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Moznosti stanoveni likvorového tripletu tau
proteinu a B-amyloidu 42 metodami ELISA

a orientacni normativni voditka

Determination of tau proteins and 3-amyloid
42 in cerebrospinal fluid by ELISA methods and
preliminary normative values

Souhrn

Cil: Cilem prace bylo porovnat metody ELISA pro stanoveni hladin tripletu proteinl — celkového
(t-tau) a fosforylovaného tau (p-tau) proteint a B-amyloidu (1-42) (AB42) v mozkomisnim moku
(MMM) od dvou vyrobcd Fujirebio a EUROIMMUN a zaroven vytvorit orientacni voditka pro
normalni koncentrace u ceské populace od kognitivné zdravych starsich osob. Soubor a metodika:
Koncentrace likvorového tripletu proteint od 38 kognitivné zdravych osob starsich 55 let
(19 muzd, prmérny veék 67 + 8 let) byly zméfeny jak soupravami ELISA INNOTEST, tak soupravami
EUROCIMMUN AG. Vysledky: Vysledky srovnani metod pro t-tau a p-tau proteiny a AB42 pomoci
rozdilového grafu dle Blanda a Altmana ukazuji, Ze hodnoty rozdild mezi metodami lezely v rozsahu
limitG shody (prmér + 1,96 SD) az na ojedinélé vyjimky odlehlych hodnot. Hodnoty korela¢nich
koeficientl svedci pro vyznamnou shodu pro soupravy na stanoveni t-tau proteinu. Na zakladé
nasich vysledkd a zkusenosti navrhujeme rozdélit koncentrace likvorového tripletu na tfi skupiny:
1. snizené; 2. nerozhodné a hrani¢ni; 3. zvysené koncentrace v ng/I na zakladé naseho konsenzu
takto: t-tau protein < 280-400 >, p181-tau protein < 50-60 > a AR42 < 430-480 >. Zdveér: Soupravy
ELISA obou vyrobcd jsou vhodné ke stanoveni tripletu protein v MMM. Pro jejich referen¢ni
rozmezi Ize orientacné vyuzit nase vysledky, zaloZzené na redlném méreni vzorkd peclivé vybranych
a vysetfenych zdravych starsich osob z CR, nebo normy na zékladé naseho spole¢ného nézoru.

Abstract

Aim: The aim of the study was to compare ELISA methods for determination of triplet protein
levels — total (t-tau) and phosphorylated tau (p-tau) proteins and 3-amyloid (1-42) (AB42) in
cerebrospinal fluid (CSF) from manufacturers Fujirebio and EUROIMMUN; and to provide guidance
for normal concentrations from cognitively healthy elderly people. Patients and methods: The
group consisted of 38 cognitively healthy persons over 55 years of age (19 men) whose average
age was 67 £+ 8 years. In each CSF sample, we examined the protein triplet by both ELISA INNOTEST
and EUROIMMUN AG kits. Results: A comparison of ELISA methods for determination of t-tau and
p-tau proteins and AB42 using the Bland and Altman difference graph shows that the differences
between methods, with the exception of isolated outliers, were within the range of compliance
(mean + 1.96 SD). Correlation coefficient values suggest significant agreement for t-tau protein
assay kits. Based on our results and experience, we propose to classify CSF concentrations into
three groups: 1. decreased; 2. questionable and borderline; 3. increased concentrations in ng/L
based on our consensus as follows: t-tau protein < 280-400 >, p181-tau protein < 50-60 > and
AB42 < 430-480 >. Conclusion: ELISA kits from two producers are suitable for determination of the
triplet proteins in CSF. Our results based on real measurements of samples of carefully selected and
examined healthy elderly people from the Czech Republic or the norms based on our consensus
recommendation can be used as reference range of the triplet.
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Uvod

Alzheimerova nemoc (AN) patii k k zdvaz-
nym neurodegenerativnim onemocnénim,
kterd se projevuji narusenim kognitivnich
funkci a poklesem sobéstac¢nosti. Pacientl
s timto onemocnénim pfibyva a odha-
duje se, ze v CR by v roce 2020 mohlo Zit az
kolem 183 tisic lidi s AN nebo jinou formou
demence [1]. Vzhledem k tomu, ze dosud
neexistuje Uc¢inna 1é¢ba, predstavuje péce
o pacienty s AN zdvazny zdravotnicky a so-
cidIni problém. Na vyvoj novych 1éku, které
by zabranovaly vzniku neuropatologickych
zmén v mozku, se soustfeduje Usili mnoha
veédeckych a farmakologickych tymda. Inten-
zivni vyzkum v oblasti farmakoterapie AN
je Uzce navazdn i na zdokonalovani casné
a presné diagnostiky AN a jeji klasifikace [2,3].

V nasich podminkdch se diagnéza AN
opird o kombinaci nélezl z nékolika zdroju.
Jedna se o klinické vysetreni, kratké kogni-
tivni testy a neuropsychologické metody
a zhodnoceni sobéstacnosti [4]. Déle k dia-
gnostickému procesu pfispivaji zobrazo-
vaci metody — MR, popf. CT mozku, které
diagnodzu AN podpofi ndlezem mediotem-
pordIni nebo parietdIni atrofie a v ramci di-
ferencidlni diagnostiky odhali jiné pficiny
demence. V omezené mife je vyuzivdno
i SPECT (Single-Photon Emission Computed
Tomography) mozku pro prikaz parietainf
nebo mediotemporalni hypoperfuze [5-10].
Nové se v CR mize vysetiovat mozek po-
moci amyloidni PET [11].

