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Analytické a preanalytické aspekty stanovení 
lehkých řetězců neurofi lament v bio logických 
tekutinách

Analytical and pre-analytical aspects of neurofi lament light chain 

determination in bio logical fl uids

Souhrn
Tento přehled si klade za cíl seznámit klinické a laboratorní pracovníky s nejdůležitějšími 

preanalytickými a analytickými aspekty stanovení lehkých řetězců neurofi lament (NfL) v bio-

logických tekutinách. NfL představují perspektivní nespecifi cký bio marker poškození neuronů 

a axonů, k němuž dochází u celé řady neurologických onemocnění. Před zavedením vyšetřování 

NfL do širší klinické praxe je nutné charakterizovat preanalytické a analytické stránky stanovení, 

které mohou významným způsobem ovlivnit správnost výsledku analýzy. Při hodnocení 

koncentrací NfL je zapotřebí brát v úvahu věk pacienta a vliv může mít i body mass index. Výhodou 

NfL je jejich dlouhodobá stabilita při různých teplotách skladování i odolnost vůči opakovaným 

cyklům zmrazování a rozmrazování. Koncentrace NfL v klinických studiích se stanovují 

především imunoanalytickými metodami, které se liší citlivostí. Pro stanovení NfL existuje několik 

imunoanalytických přístupů vhodných pro spolehlivé vyšetření v mozkomíšním moku (MMM) 

i v séru/ plazmě. Volba optimálního analytického přístupu závisí mimo jiné na koncentracích 

NfL v bio logických tekutinách. Pro stanovení NfL v MMM lze využít metod ELISA, které vykazují 

dostačující citlivost pro vyšší koncentrace NfL vyskytující se v této bio logické tekutině. Postupně 

zaváděné nové technologie charakterizované výrazně vyšší citlivostí ve srovnání s metodou ELISA 

umožnily spolehlivé vyšetřování NfL i v séru či plazmě. Podrobněji jsou zmiňovány principy metod 

postavené na technologii Simoa®, SimplePlexTM a imunomagnetické redukce.

Abstract
The aim of this review is to inform clinical and laboratory workers about the most important pre-

analytical and analytical aspects of neurofi lament light chain (NfL) determination in bio logical 

fl uids. NfLs represent a promising nonspecifi c bio marker of neuronal and axonal damage that 

occurs in a variety of neurological diseases. Before introducing NfL determination into routine 

clinical practice, it is necessary to characterize the pre-analytical and analytical aspects of the 

assays, which can signifi cantly aff ect the accuracy of the analysis results. When evaluating NfL 

concentrations, the patient‘s age should be taken into account and body mass index may also have 

an eff ect. The advantages of NfLs are their long-term storage stability at diff erent temperatures 

as well as resistance to repeated freezing and thawing cycles. NfL concentrations in clinical trials 

are determined primarily by immunoassay methods that vary in sensitivity. There are several 

immunoassay technologies for the determination of NfL suitable for reliable determination 

in cerebrospinal fl uid (CSF) and serum/ plasma. The choice of the optimal analytical approach 

depends, among other things, on the concentration of NfL in bio logical fl uids. ELISA methods can 

be used to determine NfL in CSF, which show suffi  cient sensitivity for higher concentrations of NfL 

occurring in this bio logical fl uid. Newly introduced technologies characterized by signifi cantly 

higher sensitivity in comparison with the ELISA methods enabled reliable examination of NfL 

also in serum/ plasma. The principles of methods based on Simoa® technology, SimplePlexTM, and 

immunomagnetic reduction are mentioned in more detail.

Redakční rada potvrzuje, že rukopis práce 
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasílané 
do biomedicínských časopisů.
The Editorial Board declares that the manu-

script met the ICMJE “uniform requirements” for 

biomedical papers.

