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1. Uvod

Pro diagnostiku celého zazivaciho ustroji je uréena cela fada specializovanych metod a to jak
fyzikalnich, tak chemickych. Morfologicky obraz organti gastrointestinalniho traktu umoznuji
moderni zobrazovaci metody jako je endoskopie, sonografie, rentgenové vySetfeni,
pocitacova tomografie nebo magnetickd rezonance. Nutnym doplnénim jsou metody
biochemické. Jejich pfinos pro diagnostiku je predevsim v oblasti funk¢nich testi,
screeningovych programt a sledovani dynamiky procest v pribéhu 1é¢by resp. dlouhodobého
sledovani nemocného (follow-up).[18]

Zjisténi hodnot pankreatické elastdzy 1 ve stolici se vyuziva k urceni funkce exokrinniho
pankreatu. Stanoveni pankreatické elastazy 1 ma vysokou specificitu i senzitivitu a je
vyuzivano na dlouhodobé sledovani pacientl s chronickou insuficienci pankreatu, dale jako
screeningovy test onemocnéni pankreatu a u diferencidlni diagnostiky malabsorbéniho
syndromu.

Pankreatickou elastazu 1 lze stanovit ve stolici i v krvi pomoci metody ELISA. V této praci
byla k uréeni hodnot ve stolici vyuzita metoda ELISA setem od firmy ScheBo® v laboratofi
Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostiky Vseobecné fakultni nemocnice a 1.
Iékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Princip této metody je zaloZen na reakci
sandwichového typu se dvéma monoklonalnimi protilatkami vysoce specifickymi proti lidské
pankreatické elastaze 1.

Cilem této prace je zjistit miru variability u sledovaného testu u ¢tyt zdravych jedinct. Jejich
vzorky budou odebirany v mé&si¢nich intervalech po dobu piil roku a zméteny pomoci metody
ELISA.

Prace je doplnéna o tydenni test zmén v hodnotich pankreatické elastazy 1 u dvou zdravych
jedincii pfi riznych teplotdch uchovani vzorki. Cilem této Casti je zjistit, nakolik rtzné
teploty méni hodnoty pankreatické elastazy 1 v métenych vzorcich.



2. Teoreticka Cast

2.1. Pankreaticka elastaza, vlastnosti, vyznam a stanoveni

2.1.1. Fyziologie pankreatu

Pankreas(slinivka bfi$ni) je anatomicky rozdélen na hlavu, télo a ohon. Napohled vypada jako
Sed¢€ rizova slinnd zlaza, S patrnou kresbou lalacki. Je dlouhy 12 az 16 cm a jeho hmotnost je
mezi 60 az 90 gramy. Je umistén za Zaludkem napii¢ po zadni sténé bfisni, od
duodena(dvanactnik) az ke sleziné. [1]

Pankreas ma dvé funkce: exokrinni a endokrinni. Endokrinni ¢ast pankreatu tvofi asi 1 milion
drobnych, az do 0,5 milimetrd velkych, bunéénych okrski, coz jsou difusné¢ rozeseté
Langerhansovy ostravky. Ty tvoii asi 1,5 % celkového objemu pankreatu. V Langer-
hansovych ostriiveich jsou umistény A, B a D bunky, produkujici glukagon(A), insulin a
somatostatin. Tyto hormony, mimo uc¢inky celotélové, ovliviiuji navzajem svoji sekreci a
pusobi i na ¢innost GIT. [1] [2]

Z hlediska této prace je dulezity exokrinni oddil slinivky, ktery je funkéni slozkou
gastrointestinalniho traktu. Je to tuboalveoldrni zldza, do které vstupuji jemna septa a déli ji
na lalicky. Lalicky jsou slozeny ze zlazovych acinli tvofenych serosnimi bunikami. Tato zlaza
uvolnuje alkalickou pankreatickou $tavu do dvanactniku na Vaterovée papile bud’ samostatné,
nebo spole¢nym kanalem se zluci. [1] [2]

Pankreaticka Stdva obsahuje travici enzymy, které tvoti 90% bilkoviny pankreatické stavy.
Tyto enzymy jsou trypsinogen a chymotrypsin, dale amylaza, lipaza, elastaza. Trypsinogen a
chymotrypsin $tépi bilkoviny, amylaza §tépi skroby a cukry, lipaza $tépi tuky a elastaza $tépi
elastin. Pankreatickd Stava také obsahuje anorganické latky. Vzhledem k jeji funkci jsou
dilezité hydrogenkarbonatové ionty(HCO-3). Pankreas produkuje na jednotku své hmotnosti
nejvice bilkovin ze vSech tkani v lidském téle. Je-li slinivka bii$ni stimulovana k sekreci, je
Stdva cCir4, bezbarva, alkalickd a isotonicka s krevni plasmou. V klidu se vytvoti 0,2 — 0,3
ml/min a toto mnozstvi miiZze stoupnout aZ na 3 ml/min. Za den se tak uvolni pfiblizn¢ 1 az 2
litry pankreatické stavy. [2] [9]



2.1.2. Vlastnosti a vyznam stanoveni pankreatické clastazy

Elastaza je specificky pankreaticky enzym endopeptidazy, ktery hydrolyzuje proteiny. Piisobi
V gastrointestinalnim traktu pfi Stépeni elastinu, kolagenu a dalSich latek. Pankreaticka
elastaza(elastdza 1, ELA1) je stidle v nékterych publikacich oznacovana jako EC(Enzyme
Commission number) 3.4.21.11. Toto oznaceni zaniklo devét let po svém vzniku v roce 1981.
Dnes je elastaza 1(CELA 1) oznacovana jako EC 3.4.21.36 a elastaza 2(ELANE, neutrofilni
elastaza) jako EC 3.4.21.37. [12] [19]

Skupinu pankreatické elastazy 1 tvoii 5 izoenzymu. Klinicky jsou vyznamné dva izoenzymy:
elastaza 1 (CELAL, Mr(molekulova hmotnost) Mr 30000 Da, anodicka frakce, obr. 2.1) a
elastaza 2 (CELA2A, Mr 25000 Da, katodicka frakce). Ty jsou secernovany jako proelastiaza
a ta je aktivovana trypsinem. Jsou syntetizovany v acinarnich bunkach pankreatu a nasledné
jsou pankreatickou $tavou uvoliiovany do dvanactniku. [3] [13] [19]

Pankreaticka elastaza 1 je vétSinou vazana na soli zZlucovych kyselin. Je resistentni vii¢i prostredi
Vv celé stievni pasdzi a behem jejiho prichodu neni degradovana proteinova sekvence zvolena
pro imunochemickou detekci. Obsah elastazy 1 ve stolici je 5 aZ 6 vysSi nez v pankreatické
Stave. V malém mnoZstvi se téZ u zdravych jedinct dostava do krevni cirkulace, kde existuje
jednak volna, jednak vazana v komplexu s ol-proteinasovym inhibitorem (dfive
oznatovanym jako al-antitrypsin). Ten je zejména nutny k regulaci aktivni elastazy
2(ELANE), kdy pfi jeho nedostatku by doslo k proteolyze plicni tkané. [4] [7] [13]