Vyznamnym dopliikem k témto metodam
jsou i biochemicka vysetfeni zahrnujicf sta-
noveni hladin celkového (t-tau) a fosforylo-
vaného tau (p-tau) proteinu a B-amyloidu
(1-42) (AB42) tvofici dohromady tzv. likvo-
rovy triplet [12]. Jako perspektivni se jevi vy-
pocty pomérl t-tau/AB42 a p-tau/AR42,
které vykazuji vypovédni hodnotu srov-
natelnou s mnohem drazsim vysetfe-
nim beta-amyloidové néloZze pomoci PET
mozku [13]. Kromeé toho se hledaji dalsi uka-
zatele (napf. oligomerni formy tau nebo neu-
rofilamenta) nebo zndmky imunologické
reakce v podobé protildtek proti tau pro-
teinu ¢i neurofilamentdm. Sili pokusy je sta-
novit nejen v. mozkomisnim moku (MMM),
ale také v séru u rldznych neurologickych
onemocneéni [12,14-29].

Likvorovy triplet proteint odrazi neuro-
patologické zmény prokazované v mozku
nemocnych s AN — tvorbu senilnich plakd
a neurofibrilarnich smotkd spole¢né s neu-
rodegenerativnimi zménami [5,14]. Nedavna
metaanalyza potvrdila, Ze uvedené tfi pro-

teiny stanovené v MMM patii mezi bio-
markery, které nejlépe diferencuji pacienty
s rozvinutou AN nebo mirnou kognitivni po-
ruchou od kontrolnich osob [30].

Peptid AB42 tvofeny 42 aminokyseli-
novymi zbytky je jednim ze zastupcd ro-
diny peptidl, které vznikaji stépenim veét-
stho transmembranového amyloidového
prekurzorového proteinu [31]. AB42 je pep-
tid, ktery vzhledem ke své struktufe ma ten-
denci vytvéfet fibrily a ndsledné agregovat.
Je zakladni slozkou nerozpustnych extrace-
luldrné ulozenych senilnich plakd popiso-
vanych u AN, ale i u non-AN demenci. Po-
kles hladin AR42 v MMM u AN je vysvétlovan
zapojenim Af42 do polymernich struktur,
popf. i jinymi mechanizmy, zatim na Urovni
hypotéz [14,32,33].

Tau protein je neurocytoskeletdIni pro-
tein, hojné zastoupeny zejména v axonalni
¢asti neuronll. Véze se na mikrotubuly a pfi-
spivé k jejich stabilizaci. Afinitu k mikrotu-
buldim snizuje abnormalni hyperfosforylace
tau proteinu. Nenavazané molekuly hyper-
fosforylovaného tau proteinu vzajemné
agregujf za vzniku parovych helikaInich fi-
lament, které mohou vytvéret intraneuro-
néalné ulozené neurofibrildrni smotky [5,32].
Tau protein mdze byt fosforylovdn na
mnoha mistech molekuly, ale ve vétsiné kli-
nicky zaméfenych studiich je pozornost vé-
novdna tau proteinu fosforylovaném na
treoninu 181 (p181-tau) [30,33]. Na rozdil od
AB42 jsou koncentrace celkového i fosfo-
rylovaného tau proteinu v MMM u nemoc-
nych s AN zvyseny [30]. NarUst koncentrace
celkového tau proteinu je nespecificky pro-
jev neurondlniho, resp. axondlniho posko-
zeni, a to nikoliv pouze u neurodegenera-
tivnich onemocnéni. Naproti tomu zvysené
hladiny p-tau proteinu maji uzsi vztah ke
specifictéjsim neuropatologickym zménam
u AN, kterymi je tvorba neurofibrilarnich
smotkd [33].

Pro stanoveni uvedeného tripletu pro-
teind v MMM jsou k dispozici rdzné analy-
tické metody [33]. V soucasnosti jsou v nasi
republice pro rutinni stanovenf jednotlivych
proteinl tripletu v MMM vyuZivany metody
ELISA.

Nase sdéleni navazuje na predchozi
praci [12], kterd uvadéla prvni zkusenosti se
stanovenim tau proteind (t-tau a p181-tau)
a peptidu AB42 v MMM soupravami ELISA
INNOTEST (Innogenetics, nyni Fujirebio,
Gent, Belgie) a formulovala hrani¢ni koncen-
trace pro uvedené analyty. Rozhodli jsme se
ziskat zkuSenosti i s jinymi soupravami ELISA,

stejné jako jsme ucinili v minulosti pro tau
protein [34], a provést jejich srovnani. Jako
vhodnd alternativa se ndm jevilo pouziti sou-
prav ELISA firmy EUROIMMUN AG (Lubeck,
Némecko), kterd ma rovnéz v nabidce sou-
pravy pro stanoveni vsech tif proteinQ lik-
vorového tripletu jako spolecnost Fujirebio.
Podobné jako soupravy INNOTEST jsou vali-
dovény pro in vitro diagnostiku. Pro soupravy
EUROIMMUN nejsou dostupné referen¢ni
meze, které by byly pro vsechny tfi analyty
vyjadreny jednotnym zpdsobem. Proto jsme
se pokusili vytvofit orientacni voditka pro
normalni koncentrace od prisné vybranych
zdravych starsich osob. Hodnoty pro jed-
notlivé biomarkery jsme doplnili i o poméry
t-tau/AB42 a p-tau/APB42.

