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Analytické a preanalytické aspekty stanoveni
lehkych fetézcl neurofilament v biologickych

tekutinach

Analytical and pre-analytical aspects of neurofilament light chain

determination in biological fluids

Souhrn

Tento prehled si klade za cil seznamit klinické a laboratorni pracovniky s nejdilezitéjsimi
preanalytickymi a analytickymi aspekty stanovenf lehkych fetézcl neurofilament (NfL) v bio-
logickych tekutindch. NfL predstavuji perspektivni nespecificky biomarker poskozeni neuront
a axonU, k némuz dochazi u celé fady neurologickych onemocnéni. Pfed zavedenim vysetfovani
NfL do $irsi klinické praxe je nutné charakterizovat preanalytické a analytické stranky stanovent,
které mohou vyznamnym zpUsobem ovlivnit spravnost vysledku analyzy. Pfi hodnoceni
koncentraci NfL je zapotrebi brat v Gvahu vék pacienta a vliv mdze mit i body mass index. Vyhodou
NfL je jejich dlouhodoba stabilita pfi riznych teplotach skladovéni i odolnost vici opakovanym
cykldm zmrazovani a rozmrazovéni. Koncentrace NfL v klinickych studiich se stanovuji
predevsim imunoanalytickymi metodami, které se lisi citlivosti. Pro stanoveni NfL existuje nékolik
imunoanalytickych pfistupd vhodnych pro spolehlivé vysetfeni v.mozkomisnim moku (MMM)
i v séru/plazmé. Volba optimalniho analytického pfistupu zavisi mimo jiné na koncentracich
NfL v biologickych tekutindch. Pro stanoveni NfL v MMM Ize vyuzit metod ELISA, které vykazuijf
dostacujici citlivost pro vyssi koncentrace NfL vyskytujici se v této biologické tekutiné. Postupné
zavadéné nové technologie charakterizované vyrazné vyssi citlivosti ve srovnani s metodou ELISA
umoznily spolehlivé vysetfovani NfL i v séru ¢i plazmeé. Podrobnéji jsou zminovéany principy metod
postavené na technologii Simoa® SimplePlex™ 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 neurofilament light chain (NfL) determination in biological
fluids. NfLs represent a promising nonspecific biomarker 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 significantly affect 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 effect. The advantages of NfLs are their long-term storage stability at different 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 fluid (CSF) and serum/plasma. The choice of the optimal analytical approach
depends, among other things, on the concentration of NfL in biological fluids. ELISA methods can
be used to determine NfL in CSF, which show sufficient sensitivity for higher concentrations of NfL
occurring in this biological fluid. Newly introduced technologies characterized by significantly
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, SimplePlex™, and
immunomagnetic reduction are mentioned in more detail.
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Uvod
Neurologim se dostdva do rukou slibny bio-
marker, kterym jsou lehké fetézce neurofila-
ment (NfL). Néktefi jejich vyznam pfirovna-
vaji k troponintm v kardiologii [1].

Neurofilamenta v CNS jsou heteropoly-
mery sestavené ze Ctyf polypeptidovych
fetézcd, k nimz patif triplet neurofilamen-
tovych fetézcl (NfL, stfedni fetézce neu-
rofilament a tézké retézce neurofilament)
a a-internexin. V perifernim nervovém sys-
tému (PNS) je soucasti neurofilament spo-
le¢né s tripletem neurofilamentovych fe-
tézcl dalsi protein — peripherin. Struktura
neurofilamentovych fetézcl je podobnd, ale
jednotlivé polypeptidy se lisf relativni mo-
lekulovou hmotnosti (Mr) a mirou fosfory-
lace — lehké Ffetézce maji Mr 70 000, stfedni
fetézce (NfM) 150 000 a tézké retézce (NfH)
200 000 [2]. Schéma molekuly NfL je zndzor-
néno na obr. 1. NfL tvofi nejhojnéjsi podjed-
notku v tripletu neurofilamentovych fetézca,
zastoupeni NfL : NfM : NfH v neurofilamen-
tech je pfiblizné v tomto poméru 5:3: 1 [3].