Indikace k vySetieni pankreatické elastazy je pii potiebé potvrdit nebo vyvratit podezieni na
zavaznou insuficienci exokrinni funkce pankreatu, tedy u chronické ¢i akutni pankreatitidy a
nadoru pankreatu. Také u zjiStovani miry participace pankreatu pii mukoviscidoze a ke
kontrole exokrinni funkce pankreatu u pacientt s diabetem mellitus. Bylo vsak zjisténo, ze
nizké hodnoty pankreatické elastaizy nejsou hodnovérné pro diagnostiku insuficience
pankreatu u pacientd s diabetem mellitus. Nemély by tedy slouzit pro indikaci k drahé 1é¢bé
substituénimi preparaty pankreatickych enzymu. [4][23]

Obr. 2.1 Pankreaticka elastaza 1 [http://www1.If1.cuni.cz/~kocna/glab_01.htm]



2.1.3. Imunochemické metody se znacenymi protilatkami

Ke stanoveni hormonii, nddorovych i kardialnich markerti a latek s podobnym slozenim a
koncentraci se pro stanoveni v biologickém materialu pouzivaji v poslednich letech prevazné
imunochemické metody. Jsou to metody zalozené na specifické reakci antigen-protilatka,
které ke konecné detekci pouzivaji rozdilné technologie. Metodiky mtzeme délit podle
systému usporadani reakce nebo podle pouzivaného znaceni a zpisobu méteni odpovidajiciho
signalu. [3]

Podle stanoveni

a) Kompetitivni stanoveni, pii kterém antigen ze vzorku soutézi se stejnym, ale
znacenym antigenem ze soupravy o omezené mnozstvi protildtky. Pavodni
koncentrace stanovované¢ho analytu je nepiimo zavisla na vySce signdlu, pro tyto
metody je typicka kalibra¢ni kiivka podobna hyperbole. [3]

b) Nekompetitivni stanoveni (nejéastéji sendvi¢ové(sandwich)), pii kterém je antigen ze
vzorku obvykle vychytdvan mezi dvé protilatky, které se vyskytuji v reakéni smési v
prebytku. Puvodni koncentrace stanovovaného antigenu je piimo Umérna velikosti
méten¢ho signalu. Kalibraéni kiivka ma pak typicky pribéh, ktery se podoba
parabole. [3]

Podle znacky a signalu

Dalsi dé€leni se obvykle provadi hlavné podle pouzivané znacky a meéfeného signalu.
Nejbéznéjsi jsou radioimunoanalyza(RIA a IRMA), enzymoimunoanalyza(EIA, MEIA, EMIT
a ELISA), fluoroimunoanalyza(DELFIA, FPIA a TRACE) a luminiscen¢ni
imunoanalyza(LIA). Dale existuje fada dalSich metodik, které jsou vazany vétSinou na
vyrobce a cely systém analyzatord i reagencii a jez se stale vyviji. [3]

Specificita a senzitivita imunochemickych vysetfeni zalezi hlavné na pouzivané protilatce,
jejim typu a Cistoté. Protilatky mohou byt monoklonalni nebo polyklonalni. [3]

a) Monoklonalni protilatka je produkovana hybridomy, které se pripravuji fuzi
imunizovanych slezinnych bun¢k s nadorovymi. Ty po ¢isténi a selekci produkuji jen
jediny typ protilatky. Jejich ptiprava je draha, ale s monoklonalni protilatkou se
dosahuje vyssi specificity a Ize ji produkovat kontinualné. [3]

b) Polyklonalni protilatky se pfipravuji imunizaci zvifete, jsou vzdy smeési protilatek,
jsou schopné rozeznat i isoformy antigenu a maji proto vyssi citlivost. Nevyhodou je
zavislost na imunizovaném zvifeti, nékdy je ziskani protilatky neopakovatelné. [3]



Podle mista stanoveni a detekce

a) Homogenni metody — u nich lze provadét stanoveni piimo v reakéni smési a
nevyzaduji separaci volné a vazané frakce analytu. Homogenni imunoanalyzu lze
pouzit u metod, kdy navazani protilatky ovlivni znacku, napt. u fluoroimunoanalyzy.
[31[6]

b) Heterogenni metody, které potiebuji separaci volné a vazané frakce analytu. Tyto
metody se dale d€li na kompetitivni, kterd maji znacenou protilatku ¢i antigen anebo
nekompetitivni, které maji znac¢enou protilatku. [3] [6]

2.1.3.1 RIA(radio immunoassay)

Historicky nejstar§i(1959) imunochemickou metodou se znacenymi protilatkami jsou
radioizotopové metody. Radioaktivnim prvkem je oznaCena protilditka a jeji pomoci je
stanoven antigen. Poté, co vzniknou precipidty, se vysetfovany vzorek promyje a tim se
odstrani nadbytecné volné protilaitky. Po promyti zistane sediment a v ném navazany
izotop(znacka) na antigen-protilatku. Jako znacka je pouzivan téméf vyhradné **I. Je to y-
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Radioizotopové metody jsou dostupné jak v kompetitivnim uspofadani RIA, tak
v sendvicovém IRMA. | dnes jsou povazovany za standart v imunochemii, pro jejich velkou
citlivost a reprodukovatelnost. Metoda je vyuzivana pii stanovovani hormont, proteind
vyjimeéné dnes 1 protilatek. Jejich nevyhodou je, ze vyzaduji protildtku znacenou
radioizotopem. K provedeni testu je tak zapotiebi izotopového pracovisté a s nim i specialni
mefici techniku. Na tomto pracovisti muize pracovat pouze proskoleny personal. Toto
pracovisté kromé zvySenych bezpecnostnich opatieni, produkuje také izotopovy odpad. Proto
jsou tyto metody postupné nahrazovany modernimi metodami, které nevyuzivaji ke znaceni
radioaktivniho materialu a dosahuji srovnatelné citlivosti. [6]

2.1.3.2. EIA(enzyme immunoassay)

Jsou to analytické metody, které vyuzivaji imunochemické reakce s enzymatickou detekci.
Diky tomu je mozné stanovit koncentraci antigenu i protilatky v méfeném vzorku. Jejim
indikatorem je enzymovy konjugat podle druhu substratu. Reakci je mozné detekovat
spektrofotometricky, nefelometricky, fluoremetricky a luminometricky. [6]

S ptichodem tzv. EIA testi nastalo obdobi velkého rozvoje imunochemickych metod.
Protilatka a antigeny byly navazovany na rizné nosice, fada metod probihala i v tekutém
prostiedi. Byly pouzity razné systémy enzyml a substrati(kfenovd peroxidaza,
ortofenylendiamin), TMB(tetrametylbenzidin) ¢i systém biotin-avidin apod. [6]