Soubor a metodika
Pacienti
Pro Ucely srovnani souprav tvofilo nds soubor
38 pacientl starsich 55 let (19 muzd), jejichz
pramérny vék byl 67 + 8 let. Tyto osoby byly
vzacni pacienti, u nichz se ve vy3sim véku in-
dikovala lumbdIni punkce z diagnostickych
dlvodU. Podle nékolika klinickych a likvo-
rovych kritérii bylo z vétsiho souboru vy-
brano 30 pacientd (15 muzl; prdmérny vek
byl 67 + 8 let), ktefi byli zafazeni do skupiny
kognitivné zdravych. Hlavni podminkou byly
normalni kognitivni funkce, likvorové na-
lezy a diagndzy, u nichz jsme nepredpokla-
dali vétsi mozkové poskozeni. Mezi takové
diagnozy patfily napt. periferni parézy fa-
cidlniho nervu, polyneuropatie, pseudoradi-
kuldrni iritace pfi artralgii a koxartréze nebo
olistézy. Pfitom jsme se pfidrzovali evrop-
skych doporucenf k sestaven( kontrolni sku-
piny, na nichZ se podilel jeden z autor( [35].
U viech jedincl byly hodnoceny kognitivni
funkce pomoci testd MMSE (Mini Mental
State Examination). Dalsi podrobnéjsi kogni-
tivni vysetfen( bylo provedeno ¢eskou verzi
Addenbrookského kognitivniho testu (ACE-
-CZ). Skéry obou testl u nasich pacientl byly
v pasmu neddvno publikovanych ceskych
norem (prdmeér + SD; MMSE: 29 + 1 bod(,
rozmezi 27-30 bod{; ACE-CZ: 94 + 4,6 bod(,
rozmezi 87-100 bodU) [36-39]. Tito pacienti
méli zaroveri v MMM pocet erytrocytd nizsi
nez 500 (skoro vsichni 0) v ul podle mezina-
rodnich doporucenf [41], nizsi pocet leuko-
cytl nez 20/ul a proteinorhachii nizsi nez
0,69/l

Pro stanoveni orientacnich norem jsme
provedli dalsi peclivy vybér 15 osob ve
vyssim veéku (9 Zen) pro skupinu kogni-
tivné zdravych s normalnim likvorem. Lum-
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balni punkce u nich byla indikovéna z kli-
nickych dlvodU (napf. pro periferni parézu
n. VIl a jiné parézy, polyneuropatie ne-
jasné etiologie). Vybrané osoby splfiovaly
tato pffsnd vstupni a vylucujici kritéria: vyssi
vek > 55 let (prdmérny veék 63 + 6 let), nor-
malni ndlez v MMM [41], normalnf likvorovy
triplet podle koncentraci publikovanych Bar-
tosem et al [12], normalini vysledky MMSE
(27-30 bodll) a ACE-CZ (87-100 bod() podle
Ceskych norem [36-39] a u vétsiny bylo pro-
vedeno vysetfeni mozku pomoci MR.

U vybranych osob byla standardnim zpd-
sobem provedena lumbalni punkce jako
soucast diagnostického procesu v rdmci di-
ferencidlni diagnostiky neurologickych one-
mocnéni bez kognitivni poruchy. Pfi odbéru
a manipulaci s MMM byl dodrzovan dopo-
ruc¢eny preanalyticky postup [40]. Alikvoty
MMM urcené pro vysetteni tripletu protein(
byly uchovévany pfi =80 °C do provedeni
analyzy.

Studie byla schvélena etickou komisi FN
Krdlovské Vinohrady. Vsichni pacienti pode-
psali informovany souhlas.

Metody

V kazdém vzorku MMM pacientl naseho
souboru jsme vysetfili triplet proteinl (t-tau
protein, p181-tau protein a AR42) jak soupra-
vami ELISA INNOTEST, tak soupravami EURO-
IMMUN AG. Stanoveni tripletu soupravami
od uvedenych vyrobcl bylo provedeno ve
dvou rlznych laboratofich v jiném case riz-
nymi laboratornimi pracovniky. Vyjimku tvo-
fila souprava pro stanoveni p181-tau pro-
teinu od firmy Fujirebio, kterd byla z nize
uvedenych ddvodd pouZita v obou labo-
ratofich. Pfi zpracovani vsech souprav jsme
se fdili pokyny uvedenymi v pfiloZzenych
navodech.

Pracovni postup byl podobny u viech
pouzitych souprav ELISA, které jsou uréeny
pro analyzy v MMM. Do jamek mikrotitrac-
nich prouzkd, na jejichz dné je navadzana pfi-
slusnd vychytévaci (,capture”) monoklonalni
protildtka, jsou pfidavany vzorky, popf. ka-
libratory a kontroln{ vzorky spole¢né s bio-
tinylovanymi signalnimi monoklondlnimi
protildtkami. Po inkubaci a po ndsledném
odstranén{ nenavéazanych slozek v jamce
je biotin detekovan pomoci dalsiho kon-
jugatu, kterym je streptavidin znaceny pe-
roxiddzou. Po uplynutf dalsf inkubace, kdy
probiha reakce mezi biotinem a streptavidi-
nem, a po promytf jamek je peroxiddza pro-
kdzadna pomoci substratu, kterym je tetra-
metylbenzidin a peroxid vodiku. Zpracovani
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Obr. 1. Bland-Altmantv graf rozdili metod ELISA INNOTEST a EUROIMMUN pro stano-
veni (A) celkového tau proteinu (t-tau protein); (B) fosforylovaného tau proteinu (p181-
-tau protein) a (C) B-amyloidu (1-42) v mozkomisnim moku. Koncentrace jsou vyjadieny
v ng/l. PIna ¢ara predstavuje pramér rozdild, teckované ¢ary znézornuji interval - pra-
mér £ 1,96 SD. Aritmetické priméry rozdil{ u t-tau proteinu a B-amyloidu (1-42) se sig-
nifikantné lisily od 0 (p < 0,0001). SD - statistickd odchylka