L. Fialová1, L. Nosková1, 
M. Kalousová1, T. Zima1, 
T. Uher2, A. Bartoš3

1  Ústav lékařské biochemie a labora-

torní diagnostiky, 

1. LF UK a VFN v Praze
2  Centrum pro demyelinizační onemoc-

nění, Neurologická klinika 

1. LF UK a VFN v Praze
3 Neurologická klinika 3. LF UK, Praha


MUDr. Lenka Fialová, CSc.
Ústav lékařské biochemie 
a laboratorní diagnostiky
1. LF UK a VFN v Praze
Kateřinská 32
121 08 Praha
e-mail: lfi al@lf1.cuni.cz

Přijato k recenzi: 26. 10. 2021

Přijato do tisku: 20. 1. 2022

Klíčová slova
biomarker – krev – mozkomíšní mok – 

neurofi lamenta – preanalytická fáze

Key words
biomarker – blood – cerebrospinal fl uid – 

neurofi laments – pre-analytical phase

proLékaře.cz | 2.3.2026



12

ANALYTICKÉ A PREANALYTICKÉ ASPEKTY STANOVENÍ LEHKÝCH ŘETĚZCŮ NEUROFILAMENT V BIO LOGICKÝCH TEKUTINÁCH

Cesk Slov Ne urol N 2022; 85/ 118(1): 11– 16

Úvod
Neurologům se dostává do rukou slibný bio-

marker, kterým jsou lehké řetězce neurofi la-

ment (NfL). Někteří jejich význam přirovná-

vají k troponinům v kardiologii [1]. 

Neurofi lamenta v CNS jsou heteropoly-

mery sestavené ze čtyř polypeptidových 

řetězců, k nimž patří triplet neurofi lamen-

tových řetězců (NfL, střední řetězce neu-

rofilament a těžké řetězce neurofilament) 

a -internexin. V periferním nervovém sys-

tému (PNS) je součástí neurofi lament spo-

lečně s tripletem neurofilamentových ře-

tězců další protein – peripherin. Struktura 

neurofi lamentových řetězců je podobná, ale 

jednotlivé polypeptidy se liší relativní mo-

lekulovou hmotností (Mr) a mírou fosfory-

lace – lehké řetězce mají Mr 70 000, střední 

řetězce (NfM) 150 000 a těžké řetězce (NfH) 

200 000 [2]. Schéma molekuly NfL je znázor-

něno na obr. 1. NfL tvoří nejhojnější podjed-

notku v tripletu neurofi lamentových řetězců, 

zastoupení NfL : NfM : NfH v neurofi lamen-

tech je přibližně v tomto poměru 5 : 3 : 1 [3]. 

NfL představují nespecifický bio marker 

odrážející poškození axonů a neuronů, 

k němuž dochází z různých příčin, ať už se 

jedná např. o zánět, neurodegeneraci nebo 

trauma [4–8]. NfL se uvolňují do intersticiální 

tekutiny a z ní mohou pronikat do mozko-

míšního moku (MMM) a také do krve. Při 

ně kte rých patologických stavech v oblasti 

nervové soustavy se množství NfL přestu-

pujících do různých kompartmentů výrazně 

zvyšuje [9–11]. 

Detailnější výzkum NfL jako bio markeru 

u neurologických onemocnění umožnili již 

v roce 1996 Rosengren et al [12], když jako 

první popsali metodu ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) jako vhodnou ke sta-

novení NfL. Citlivost metody ELISA však do-

voluje správně stanovovat koncentrace NfL 

pouze v MMM, jehož odběr představuje in-

vazivní výkon. Proto se další vlna zájmu o NfL 

dostavila až poté, co se začaly úspěšně vy-

víjet vysoce citlivé metody na jejich stano-

vení v krvi [13]. Od té doby se datuje prudký 

nárůst nových poznatků o NfL využitelných 

v péči o pacienty se závažným neurologic-

kým onemocněním. Značná pozornost je 

věnována přínosu stanovení NfL u nemoc-

ných s RS [1,5,14–17]. Vysoká hladina NfL pre-

dikuje aktivitu nemoci u RS [18–20], naopak 

nízká hladina je spojená s absencí radiolo-

gické aktivity nemoci a mohla by v budouc-

nosti u ně kte rých pacientů doplnit, nebo 

dokonce nahradit kontrolní zobrazení CNS 

MR [17]. Povzbudivé výsledky přinášejí i stu-

die zaměřené na využití NfL u dalších neu-

rologických onemocnění spojených se ztrá-

tou nebo poškozením neuronů [6,9,21,22]. 