NfL predstavuji nespecificky biomarker
odrazejici poskozeni axond a neurond,
k némuz dochdzi z rlznych pficin, at uz se
jedna napf. o zanét, neurodegeneraci nebo
trauma [4-8]. NfL se uvolnuji do intersticialni
tekutiny a z ni mohou pronikat do mozko-
misniho moku (MMM) a také do krve. Pfi
nékterych patologickych stavech v oblasti
nervové soustavy se mnozstvi NfL prestu-
pujicich do rdznych kompartmentl vyrazné
zvysSuje [9-11].

Detailngjsi vyzkum NfL jako biomarkeru
u neurologickych onemocnéni umoznili jiz
v roce 1996 Rosengren et al [12], kdyZ jako
prvni popsali metodu ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) jako vhodnou ke sta-
noveni NfL. Citlivost metody ELISA viak do-
voluje spravné stanovovat koncentrace NfL
pouze v MMM, jehoZ odbér predstavuje in-
vazivni vykon. Proto se dalsi vina zajmu o NfL
dostavila aZ poté, co se zacaly Uspésné vy-
vijet vysoce citlivé metody na jejich stano-
ven( v krvi [13]. Od té doby se datuje prudky

narlst novych poznatk o NfL vyuZitelnych
v péci o pacienty se zavaznym neurologic-
kym onemocnénim. Znacna pozornost je
vénovana prinosu stanoveni NfL u nemoc-
nych s RS [1,5,14-17]. Vysoka hladina NfL pre-
dikuje aktivitu nemoci u RS [18-20], naopak
nizka hladina je spojend s absenci radiolo-
gické aktivity nemoci a mohla by v budouc-
nosti u nekterych pacientd doplnit, nebo
dokonce nahradit kontrolni zobrazeni CNS
MR [17]. Povzbudivé vysledky pfindseji i stu-
die zamérené na vyuziti NfL u dalsich neu-
rologickych onemocnéni spojenych se ztra-
tou nebo poskozenim neuronl [6,9,21,22].
Existuji studie ukazujici pfinos NfL pfi dife-
rencialnf diagnostice rliznych typ demenci,
extrapyramidovych neurodegenerativnich
onemocnéni nebo také amyotrofické late-
ralnf sklerdzy [9,10]. Méfeni hladin NfL mdze
pomoci pfi predikci vyvoje stavu po ische-
mické CMP, po urazech mozku nebo po kar-
diopulmonalni resuscitaci [20,22,23].

Pred zavedenim vysetiovani NfL do sirsi
klinické praxe je nutné charakterizovat
preanalytické a analytické stranky jejich sta-
noveni, které mohou vyznamnym zpUso-
bem ovlivnit spravnost vysledku analyzy,
a je zapotiebf k nim pfihlizet pfi interpretaci
vysledk( vysetreni. Tento text si klade za cil
seznamit klinické a laboratorni pracovniky
s nejdUlezitéjsimi preanalytickymi a analytic-
kymi aspekty stanoveni NfL v biologickych
tekutinéch.

Koncentrace NfL v jednotlivych
biologickych tekutinach
Béznymi biologickymi tekutinami, v nichz
se NfL vysetfuji, jsou MMM, sérum a plazma
(tab. 1). Nejvyssich koncentraci dosahuji
NfL v MMM (cNfL). V porovnani s plazmou
¢i sérem jsou koncentrace cNfL mnohona-
sobné vys3si. Napf. Disanto et al [5] uvedli, ze
medidn koncentraci NfL byl 42X nizsi v séru
nezv MMM.

Jak vyplynulo z metaanalyzy, mezi kon-
centracemi cNfL a koncentracemi NfL v séru
(sNfL) nebo v plazmé (pNfL) existuje stfedné
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Obr. 1. Schéma struktury lehkého fetézce neurofilamenta.
Fig. 1. Scheme of the neurofilament light chain structure.

silnd korelace, kterd je vice vyjadrena u pa-
cientd s onemocnénim CNS nebo PNS nez
u kontrolnich skupin. Tésnéjsi vztah byl po-
zorovan ve studiich, které pouzily pro sta-
noveni NfL citlivéjsich imunoanalytickych
metod [24].