Fig. 1. Bland-Altman plot of ELISA INNOTEST and EUROIMMUN methods for determina-
tion of (A) total tau protein (t-tau protein); (B) phosphorylated tau protein (p181-tau pro-
tein) and (C) B-amyloid (1-42) in cerebrospinal fluid. Concentrations are expressed in
ng/l. The solid line represents the average of the differences, the dotted lines represent
the interval - average * 1.96 SD. The arithmetic means of differences in t-tau protein and
3-amyloid (1-42) differed significantly from 0 (P < 0.0001). SD — standard deviation
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Obr. 2. Porovnani metod ELISA INNOTEST
a EUROIMMUN pomoci Passing-Bablokovy
regresni analyzy pro stanoveni (A) celko-

= vého tau proteinu .(t-tau protein), (B) fosfory-
lovaného tau proteinu (p181-tau protein) a (C)
= I B-amyloidu (1-42) v mozkomisnim moku.
% 800 |- Plnou ¢arou je vyznacena regresni linie, silnou
5 L prerusovanou ¢arou 95% Cl regresni linie a tec-
§ 600 | kované diagonalni linie (identita).
= (A) Parametry Passing-Bablokovy regresni ana-
2 I lyzy pro t-tau protein:
£ 400 rovnice regresni pfimky:
s} L y (EUROIMMUN) = 20,68 + 1,07 x (INNOTEST)
S 500 b 95% Cl smérnice: 095-1,20
= 95% Cl interceptu: —11,63-44,66
. r (B) Parametry Passing-Bablokovy regresni ana-
O S T S S S lyzy pro p181-tau protein:
0 200 400 600 800 1000 Rovnice regresni pfimky:
t-tau protein (ng/!) INNOTEST y (EUROIMMUN) = 5,03 + 0,76 x (INNOTEST)
95% Cl smérnice: 0,55-0,98
R = 95% Cl interceptu: —2,67-8,89
= 140 [ ' (C) Parametry Passing-Bablokovy regresni ana-
% y =5027674 + 0,758362 x lyzy pro B-amyloid (1-42):
= 120 + Rovnice regresni pfimky:
Q y (EUROIMMUN) = 77,29 + 0,87 x (INNOTEST)
z 100 95% CI smérnice: 0,73-1,07
S 80 95% Cl interceptu: —218,44-67,89
< Cl - interval spolehlivosti
g 60F Fig. 2. Comparison of ELISA INNOTEST and EU-
8 40 I ROIMMUN methods by Passing-Bablok regre-
2 ssion analysis for determination of (A) total tau
s 20 protein (t-tau protein), (B) phosphorylated tau
0 protein (p181-tau protein) and (C) B-amyloid
15'0 20'0 (1-42) in the cerebrospinal fluid. The solid line

indicates the regression line, the solid dashed
line is the 95% Cl of the regression line, and the
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B-amyloid (1-42) (ng/l) EUROIMMUN
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B dotted diagonal line (identity).

(A) Parameters of Passing-Bablok's regression
analysis for t-tau protein:

regression line equation:

y (EUROIMMUN) = 20.68 + 1.07 X (INNOTEST)

95% Cl for the slope: from 0.95 to 1.20

95% Cl for the intercept: from —11.63 to 44.66

(B) Parameters of Passing-Bablok's regression

analysis for p181-tau protein:

regression line equation:

y (EUROIMMUN) = 5.03 + 0.76 X (INNOTEST)

95% Cl for the slope: from 0.55 to 0.98

95% Cl for the intercept: from —2.67 to 8.89

o TTrrrrrrrrTrrTTr T T T T T

1
1000
-amyloid (1-

(C) Parameters of Passing-Bablok's regression
analysis for 3-amyloid (1-42):

regression line equation:

y (EUROIMMUN) = -77.29 + 0.87 x (INNOTEST)
95% Cl for the slope: from 0.73 to 1.07

I I
1500 2000

42) (ng/1) INNOTEST

souprav EUROIMMUN a soupravy INNOTEST
pro AR42 je rozvrzeno na jeden den, u sou-
prav INNOTEST pro t-tau protein a p181-tau
protein je zafazena jedna inkubace pfes noc.

95% Cl for the intercept: from -218.44 to 67.89

Hodnoty varia¢nich koeficientd pro pres-
nost ve stanoveni (intra-assay) a mezi sta-
novenimi (inter-assay) uvadéné vyrobci
nepresahujf 10 %.

Jednotlivé vzorky MMM a kalibratory byly
v nasich experimentech analyzovany v du-
plikdtech. Pro validaci a vnitfni kontrolu jsou
soucasti souprav dva kontrolni vzorky pohy-
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Analyt likvorového

Tab. 1. Orientacni referenc¢ni rozmezi a sumarni charakteristiky likvorového tripletu protein(i v ng/l a poméru t-tau/A42 a p-tau/
AB42 stanovené soupravami EUROIMMUN a INNOTEST v zakladnim souboru pacientl bez kognitivniho deficitu (n = 30) a ve sku-
piné kognitivné zdravych osob s normalnim mozkomisnim mokem (n = 15) v laboratofi Thomayerovy nemocnice v Praze.