Existují studie ukazující přínos NfL při dife-

renciální dia gnostice různých typů demencí, 

extrapyramidových neurodegenerativních 

onemocnění nebo také amyotrofi cké late-

rální sklerózy [9,10]. Měření hladin NfL může 

pomoci při predikci vývoje stavu po ische-

mické CMP, po úrazech mozku nebo po kar-

diopulmonální resuscitaci [20,22,23]. 

Před zavedením vyšetřování NfL do širší 

klinické praxe je nutné charakterizovat 

preanalytické a analytické stránky jejich sta-

novení, které mohou významným způso-

bem ovlivnit správnost výsledku analýzy, 

a je zapotřebí k nim přihlížet při interpretaci 

výsledků vyšetření. Tento text si klade za cíl 

seznámit klinické a laboratorní pracovníky 

s nejdůležitějšími preanalytickými a analytic-

kými aspekty stanovení NfL v bio logických 

tekutinách.

Koncentrace NfL v jednotlivých 
bio logických tekutinách
Běžnými bio logickými tekutinami, v nichž 

se NfL vyšetřují, jsou MMM, sérum a plazma 

(tab. 1). Nejvyšších koncentrací dosahují 

NfL v MMM (cNfL). V porovnání s plazmou 

či sérem jsou koncentrace cNfL mnohoná-

sobně vyšší. Např. Disanto et al [5] uvedli, že 

medián koncentrací NfL byl 42× nižší v séru 

než v MMM. 

Jak vyplynulo z metaanalýzy, mezi kon-

centracemi cNfL a koncentracemi NfL v séru 

(sNfL) nebo v plazmě (pNfL) existuje středně 

silná korelace, která je více vyjádřena u pa-

cientů s onemocněním CNS nebo PNS než 

u kontrolních skupin. Těsnější vztah byl po-

zorován ve studiích, které použily pro sta-

novení NfL citlivějších imunoanalytických 

metod [24]. 

NfL byly testovány i ve slinách, které před-

stavují velice snadno dostupný bio logický 

materiál [25]. Zatím se ale zdá, že stanovení 

NfL ve slinách bude mít omezený klinický 

význam, alespoň pro neurodegenerativní 

onemocnění. 

Biologické faktory ovlivňující 
koncentrace NfL
Věk

Důležitý faktor, který ovlivňuje koncentrace 

cNfL i koncentrace NfL v krvi, představuje 

věk. Pozitivní korelaci mezi věkem a kon-

centrací cNfL u kontrolních skupin i u řady 

neurologických onemocnění publikovali 

v rozsáhlé metaanalýze, na které se podíleli 

i někteří autoři tohoto článku, Bridel et al [4]. 

U zdravých osob metaanalýza uvádí nárůst 

koncentrací cNfL na každý rok věku o 3,3 %. 

Vztah mezi věkem a koncentrací NfL vyjád-

řený u zdravých jedinců i u pacientů je dobře 

dokumentován i v krvi [5,26]. Pro zdravé kont-

roly se udává vzestup koncentrací sNfL o 2,2 % 

na každý rok věku [5]. Podle ně kte rých studií 

není zvyšování koncentrací sNfL s věkem li-

neární a zrychluje se po dosažení věku 60 let, 

kdy navýšení může být až dvojnásobné, tj. 

o 4,3 % [27]. U různých neurologických one-

mocnění byla také prokazována významná ko-

relace mezi NfL v krvi a věkem [5,19,28].

Pozitivní vztah mezi koncentracemi NfL 

a věkem je připisován věkem podmíněným 

změnám v CNS spojeným se ztrátou neu-

ronů, ale přispívat může i výraznější po-

kles renálních funkcí, zejména u starších 

osob [29,30]. Proto je nezbytné souvislost 

mezi věkem a koncentracemi NfL zohledňo-

vat při interpretaci jejich vyšetření. 

