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SOUHRN

V predlozené préci struéné referujeme o soucasném stavu analytickych méreni parathormonu, marker( kostniho obratu
(BTM) a o nastupuijici generaci modernich kostnich marker( FGF 23 a sklerostinu. Tézistém sdéleni jsou informace o pre-
analytickych a analytickych procesech stanoveni parathormonu (PTH), o referencnich intervalech BTM, silneé zavislych na
metodé meéreni, na regionu, véku a pohlavi, a 0 dosud nedostate¢né analytické urovni méreni FGF 23 a sklerostinu. Velkou
limitaci efektivity méreni kostnich markerd jsou nedostatec¢né znalosti jejich preanalytické faze (stability a druhu vzorkd),
absence standardizace a referencnich systémU jejich analytickych fazi a z toho pak plynouci rozpaky pi klinické interpretaci
vysledkd méreni. Hlavnimi problémy jsou existence dvou réiznych zcela nesrovnatelnych generaci metod méreni PTH, zavis-
lost vysledkd méreni BTM na pouzité metodé, nutnost harmonizace jednotek méreni u BTM a velmi nedostatecné rozvinuty
stav analytickych metod méreni FGF 23 a sklerostinu.
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SUMMARY

Friedecky B., Vavrova 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.

Parathyroidni hormon - PTH

Analytické metody meéreni PTH maji jiz fadu let
zésadni nedostatky branici dosazeni srovnatelnosti
vysledkd. Jde o nestabilitu vzork(, zavislost na typu
vzorku, neprovedenou, ikdyz fadu let ohlaSovanou,
standardizaci metod [1]. Almond a spol. demonstrovali
tyto problémy rozsahlou studii péti metod (kitd) vyrobct
Beckman Coulter, Roche Diagnostics, DiaSorin, Sie-
mens Advia, Siemens Immulite u souboru 98 pacientd
[2]. Diference mezi vysledky byly 2,8nasobné a tomu
odpovidala nesouhlasna klinickéa klasifikace u 79%
pacientd, ackoliv Udaje vyrobcl o hodnotach referenc-
nich intervall, uvedené v dokumentaci vyrobct, jsou
velmi podobné. Rozpaky nad ddsledky problematické
kvality méreni PTH jsou zfejmé i z klinické interpretace
PTH v draftu noveé verze klinického doporuceni KDIGO-
MBD z roku 2016 [3].

Prestoze se od doby publikace praci [1,2] mnoho
analytickych aspektd méreni PTH zménilo, az péti-
nasobné diference mezi vysledky metod pretrvavaly
i vroce 2016 [4]. V recentni praci [5] jsou struc¢né shr-
nuty tfi skupiny problémd méreni PTH. Prvnim je exis-
tence dvou odlisnych metod. Jde o metody, méfici
1-84 PTH bez labilnich fragmentt (1-84 PTH, 3. gene-
race) a o metody, méfici ,intact® PTH (2. generace)
s interferencemi nestabilnich fragment( (zejména frag-
mentu 7-84). Vysledky metod jsou navzajem nesrovna-
telné. Presto se jiz nékolik let paraleliné udrzuiji na trhu

i v pouzivani rutinnich laboratofi a jsou dokonce vyrob-
ci, produkujici obé generace metod bez ohledu na jejich
nesrovnatelnost. Druhym problémem je stabilita vzorku
v dobé mezi jeho odbérem a analyzou a diference této
stability u réiznych typl vzorkd (séra a réiznych druh(
plasmy). Tretim problémem je neprovedena standardi-
zace meéreni a tvorby referenc¢niho systému.

PTH Ize povazovat za demonstraci toho, jak u velmi
ddlezitého biomarkeru mUze byt jeho klinicka interpre-
tace vyrazné ovlivnéna vSemi aspekty kvality - preanaly-
tickymi, analytickymi i postanalytickymi, tedy stabilitou
vzorku, volbou metody a volbou referenénich a rozho-
dovacich limitd [6].