. . Rozmezi koncentraci
Rozmezi koncentraci

Priimér a sméro-

normalnim likvorem

tripletu a pouzita Skupina osob ~ . podle dokumentu  Median koncentraci datna odchylka
souprava (10~ 90. percentil) CLSIC28-A3 koncentraci
i kognitivné zdravi 126-383 93-593 224 267 £ 176
t-tau protein . i
EUROIMMUN OGNS 215 118-278 94-313 2n 197 + 58
normalnim likvorem
kognitivné zdravi 27-63 21-88 40 44+ 22
p181-tau protein ———
INNOTEST OgnItivne zdravi s 26-46 19-51 36 35+9
normalnim likvorem
8 loid (1-42) kognitivné zdravf 452-1235 263-1385 767 841 £315
-amyloid (1- o ’
EUROIMMUN nggr::mf hzfvrg:e'; 477-1172 312-1214 762 797 + 244
kognitivné zdravi 0,21-0,44 0,19-0,60 0,28 0,35+0,38
pomér t-tau/Ap42 sty fq
nkoor?n”;tl'r:’lrrf hzfvrg\r’;; 0177-0,34 0,12-036 0,24 0,25 £ 0,062
kognitivné zdravi 0,039-0,070 0,035-0,091 0,046 0,057 + 0,044
pomeér p-tau/AB42 itivne {
ISl 0,037-0,058 0,024-0,061 0,042 0,046 £ 0,01

AB42 - B-amyloidu (1-42); CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute; n — pocet; p181-tau protein — tau protein fosforylovany na 181. ami-
nokyselinovém zbytku; t-tau protein — celkovy tau protein

bujici se v nizsich a vyssich koncentracich
pro pfislusné proteiny. Ty byly rovnéz zpra-
covavany v duplikdtech. PFi viech analyzach
se zjisténé hodnoty kontrolnich vzorkd po-
hybovaly v deklarovanych rozmezich. Mé-
feni absorbanci pro soupravy INNOTEST
bylo provedeno na pfistroji Infinite M200 Pro
(Tecan Group Ltd.,, Mannedorf, Svycarsko),
pro soupravy EUROIMMUN a INNOTEST pro
p181-tau protein na pfistrojich EL800 (Bio-
Tek® Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)
a DYNAREAD (DYNEX TECHNOLOGIES, spol.
s ro., Bustéhrad, CR).

Statisticka analyza

Normalini rozloZenf vysledkd jednotlivych
parametrl jsme hodnotili D'Agostinovo-
-Pearsonovym testem. U nékterych ana-
lytd zakladniho souboru bylo normalni roz-
loZeni zamitnuto, a proto pro dalsf analyzy
byly vyuZity pfedevsim neparametrické me-
tody. Koncentrace jednotlivych proteind lik-
vorového tripletu vysetfené dvema rliznymi
soupravami ELISA, byly srovnavany pomoci
Spearmannova korela¢niho koeficientu.
Dalsi porovnani souprav bylo provadéno za
pouzitf Passing-Bablokovy regrese a rozdilo-
vého grafu dle Blanda a Altmana podobné
jako v nasem podobném predchozim sdé-

lenf [34,42,43]. U Blandova-Altmanova roz-
dilového grafu se na osu Y nandsi rozdil
hodnot ziskanych méfenim testovanymi
metodami (x —y) a na osu X jejich prdmér
(x +y) /2. Do grafu se vyznacujf linie, které
predstavuji prdmér rozdild a daldi pfimky
znazornujici limity shody (interval prad-
meér + 1,96 SD). Pokud diference opakova-
nych méfeni nepfekracuji dané hranice, Ize
méfeni oznacit za reprodukovatelné [42,44].
Passing-Bablokova regrese je neparamet-
rickd metoda, kterd je odolnéjsi vaci odleh-
lym hodnotdm [44]. Ke statistické analyze
jsme vyuzili i vypocet konkordan¢niho ko-
rela¢niho koeficientu, ktery je mozny apliko-
vat pro srovnani pouzfvané metody s meto-
dou noveé zavadénou. Je doporucovan misto
Spearmannova nebo Pearsonova korelac-
niho koeficientu [45]. Vysledky byly hodno-
ceny jako statisticky vyznamné pfi p < 0,05.
Pro vyjadfeni orienta¢nich voditek normal-
niho rozmezi jsme pouzili vyjadieni pro-
stfednictvim medianu a 10. a 90. percentill
a dale robustni metodu podle dokumentu
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute) C28—A3 doporucenou pro hodnocenf
mensich souborl [46]. Pro statistické zpra-
covéni a vytvoreni grafll byl pouzit software
MedCalc (MedCalc, Ostende, Belgie).

Vysledky
Viysledky srovndni metod pomoci rozdilo-
vého grafu dle Blanda a Altmana ukazuji, ze
hodnoty rozdill pro t-tau protein s vyjimkou
dvou odlehlych hodnot leZely v rozsahu li-
mitd shody (prdmér + 1,96 SD), pro p181-tau
protein mimo hranice limitd shody byla nale-
zena pouze jedna hodnota a pro AR42 Ctyfi
hodnoty (obr. 1A-C). Z graft jsou zfejmé
i odchylky prmeérnych diferenci od nuly
u vdech analytd, které jsou nejméné vyjad-
feny pro p181-tau protein. Koncentrace t-tau
proteinu analyzované soupravou EUROIM-
MUN byly vyssi nez u soupravy INNOTEST,
zatimco koncentrace AR42 méfené soupra-
vou EUROIMMUN byly niZ3f nez ty, které byly
ziskany soupravami INNOTEST.
Passing-Bablokova regresni analyza ne-
prokdazala ani u jednoho analytu vyznamnou
odchylku od linearity. 95% intervaly spolehli-
vosti pro Usek (intercept) regresni piimky pro
viechny parametry zahrnovaly 0. Podobné
95% intervaly spolehlivosti pro smérnici s vy-
jimkou smérnice regresni pfimky pro p181-
-tau protein obsahovaly 1. Z toho vyplyva,
Ze srovnani metod ELISA pro stanoven( t-tau
proteinu a AB42 neodhalilo systematickou
a proporcionalni chybu, pro stanoveni p-tau
proteinu byla zjisténa hrani¢ni proporcio-