Pohlaví a rasa

Koncentrace cNfL ve vztahu k pohlaví hod-

notili v nedávné metaanalýze Bridel at al [4]. 

Byly vyšší o 26 % u zdravých mužů a zvýšení 

u mužů bylo pozorováno i u ně kte rých neu-

rologických onemocnění. V EDTA (kyselina 

ethylendiamintetraoctová) plazmě a séru 

ale není závislost koncentrací NfL na po-

hlaví v řadě prací prokazována [5,26,28,29]. 

Pohlaví se proto při normalizaci koncentrací 

NfL nebere v úvahu. 

Ukazuje se, že etnika mohou mít odlišné 

koncentrace. V MMM byly koncentrace NfL 

Obr. 1. Schéma struktury lehkého řetězce neurofi lamenta.
Fig. 1. Scheme of the neurofi lament light chain structure.
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nižší u kognitivně zdravých Afroameričanů 

než u osob kavkazské rasy [31]. Naopak 

v séru byly koncentrace NfL nižší u kavkaz-

ské rasy než u jiných ras [30]. 

Body mass index a objem krve

Dalším faktorem, který ovlivňuje koncentrace 

NfL v krvi, je index tělesné hmotnosti (body 

mass index; BMI) a objem krve. Manouche-

hrinia et al [32] tento vztah analyzovali na 

velkém souboru kontrol (n = 662) a prokázali 

významnou negativní korelaci mezi koncen-

trací pNfL a BMI s poklesem o 0,02 pg/ ml na 

vzestup BMI o jednotku. Vztah mezi koncen-

tracemi p/ sNfL a BMI popsaný Manouchehri-

niou et al u zdravých platil také pro pacienty 

s RS a mentální anorexií [32–34]. Snížení kon-

centrace pNfL o 0,15 pg/ ml bylo zazname-

náno při zvýšení objemu krve o 1 l u zdra-

vých kontrol. Jiná je pak situace v průběhu 

fyziologického těhotenství, které je doprová-

zeno vzestupem koncentrací NfL v krvi [20]. 

Biologická variabilita

Důležitou vlastností analytu je jeho stabi-

lita u jedince v čase. Intraindividuální kolísání 

koncentrací sNfL v průběhu dne a mezi dny 

je minimální (3,1 %), ale interindividuální va-

riabilita je výrazná (35,6 %) [35].

Další bio logické vlivy

Kromě výše uvedených vlivů byly popsány 

i další faktory s dopadem na koncent-

race NfL v krvi, jako jsou kouření, systolický 

krevní tlak, fi brilace síní, onemocnění PNS, 

užívání neurotoxických léků, které větši-

nou přispívají ke zvýšení koncentrací. Přihlí-

žet je zapotřebí i ke stavu hematoencefalické 

bariéry [20,24]. 

Vliv teploty a doby skladování 
na stabilitu NfL v bio logických 
tekutinách 
NfL je stabilním analytem při skladování 

vzorku při nízkých i vyšších teplotách. Sta-

bilita NfL byla prokázána jak v MMM, tak 

v séru/ plazmě. 

Mozkomíšní mok

Koncentrace cNfL ve vzorcích zpracovaných 

po jedné nebo 24 h po odběru se významně 

nelišily bez ohledu na teplotu skladování 

(pokojová teplota, 4 °C). Stabilita koncentrací 

cNfL je zachována i po dobu 21 dnů při růz-

ných teplotách v rozmezí od −20 °C do 37 °C 

při srovnání s teplotou −80 °C [36].

 NfL v MMM jsou odolná vůči opakova-

nému zmrazování a rozmrazování (−80 °C 

a pokojová teplota). Byly testovány čtyři 

cykly bez významných změn v koncentraci 

cNfL [36].