V roce 1971 byla objevena moznost navazat k molekule protilatky specificky enzym.
Experimentovalo se s kienovou peroxidazou a nasledné s alkalickou fosfatdzou. Enzym
ktenové peroxiddzy byl velmi snadno dostupny enzym, ale mél velkou molekulu ve srovnani
s protilatkou IgG. Pravé velikost molekuly a moznosti vytvofit pevnou vazbu se specifickym
mistem na protilatce je dulezitym faktorem. Proto se zacala pouzivat men$i molekula
alkalické fosfatazy. V dnesni dobé je vsak kienova peroxidaza témér ve vSech béznych
soupravach, protoze se podafilo technologickymi postupy vytvofit dostatecné pevné vazby
mezi specifickou protilatkou a enzymem. [6]

2.1.3.3 ELISA(enzyme linked immunosorbent assay)

Metoda ELISA se vyuziva vcelé fadé odvétvi. Vedle mediciny také v biologickych
odvétvich, ve veterindrni 1écb¢é atd. Metoda je bud’ heterogenni nekompetitivni EIA(tzv.
sandwich), nebo kompetitivni heterogenni EIA(obr. 2.2). Pouziva se pfi ni protilatka, ktera se
navdze na pevnou fazi. Po kompetitivni reakci s antigenem se ve vySetfovaném vzorku
ustanovi rovnovaha. Promytim se odstrani nenavdzany konjugét z reakéni smési. Konjugat
vazany na pevné fazi je inkubovan s enzymovym substrdtem a nasledné zméten. [6]

Nekompetitivni (sendvi¢ova) enzymova imunoanalyza

e
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Y...proti]étka L ..antigen Y ..protilatka madena enzymem

Kompetitivni enzymova imunoanalyza
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Y...protilétka ....antigm - ...antigen znadeny enzymem

Obr. 2.2 (3tern P., Obecna a klinicka biochemie, Karolinu 2007)



Princip metody

Vyuzivaji se bud’ jednotlivé polystyrenové stripy o 8 jamkach, jez jsou umistény na desticku,
ktera jich pojme dvanact nebo cela polystyrenova desticka o 96 jamkach. Na polystyrenovou
sténu jamky je navazana protilatka proti vySetfovanému antigenu. Protilatky mohou byt
navdzany pouhou absorpci, ale vétSina je navazana chemicky vyuzitim riznych
vazeb(naptiklad kovalentni). Neobsazend mista na polystyrenu jsou blokovéna inertni
bilkovinou(tfeba albuminem). [6]

Do jamky se pfida natedény vzorek obsahujici antigen a inkubuje se urcitou dobu. Nasledné
se nenavazané slozky odmyji a pfida se druha protilatka s navazanym enzymem(konjugat).
Vzorek se znovu inkubuje a po dalSim promyti se vyslednd reakce vizualizuje ptidanim
substratu. Ten je $t€pen enzymem navazanym na druhou protilatku. Vznikla barevna reakce
se mé&fi fotometricky. [6]

Vyhodou metod ELISA je dostatecna citlivost, specifi¢nost a reprodukovatelnost. Soucasné
systémy umoZznuji automatizaci celého procesu. Pfizniva je 1 dlouhd expiraéni doba souprav a
také cena. ProtoZze nevyuziva latky znaCené radioizotopem, neni nutné mit izotopové
pracovisté a narocnou techniku. [6]

Uplatnéni metod ELISA

V imunologické laboratofi se tyto metody vyuzivaji hlavné ke stanovovani proteini
protilatek(imunoglobuliny). Zejména u téch imunoglobulint, které se v séru vyskytuji v
nizkych koncentracich. Nefelometrické metody je tedy nemohou zachytit ve svych detek¢nich
mezich. ELISA metodami lze stanovovat i1 autoprotilatky, které maji znadmou specifitu,
cytokiny, specifické protilatky proti ockovacim antigenim a proti infekénim cinitelim
mikrobialnim, parazitarnim i virovym a fad¢ dalSich latek. [6]

Ptistroje pro metodu ELISA

Zakladnim pfistrojem pro vyhodnoceni ELISA metody je ELISA — reader. Jde o upraveny
spektrofotometr, ktery umoziuje méfeni barevné reakce pfi riznych vinovych délkach a
dokéaZe odecitat z mikrotitracnich desti¢ek. Laboratofe v dneSni dobé& pracuji také s ELISA
procesory. Ty obsahuji pipetovaci blok na fedéni vzorkt a jejich aplikaci do mikrotitracnich
desti¢ek spolu s pfiddvanim vlastnich reagencii. Pak maji blok pro promyvéani vzorkd,
inkubaci a odecitani v¢etné vyhodnoceni. [6]

Tyto systémy jsou bud’:

a) reagencné oteviené a je mozné v nich zpracovavat soupravy od riznych vyrobct
b) reagenc¢né uzaviené a ty umoznuji zpracovavani souprav pouze od jednoho vyrobce.



Uzaviené systémy nejsou piili§ Casté, protoze se pouzivaji zvlasté u specidlnich reagencii.
Ptikladem takového systému je Uni-CAP, ktery se pouziva pro stanoveni specifického IgE a
IgG4 proti riznym alergeniim. Déle také imunochemické analyzatory pouzivané vétSinou
biochemickych laboratofi. [6]

Reagencné oteviené systémy jsou castéjsi praveé pro jejich schopnost zpracovavat sety od
riznych vyrobcl. Dovoluji tak imunochemické laboratofi zvolit si naptiklad ekonomicky
vyhodn&jsi set. Mezi vyrobce souprav pro metodu ELISA patii napiiklad firmy ScheBo® a
mnoho dalsich. [6]

2.1.4. Metody stanoveni pankreatické elastazy

2.1.4.1 Stanoveni elastazy 1 v séru

Pii zé&nétlivych procesech v pankreatu, tedy pii akutni a chronické pankreatitidé nebo pii
karcinomu pankreatu dochazi k retrogradnimu uvolnéni pankreatické elastazy do krevniho
ob¢hu. Hladina pankreatické elastazy 1 v séru je vhodnym markerem téchto procest. Pii
akutni 1 chronické pankreatitidé je jeji hladina zvySena a je pro stanoveni vhodnéjsi nez
stanoveni a-amyldzy(lépe koreluje s klinickym stavem pacienta). U karcinomu pankreatu ma,
pii stanoveni ELISA technikou, nejvyssi specificitu i senzitivitu ze vSech pankreatickych
enzymd. [4] [10]

Kur€eni pankreatické elastazy 1 v séru se miZe vyuzit metody RIA se '*l-znatenou
elastazou. Druhou metodou je vyuziti novéjSich metod ELISA s monoklonalni protilatkou k
elastaze 1. Referenéni rozmezi pro analyzu metodou RIA je 1.3-4.3 pg/l. Nejnovéjsi studie
stanoveni sérové elastazy 1 je zalozena na latexové immunoassay. [10]

2.1.4.2. Stanoveni pankreatické elastazy 1 ve stolici

Stanoveni latek ve stolici je béZnou praxi. Mezi nejbéznéjsi metody vySetfeni stolice je
Haemoccult, ktery je screeningovym testem na ptfitomnost okultniho krvéaceni. Stanoveni
pankreatickych enzymu ve stolici je nejjednodussi testem jak pro nemocného, tak pro
laboratorni stanoveni. Tyto testy patii proto k nejlevnéj$im, zdkladnim screeningovym testim.
Nejedna se o funkéni diagnostiku, test nezahrnuje zadnou stimulaci pankreatu, neni
porovndvana bazalni hodnota na lacno, testy nelze pouzit pro monitorovani substitucni 1é€by.

