislosti na metodě měření.

Data Tabulky 1 ukazují nevhodně malou četnost 
používání metod 3. generace PTH a také málo propra-
cované způsoby externího hodnocení kvality. Program 
SEKK - Endokrinologie  nerespektuje, že mezi hodnota-
mi kitů třetí generace jsou systematické diference a hod-
notí je bez rozlišení, program RfB při hodnocení zatím 
vůbec nerozlišoval mezi výsledky 2. a 3. generace. 

Table 1: PTH in EQA programs

Program Parameter CV % n

SEKK BM 2/2016
iPTH 26.5 85

1-84 PTH 6.3 29

SEKK E 2016
iPTH 22 464

1-84 PTH 21 31

RfB 2016 PTH all 25 400

Markery kostního obratu – BTM (bone 
turnover marker)

Společné stanovisko IOF (International Osteoporo-
sis Foundation) a Pracovní skupiny IFCC (WG – Bone 
markers assays) považuje S-P1NP za marker osteofor-
mace a S-CTx za marker osteoresorpce. O jiných labo-
ratorních markerech zde není uvažováno. Diagnostický 
význam BTM je omezený [12-14]. Souvislost s četností 
fraktur je sice statisticky významná, nicméně oba BTM 
jsou významné zejména ke sledování farmakoterapie 
poruch osteoporózy.

Markery S-P1NP a S-CTX, sledované po šesti 
měsících terapie bisfosfonáty, mají vykázat snížení o ≥ 
30 % vůči hodnotám před zahájením léčby [15]. U roz-

sáhlé studie terapie zolendronátem byl pozorován roční 
pokles od základní linie o 26 % u S-CTx a o 17 % u S-
P1NP [16]. Doporučení IOF ke sledování adherence při 
terapii bisfosfonáty považuje za dostatečný limit pokles 
od základní linie po třech měsících používání o 38 % 
u S-P1NP a o 56 % u S-CTx [17]. Při sledování efektu 
terapie se standardně nepoužívá osteokalcinu a kostní 
ALP. 

Již delší dobu je silně pociťována potřeba standar-
dizace BTM, ale pokrok v ní je fakticky nevýznamný 
a převážně zůstává v rovině záměrů a projektů [18]. 
Recentní práce [19] navrhuje jako počáteční minimum 
harmonizace tvorbu referenčních intervalů pro geogra-
fické regiony a pro metody výrobců. K obecně platným 
referenčním intervalům je zatím daleko (nejsou referenč-
ní metody a referenční materiály). Jako počátek harmo-
nizace je nově navrženo vyžadování harmonizovaných 
jednotek měření: ng/l pro S-CTX a µg/l pro S-P1NP. 

Příkladem dobře doloženého nedostatku standar-
dizace je porovnání výsledků diagnostických kitů IDS 
a Roche Diagnostics pro měření S-CTx. Systematické 
diference mezi výsledky nativních sér pacientů jsou sig-
nifikantní, existuje vysoký bias mezi metodami. Pracov-
ní kalibrátory testovaných metod jsou navzájem neko-
mutabilní [20]. 

V Tabulce 2 uvádíme souhrn recentně publikova-
ných markerů kostní remodelace. Australské referenční 
intervaly harmonizované použitím kitů Roche Diagnos-
tics S-CTx a S-P1NP s důslednou harmonizací jednotek 
měření [21], platné pro sérum i plasmu, vykazují dob-
rou shodu s o něco později publikovanými hodnotami 
rovněž australské skupiny mužů 70-89 let [22]. U obou 
studií volba diagnostických kitů Roche Diagnostics eli-
minovala nežádoucí vliv použitých metod na hodnoty 
měření. K podmínkám, zvyšujícím stupeň harmonizace 
omezením preanalytických vlivů, patří snížení příjmu jíd-
la a respektování diurnálních rytmů ranním odběrem. 
Výsledky evropské studie u souboru zdravých preme-
nopauzálních žen ukazují závislost hodnot na použité 
metodě (Roche Diagnostics vs. ELISA), větší u S-CTx, 
menší u S-P1NP (23). Ukázkou regionální studie refe-
renčních intervalů S-CTx a S-P1NP u vybraného sou-
boru (španělské premenopauzální ženy) je práce [24], 
kde je rovněž prokázaná závislost na použité metodě 
(Roche Diagnostics, IDS iSYS), více u S-CTX, méně 
u S-P1NP). Atypicky byla prostřednictvím dotazníku 
na síti Facebook získána data pro určení hodnot BTM 
soupravami firmy Roche Diagnostics u mladých žen 
(16 až 25 let) s hormonální antikoncepcí [25]. Referenč-
ní intervaly v práci [26] byly získané diagnostickými kity 
IDS iSYS a demonstrují nejen diference vůči výsledkům 
měření diagnostiky Roche, ale i vliv věku a s ním spoje-
ný pokles hodnot u mužů a jejich nárůst u žen. 