Sérum, plazma

Koncentrace s/ pNfL zůstávají stabilní 

7–8 dnů, když jsou uchovávány při pokojové 

teplotě nebo při 4 °C [37,38]. Stabilita NfL je 

za situace několikadenního uchování při po-

kojové teplotě mírně vyšší v séru než v EDTA 

plazmě [38]. Stabilitu si NfL udržují i při opa-

kovaném zmrazování a rozmrazování. Kon-

centraci sNfL a EDTA plazmy významně neo-

vlivnil ani 3–5× opakovaný cyklus rozmrazení 

a zmrazení [37,39].

Další preanalytické vlivy 
na koncentraci NfL
Mozkomíšní mok

Nízká, tj. 0,05% (odpovídá 2 500 erytro-

cytů/ μl) kontaminace vzorku MMM krví ne-

měla při 1–2hodinovém skladování při poko-

jové teplotě dopad na změnu koncentrace 

cNfL, ale větší, 5% kontaminace (odpovídá 

250 000 erytrocytů/ μl) se již odrazila ve zvý-

šení koncentrace cNfL až o 66 %. Nižší tep-

lota při 4 °C snižovala míru nárůstu koncen-

trací cNfL. Podobné ovlivnění koncentrací 

cNfL se projevilo i při skladování vzorků po 

delší dobu (4–24 h) [36].

Sérum, plazma

Koncentraci v plazmě může ovlivnit použitý 

typ odběrové zkumavky s rozdílnými anti-

koagulačními přísadami. Plazmy s různými 

antikoagulačními prostředky pro stanovení 

NfL by neměly být zaměňovány, i když hod-

noty koncentrací spolu významně kore-

lují [39]. Podle studie Ashtona et al [39] nej-

nižší koncentrace pNfL stanovené pomocí 

Simoa® (single molecule array) (Quanterix, 

Billerica, MA, USA), na HD-X analyzátoru po-

skytuje citrátová plazma, následuje plazma 

s EDTA a nejvyšší koncentrace jsou získávány 

z plazmy ze zkumavek s heparinem lithným. 

Koncentrace NfL v citrátové plazmě byly 

o 20 % nižší než v plazmě EDTA. Podle růz-

ných studií jsou koncentrace NfL v séru vyšší 

asi o 11 % než v EDTA plazmě, ale je mezi 

nimi vyjádřena signifi kantní korelace nebo 

se neliší [26,39,40]. Při srovnání mezi sérem 

a plazmou s heparinem lithným nebyl pozo-

rován rozdíl [39].

Pro stanovení s/ pNfL je zapotřebí přihléd-

nout k hemolýze vzorku vzhledem ke sku-

tečnosti, že erytrocyty obsahují ně kte ré cy-

toskeletální struktury, vč. NfL [41]. Pomocí 

vysoce citlivé metody Simoa® byly v lyzá-

tech z erytrocytů prokázány nízké koncen-

trace NfL, které korelovaly s koncentracemi 

NfL v plazmě [42]. 

Dalším preanalytickým faktorem, který 

může mít dopad na přesnost stanovení kon-

centrace NfL v plazmě, je doba, jež uplyne 

mezi odběrem a centrifugací. I v tomto případě 

se projevuje dobrá stabilita NfL. Koncentrace 

NfL v EDTA plazmě, která byla získána stan-

dardním způsobem (centrifugací krve během 

dvou hodin po odběru) signifi kantně korelo-

vala s koncentracemi NfL v plazmě získané od-

dálenou centrifugací krve za různých podmí-

nek (po 48 h stání krve při pokojové teplotě, 

při 37 °C), i když bylo pozorováno mírné zvý-

šení [43]. Dobré výsledky přineslo i testování 

koncentrací NfL v eluátech z krve odebrané 

ve formě skvrn na speciální kartičky, hodnoty 

koncentrací NfL získané z těchto tekutin však 

byly signifi kantně nižší [43].

Metody pro stanovení NfL 
v bio logických tekutinách
Koncentrace NfL v klinických studiích se sta-

novují především imunoanalytickými meto-

dami, které se liší citlivostí. Proto volba opti-

Tab. 1. Koncentrace NfL v různých biologických tekutinách u zdravých osob analyzo-
vané pomocí souprav Simoa NF-light™ Advantage Kit Quanterix*.