Cesk Slov Neurol N 2019; 82/115(5): 533-540

537




MOZNOSTI STANOVENI LIKVOROVEHO TRIPLETU TAU PROTEINU A B-AMYLOIDU 42

Tab. 2. Rozhodovaci rozmezi likvorového tripletu doporucované vyrobcem pro sou-
pravy pouzivané ke stanoveni v laboratofi Thomayerovy nemocnice v Praze.
Hrani¢ni koncentrace

Analyt likvorového tripletu Patologické koncentrace

a pouzita souprava (ng/1) (ng/1)
EZ‘;OOKASBE fotein 290-452 > 452
mig;a;s? rotein neuvedeno i 22:
Ejégﬁj SJE@ 551-650 <551

*pro vék 18-44 let; tpro vék 45-77 let
p181-tau protein — tau protein fosforylovany na 181. aminokyselinovém zbytku

Tab. 3. Konsenzudlni doporuceni referencnich rozmezi likvorového tripletu v ng/I
k interpretaci vysledkd z laboratofe Thomayerovy nemocnice v Praze.

Analyt likvorového Interpretace Nerozhodné Interpretace

tripletu nizsich koncentraci a hrani¢ni koncentrace vyssich koncentraci
, ) normalni atologick
celkovy tau protein ‘ < 280-400 > , paoogicry
koncentrace zvysené koncentrace
) normalni atologick
pl181-tau protein < 50-60 > - P a gicey
koncentrace zvysené koncentrace
) atologicky snizené normalni
B-amyloid (1-42) patologicky sniz <430-480 > '
koncentrace koncentrace

p181-tau protein — tau protein fosforylovany na 181. aminokyselinovém zbytku

nélni chyba (obr. 2A-C). Hodnoty Spearman-
novych (t-tau protein: r = 0,93; p-tau pro-
tein: r = 0,72; AB42: r = 091; p < 0,0001 pro

vdechny koeficienty) a konkordan¢nich ko-
relacnich koeficientd (t-tau protein: r = 0,96;
p-tau protein: r = 0,89; AB42: r = 0,76) svedci

pro vyznamnou shodu pro soupravy na
stanoven( t-tau proteinu na rozdil od zby-
lych dvou parametr(, kde hodnoty uka-
pravami. Tab. 1 uvadi orientac¢ni referencni
rozmezi a sumarni charakteristiky likvoro-
vého tripletu proteint v zakladnim souboru
pacientll bez kognitivniho deficitu (n = 30),
v¢. pomerl t-tau/AB42 a p-tau/AB42. K po-
rovnani jsou zde soucasné orientacni normy
pro triplet proteind v MMM u podskupiny
kognitivné zdravych osob navic s normal-
nim MMM v¢. likvorové tripletu podle pred-
chozich norem [12]. Vysledky pochdzeji ze
souprav EUROIMMUN (pro AB42 a t-tau pro-
tein) a INNOTEST (pro p-tau protein), kte-
rymi je v soucasnosti triplet protein(i pro
klinické diagnostické ucely v CR stanovo-
van v laboratofi Thomayerovy nemocnice
v Praze.

Pro srovnani nasich vysledkd jsme zafa-
dili tab. 2, v niz uvadime hrani¢ni koncent-
race doporucované pro soupravy pouzivané
v laboratofi v Thomayerové nemocnici. Na
zakladé nasich vysledkd na redlnych norma-
tivnich osobdch, hranic doporucenych vy-
robcem a zkusenosti z klinické praxe a lite-
ratury jsme stanovili dvoji hrani¢ni meze tak,
aby bylo mozné vysledky interpretovat tro-
jim zplsobem: 1. jako normalni; 2. jako ne-
rozhodné nebo hrani¢ni; 3. jako patolo-
gicky zvysené (pro tau proteiny) ¢i snizené
(pro B-amyloid). Spole¢ny nazor vyjadiuje
tab. 3.V ni najdete hranice pro snizené, ne-
rozhodné a vyssi koncentrace likvorového
tripletu a jejich interpretaci. Pro zhodnocenf

ucely.

Analyt likvorovéh . .
alyt likvoroveno Rozmezi koncentraci

Tab. 4. Porovnani orientacniho referen¢niho rozmezi a sumarnich charakteristik likvorového tripletu protein(i v ng/l stanovené
soupravami INNOTEST v zékladnim souboru pacientl bez kognitivniho deficitu a ve skupiné kognitivné zdravych osob s normal-
nim mozkomi$nim mokem v laboratofi Psychiatrického centra Praha (nyni Narodniho Ustavu dusevniho zdravi) pro vyzkumné

Rozmezi koncentraci

Priimér a sméro-

s normalnim likvorem

tripletu a pouzitd Skupina osob B . podle dokumentu  Medidn koncentraci datnd odchylka
souprava (10.-90. percentil) CLSIC28-A3 koncentraci
kognitivné zdravi 115-397 93-584 183 241 + 174
celkovy-tau protein ———r—
INNOTEST ognitive zdravi 111-243 80-254 164 169 + 47
s normalnim likvorem
kognitivné zdravi 10-59 10-116 34 38+28
p181-tau protein P———
INNOTEST ognitivne zdravi 10-53 4-58 34 31+ 14
s normalnim likvorem
kognitivné zdravi 638-1540 403-1612 987 1043 + 344
B-amyloid (1-42) ————
INNOTEST ognitivne zdravi 730-1454 549-1523 987 1052 + 259

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute; p181-tau protein — tau protein fosforylovany na 181. aminokyselinovém zbytku
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vysledkd lékafi doporucujeme pouzivat tuto
tabulku.