NfL byly testovény i ve slinéch, které pred-
stavuji velice snadno dostupny biologicky
material [25]. Zatim se ale zd3, Ze stanoveni
NfL ve slinach bude mit omezeny klinicky
vyznam, alespon pro neurodegenerativni
onemocneéni.

Biologické faktory ovliviujici
koncentrace NfL
Vék
Dulezity faktor, ktery ovliviiuje koncentrace
cNfL i koncentrace NfL v krvi, pfedstavuje
veék. Pozitivni korelaci mezi vékem a kon-
centraci cNfL u kontrolnich skupin i u fady
neurologickych onemocnéni publikovali
v rozséhlé metaanalyze, na které se podileli
i néktefi autori tohoto ¢lanku, Bridel et al [4].
U zdravych osob metaanalyza uvadi narlst
koncentraci cNfL na kazdy rok véku o 3,3 %.
Vztah mezi vékem a koncentraci NfL vyjad-
feny u zdravych jedinct i u pacientl je dobfe
dokumentovan i v krvi [5,26]. Pro zdravé kont-
roly se udava vzestup koncentraci sNfL 0 2,2 %
na kazdy rok véku [5]. Podle nékterych studif
neni zvysovani koncentraci sNfL s vékem li-
nearni a zrychluje se po dosazeni véku 60 let,
kdy navyseni mlze byt az dvojndsobné, tj.
04,3 % [27]. U rlznych neurologickych one-
mocnén( byla také prokazovana vyznamna ko-
relace mezi NfL v krvi a vékem [5,19,28].
Pozitivni vztah mezi koncentracemi NfL
a vékem je pfipisovan vékem podminénym
zménam v CNS spojenym se ztrdtou neu-
rond, ale pfispivat maze i vyraznéjsi po-
kles rendinich funkci, zejména u starsich
osob [29,30]. Proto je nezbytné souvislost
mezi vékem a koncentracemi NfL. zohledno-
vat pfi interpretaci jejich vysetfeni.

Pohlavi arasa
Koncentrace cNfL ve vztahu k pohlavi hod-
notili v neddvné metaanalyze Bridel at al [4].
Byly vyssi 0 26 % u zdravych muzd a zvyseni
u muzt bylo pozorovéno i u nékterych neu-
rologickych onemocnéni. V EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova) plazmé a séru
ale nenf zévislost koncentraci NfL na po-
hlavi v fadé praci prokazovana [5,26,28,29].
Pohlavi se proto pfi normalizaci koncentraci
NfL nebere v Uvahu.

Ukazuje se, Ze etnika mohou mit odlisné
koncentrace. V MMM byly koncentrace NfL
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nizsi u kognitivné zdravych Afroameric¢and
nez u osob kavkazské rasy [31]. Naopak
v séru byly koncentrace NfL nizsf u kavkaz-
ské rasy nez u jinych ras [30].

Body mass index a objem krve

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje koncentrace
NfL v krvi, je index télesné hmotnosti (body
mass index; BMI) a objem krve. Manouche-
hrinia et al [32] tento vztah analyzovali na
velkém souboru kontrol (n = 662) a prokazali
vyznamnou negativni korelaci mezi koncen-
traci pNfL a BMI s poklesem 0 0,02 pg/ml na
vzestup BMI o jednotku. Vztah mezi koncen-
tracemi p/sNfL a BMI popsany Manouchehri-
niou et al u zdravych platil také pro pacienty
s RS a mentdlni anorexif [32-34]. Snizeni kon-
centrace pNfL o0 0,15 pg/ml bylo zazname-
nano pfi zvyseni objemu krve o 11 u zdra-
vych kontrol. Jind je pak situace v prlibéhu
fyziologického téhotenstvi, které je doprova-
zeno vzestupem koncentraci NfL v krvi [20].