[5]

Stanoveni pankreatické elastazy 1 ve stolici vyuziva faktu, Ze béhem prichodu sttevni pasazi
neni degradovédna proteinova sekvence zvolend pro immunochemickou detekci. Hodnoty
pankreatické elastdzy 1 ukazuji miru funkce exokrinniho pankreatu. Stanoveni pankreatické
elastazy 1 ma vysokou specificitu i1 senzitivitu a je vyuzivano na dlouhodobé sledovani
pacientli s chronickou insuficienci pankreatu, dale jako screeningovy test onemocnéni
pankreatu a u diferencialni diagnostiky malabsorb¢niho syndromu. [10]



Metody zjisténi pankreatické elastazy 1 ve stolici mohou vyuzivat polyklonalni i
monoklonélni protilatky. Bylo zji§téno, Ze metody polyklonalni vykazuji stejnou miru detekce
hodnot jako metody monoklonalni. [22]

Referenéni interval(95 % vysledki — Stein, 1996) ELISA testu pankreatické elastazy 1 je 175
- 2500 pg na gram stolice(pramér 1083) a u déti 963 +/- 143 pg/g. Klinicky je vyznamné
pasmo 100 - 200 pg/g, coz znaci snizenou funkci exokrinniho pankreatu. Velmi zavazné jsou
hodnoty pod 100 pg/g stolice, které jasné indikuji tézkou insuficienci pankreatu. U
mukoviscidézy jsou hodnoty pod 15 pg/g. Podle stupné zavaznosti se 1iSi senzitivita
stanoveni. Specificita se pohybuje mezi 93% az 99%. [4] [10]

Pii mirné sniZzené funkci pankreatu, kdy jsou hydrogenkarbonat a enzymy v pankreatické
stavé abnormalni, ale fekalni tuk normalni je senzitivita 87 - 88%. Pfi stiedné snizené funkci
¢ini senzitivita 96%. U téZké insuficience je senzitivita 100%. U mukoviscidozy je specificita
i senzitivita témét 100%. [4] [5] [10]

Pted vyuzivanim testu pankreatické elastazy 1 byl vyuZzivan test stanoveni chymotrypsinu ve
stolici, ktery ma specificitu 85%. Ten ovSem mohl byt faleSné pozitivni vlivem mikrobialni
flory tlustého stfeva. FaleSnd negativita mlze byt zpisobena intraluminarni degradaci
molekuly chymotrypsinu. Proto ma stanoveni pankreatické elastazy vétsi diagnosticky
vyznam. Nejnovéjsi aplikace doporucuji stanoveni pankreatické elastazy-1 v duodenalni
§tave pii stimulovaném funkénim testu. [5] [10]

2.2. Preanalytika

Cilem kazdého laboratorni vySetfeni je ziskani spolehlivého vysledku. Aby vysSel takovy
vysledek, je nutno dodrzet vSechny podminky pifed stanovenim vysledku, coz je faze
preanalyticka, v prib&hu stanoveni(analyticka faze) a také po stanoveni. [20]

Rada faktor(i preanalytické faze se miize vyznamné podilet na ovlivnéni vysledku vyseteni a
zahrnuje vSechny procesy, které predchazeji stanoveni. Tyto faktory jsou zdrojem
preanalytické variability a snazime se je eliminovat, pokud je to mozné. [5] [20]

Preanalytickd faze zahrnuje biologické vlivy, které jsou déleny na ovlivnitelné a
neovlivnitelné, odbér materialu, transport materialu a skladovani materialu. [5]



2.2.1. Neovlivnitelné podminky

Cyklické variace(biologické rytmy)

Jsou to periodické jevy, kterym podléhaji analyty v lidském organismu. Tyto
chronobiologické jevy lze s urCitou nejistotou piedpovédét. Mezi nejvice prostudované a
majici znaény dopad na laboratorni vySetieni, jsou rytmy cirkadianni(denni) a biologické.
Denni zmény ovliviiuji celou fada analytd, naptiklad koncentrace kalia, Zeleza nebo ALT je
vysSi rdno nez odpoledne. Mezi biologické jevy lze zaradit napiiklad menstruacni cyklus,
ktery vyrazn¢ ovliviiuje hladinu hormond, ale také Zeleza a cholesterolu. [5] [20]

Sezoénni jevy jsou v souCasné dobé malo prozkoumané, ale n&které udaje o zménach jsou
znamy. Napfiklad u trijodthyroninu je jeho hladina v 1ét¢ niz§i nez v zimé, zatimco
koncentrace 25-OH-cholekalciferolu se v 1été zvysuje. [5] [20]

Interindividuelni variabilita

Patii mezi nepredikovatelné variace, ale 1ze minimalizovat jejich dopad na vySetfeni pomoci
opakovanych odbéra. [20]

Pohlavi

Pted dosaZenim puberty jsou rozdily mezi chlapci a divkami minimalni. Poté vSak rozdily
nejsou jen v aktivité pohlavnich hormond, ale lisi se i jejich koncentrace(aktivita) ALT, AST,
ALP, hemoglobinu, ferritinu, CK, kyseliny mo¢ové. VSeobecné maji mnohé analyty o néco
vyS§$i normalni hodnoty u muzii. Pohlavi i v€k jsou zohlednény v referen¢nich mezich a jsou
dulezitou soucasti spravné interpretace nalezu. [5] [20]

Vek

Hraje vyznamnou roli ve spravné interpretaci nalezu. Rada biochemickych d&ji i systému je
spojena s lidskym vyvojem a jeho konkrétnimi fazemi. Napiiklad aktivita ALP je vysoka
Vv détském véku, kdy dosahuje maxima v desatém az Sestnactém roce. To je ddno vyvojem
skeletu a hodnoty namétfené v tomto véku by byly u Zeny v kolem 40 az 50 let patologické.