Standardizace méreni a referenéni systém meére-
ni, vyreSeni voloy vhodného vzorku a pouZiti vhodné
metody jsou podstatné priority pro dalsi smér pfi méreni
PTH. Stabilita vzorku klesa v fadé EDTA plasma, hepa-
rin plasma, sérum. Oddéleni plasmy od elementd je
nutné provést podle rliznych pramend do 8 az 24 hod.
Skladovani plazmy je nezbytné pfi 4°C [7]. Informaci
v dokumentaci vyrobct je jako obvykle malo. Stabilita
vzorkd u 3. generace stanoveni (1-84 PTH) je Udajné
po odbéru vzorkd vyssi, nez u generace druhé (intaktni
PTH). PIna krev, odebrana do gelovych zkumavek bez
EDTA, by méla byt stabilni 24 hod v chladni¢ce. Vzorky
EDTA plasmy u 3. generace metody jsou Udajné sta-
bilni osm hodin pfi pokojové teploté a dva dny pfi 4°C
[8]. Stabilita byla recentné znovu ovérena jak pro mére-
ni druhou (intact PTH), tak i tfeti (1-84 PTH) generaci
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metod. EDTA plasma je stabilngjsi nez sérum. Nicméné
v soucasnosti se preferuje vzorek séra z krve, odebra-
né do gelovych zkumavek, skladovany pfi 4°C a do
Styf hodin po odbéru centrifugovany. Tento postup
umoznuje soucasné stanoveni Ca, povazované za zce-
la nezbytné pro klinicka rozhodovani [9].

I mezi kity rdznych vyrobcl stejné, treti generace
(DiaSorin Liaison a Roche Diagnostics), byly zazname-
nany signifikantni diference. Ty byly dany réiznou trov-
ni pracovnich kalibratord obou metod. Po rekalibraci
obou metod s pouzitim referencniho materialu WHO
1-84 PTH diference vymizely a vysledky se plné har-
monizovaly, staly se zaménitelnymi a poskytly totozné
referencni intervaly [10].

Souberbielle a spol. navrhli prozatimni zasady tvorby
referencnich intervalll PTH a interpretace vysledkd pred
standardizaci méreni [11], které by na zakladé soucCas-
nych poznatk( mohly predstavovat kroky k harmonizaci:
- pouzivani séra, ne plasmy pres jeji vetsi stabilitu,

coz umozni sou¢asné sledovani Ca,

- skladovani krve v chladniCce, centrifugace a analy-
za do Ctyr hodin,

- ranni vzorek po nocnim lacnéni,

- jedinci s normalni koncentraci vitaminu D pro uréeni
referencnich interval(,

- jedinci s normalni renalni funkci pro uréeni referenc-
nich intervald,

- zohlednéni zavislosti na metodé méreni.

Data Tabulky 1 ukazuji nevhodné malou cCetnost
pouzivani metod 3. generace PTH a také madlo propra-
cované zpUsoby externiho hodnoceni kvality. Program
SEKK - Endokrinologie nerespektuje, ze mezi hodnota-
mi kitd tfeti generace jsou systematické diference a hod-
noti je bez rozliseni, program RfB pfi hodnoceni zatim
vlbec nerozliSoval mezi vysledky 2. a 3. generace.

Table 1: PTH in EQA programs

Program Parameter CV % n
iPTH 26.5 85
SEKK BM 2/2016
1-84 PTH 6.3 29
iPTH 22 464
SEKK E 2016
1-84 PTH 21 31
RfB 2016 PTH all 25 400

Markery kostniho obratu - BTM (bone
turnover marker)

Spole¢né stanovisko IOF (International Osteoporo-
sis Foundation) a Pracovni skupiny IFCC (WG — Bone
markers assays) povazuje S-P1NP za marker osteofor-
mace a S-CTx za marker osteoresorpce. O jinych labo-
ratornich markerech zde neni uvazovano. Diagnosticky
vyznam BTM je omezeny [12-14]. Souvislost s ¢etnosti
fraktur je sice statisticky vyznamna, nicméné oba BTM
jsou vyznamné zejména ke sledovani farmakoterapie
poruch osteopordzy.