Biologicka variabilita

DulezZitou vlastnosti analytu je jeho stabi-
lita u jedince v case. Intraindividudlni kolisani
koncentraci sNfL v pribéhu dne a mezi dny
je minimalni (3,1 %), ale interindividuaIni va-
riabilita je vyrazna (35,6 %) [35].

Dalsi biologické vlivy

Kromé vyse uvedenych vlivl byly popséany
i dalsi faktory s dopadem na koncent-
race NfL v krvi, jako jsou koureni, systolicky
krevni tlak, fibrilace sini, onemocnéni PNS,
uzivani neurotoxickych 1ékd, které veétsi-
nou prispivaji ke zvyseni koncentraci. Prihli-
Zet je zapotrebi i ke stavu hematoencefalické
bariéry [20,24].

Vliv teploty a doby skladovani

na stabilitu NfL v biologickych
tekutinach

NfL je stabilnim analytem pfi skladovani
vzorku pfi nizkych i vyssich teplotach. Sta-
bilita NfL byla prokdzana jak v MMM, tak
v séru/plazmé.

Mozkomisni mok
Koncentrace cNfL ve vzorcich zpracovanych
po jedné nebo 24 h po odbéru se vyznamné
neliSily bez ohledu na teplotu skladovani
(pokojové teplota, 4 °C). Stabilita koncentraci
cNfL je zachovéna i po dobu 21 dnd pfi riz-
nych teplotach v rozmezi od =20 °C do 37 °C
pfi srovnani s teplotou —80 °C [36].

NfL v MMM jsou odolna vici opakova-
nému zmrazovani a rozmrazovani (=80 °C

Tab. 1. Koncentrace NfL v rliznych biologickych tekutinach u zdravych osob analyzo-
vané pomoci souprav Simoa NF-light™ Advantage Kit Quanterix*.

Koncentrace NfL

Biologicka tekutina median Citace
pg/ml

mozkomisni mok 317 (n=135) [51]

sérum 6,96 (n =132) [51]

plazma (EDTA) 587 (n=129) [51]

sliny 23**(n=17) [25]

*nejedna se o referencni rozmezf; **hodnota odpovida priméru
EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova; n — pocet; Nfl — neurofilamenta

a pokojova teplota). Byly testovany Ctyfi
cykly bez vyznamnych zmén v koncentraci
cNfL [36].

Sérum, plazma

Koncentrace s/pNfL zlstdvaji stabilni
7-8 dn(, kdy?Z jsou uchovévany pfi pokojové
teploté nebo pfi 4 °C [37,38]. Stabilita NfL je
za situace nekolikadenniho uchovani pfi po-
kojové teploté mirné vyssi v séru nez v EDTA
plazmé [38]. Stabilitu si NfL udrzuji i pfi opa-
kovaném zmrazovani a rozmrazovani. Kon-
centraci sNfL a EDTA plazmy vyznamné neo-
vlivnilani 3-5x opakovany cyklus rozmrazenf
a zmrazeni [37,39].

Dalsi preanalytické vlivy

na koncentraci NfL

Mozkomis$ni mok

Nizkd, tj. 0,05% (odpovidd 2 500 erytro-
cytd/pl) kontaminace vzorku MMM krvi ne-
méla pfi 1-2hodinovém skladovani pfi poko-
jové teploté dopad na zménu koncentrace
cNfL, ale vétsi, 5% kontaminace (odpovida
250 000 erytrocytl/ul) se jiz odrazila ve zvy-
Seni koncentrace cNfL a7z 0 66 %. Nizsi tep-
lota pfi 4 °C snizovala miru nardstu koncen-
traci cNfL. Podobné ovlivnéni koncentraci
cNfL se projevilo i pfi skladovani vzorkd po
delsi dobu (4-24 h) [36].