[5]

VéEk mé vliv na funkci pankreatu. Ve skupiné 159 vySetfovanych ve véku od 60 do 92 let,
ktefi neméli onemocnéni pankreatu, hodnota pankreatické elastdzy 1 ve stolici korelovala
negativné s vékem a jeji hodnota byla znatelné niz§i u osob, kterym bylo pies 70 let. [16]



Rasa

Neékdy je obtizné odlisit vliv rasy, socioekonomickych a geografickych odlisSnosti na zmény
hladin analyti. Riizné rasy maji odlisné nékteré enzymatické aktivity a mnozstvi svalové
hmoty. Napiiklad bé€loSi maji vySSi mnozstvi granulocyti nez cerno$i. Ti maji az
dvojnasobnou aktivitu kreatinkinazy a Asiaté vyssi aktivitu slinné amylazy. [5] [20]

Gravidita

Téhotenstvi vede k vyraznym zménam v koncentracich analytil, v enzymatické aktivit¢ nebo
poctu komponent. Tyto zmény mohou byt na podkladé mnoha mechanismti. Napiiklad
zvysSeni proteinit akutni faze nebo zvySeni plazmatickych transportnich proteini vede ke
zmé&nam v Koncentraci thyroxinu, médi a ceruloplazminu. [5] [20]

2.2.2. Ovlivnitelné podminky

Stravovaci navyky

Hormony a enzymy se vyplavuji a piesouvaji pfed pfijmem potravy i béhem jeji konzumace.
Vétsina vySetieni tedy vyzaduje odbér krve nala¢no a je nutné informovat pacienta o spravné
dieté¢ pted odbérem. VétSinou se jedna o 10-12ti hodinové hladovéni. Pro nékteré analyzy je
vyzadovand specialni dieta pfed odbérem vzorku. Pokud pacient pozil néjakou stravu
bezprostifedné pfed odbérem a presto 1€kat na odbéru trva, musi to byt vyznaceno na Zadance.
Laboratof tuto informaci sd€luje na vysledkovém listu textem — ,,po jidle*, asem odbéru a
oznacuje stav séra. Cas odbéru na nékteré analyzy je rovnéz dilezity. Obvykla doba odbéru je
mezi 7. a 10. hodinou ranni. [5] [20]

Vliv stravovaci navykil na analyty:

a) Poziti potravy bohaté na cukry ma vliv zejména na hladinu glukézy. Sekundarnimi
dasledky vyplaveni inzulinu zplsobuji pokles koncentrace draselného kationu a
fosfatd. [5] [20]

b) Pfi konzumaci stravy vysoce bohaté na proteiny dochdazi k tomu, Ze pii analyze
koncentrace urey c¢tvrty den od prechodu na vysoceproteinovou stravu jsou jeji
hodnoty az dvojnasobné. ZvySuje se i cholesterol a fosfaty. Nizkoproteinové diety
vedou k poklesu hladiny prealbuminu, transferinu, ceruloplazminu albuminu,
prolaktinu, proteinu véazajicimu retinol, vedou také k odbourdvani tukl a metabolické
ketoacidoze. [5] [20]

c) Strava bohata na tuky zpisobi snizeni dusikatych latek(napiiklad kyseliny mocové),
ale zvysi se obsah triacylglycerola. To vede ke vzniku lipemického séra. To mtze mit



za nasledek interference u spekrofotometrickych méfeni a snizi se koncentrace analytu
redukci objemu vody. [5] [20]

d) Prodlouzené la¢néni az hladovéni zvySuje koncentraci nebo aktivitu beta-
hydroxybutyratu, volnych mastnych kyselin, kyseliny mocové, alkalické fosfatazy,
snizuje koncentraci nebo aktivitu inzulinu, a apolipoproteinti, triacylglyceroli,
cholesterolu, GGT, koagula¢nich faktora atd. [20]

e) Dehydratace ovlivituje vysledky stanoveni analytt a zt€Zuje odbér krve. [20]

f) Pfijem kofeinu vyvolava zvySeni hladin glukozy a katecholaminti. Dva Salky kavy
zvysuji volné(neesterifikované) mastné kyseliny. [5]

Koureni

Nasledkem koufeni je celd fada okamzitych i trvalych zmén. ZvySuje hladinu sérové mastné
kyseliny, glukézy, cholesterolu, olova, kadmia, aldosteronu a kortizolu. Také néckteré
hormony a tumorové markery, mezi nimiz je CEA(kracinoembryonalni antigen) a fibrinogen.
Kouteni naopak snizuje koncentraci imunoglobulint a vitaminu B12 a C. [5] [20]

Vliv alkoholu a navykovych latek

Konzumace alkoholu méni biochemické analyty podle toho, zda se jednd o akutni nebo
chronicky abuzus. Zmény obsahu analyti tedy zdvisi na intenzit¢ a délce konzumace

alkoholu. Jednordazové poziti alkoholu v mirné a stfedni ddvce ovliviiuje méfeni jen
minimalné. [5] [20]

Akutni abtizus alkoholu vyvolava zvySeni aldosteronu, triglycerolli a snizuje se glukdza,
kortizol a dalsi latky. Vede také ke zménam acidobazické rovnovahy, kdy se zvysuje laktat a
nastava metabolicka acidéza. [5] [20]

Chronicka konzumace alkoholu vede ke zvySeni hormont adrenalinu, kortizolu, AST, ALT,
triacylglycerold, cholesterolu a nékterych hormont. Stejné jako akutni abuzus vede 1
chronicky abuzus ke zvySovani laktatu a kyseliny mocové a ke ketoacidoze. [5] [20]

Vliv 1¢kti a drog

Nelze zobecnit vliv 1€kl na laboratorni testy. Podavané léky mohou mit vliv na procesy in
vivo, kde mohou zptsobovat indukci nebo inhibici enzymti, zvySeni transportnich proteinti ¢i
mohou byt cytotoxické. Léky mohou vyvoldvat také fyzikalné chemické interference, coz
muze byt naptiklad zk¥izena reaktivita pfi imunochemickych reakcich. Interference mohou
vyvolavat i biologickou cestou, kdy naptiklad pisobeni morfinu se vyvola spazmus Oddiho
svérace a to vede k nariistu amylazy a lipazy. [5]

Pokud pacient musi uzivat Iéky, je tieba upozornit laboratof jejich uvedenim na zadanku. Vliv
Iékii na konkrétni stanoveni je uveden v databazi biochemickych a hematologickych



vySetieni. [5] [20] Neni vSak znama zadna substitu¢ni 1é¢ba, kterd by interferovala s
vySetfenim pankreatické elastazy 1 ve stolici.

