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Bias meéreni katalytlckych
koncentraci enzymu

Studie referenénich intervall
ALT 0,6-4,8%
AST 0,7-2,5%
GGT 0,5-4,8%

Vysledky EHK referencnich laboratori RELA

IFCC

Interval bias pro vsechny standardizované
enzymy + 5,25%




RELA-IFCC

Externi hodnoceni kvality referencnich
aboratori

Poskytuje prehled o aktualnim stavu
bravdivosti(bias) méreni u rady
analytu




Navaznost,srovnatelnost a
kompatibilita (VIM-3)

Ll

Navaznost znamena,vysledek je odvozen od
reference neprerusenym retézcem kalibraci
odvozené od stejné reference

Srovnatelnost je dana navaznosti k stejné
referenci. Vysledky se mohou cCiselné lisit, ale jen

do prepoctu na stejnou jednotku (HbAlc NGSP vs
IFCC)

Kompatibilita znadi,ze diference vysledku riznych
metod jsou v ramci nejistot téchto diferenci




Bezpecnost pacienta a
referencni materialy

Navaznost zajistuje kompatibilitu
vysledku

Zaruduje,ze ruzné metody poskytnou
srovnatelnou informaci o diagnostice
a terapii(nevyznamne rozdilné
referencni intervaly a /nebo
rozhodovaci limity, prediktivni
hodnoty)







Nahla zména hodnoty
kalibratoru(Ca)

0,11 mmol/l

Podle studie NIST (Report-04 Mayo
clinic ,2004)ma bias 0,1 mmol/l u
Ca za nasledek diagnosticke

pochybnosti u 3,5 milionu pacientu

[o predstavovalo pred 5 lety 150 mil.
USD dodateénych nakladu




Celkovy bilirubin 2009-pozdni
navaznost a nekomutabilita

V roce 2009 zména hodnot
pracovnich kalibratoru s ndsledkem
cca 20% znény dosavadnich hodnot

Oduvodnéno rekalibraci pracovniho
kalibratoru na referenci.Publikovano v
zari 2009

Reference(Doumasova metoda a SRM
916) existuje jiz 25-30 let
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Cholesterol v EHK RELA.Diference
mezi dvéma referencnimi metodami

Od roku 2004 do 2008 narostla
diference mezi dvéma referencnimi
metodami (LC-MS a Abell) z 2 na
5,7%

Pozadovana hodnota bias je 3(4)%




Albumin v séru. Zmeéna
primarniho kalibratoru

Zmena primarni kalibrace vyrobce z
HSA na ERM DA 470 ma udajnée
zpusobit posun vysledku BCG metody
0 8-9%(pacienti) a 12-14%(EHK!?)

U metody BCP je tento posuv -12 az +
4% u dvou ruznych vyrobnich Sarzi

Pozadovana hodnota bias je 1,3 %




Analyticka nespecificnost - limit
kompatibility.Kreatinin/eGFR

Hodnota rozhodovaciho limitu eGFR 1,0
ml/s/1,73m?

Pri pouziti Jaffého metody(n=81laboratori) se ziska interval eGFR

0,76-0,88(primeérx SD)

1 Pri pouziti specifictejSi enzymove metody(n=17 laboratofi) pro
stejneho pacienta

0,85-1,11(primér+ SD)




Definice analytu-zakladni
podminka reference

Obtizna definice sloZitych proteinu

Spatné definovany referencni material
neni dostatecnym ztélesnénim
jednotky méreni a

Vysledek neni pravdivy

Pokrok proteomiky vsak dovoluje

definovat rychle a spolehlive i slozité
proteiny




NelUplna definice troponinti-
ruzna klasifikace ACS(2008)

8 nejfrekventovanéjsich metod
mereni cTnl a cTnT

54-78% vysledku nad rozhodovaci
limit(tedy podporujicich diagnosu
ACS)

Neni zde jesté brano v
uvahu'ultrasensitivni" stanoveni cTnT




hCG —-analyt nedostatecné
definovany

Sest isoforem a jeden referencni
material

Z 16 metod,pouzivanych v EHK
NEQAS rozpoznava prakticky kazda
jiné izoformy a jinak

Vysledkem je interval vytéznosti pro
komercni kity

109-164%




Reseni ?

Nalézt kalibrator,reprezentujici v
ekvimolarnim pomeéru vsechny
isoformy

Pouzit specifictéjsi metody

Druhé reseni prinasi stale naléhavéji
na scenu hmotnostni spektrometrii




25-0OH vitamin D-analyticky a
klinicky hit bez reference

Odkryti klicovéeho vyznamu vitaminu
D odkrylo | analytlcke nedostatky
jeho meéreni

Pozadavky na vysetreni narostly
raketove( v 50% USA laboratori za
rok o vice,nez 50%)

Velka ocekavani,kontroversni
vysledky




Analyt-medialni hvézda

V programech CAP a DEQAS neumeérne
diference mezi metodami

V clanku v New York Times (6.1.2009)
podezreni,ze laboratore nedodrzuji spravneée
pracovni postupy

V predchozich 20 letech vysledky EHK v
,pohode"(hodnoceni po skupinach)

Rychlé a masivni nasazeni metody LC-
MS/MS bez ocekavaného uspéechu

Co se meéri a pozaduje? D2,D3,D2+D3????




Reseni??? Referencel!!l

Efekt jednotné kalibrace byl nedavno
bezpecne prokazan
Rychly vyvoj NIST SRM 972

Velmi ocekavana referencni metoda
na principu LC-MS/MS




Proteomika

Proteom-soubor geneticky exprimovanych a
posttransla¢né modifikovanych proteind

Moznost stanoveni fmolovych
koncentraci(25-50 bunék)

Moznost ucinné upravy vzorku pred vlastni
analyzou na mikrocipech( afinitni
chromatografie s pouzitim protilatek,soli
kovu a pod.)

Pouziti tryptické digesce




Metody

Analyzy jednotlivych komponent
Multiplexni analyzy

Analyzy proteinovych profilu(fingerprintu)
Moznost kvantifikace SID(diluce stabilnimi

isotopy)

LC-MS/MS

MALDI(SELDI)-TOF-MS
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Reference

Srovnani profilu u jedincu bez
specifické choroby a s ni

Srovnani experimentalnich spekter s
teoretickymi(pocitacoveé)

Hodnoty m/z lze urcit s presnosti 0,1-
0,3%

'yto hodnoty mohou velmi presnée
definovat stanovenou
proteinovou/peptidovou slozku




Perspektivy

Velmi efektivni ziskavani
biomarkeru(dosavadni metody potfebuji k
ziskani jednoho biomarkeru nekolik let Casu
a nékolik set milionu USD)

Vytvoreni referencni baze pro méreni
proteint na podkladé produkce dobre
definovanych hodnotami m/z a rychle i
efektivné validovanych peptidu




Zaver

Realizace navaznosti na
referenci(rekalibrace) mereni jednoduchych
analytu s dobfe zndmou strukturou probiha
bomalu,nekkordinované a casto bez
hatfiénych informaci v protokolech vyrobcu

Realizace referenénich systému méreni
roteinu neni dosazitelnd imunochemickymi
metodami a zavisi na rozvoji metod
proteomiky