Sérum, plazma

Koncentraci v plazmé mUZe ovlivnit pouzity
typ odbérové zkumavky s rozdilnymi anti-
koagulacnimi pfisadami. Plazmy s rdznymi
antikoagula¢nimi prostfedky pro stanoveni
NfL by nemély byt zaménovany, i kdyz hod-
noty koncentraci spolu vyznamné kore-
luji [39]. Podle studie Ashtona et al [39] nej-
nizsi koncentrace pNfL stanovené pomoci
Simoa® (single molecule array) (Quanterix,
Billerica, MA, USA), na HD-X analyzétoru po-

skytuje citrdtova plazma, nasleduje plazma
s EDTA a nejvyssi koncentrace jsou ziskavany
z plazmy ze zkumavek s heparinem lithnym.
Koncentrace NfL v citrdtové plazmé byly
0 20 % nizsi nez v plazmé EDTA. Podle rliz-
nych studif jsou koncentrace NfL v séru vyssi
asi 0 11 % nez v EDTA plazmé, ale je mezi
nimi vyjadrena signifikantni korelace nebo
se nelisi [26,39,40]. Pfi srovnani mezi sérem
a plazmou s heparinem lithnym nebyl pozo-
rovan rozdil [39].

Pro stanoveni s/pNfL je zapottebi prihléd-
nout k hemolyze vzorku vzhledem ke sku-
te¢nosti, Ze erytrocyty obsahuji nékteré cy-
toskeletdIni struktury, v¢. NfL [41]. Pomoci
vysoce citlivé metody Simoa® byly v lyza-
tech z erytrocytl prokazény nizké koncen-
trace NfL, které korelovaly s koncentracemi
NfL v plazmé [42].

Dalsim preanalytickym faktorem, ktery
mUze mit dopad na presnost stanoveni kon-
centrace NfL v plazmé, je doba, jeZ uplyne
mezi odbérem a centrifugaci.| vtomto piipadé
se projevuje dobrd stabilita NfL. Koncentrace
NfL v EDTA plazmé, kterd byla ziskana stan-
dardnim zpUsobem (centrifugaci krve béhem
dvou hodin po odbéru) signifikantné korelo-
vala s koncentracemi NfL v plazmé ziskané od-
délenou centrifugaci krve za rlznych podmi-
nek (po 48 h stani krve pfi pokojové teploté,
pfi 37 °C), i kdyZ bylo pozorovdno mirné zvy-
Senf [43]. Dobré vysledky pfineslo i testovani
koncentraci NfL v eludtech z krve odebrané
ve formé skvrn na specidlni karticky, hodnoty
koncentraci NfL ziskané z téchto tekutin vsak
byly signifikantné nizsi [43].

Metody pro stanoveni NfL
v biologickych tekutinach
Koncentrace NfL v klinickych studiich se sta-
novuji predevsim imunoanalytickymi meto-
dami, které se lisi citlivosti. Proto volba opti-
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malniho analytického pfistupu zavisi mimo
jiné na koncentracich NfL v biologickych
tekutinéch.

Stanoveni NfL

v mozkomisnim moku

Pro stanoveni cNfL Ize vyuzit metod ELISA,
které vykazuji dostacujici citlivost pro vyssi
koncentrace NfL vyskytujici se v této bio-
logické tekutiné. Pfed dostupnosti imu-
noanalytickych souprav pro méfeni NfL
v krvi byly koncentrace NfL ve vétsiné klinic-
kych studif analyzovany pomoci komeréné
dostupné soupravy NF-light® (Neurofila-
ment light) ELISA firmy UmanDiagnostics
(Umeé, Svédsko). Tato sendvicova ELISA vyu-
7iva dvou vysoce specifickych monoklonal-
nich protilatek. Jejich reaktivita je namifena
proti odlisnym epitoplm lokalizovanym
v centralni tycovité oblasti (rod domain) mo-
lekuly NfL (obr. 1) [44,45].

Stanoveni NfL v krvi (plazmé, séru)
Viysetfeni v krvi zpocatku branila nedosta-
te¢na citlivost metod ELISA pro stanoveni
nizkych koncentraci NfL, o ¢emzZ jsme se
sami presvedcili [14]. O néco vyssi citlivosti
dosahuji imunoanalytické metody zaloZené
na detekci elektrochemiluminiscen¢niho
signalu, ktery vyuziva pro elektrochemilu-
miniscen¢ni metody (ECL) spolec¢nost MESO
Scale Discovery™ (Rockville, MD, USA) [37].
Nové jsou dostupné i citlivejsi ELISA sou-
pravy pro stanoveni NfL v séru, s nimiz ale
zatim nemdme zkusenosti. Postupné zava-
déné nové technologie charakterizované
vyrazné vyssi citlivosti umoznily spolehlivé
vysetfovani NfL i v séru ¢i plazmé, ale pfi
vhodném fedénf jimi Ize samozfejmé stano-
vovat i koncentrace v MMM [13].