Biologická tekutina
Koncentrace NfL

medián
pg/ml

Citace

mozkomíšní mok 317 (n = 35) [51]

sérum 6,96 (n = 132) [51]

plazma (EDTA) 5,87 (n = 129) [51]

sliny 2,3** (n = 17) [25]

*nejedná se o referenční rozmezí; **hodnota odpovídá průměru

EDTA – kyselina ethylendiamintetraoctová; n – počet; Nfl  – neurofi lamenta
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málního analytického přístupu závisí mimo 

jiné na koncentracích NfL v bio logických 

tekutinách.

Stanovení NfL 

v mozkomíšním moku

Pro stanovení cNfL lze využít metod ELISA, 

které vykazují dostačující citlivost pro vyšší 

koncentrace NfL vyskytující se v této bio-

logické tekutině. Před dostupností imu-

noanalytických souprav pro měření NfL 

v krvi byly koncentrace NfL ve většině klinic-

kých studií analyzovány pomocí komerčně 

dostupné soupravy NF-light® (Neurofila-

ment light) ELISA firmy UmanDia gnostics 

(Umeå, Švédsko). Tato sendvičová ELISA vyu-

žívá dvou vysoce specifi ckých monoklonál-

ních protilátek. Jejich reaktivita je namířena 

proti odlišným epitopům lokalizovaným 

v centrální tyčovité oblasti (rod domain) mo-

lekuly NfL (obr. 1) [44,45]. 

Stanovení NfL v krvi (plazmě, séru)

Vyšetření v krvi zpočátku bránila nedosta-

tečná citlivost metod ELISA pro stanovení 

nízkých koncentrací NfL, o čemž jsme se 

sami přesvědčili [14]. O něco vyšší citlivosti 

dosahují imunoanalytické metody založené 

na detekci elektrochemiluminiscenčního 

signálu, který využívá pro elektrochemilu-

miniscenční metody (ECL) společnost MESO 

Scale DiscoveryTM (Rockville, MD, USA) [37]. 

Nově jsou dostupné i citlivější ELISA sou-

pravy pro stanovení NfL v séru, s nimiž ale 

zatím nemáme zkušenosti. Postupně zavá-

děné nové technologie charakterizované 

výrazně vyšší citlivostí umožnily spolehlivé 

vyšetřování NfL i v séru či plazmě, ale při 

vhodném ředění jimi lze samozřejmě stano-

vovat i koncentrace v MMM [13].

Vysoce citlivé metody jsou postavené na 

technologii Simoa®, SimplePlexTM (Protein-

Simple, San Jose, CA, USA) a IMR (immuno-

magnetic reduction) [46,47]. Principy uvede-

ných imunoanalytických technik se liší. 

Vysoce citlivé imunoanalytické 
metody pro stanovení NfL
Simoa®

Simoa®, o níž se hovoří také jako o digitální 

ELISE, využívá základních principů ELISY, je-

jichž modifi kací je dosaženo schopnosti de-

tekovat koncentrace proteinů v jednotkách 

fg–pg/ ml [13,48–50].

V průběhu stanovení NfL metodou 

Simoa® se na paramagnetických částicích, 

které jsou označeny specifi ckými anti-NfL 

protilátkami, vytvoří sendvičový imunokom-

plex. Jeho součástí je protilátka na částici, 

dále NfL ze vzorku, popř. standardu a druhá 

anti-NfL protilátka, k níž se prostřednictvím 

vazby bio tin-streptavidin připojí enzym β-

-galaktosidáza. Po vytvoření sendvičového 

komplexu se jednotlivé paramagnetické 

částice s roztokem fl uorogenního substrátu 

rozdělí do pole obsahujícího několik set tisíc 

mikrojamek. Poté se v každé jamce detekuje 

fluorescence vzniklá rozkladem substrátu 

prostřednictvím β-galaktosidázy přítomné 

v imunokomplexu. Fluorescenční signál je 

dále vyhodnocován pomocí softwaru, který 

je součástí analyzátoru [13,49,50]. Soupravy 

Simoa® využívají stejné protilátky, jako jsou 

ty v soupravách ELISA UmanDia gnostics [51].