V tab. 4 jsou shrnuty podobné udaje zis-
kané pro soupravy INNOTEST a vyuzi-
vané jako orienta¢ni nomy pro vyzkumné
Ucely v laboratofi Psychiatrického centra
Praha (nyni Narodniho Ustavu dusevniho
zdravi).

Diskuze

Pouzité soupravy ELISA INNOTEST a EURO-
IMMUN jsou postaveny na stejnych princi-
pech nekompetitivni enzymové analyzy na
pevné fazi. Oba vyrobci vyuzivaji k detekci
imunokomplext specifickych monoklonal-
nich protildtek konjugovanych s biotinem.
Ten je nasledné prokazovan streptavidinem
znacenym peroxiddzou a detekce pokracuje
reakci peroxiddzy se substratem tetrametyl-
benzidinem a peroxidem vodiku.

Pres tyto spole¢né rysy odhalilo statis-
tické srovnani vysledkl ziskanych sledova-
nymi metodami v nékterych ohledech urcité
rozdily. U véech metod byly prostfednictvim
Blandova-Altmanova rozdilového grafu na-
lezeny odchylky prameérnych diferenci od 0.
Kromé toho Passing-Bablokova regresnf ana-
lyza odhalila u p181-tau proteinu proporcio-
nalni chybu. Na druhou stranu hodnoty kore-
la¢nich koeficientll pro t-tau protein ukazuijf
vysokou miru shody vysledkd, dokonce lepsi
nez v praci Chiasseriniho et al [47].

S pfihlédnutim k nékterym odlisnostem
mezi soupravami jsme neocekavali Uplnou
shodu vysledkd. Soupravy EUROIMMUN jsou
zpracovany béhem 1 dne, provedeni sou-
prav INNOTEST pro t-tau protein a p181-pro-
tein je rozdéleno na 2 dny. Mozné odlisnosti
mohou byt zapfi¢inény i pouzitymi protilat-
kami, jejichz vybér je duleZity pro specifi¢-
nost stanoveni. Viyrobce souprav INNOTEST
charakterizuje pouzité monoklondlni proti-
latky. U souprav EUROIMMUN nejsou proti-
latky detailnégji specifikovény. Nedofesenym
problémem, se kterym se stanovenf likvoro-
vych biomarker AN zatim potyka, je vyvoj
mezindrodné uznavanych referencnich ma-
teridll a vypracovani referencni metody pro
stanoveni jednotlivych biomarker(. Vyfeseni
tohoto omezenf je pfedmétem intenzivniho
usili, na kterém spolupracuji Mezinarodni fe-
derace klinické biochemie a laboratorni me-
diciny (IFCC) a GlobalIni konsorcium pro stan-
dardizaci biomarker( v mozkomisnim moku
spole¢né s akademickymi institucemi a vy-
robnimi podniky [33].

Domnivédme se, Zze soupravy ELISA obou
vyrobcl jsou vhodné ke stanoveni tri-

pletu proteind v MMM. V pfipadé obou
vyrobcl existuje i moznost rozsifit vy-
setfeni tripletu proteint v MMM o dalsi pa-
rametr, kterym je {3-amyloid 40. Predpo-
kldda se, ze pomér AB42/AR40 prispiva
ke zvyseni citlivosti a specificity diagndzy
AN [33]. Dalsi pozitivni skute¢nosti je, ze
vyrobce EUROIMMUN pocitéd i s moznosti
zpracovavat soupravy na automatickych
analyzatorech.

Pro soupravy INNOTEST jsme jiz v pred-
chozi studii stanovili rozmezi hodnot pro
normalni kontroly i hrani¢ni koncentrace pro
odliseni AN [12]. V rdmci aktudlni studie jsme
ve skupiné peclivé vybranych osob bez neu-
rologického onemocnénia bez kognitivniho
deficitu a za respektovéni etickych norem
stanovili poprvé v CR pomoci ELISA souprav
od fy EUROIMMUN hodnoty neurodegene-
rativnich markerd v likvoru. Rozmezi uve-
dend vtab. 1 azejména 3 mohou slouzit jako
orientacni voditka pro posuzovani vysledk
likvorového tripletu proteint u pacient(
starsich 55 let.