FGF-23, kostní ALP, sklerostin představují para-
metry blízké budoucnosti diagnózy a sledování kostní-
ho, elektrolytového a renálního metabolismu. FGF-23, 
marker metabolismu fosfátů, má při svém značném 
klinickém významu doposud velmi nedostatečné ana-
lytické možnosti stanovení, omezené na manuální 
metody ELISA. Ty obvykle vyžadují několikahodinovou 
inkubaci a množství vynaložené manuální práce. FGF-



164	 Klinická biochemie a metabolismus 4/2017

23 lze stanovit jako dva analyty s rozdílným složením, 
koncentrací a patrně i klinickým významem:
-	 intaktní FGF-23
-	 C-terminální FGF-23

Je jen málo informací o analytické kvalitě (a stejně 
tak i o kvalitě preanalytické) a ani ty nejsou povzbudivé. 
Existuje jen několik validních studií. Přiměřeně jsou otes-
továny kity Kainos, Immunotopics a Millipore [27-30]. 
Kit Immunotopics může stanovit jak intaktní, tak i C-ter-
minální FGF-23, ostatní jen intaktní FGF-23. Preciznost 
kolem CV% = 10 odpovídá obvyklým hodnotám u ELI-
SA metod. Diference mezi kity jsou značné, harmoniza-
ce neexistuje, zaměnitelnost výsledků různých metod je 
nemožná, korelace mezi metodami neexistuje. Klinické 
závěry různých studií jsou závislé na použité metodě 
a nejsou navzájem zaměnitelné [31, 32]. Preference 
intaktního FGF-23 vůči C-terminálnímu štěpu je výraz-
ná. U C-terminálního FGF-23 jsou klinické závěry méně 
informativní, než by bylo zapotřebí. K analýze je nut-
né používat plasmy (EDTA, heparin), sérum použitelné 
není. Rozhodným obratem cesty k harmonizaci výsled-
ků měření, nezbytné pro jeho klinickou efektivitu by 
měla být chvíle, kdy se na trhu objeví automatizovaná 
chemiluminiscenční metoda DiaSorin Liaison k měření 

intaktního FGF-23. V současné době jsou data této 
metody dostupná v dokumentaci výrobce [32] (Tabul-
ka 3). V době pořizování publikace byly i zcela recentní 
publikace o FGF-23 v různých klinických situacích stále 
ještě založeny na datech, získaných metodou ELISA, 
nejčastěji kity Immunotopic (intaktní FGF-23).

Table 3: DiaSorin Liaison FGF-23 basic analytical data, obtai-
ned by 3 lots in 2 laboratories

CV% 6.7

Recovery  % 94 - 102

Dilution experiment 93 - 110
 
Kostní alkalická fosfatáza není doporučena jako 

standardní marker osteoformace, ale její klinický význam 
u hemodialyzovaných pacientů je v poslední době čas-
to zdůrazňován. Cavalier a spol. publikovali srovnání 
výsledků šesti různých kitů, používaných v rutinních 
laboratořích (Beckman Coulter Ostase IRMA, Beckman 
Coulter Ostase Access, IDS iSYS Ostase, IDS iSYS ELI-
SA, DiaSorin Ostase, Quildel Micro Vue BAP) a získali 
šest souborů navzájem se lišících výsledků [33]. Chybí 
standardizace. Korelace mezi výsledky je sice dobrá 

Table 2: Reference intervals of BTM. S-CTx in ng/l. S-P1NP in µg/l

Parameter Manufacturer Population Reference interval Ref.

S-CTx Roche Men 25 - 70 year 100 - 600 21

Men > 70 year 100 - 750

Women premeno 150 - 800

Women meno 50 - 800

S-P1NP Roche Men 25 - 70 year 15 - 80

Men> 70 year 15 - 115

Women premeno 15 - 70

Women meno 15 - 90

S-CTx Roche Men 70 - 89 year 117 - 740 22

S-P1NP Roche 18 - 129

S-CTx Roche Healthy premeno women 111 - 791 23

ELISA 177 - 862

S-P1NP Roche 17 - 83

ELISA 19 - 75

S-CTx Roche Healthy premeno women Spain 137 - 484 24

IDS iSYS 109 - 544

S-P1NP Roche 23 - 63

IDS iSYS 22 - 65

S-CTx Roche Women 16 - 25 years 230 - 1000

S-P1NP Roche 29 - 131 25

S-CTx IDS iSYS Men 120 - 830

Men >70 year 50 - 850

Women premeno 50 - 670

Women meno 90 - 1050

S-P1NP IDS iSYS Men 31 - 79 26

Men> 70 16 - 68

Women premeno 19 - 75

Women meno 18 - 102
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(r = 0,922 - 0,995), ale vzorek s cílovou hodnotou 10 
µg/l měřenou metodou firmy Beckman Coulter Ostase 
Access se při měření ostatními pěti metodami pohybo-
val v intervalu  7,7 až 14,7 µg/l, u cílové hodnoty 20 µg/l 
byl stanoven interval 16,9 až 27,9 µg/l.

Analytická situace při měření sklerostinu je velmi 
podobná situaci u FGF-23. Značné diference jsou zjišťo-
vány mezi výsledky manuálních ELISA metod Teco, 
Biomed a RD. Další značné diference jsou pozorované 
mezi výsledky v séru a plasmě, minimálně o 30 % [34-
36]. Korelace mezi výsledky metod jsou nízké (r = 0,21 
- 0,89). Není souhlas mezi metodami, není zaměnitel-
nost výsledků různých metod a jejich klinickými závě-
ry ze studií, nejsou zřejmé obecné referenční intervaly 
[37]. I zde lze očekávat zavedení automatizované che-
miluminiscenční metody stanovení za základ rozhodu-
jícího pokroku. 
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