Vlysoce citlivé metody jsou postavené na
technologii Simoa® SimplePlex™ (Protein-
Simple, San Jose, CA, USA) a IMR (immuno-
magnetic reduction) [46,47]. Principy uvede-
nych imunoanalytickych technik se lisi.

Vysoce citlivé imunoanalytické
metody pro stanoveni NfL

Simoa®

Simoa® o niz se hovoli také jako o digitaIni
ELISE, vyuziva zakladnich principC ELISY, je-
jichz modifikacf je dosazeno schopnosti de-
tekovat koncentrace proteinC v jednotkach
fg—pg/ml [13,48-501.

V' pribéhu stanoveni NfL metodou
Simoa® se na paramagnetickych ¢ésticich,
které jsou oznaceny specifickymi anti-NfL
protilatkami, vytvofi sendvicovy imunokom-

plex. Jeho soucasti je protildtka na ¢astici,
dale NfL ze vzorku, popf. standardu a druha
anti-NfL protiltka, k niz se prostrednictvim
vazby biotin-streptavidin pfipoji enzym 3-
-galaktosidaza. Po vytvofeni sendvi¢ového
komplexu se jednotlivé paramagnetické
Castice s roztokem fluorogenniho substratu
rozdéli do pole obsahujiciho nékolik set tisic
mikrojamek. Poté se v kazdé jamce detekuje
fluorescence vznikld rozkladem substratu
prostifednictvim B-galaktosidazy pfitomné
v imunokomplexu. Fluorescencni signal je
ddle vyhodnocovan pomoci softwaru, ktery
je soucasti analyzatoru [13,49,50]. Soupravy
Simoa® vyuzivaji stejné protilatky, jako jsou
ty v soupravach ELISA UmanDiagnostics [51].
Metoda stanoveni NfL na principu
Simoa® je v soucasnosti povazovana za re-
feren¢ni metodu pro stanoveni NfL v séru ¢i
plazmé [46]. Kromeé vysoké citlivosti a nizké
spotieby vzorku patii k jejim vyhodam i $i-
roky rozsah méfitelnych koncentraci umoz-
nujicl stanoveni NfL v MMM a v séru i
plazmé, a to dokonce i u osob bez onemoc-
néni CNS i PNS [51]. Dalsi vyhodou techno-
logie Simoa® je dostupnost komerc¢nich
soupray, které Ize zpracovévat na nékolika
typech analyzator( firmy Quanterix (Bille-
rica, MA, USA). Pro kazdy z analyzétord jsou
vyvinuty specidlni soupravy a k dispozici
jsou i takové, v nichz Ize NfL analyzovat spo-
le¢né s dalsimi proteiny ve formé multiplexu.
Koncentrace pNfL stanovené samostatné
vysoce korelovaly s vysledky NfL méfe-
nych jako soucast multiplexu [52]. Souprava
Simoa NF-light® Advantage Kit je ur¢ena pro
stanoveni NfL v séru, plazmé a MMM [51].
Jako kalibrator vyuziva rekombinantni lidsky
NfL, ktery nahradil v minulosti pouzivany ka-
librdtor hovéziho plvodu. Starsi vysledky zis-
kané prostrednictvim hovéziho kalibratoru
|ze pfepocitat pomoci poméru 5 : 1 (kon-
centrace NfL ur¢end pomoci hovéziho kalib-
ratoru = 5x koncentrace ur¢end pomoci re-
kombinantniho lidského kalibratoru).