Konzumace navykovych latek mize vést ke zvyseni hladin ucitych enzymii, jako je naptiklad
amylaza, lipaza, AST, ALT, ALP, hladiny nékterych hormonti (TSH, prolaktin). Klesaji
hladiny inzulinu, norepinefrinu, kreatininu, glukozy a kyseliny mocové. [20]

Mechanické vlivy(vliv diagnostickych a terapeutickych zasaht)

Takika kazdy diagnosticky nebo terapeuticky zdsah ma vliv na vysledné hodnoty méieni.
Proto se u pacientt provadi odbér obvykle pied procedurou. Mezi tyto zasahy patii naptiklad:
operace(mechanické trauma), infuze, transfuze, punkce, injekce, biopsie, endoskopie, dialyza,
ergometrie, funkéni testy, podani kontrastni latky, ozafovani, trombolyza. [20]

Svalové trauma nebo intramuskuldrni injekce mohou zvysit hladiny ALT, AST, CK a
koncentraci myoglobinu. Falesn¢ negativni hodnoty u pankreatické elastdzy 1 vychézeji u
pacienttl, kterym byla provedena operace Billroth 2. Pfi ni je velké zakfiveni(curvatura major)
zaludku propojeno piimo klaéniku a obvykle nasleduje resekce dolni casti zaludku.
Pankreatické $tavy tak nemohou byt uvolnény do dvanactniku. [4] [5] [21]

Mentalni stres

Muze se projevit pied invazivnim vykonem a ma zna¢ny vyznam na vysledky laboratornich
vySetieni. Mohou jej vyvolat nejen velké invazivni vykony jako je operacni zasah, ale 1 prosty
odbér krve. ZvySuje sekreci hormont aldosteronu, angiotenzinu, katecholaminti, kortizolu,
prolaktinu, reninu a dalSich a také se zvySuje hladina albuminu, fibrinogenu, glukozy,
inzulinu, laktatu a cholesterolu, erytrocytt. [20]

Zevni prostiedi

Laboratorni vysledky méfeni vySetfovaného miZze do znané miry ovlivilovat, v jakém
prostredi Zije. Tedy nadmoiské vySka, teplota prostiedi a také geografickd lokace. Ne&které
analyty jsou vyznamné meénény u osob, které ziji ve vysoké nadmoiské vySce. Vlivem
adaptace lidského organizmu na vysokou nadmotiskou vysku se zvySuje pocet erytrocytd,
koncentrace hemoglobinu a CRP. Naopak se snizuje koncentrace mocového kreatininu,

estriolu, sérové osmolality a dalich analytu. [20]

Fyzicka zat€z a télesna aktivita

Slozeni télnich tekutin je zavislé na délce a intenzité fyzické zatéze. [5]



Fyzickou zatéz rozlisujeme[5] [20]:

a) Akutni silova a vyCerpavajici zatéz. Pti ni je vysoky podil anaerobniho metabolismu a
Vv téle nastava stresova poplachova reakce.

b) Stiedni zatéz. Zvysuje stresovou reakci a nasledné se zvySuje koncentrace glukozy a je
stimulovana sekrece inzulinu.

C) Vytrvala zatéz. Pii ni je vysoky podil pfevazné aerobniho metabolismu.

Zvysend telesna namaha zplsobuje zmény hladin nékterych analytl. Napf. pii kratkodobém a
intenzivnim cvic¢eni se snizuje hladina inzulinu, zvySuje se hladina glukézy a laktatu. Po
dlouhodobé namaze, srovnatelné s maratonskym béhem, se zvySuji koncentrace nebo aktivity
nékterych analytl napf. sodiku, drasliku, vapniku, ALP, AST, albuminu, anorganickych
fosfatd, mocoviny a kreatinkinazy. [20]

2.2.3. Odbér a skladovani materialu

Nejcastéjsi chybou v preanalytice pfi odbéru vzorki je, pfi jeho odebrani od vysetfovaného a
jeho nasledné oznaleni. Vzorek je nutné ihned po odbéru oznacit, nejlépe identifikacnim
Stitkem ¢i Carovym kodem. Béhem transportu k vySetieni tak nemiize dojit zaméné za jiny. [5]

Hnédé zbarveni stolice je dano produkty odbouravani bilirubinu. Zapach pochazi z
organickych sirnych sloucenin, které vytvareji anaerobni bakterie. Stolice se v soucasné dobé
nejcastéji vySetiuje na okultni krvaceni a odbér je provadén do predem pfipravenych
detekcnich policek. Velmi ziidka se kvili zjisténi odpadu dusiku nebo obsahu lipida vySetiuje
sbér stolice za 24 hodin. [3] [5]

Pro vyhodnoceni pankreatické elastazy 1 ve stolici metodou ELISA jsou pfipravené
neprodysné odbérové nadobky(Ptiloha 1). Vzorky v nich uloZené jsou nasledn¢ uchovavany
pti teploté -25 °C v mrazaku. Vzorky lze takto uchovat az jeden rok.

Pfi zjistovani vlivu riznych teplot na vzorky s HIV byla zkouméana senzitivita ELISA testu a
dalsich metod. Bylo zjisténo, ze ani teplotou 56 °C po dobu 30 minut nezméni stabilitu Anti-
HIV protilatky v séru a ani opakované zmrznuti a rozmrznuti nemélo vliv. [24]

Odbér vzorku by mél probéhnout idealné rano v den odevzdani. Pro vySetfeni je nutné, aby
pacient odebral ze své stolice alesponi vzorek o velikosti liskového ofisku.

Pokud pacient trpi akutnim prijmem, mohou byt vysledky pankreatické elastdzy 1 faleSné
negativni. Prijjem je porucha v normdlnim vyméSovani nevstfebanych nebo odpadovych latek
sttevem a je velmi uzce spjat s pohybem vody a elektrolyti v travicim ustroji. Zakladni
pfi¢inou prijmu ¢i ptipadné zacpy je proto porucha vyvazZenosti piijmu, vylucovani a
zpétného vstiebavani vody a elektrolytt. [4]



3. Prakticka Cast

3.1. Pristrojové vybaveni a material

3.1.1 Pftistroje

K méfeni byly pouzity tyto pfistroje, které jsou v seznamu sefazené dle postupu vyuziti:

1. Analytické vahy od firmy Mettler, které maji oznaceni H10T(obr. 3.1)

Obr. 3.1 Analytické vahy(Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN)

2. Trepacka MS2 minishaker od firmy IKA s frekvenci tfepani 0-2500/min(obr. 3.2)

Obr. 3.2 Tiepacka(Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN)



3. Multikanalovd pipeta Pipetman Neo 8 x 200 od firmy Pipetman Neo
S nastavitelnym objemem 20 — 200 pl(obr. 3.4)

Obr. 3.4 Multikanalova pipeta( http://www.labmark.cz/image.php?file=pipetman-neo-
multichannel.jpg&size=I)

4. Automaticka promyvacka na mikrotitracni desticky ELx50 Microplate Strip
Washer od firmy BioTek, ktery zvladne format desticky 96/384/stripy. Jeho
rychlost promyvani je 105 s (3 cykly), ma objem 25 — 3 000 pl na jamku a presnost
davkovani do 3 %. Promyvacka potfebuje ke své funkci pfistup k destilované
vodé. (obr 3.5) [17]

Obr. 3.5 Automaticka promyvacka(Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN)



Fotometr pro méfeni absorbance Tecan Spektra IT Microplate Reader je luminometr od
firma: SLT Labinstruments(dnes Tecan). Zplsob detekce hodnot vzorkl je
absorbance, ktera je detekovana pomoci 12 diod. Zdroj svétla je halogenova lampa.
Dokaze zpracovat format desticky obsahujici 96 jamek. Rychlost jeho ¢teni je 8s pfi
dvou vinovych délkach a 6s pii jedné.