Markery S-P1NP a S-CTX, sledované po Sesti
meésicich terapie bisfosfonaty, maji vykazat snizeni o >
30 % vici hodnotéam pred zahdjenim lécby [15]. U roz-

sahlé studie terapie zolendronatem byl pozorovan roéni
pokles od zakladni linie 0 26 % u S-CTxa o0 17% u S-
P1NP [16]. Doporuceni IOF ke sledovani adherence pfi
terapii bisfosfonaty povazuje za dostatecny limit pokles
od zakladni linie po tfech mésicich pouzivani o 38 %
u S-P1INP a0 56% u S-CTx [17]. Pri sledovani efektu
terapie se standardné nepouziva osteokalcinu a kostni
ALP.

Jiz deli dobu je silné pocitovana potreba standar-
dizace BTM, ale pokrok v ni je fakticky nevyznamny
a prevazné zlstava v roviné zamér( a projektd [18].
Recentni prace [19] navrhuje jako po&atedni minimum
harmonizace tvorbu referencnich intervalll pro geogra-
fické regiony a pro metody vyrobcl. K obecné platnym
referencnim intervaldm je zatim daleko (nejsou referenc-
ni metody a referenéni materialy). Jako po&atek harmo-
nizace je nové navrzeno vyzadovani harmonizovanych
jednotek méreni: ng/l pro S-CTX a ug/l pro S-P1NP.

Prikladem dobre dolozeného nedostatku standar-
dizace je porovnani vysledkd diagnostickych kitli IDS
a Roche Diagnostics pro méfeni S-CTx. Systematické
diference mezi vysledky nativnich sér pacient( jsou sig-
nifikantni, existuje vysoky bias mezi metodami. Pracov-
ni kalibratory testovanych metod jsou navzajem neko-
mutabilni [20].

V Tabulce 2 uvadime souhrn recentné publikova-
nych markert kostni remodelace. Australské referencni
intervaly harmonizované pouzitim kit Roche Diagnos-
tics S-CTxa S-P1NP s dislednou harmonizacijednotek
méreni [21], platné pro sérum i plasmu, vykazuiji dob-
rou shodu s 0 néco pozdgji publikovanymi hodnotami
rovnéz australské skupiny muzd 70-89 let [22]. U obou
studii volba diagnostickych kit Roche Diagnostics eli-
minovala nezadouci vliv pouzitych metod na hodnoty
méreni. K podminkam, zvysujicim stupen harmonizace
omezenim preanalytickych viiv{, patff snizeni prijmu jid-
la a respektovani diurndlnich rytm0 rannim odbérem.
Vysledky evropské studie u souboru zdravych preme-
nopauzalnich zen ukazuji zavislost hodnot na pouzité
metodé (Roche Diagnostics vs. ELISA), vétsi u S-CTx,
mensi u S-P1NP (23). Ukazkou regionaini studie refe-
renénich intervald S-CTx a S-P1NP u vybraného sou-
boru (Spanélské premenopauzalni zeny) je prace [24],
kde je rovnéz prokdzana zavislost na pouzité metodé
(Roche Diagnostics, IDS iSYS), vice u S-CTX, méné
u S-P1NP). Atypicky byla prostfednictvim dotazniku
na siti Facebook ziskana data pro urCeni hodnot BTM
soupravami firmy Roche Diagnostics u mladych zen
(16 az 25 let) s hormonalni antikoncepci [25]. Referenc-
ni intervaly v praci [26] byly ziskané diagnostickymi kity
IDS iISYS a demonstruji nejen diference vici vysledkdm
méreni diagnostiky Roche, ale i vliv véku a s nim spoje-
ny pokles hodnot u muzt a jejich nartist u Zen.

FGF-23, kostni ALP, sklerostin predstavuiji para-
metry blizké budoucnosti diagndzy a sledovani kostni-
ho, elektrolytového a rendlniho metabolismu. FGF-23,
marker metabolismu fosfatl, ma pri svém znacném
klinickém vyznamu doposud velmi nedostatecné ana-
lytické moznosti stanoveni, omezené na manualni
metody ELISA. Ty obvykle vyzaduji nékolikahodinovou
inkubaci a mnozstvi vynalozené manualni prace. FGF-
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Table 2: Reference intervals of BTM. S-CTx in ng/l. S-P1NP in pg/I