SimplePlex

Dalsi citlivou imunoanalytickou metodou
vhodnou pro stanoven( nizkych koncentracf
NfL v krvi je technika zaloZzena na nové au-
tomatizované platformé SimplePlex™ [46].
Imunochemicka reakce probihad v kanal-
cich, z nichz v kazdém jsou zabudovany tfi
sklenéné komurky (nanoreaktory) umozriu-
jici provedeni analyzy kazdého vzorku v tri-
plikdtu. Na vnitinim povrchu komdarek je na-
vazéna specifickd protilatka, kterd zachyti
antigen obsazeny ve vzorku. K detekci vznik-

lého imunokomplexu slouzi dalsi protilatka
oznacend fluorescen¢nim barvivem. Ana-
lyza je plné automatizovand pomoci analy-
zadtoru ELLA™, jenz méfi fluorescencnf sig-
nal [53]. Platforma SimplePlex™ je schopna
i multiplexovych analyz pro stanoveni né-
kolika biomarker(i souc¢asné. Zcela nedavno
byla publikovana studie srovnavajici koncen-
trace sNfL stanovené technologiemi Sim-
plePlex™ ELLA™ a Simoa® [46]. Srovnani uka-
zalo silnou korelaci mimo jiné i diky tomu, Ze
obé metody pouzivaji stejné anti-NfL proti-
latky. Na rozdil od protilatek byl v obou sou-
pravach odlisny standard, coZ se odrazilo
v rozdilnych absolutnich koncentracich sNfL.
Vzhledem k linearité vztahu je mozny prepo-
Cet koncentraci ziskanych obéma metodami
pomoci korekéniho faktoru.

Imunomagneticka redukce

Pro nizké koncentrace NfL byla vypraco-
vana i metoda na bazi imunomagnetické
redukce (IMR), jejiz vyvoj je spojen se spo-
le¢nosti MagQu Co. Ltd. (Taiwan) / MagQu
LLC (USA) [47,54]. IMR je zaloZzena na mé-
feni poklesu magnetického signélu, ke kte-
rému dochézi po vytvofeniimunokomplexu
na povrchu magnetickych nanokuli¢ek. Tyto
nanokulicky vyrobené z Fe,O, maji na povr-
chu navézané specifické protilatky. V mag-
netickém poli stfidavého proudu kulicky
osciluji. Po navazani antigenu na kulicku pro-
stfednictvim specifické protilatky se kulicky
zvetsuji a nékteré shlukuji, coz ma za na-
sledek snizeni rychlosti jejich oscilace. Tato
zména rychlosti oscilace je tmérnd mnoz-
stvi vdzaného analytu a Ize ji pfimo zmé-
fit. Signal IMR je analyzovan velice citlivym
magnetometrem. Na rozdil od vyse uvade-
nych imunoanalytickych metod je zapottebi
pouze jedné protilatky a provedeni metody
nevyzaduje promyvaci kroky.

Metoda IMR pro meéfeni NfL nevyuziva
anti-NfL protildtky UmanDiagnostics, nybrz
anti-NfL protilatky Santa Cruz Biotechno-
logy, Inc. Standard mé povahu rekombinant-
niho lidského NfL. Predklinické testovani
metody pro vysetfovani NfL pomoci IMR
ukdzalo, Ze test se vyznacuje mimoradnou
citlivosti a vysokou specifi¢nosti [47].

Z3kladnf udaje tykajici se rtiznych techno-
logif pro stanoveni NfL jsou shrnuty v tab. 2.

Perspektivy v analytice

Dalsi krok v analytice NfL pfedstavuje adap-
tace vysoce citlivé metody pro rutinni imu-
noanalytickou platformu Siemens — ADVIA
Centaur® a Atellica® (Siemens, Mnichov, Né-
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Tab. 2. Zakladni udaje tykajici se souprav pro stanoveni NfL v biologickych tekutinach.
Dolni limit . [ . .