Metoda stanovení NfL na principu 

Simoa® je v současnosti považována za re-

ferenční metodu pro stanovení NfL v séru či 

plazmě [46]. Kromě vysoké citlivosti a nízké 

spotřeby vzorku patří k jejím výhodám i ši-

roký rozsah měřitelných koncentrací umož-

ňující stanovení NfL v MMM a v séru či 

plazmě, a to dokonce i u osob bez onemoc-

nění CNS i PNS [51]. Další výhodou techno-

logie Simoa® je dostupnost komerčních 

souprav, které lze zpracovávat na několika 

typech analyzátorů fi rmy Quanterix (Bille-

rica, MA, USA). Pro každý z analyzátorů jsou 

vyvinuty speciální soupravy a k dispozici 

jsou i takové, v nichž lze NfL analyzovat spo-

lečně s dalšími proteiny ve formě multiplexu. 

Koncentrace pNfL stanovené samostatně 

vysoce korelovaly s výsledky NfL měře-

ných jako součást multiplexu [52]. Souprava 

Simoa NF-light® Advantage Kit je určena pro 

stanovení NfL v séru, plazmě a MMM [51]. 

Jako kalibrátor využívá rekombinantní lidský 

NfL, který nahradil v minulosti používaný ka-

librátor hovězího původu. Starší výsledky zís-

kané prostřednictvím hovězího kalibrátoru 

lze přepočítat pomocí poměru 5 : 1 (kon-

centrace NfL určená pomocí hovězího kalib-

rátoru = 5× koncentrace určená pomocí re-

kombinantního lidského kalibrátoru). 

SimplePlex

Další citlivou imunoanalytickou metodou 

vhodnou pro stanovení nízkých koncentrací 

NfL v krvi je technika založená na nové au-

tomatizované platformě SimplePlexTM [46]. 

Imunochemická reakce probíhá v kanál-

cích, z nichž v každém jsou zabudovány tři 

skleněné komůrky (nanoreaktory) umožňu-

jící provedení analýzy každého vzorku v tri-

plikátu. Na vnitřním povrchu komůrek je na-

vázána specifická protilátka, která zachytí 

antigen obsažený ve vzorku. K detekci vznik-

lého imunokomplexu slouží další protilátka 

označená fluorescenčním barvivem. Ana-

lýza je plně automatizovaná pomocí analy-

zátoru ELLATM, jenž měří fl uorescenční sig-

nál [53]. Platforma SimplePlexTM je schopna 

i multiplexových analýz pro stanovení ně-

kolika bio markerů současně. Zcela nedávno 

byla publikována studie srovnávající koncen-

trace sNfL stanovené technologiemi Sim-

plePlexTM ELLATM a Simoa® [46]. Srovnání uká-

zalo silnou korelaci mimo jiné i díky tomu, že 

obě metody používají stejné anti-NfL proti-

látky. Na rozdíl od protilátek byl v obou sou-

pravách odlišný standard, což se odrazilo 

v rozdílných absolutních koncentracích sNfL. 

Vzhledem k linearitě vztahu je možný přepo-

čet koncentrací získaných oběma metodami 

pomocí korekčního faktoru.