Nastaveni jeho vinovych délek se méni filtry a jejich kapacita je 6. Rozsah vinovych
délek je 380 — 900 nm s pasmem propustnosti: 10 nm. Ma dynamicky rozsah: 0 — 4,0
OD(optical density) s rozliSenim 0,001 OD.

Obr. 3.6 Fotometr (Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN) na
fotografii s pfipravenymi vzorky pro tydenni méfeni

PC s uzivatelskym softwarem KIMW (pIn¢ lokalizovan do c¢eského jazyka) pro
vyhodnoceni vysledki na mikrotitracnich desti¢kach. Dokaze definovat desticku,
méfit kvalitu a kvantitu, provadét vypocty a méfeni v rezimu end — point, ale nema jiz
softwarovou podporu.



3.1.2 Material

Odbérové nadobky pro odbér a uchovani vzorku(ptiloha 1.)

Laboratorni zkumavky nebo Eppendorfovy zkumavky pro uchovani jiz navazeného

vzorku

Material pouZity setem firmy ScheBo® je uveden v tabulce 3.1[8]

Cesky nazev Anglicky nazev MnozZstvi Popis
ELISA desticka se Microwell plate with 12x8 jamek | Potazené monoklonalni
stripy strips protilatkou k
pankreatické elastaze 1
(E1)
Redici/promyvaci Sample/Washing Buffer 100 ml 5 x koncentrovany
roztok Concentrate pH 7,2
PBS s detergentem
Extrakéni Extraction Buffer 100 ml Pro vzorky stolice
pufr pH 7,2
5 x koncentrovany
PBS s detergentem a
azidem sodnym
Elastaza 1 kalibratory E1 Standards 700 pl Lidska pankreaticka
1-4 elastaza 1 ve vodném
roztoku azidu sodného.
Kontroly 1-2 Control 700 pl Lidské pankreaticka
elastaza 1 ve vodném
roztoku azidu sodného.
Komplex anti-E1-bio- Anti-E1-bio-POD- 8 ml Sekundarni
POD-Streptavidin Streptavidin complex monoklonalni protilatka
proti E1 konjugovana
na biotin
ABTS Substrat Substrate Solution 12 ml ABTS ve vodném
roztoku. K pfimému
pouziti. Chranit pied
svétlem
Stopovaci roztok Stop Solution 12 ml K ptfimému pouziti.
Vodny roztok zésady.
Sacek se susidlem 1+1 Pro nepouzité stripy

Tabulka 3.1 Material v setu firmy ScheBo". Koncentrace kalibratorii jsou: kalibrator-1 15 pg/g, kalibrator-2 50
ng/g, kalibrator-3 150 pg/g, kalibrator-4 500 png/g a Kontroly jsou: pozitivni kontrola-1 140 pg/g +/- 20 %,
pozitivni kontrola-2 200 pg/g +/- 15 %, P — vzorky vysetfovanych.

4. Deionizovana nebo destilovana voda

5. Odmeérny valec

6. Makropipety a mikropipety



3.2 ELISA souprava a zplisob provedeni testu

Metody detekce a princip stanoveni

ELISA je metoda sandwichového typu se dvéma monoklondrnimi protilatkami vysoce
specifickymi proti lidské pankreatické elastaze 1.

ELISA desticky jsou potazeny monoklondlni protilatkou, kterd je specificka k lidské
pankreatické elastaze 1. Pankreatickd elastaza 1 ze vzorkl a standardii se vaze na protilatku,
ktera je biotinylovana a zlstava zachycena na desticce. Komplex monoklonalni anti-elastazy,
biotinu a peroxidazy(POD)-streptavidinu se na pankreatickou elastizu 1 vaze bé&hem
nasledujici inkubace. Peroxidaza oxiduje ABTS, ktera se barvi na tmavé zeleno. Koncentrace
zoxidované ABTS se stanovi fotometricky. [8]

Uchovavani a stabilita soupravy

Vsechny soucasti soupravy jsou stabilni po dobu pouzitelnosti uvedenou na obale, pokud jsou
uchovavany pfi teploté¢ 4 az 8 °C. Pied pouzitim je nutné vytemperovat vSechny reagencie,
véetné desticky se stripy na laboratorni teplotu. Po pouziti musi byt ulozeny ihned do lednice
s teplotou 4 az 8 °C. [8]

Nepouzité stripy musi byt uchovavany v uzavieném plastikovém sacku se susidlem, ktery je
soucasti soupravy. [8]

Ptiprava reagencii
Ptiprava fediciho/promyvaciho roztoku

Do 100 ml koncentrovaného fediciho roztoku pfidame 400 ml redestilované vody. Takto
rozpustény pufr je stabilni 6 mésicl, pokud je uchovan pii teploté 4 az 8 °C. [8]

Ptiprava extrak¢éniho roztoku

Do 100 ml koncentrovaného extrakéniho pufru pridame 400 ml redestilované vody. Takto
rozpus$tény pufr je stabilni 6 mésici, pokud je uchovan pii teploté 4 az 8 °C. [8]

Ptiprava ELISA platicka

Pied otevienim obalu je nutné vytemperovat Stripy na laboratorni teplotu. Vyjme se pocet
stripi podle mnoZstvi vzorkd. NepouZité stripy je mozno uchovat v dobfe uzavieném



plastovém sacku se suSidlem. Neni mozné dotykat se spodni Casti stripd, tam je navazana
monoklonarni protilatka k pankreatické elastaze 1 a mohlo by dojit k znehodnoceni. [8]

Ptiprava vzorkd stolice

Po ptevzeti vzorku od pacienta je nutné vzorek oznacit, aby nedoslo k zaméné. Pokud byly
vzorky pted pouzitim uchovavany zmrazené, je nutné je rozmrazit na laboratorni teplotu. [8]

Vazeni vzorku stolice

Pfi pllrocnim méfeni a v normdlni klinické praxi se vazi 20 mg stolice a ptidava se 2 ml
extrakéniho pufru do laboratornich zkumavek. Ty se piekryji parafilmem a uchovaji 24 hodin
Vlednici pfed vlastnim méfenim. Pro tydenni meéfeni musely byt vzorky uzavieny
v Eppendorfovych zkumavkach, které maji neprodySny uzavér, ale objem pouhych 1,5 ml.
Proto se vazilo 10 mg stolice a ptidal se 1 ml extrakéniho pufru. Po pfidani extrakéniho pufru
do vzorku stolice vznika extrakt. [8]

Véazeni probiha takto:

1) Zkumavka, do které bude umistén pacientsky vzorek, musi byt jasné oznacena.