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 -683
IDS iISYS 22 -65
S-CTx Roche Women 16 - 25 years 230 - 1000
S-P1NP Roche 29 - 131 25
S-CTx IDSiSYS Men 120 - 830
Men >70 year 50 - 850
Women premeno 50 - 670
Women meno 90 - 1050
S-P1NP IDSiSYS Men 31-79 26
Men> 70 16 - 68
Women premeno 19-75
Women meno 18- 102

23 Ize stanovit jako dva analyty s rozdilnym slozenim,
koncentraci a patrné i klinickym vyznamem:
- intaktni FGF-23
- C-terminalni FGF-23

Je jen malo informaci o analytické kvalité (a stejné
tak i o kvalité preanalytické) a ani ty nejsou povzbudivé.
Existuje jen neékolik validnich studii. Pfimérené jsou otes-
tovany kity Kainos, Immunotopics a Millipore [27-30].
Kit Immunotopics mdze stanovit jak intaktni, tak i C-ter-
minalni FGF-23, ostatni jen intaktni FGF-23. Preciznost
kolem CV% = 10 odpovida obvyklym hodnotam u ELI-
SA metod. Diference mezi kity jsou znac¢né, harmoniza-
ce neexistuje, zaménitelnost vysledkd rléiznych metod je
nemozna, korelace mezi metodami neexistuje. Klinické
zavéry rdznych studii jsou zavislé na pouZité metodé
anejsou navzajem zamenitelné [31, 32]. Preference
intaktniho FGF-23 vc¢i C-terminalnimu $tépu je vyraz-
na. U C-terminainiho FGF-23 jsou klinické zaveéry méné
informativni, nez by bylo zapotfebi. K analyze je nut-
né pouzivat plasmy (EDTA, heparin), sérum pouzitelné
neni. Rozhodnym obratem cesty k harmonizaci vysled-
kd méreni, nezbytné pro jeho klinickou efektivitu by
méla byt chvile, kdy se na trhu objevi automatizovana
chemiluminiscenéni metoda DiaSorin Liaison k méreni

intaktniho FGF-23. V sou¢asné dobé jsou data této
metody dostupna v dokumentaci vyrobce [32] (Tabul-
ka 3). V dobé pofizovani publikace byly i zcela recentni
publikace o FGF-23 v rliznych klinickych situacich stéle
jesté zalozeny na datech, ziskanych metodou ELISA,
nejCastéji kity Immunotopic (intaktni 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

Kostni alkalicka fosfatdaza neni doporucena jako
standardni marker osteoformace, ale jeji klinicky vyznam
u hemodialyzovanych pacient( je v posledni dobé Cas-
to zdlrazriovan. Cavalier a spol. publikovali srovnani
vysledkl Sesti rliznych kitl, pouZivanych v rutinnich
laboratorich (Beckman Coulter Ostase IRMA, Beckman
Coulter Ostase Access, IDS iSYS Ostase, IDSiSYS ELI-
SA, DiaSorin Ostase, Quildel Micro Vue BAP) a ziskali
Sest souborll navzéjem se lisicich vysledk{ [33]. Chybfi
standardizace. Korelace mezi vysledky je sice dobra

164

Klinicka biochemie a metabolismus 4/2017



(r=10,922 - 0,995), ale vzorek s cilovou hodnotou 10
pg/l mérenou metodou firmy Beckman Coulter Ostase
Access se pii méreni ostatnimi péti metodami pohybo-
valvintervalu 7,7 az 14,7 ug/l, u cilové hodnoty 20 ug/I
byl stanoven interval 16,9 az 27,9 ug/l.

Analyticka situace pfi méreni sklerostinu je velmi
podobna situaci u FGF-23. Zna¢né diference jsou zjisto-
vany mezi vysledky manudlnich ELISA metod Teco,
Biomed a RD. Dalsi znac¢né diference jsou pozorované
mezi vysledky v séru a plasmé, minimalné o 30 % [34-
36]. Korelace mezi vysledky metod jsou nizké (r = 0,21
- 0,89). Neni souhlas mezi metodami, neni zameénitel-
nost vysledkl rliznych metod a jejich klinickymi zave-
ry ze studii, nejsou zfejmé obecné referendni intervaly
[37]. | zde Ize oCekdvat zavedeni automatizované che-
miluminiscencni metody stanoveni za zaklad rozhodu-
jiciho pokroku.
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