Ustanovit referencni meze nebo hrani¢nf
koncentrace je sice ddlezité téma, ale za-
roven velmi slozité. Promitd se do néj totiz
mnoho faktord. Neékteré z nich dobfe de-
monstruje tab. 1, ve které se lisf vice nebo
méné referen¢ni rozmezi pro jednotlivé ana-
lyty likvorového tripletu. Uplatiuje se zde
vliv hloubky vysetfeni zdravych osob a jeho
omezeni (kognitivné zdravi vs. kognitivné
zdravi s normalnim likvorem), pouzitd meto-
dika 10./90. percentilu nebo vypocet rozmezi
podle programu. Jiné koncentrace uvadf vy-
robce a dalsf bychom nasli v literatufe. Tento
problém jsme se rozhodli nakonec vyfe-
3it konsenzem klinicko-biochemickym, nez
spoléhat na presna cisla ze statistik nebo
programu. VyuZili jsme pfitom vysledkd jak
nasich, tak vyrobcl zéroven s nasimi klinic-
kymi i literdrnimi zkusenostmi. Zaroven se
opirdme o nové nazory tykajici se ukazatell
AN, Ze dichotomické déleni nenf idedlni pro
interpretaci kontinudini proménné. Proto
jsme zafadili doporucovanou skupinu s ne-
rozhodnymi koncentracemi mezi normal-
nimi a patologickymi koncentracemi. Jim
odpovidaji nase predchozi hrani¢ni koncen-
trace pro t-tau protein (334 ng/l), p-tau pro-
tein (57 ng/l) a B-amyloid 42 (450 ng/1) [12].
Nase spole¢né expertni stanovisko k inter-
pretaci koncentraci u jednotlivého pacienta
jsme shrnuli do tab. 3. Doporucujeme ho
pouzivat pro klinickou praxi pro neuro-
logy, kteff budou vyuzivat sluzeb labora-
tofe v Thomayerové nemocnici v Praze.

Sami médme v planu je pouzivat v nasi kli-
nické praxi nebo pfi vyzkumu, napt. k validi-
zaci nasich novych kognitivnich testll POBAV
a ALBA [48-50].

Praktické informace

k vysetiovani likvorového
tripletu v CR

Stanoveni likvorového tripletu Ize vykazo-
vat pojistovné pod kdédem 91571, ktery se
pfi vysetfeni viech proteind tripletu uvadi
3x. Vysetreni likvorového tripletu protein
pro rutinni klinickou praxi mdze zajistit Na-
rodni referen¢ni laboratofi lidskych priono-
vych chorob — imunologie Ustavu patologie
a molekuldrni mediciny 3. LF UK a Thoma-
yerovy nemocnice. V soucasnosti jsou vy-
sledky vysetfeni likvorového tripletu do-
stupné vétsinou do 4 az 6 tydnd. Nynf je jako
jedina laboratof v CR zapojena do mezina-
rodni externi kontroly kvality vysetfovani
biomarkerd AN ,The Alzheimer’s Association
QC program for CSF biomarkers” organi-
zované a provadeéné Univerzitou v Gote-
borgu, Svédsko. Pravidelné Gcast v cyklech
externi kontroly kvality je jednim z pfedpo-
kladd spravnosti vydavanych vysledkd. Na
webovych strankdch [51] najdete Zddanku
na vysetfeni neurodegenerativnich markerd
v MMM spolu s pozadavky na odbér, skla-
dovani a transport biologického materialu.
NejdUlezitéjsim krokem je odbér a preprava
MMM vyhradné ve zkumavkach vyrobenych
jen z polypropylenu. Pokud se pouZije jiny
materidl, hrozi ovlivnéni vysledkd vysetten,
zvIasté falesny pokles hladiny AB42. Vliv ery-
trocytl na koncentraci proteind likvorového
tripletu je zanedbatelny pro vétsinu ukaza-
tell v moku, pokud jejich pocet je mensi nez
500 v 1 ul. Arteficidini kontaminaci vzorku
MMM krvi pfi lumbalni punkci fesi nékolik
mezindrodnich protokold. Spole¢nou zésa-
dou je jednoduché opatieni, aby se co nej-
mensi mnoZstvi kontaminovaného moku
nechalo odkapat mimo zkumavku, nez se
mok vyceff od krve. Teprve, kdyz je Ciry, Ize
odebirat do propylenové zkumavky. Pokud
se nelze vyhnout krevni kontaminaci, dopo-
rucuje se okamzita centrifugace MMM k od-
stranénf erytrocytl ze vzorku. Odebrany
MMM je mozné skladovat v lednici pfi tep-
loté 4-8 °C. Pfi transportu do externi labora-
tofe nenf nezbytné, ani neni doporuc¢ovano
chlazenf ¢i zamrazenf vzorku, pokud je do-
praven do 6 dnu. Pro delsf ¢asové obdobf je
nutné MMM zmrazit a skladovat pfi teploté
-15 az =25 °C, pro nékolikaleté skladovani je
vhodnéjsi hluboké zamrazeni na -80 °C.
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Spolu s vysetienim likvorového tripletu je
mozné vysetfit z MMM i protein 14-3-3. Jeho
indikace je smyslupInd pouze pfi podezieni
na rychle progredujici demenci, a to Creutz-
feld-Jakobovu nemoc. Neni uzite¢ny pro AN.
V tomto pripadé je klicové, aby byl mok bud
¢iry, nebo zbaven erytrocytd centrifugaci.

Prace byla podpofena projekty PROGRES Q25 a Q35,
,Udrzitelnost pro Narodni Ustav dusevniho zdravi",
¢. LO1611, MSMT v rémci Nérodniho programu
udrzitelnosti | (NPU 1), MZ CR - RVO VFN 64165, VFN
v Praze a MZ CR - RVO ,Nérodni Ustav dusevniho zdravi
-NUDZ, 1C: 00023752,

Podékovani patfi také firmé EUROIMMUN, resp. je-
jimu zéstupci v CR — firmé& DYNEX TECHNOLOGIES,
spol. s ro., a firmé Fujirebio, resp. jejimu zastupci
v CR—firmé ASCO-MED, spol. s t. 0. za poskytnut kitd pro
méreni. Firmé DYNEX TECHNOLOGIES, spol. s 1. o. taktéz
dékujeme za zaptjceni ELISA readeru — DYNAREAD.
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