Imunomagnetická redukce

Pro nízké koncentrace NfL byla vypraco-

vána i metoda na bázi imunomagnetické 

redukce (IMR), jejíž vývoj je spojen se spo-

lečností MagQu Co. Ltd. (Taiwan) /  MagQu 

LLC (USA) [47,54]. IMR je založena na mě-

ření poklesu magnetického signálu, ke kte-

rému dochází po vytvoření imunokomplexu 

na povrchu magnetických nanokuliček. Tyto 

nanokuličky vyrobené z Fe
3
O

4
 mají na povr-

chu navázané specifi cké protilátky. V mag-

netickém poli střídavého proudu kuličky 

oscilují. Po navázání antigenu na kuličku pro-

střednictvím specifi cké protilátky se kuličky 

zvětšují a ně kte ré shlukují, což má za ná-

sledek snížení rychlosti jejich oscilace. Tato 

změna rychlosti oscilace je úměrná množ-

ství vázaného analytu a lze ji přímo změ-

řit. Signál IMR je analyzován velice citlivým 

magnetometrem. Na rozdíl od výše uvádě-

ných imunoanalytických metod je zapotřebí 

pouze jedné protilátky a provedení metody 

nevyžaduje promývací kroky. 

Metoda IMR pro měření NfL nevyužívá 

anti-NfL protilátky UmanDia gnostics, nýbrž 

anti-NfL protilátky Santa Cruz Biotechno-

logy, Inc. Standard má povahu rekombinant-

ního lidského NfL. Předklinické testování 

metody pro vyšetřování NfL pomocí IMR 

ukázalo, že test se vyznačuje mimořádnou 

citlivostí a vysokou specifi čností [47]. 

Základní údaje týkající se různých techno-

logií pro stanovení NfL jsou shrnuty v tab. 2.

Perspektivy v analytice
Další krok v analytice NfL představuje adap-

tace vysoce citlivé metody pro rutinní imu-

noanalytickou platformu Siemens – ADVIA 

Centaur® a Atellica® (Siemens, Mnichov, Ně-
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mecko) [55]. Nová imunoanalýza vykazuje 

vysokou korelaci s metodou Simoa® (NfL-li-

ght® Advantage Kit, Quanterix) [55] .

Jedním z trendů v bio chemické dia-

gnostice jsou multiplexové analýzy. Pro neu-

rologické bio markery jsou ve formě až kva-

druplexu vč. NfL k dispozici od společnosti 

Quanterix. Nový analytický přístup volí Olink 

Proteomics (Uppsala, Švédsko). Využívá tech-

nologie PEA (Proximity Extension Assay) spo-

jující princip imunochemické reakce s poly-

merázovou řetězovou reakcí [56]. Uvedená 

technologie umožňuje vytváření multiplexů 

pro stanovení vysokého počtu analytů, mezi 

nimiž jsou zařazena i NfL, které jsou součástí 

panelu Olink® Target 96 Neuro Exploratory.

Závěr
NfL představují perspektivní nespecifi cký bio-

marker poškození neuronů a axonů, k němuž 

dochází u celé řady neurologických onemoc-

nění. Pro stanovení NfL existuje několik imu-

noanalytických přístupů vhodných pro spo-

lehlivé vyšetření v MMM i v séru/ plazmě. 

Postupně jsou studovány preanalytické a ana-

lytické vlivy, které mají dopad na výsledek sta-

novené koncentrace NfL. Při hodnocení kon-

centrací je zapotřebí brát v úvahu věk pacienta 

a BMI. Výhodou NfL je jejich dlouhodobá sta-

bilita při různých teplotách i odolnost vůči 

opakovaným cyklům zmrazování a rozmrazo-

vání. Je zřejmé, že se postupně rozšiřuje na-

bídka nových technologických přístupů, které 

se zdají být perspektivními pro vyšetřování 

i velmi nízkých koncentrací NfL. I v ČR existují 

pracoviště, která provádějí stanovení NfL v krvi, 

zatím na výzkumné bázi. V této souvislosti se 

naléhavým problémem stává standardizace 

stanovení NfL, zahrnující výběr referenční ana-

lytické metody a přípravu certifi kovaného re-

ferenčního materiálu. Při zavedení vyšetřování 

NfL do klinické praxe bude také nutné zajistit 

systém externí kontroly kvality, jako je tomu 

u jiných analytů. Bude zajímavé sledovat, jaké 

místo zaujmou sérové koncentrace NfL v dia-

gnostice neurologických onemocnění vedle 

zobrazovacích metod mozku, vyšetření MMM 

a kognitivních testů [57–59].
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