Platforma stanovitelnosti Standard (puvod) Protilatky Vyrobce souprav Citace

. y ) UmanDiagnostics AB, (Umea,
ELISA cca 50 pg/ml hovéz anti-NfL mAb 47 : 3 Sweden)** [51]
anti-NfL mAb 2: 1
. ) ) MESO Scale Discovery™ (MSD,
ECL 15,6 pg/ml hovézi anti-NfL mAb 47 : 3 Maryland, USA) [37]
anti-NfL mAb 2: 1

ECL 34 pg/ml - - MESO Scale Discovery™ [60]

(technologie MULTI-ARRAY) (Rockville, Maryland, USA)

SimplePlex™ 2,7 pg/ml hovézi anti-NfL mAb 47:3  ProteinSimple (San Jose, CA, USA)  [46]

anti-NfL mAb 2: 1

Siemens ADVIA CentaurO 1,62 pg/ml - - Siemens Healthineers AG [55]

Quanterix SimoaO 0,686 pg/ml lidsky rekombinantni  anti-NfL mAb 47 : 3 Quanterix (Billerica, MA USA) [51]

(NF-lightO Advantage Kit HD) anti-NfL mAb 2 : 1

% 1 ) . anti-NfL mAb (Santa  MagQu (New Taipei City, Taiwan/

IMR 0,18 fg/ml lidsky rekombinantni Cruz Biotechnology) ST, A, U5 [47]
*limit detekce; **od konce roku 2021 je od stejného vyrobce k dispozici i souprava ELISA pro stanoveni NfL v séru s dolnim limitem stanovitel-
nosti 0,8 pg/ml
ECL - electrochemiluminescence; ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay; IMR — immunomagnetic reduction; mAb — monoklonaini pro-
tildtky; Nfl — neurofilamenta

mecko) [55]. Novd imunoanalyza vykazuje
vysokou korelaci s metodou Simoa® (NfL-li-
ght® Advantage Kit, Quanterix) [55] .

Jednim z trendl v biochemické dia-
gnostice jsou multiplexové analyzy. Pro neu-
rologické biomarkery jsou ve formé az kva-
druplexu v¢. NfL k dispozici od spole¢nosti
Quanterix. Novy analyticky pfistup voli Olink
Proteomics (Uppsala, Svédsko). Vyuziva tech-
nologie PEA (Proximity Extension Assay) spo-
jujici princip imunochemické reakce s poly-
merdzovou fetézovou reakcf [56]. Uvedend
technologie umoznuje vytvareni multiplexd
pro stanoveni vysokého poctu analytd, mezi
nimiz jsou zafazena i NfL, které jsou soucastf
panelu Olink® Target 96 Neuro Exploratory.

Zaveér

NfL pfedstavuji perspektivni nespecificky bio-
marker poskozeni neurond a axont, k némuz
dochdzi u celé fady neurologickych onemoc-
néni. Pro stanoveni NfL existuje nékolik imu-
noanalytickych pfistup vhodnych pro spo-
lehlivé vysetfeni v MMM i v séru/plazmé.
Postupné jsou studovany preanalytické a ana-
lytické vlivy, které maji dopad na vysledek sta-
novené koncentrace NfL. Pfi hodnocenf kon-
centracf je zapotfebi brat v Gvahu vék pacienta
a BMI. Vyhodou NfL je jejich dlouhodobd sta-
bilita pfi rdznych teplotach i odolnost vici
opakovanym cyklim zmrazovani a rozmrazo-

vani. Je ztejmé, ze se postupné rozsifuje na-
bidka novych technologickych pfistupd, které
se zdaji byt perspektivnimi pro vysetiovani
i velmi nizkych koncentraci NfL. | v CR existuji
pracovisté, kterd provadéji stanoveni NfL v krvi,
zatim na vyzkumné bazi. V této souvislosti se
naléhavym problémem stava standardizace
stanoveni NfL, zahrnujici vybér referencni ana-
lytické metody a pfipravu certifikovaného re-
ferencniho materidlu. Pri zavedenf vysetiovani
NfL do klinické praxe bude také nutné zajistit
systém externi kontroly kvality, jako je tomu
u jinych analytd. Bude zajimavé sledovat, jaké
misto zaujmou sérové koncentrace NfL v dia-
gnostice neurologickych onemocnénf vedle
zobrazovacich metod mozku, vysetieni MMM
a kognitivnich test( [57-59].
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