2) Analytické vahy se vynuluji na hodnotu prazdné zkumavky, zaaretuji se a zkumavka
se vynda

3) Dievénou $pejli se pacientsky vzorek nanese do zkumavky

4) Mgeti se hmotnost vzorku ve zkumavce

Homogenizace a extrakce vzorka stolice

Extrakt musi byt dobfe homogenizovan ve tifepalce, aby byla zajiSténa Uplna extrakce
pankreatické elastazy 1. Po extrakci je nutné pockat alespoit 5 minut, poté¢ opct zamichat.
Nasledné je nutno nechat vzorek nékolik minut odstat. Po usazeni ¢astic je mozné provést

diluci. [8]

Vyrobce navrhuje, ze vzhledem k velké stabilité pankreatické elastdzy je mozné provést diluci
do 24 hodin, pokud je vzorek extraktu uchovan pti 4 az 8 °C. V klinické praxi se ovSem Ceka
pied vlastni analyzou 24 hodin od ptipraveni extraktu. [8]

Diluce extraktu stolice

Do 10 pl extraktu stolice pfiddme 12,5 ml fediciho/promyvaciho roztoku. Normalné se vzorky
fedi 10 pl extraktu stolice a 2,5 ml fediciho roztoku. [8]



Provedeni testu [8]

1. Napipetovat pomoci osmikanalové pipety 50 ul fediciho/promyvaciho roztoku do obou
jamek pro blank. Pfi kazdém pipetovani pipetujeme do dolni tfetiny jamky.

2. Napipetovat 50 pl kalibratort a kontrol do piislusnych jamek.
3. Napipetovat 50 ul natfedénych vzorki stolice do ptislusSnych jamek.
4. Inkubovat 30 minut pfi laboratorni teplote.

5. Vyklepat obsah jamek a promyt tiikrat 250 ul promyvaciho roztoku. Poklepem na savy
materidl dikladné vysusit. Pfi kazdém promyvani je nutno dbat na to, aby nedoslo k preliti
obsahu ze sousednich jamek a mezi jednotlivymi promytimi 1 az 2 minut pockat, nez je
promyvaci roztok odstranén.

6. Do vSech jamek ptidat 50 pl piipraveného komplexu anti-E1-bio-POD-Streptavidin a
inkubovat 15 minut pfi laboratorni teplot¢ ve tmé.

7. Vyklepat obsah jamek a promyt tfikrat 250 ul promyvaciho roztoku. Poklepem na savy
material dikladng¢ vysusit.

8. Do vSech jamek ptidat 100 ul ABTS substratu a inkubovat 15 minut ve tmé pfi laboratorni
teploté.

9. Barevnou reakci ukoncit pfidanim 100 pl stopovaciho roztoku do kazdé jamky. Ptipadné
bubliny v takto ptipravenych vzorcich je zapotiebi odstranit ¢istou jehlou.

10. V intervalu 5 aZ 30 minut po ukonceni reakce stopovacim roztokem odecist absorbanci pfi
405 nm s pouzitim 492 nm jako referencni vlnové délky. Pfed méfenim je nutno dobie
promichat obsah jamek, aby doslo k rovhomérnému rozloZeni barviva.

Tabulka ptikladu provedeni testu

1 2 34 |5|6[7/8]/9/10]|11 12

BL BL |P5|P5

STD1 | STD1 | P6 | P6

STD2 | STD2 | P6 | P6

STD4 | STD4 | P9 | P9 P40 | P40

P1 P1 K1 K1

A
B
C
D | STD3 | STD3 | P8 | P8
E
F
G

P2 P2 K2 K2

H| P3 P3 K2 K2
B

L — blank, STD — kalibratory, K - pozitivni kontroly, P — vzorky vySetfovanych

Bezpecnostni opatieni

Souprava pro stanoveni pankreatické elastdzy 1 je urCena pouze pro in-vitro diagnostiku.
Extrakéni pufr, standardy, kontroly a anti- E1-bio obsahuji 0,05 - 0,1% azidu sodného jako



konzervacni Cinidlo, proto neni mozno pipetovat Usty. Béhem prace je nutné pouzivat
jednorazové rukavice. [8]

3.3. Vlastni méfeni a statistika

Vlastni méfeni se skladalo ze dvou &asti a u obou byl pouzit set firmy ScheBo®. Prvni &sti je
vyhodnoceni méfeni ¢tyt zdravych osob po dobu Sesti mésicl, kde byla zjistovana mira
variability vysledki u kazdé osoby.

V druhé ¢asti je vyhodnoceni stability pankreatické elastdzy 1 za rtznych teplotnich
podminek u dvou osob. Byla skladovana stolice a z ni pfipravené extrakty ve Ctyfech riiznych
prostiedich: v mrazéku, lednici, termostatu a pii laboratorni teploté po dobu sedmi a tii dnt.
K porovnani vysledki takto pfipravenych vzorkil byl pouzit extrakt pfipraveny v den analyzy
dle navodu vyrobce. Stabilita, jen s malymi vykyvy teplotnich podminek, byla kontrolovana
senzory pripojenymi na dané pfistroje a v laboratofi. Mrazédk, lednice i termostat jsou
pfipojeny i na zélozni elektricky okruh. Toho bylo zapotiebi v pribéhu tohoto méteni, kdy
vlivem vytopeni elektrické rozvodné skiiné vypadl bézny okruh na nékolik hodin.

Skupina pro pllro¢ni méfeni ¢itala Ctyfi osoby: tfi muZe a jednu Zenu ve v€ku mezi 23 az 24
let bez onemocnéni pankreatu. Tydenni méfeni bylo provedeno u dvou muzii ve véku 24 let
bez onemocnéni pankreatu.

Protoze vysledky vSech vzorkii presahovaly kalibracni mez, musely byt Skrat ziedény.
V klinické praxi jsou vyznamné vysledky pod 200 pg/g a vzorky se proto dopocitavaji
vzorcem: {(prvni hodnota absorbance vzorku + druha hodnota absorbance vzorku)/ [(prvni
hodnota absorbance kontroly + druha hodnota absorbance kontroly)/2]}*500. Pro statistické
ucely této prace, vSak tuto metodu vyhodnoceni vysledki, v ptipadé naméfenych vysokych
hodnot, nelze pouzit.

V piipadé pilrocniho méfeni jsou vSechny tabulky s daty uvedeny v pfiloze 2 a u tydenniho
méteni jsou uvedeny v piiloze 3.

Statistické metody

Vysledky méfeni byly zpracovany pomoci Microsoftu Excel 2010 a jeho dopliku analyzy dat
a byly v ném také vytvoreny grafy.

Pojmy:

1) Prumér - pouzivame, kdyz ¢isla mizeme opravdu scitat, tj. znaky jsou kvantitativni,
meétené na Ciselné stupnici. [25]



2)
3)
4)

5)

6)

Median - hodnota, ktera rozd€li pozorovani na dvé stejné velké skupiny. [25]
Smérodatna odchylka - je druha odmocnina z rozptylu(primér ¢tverct odchylek od
pruméru). Je vyuzivana Castéji, nez rozptyl. [25]

Varia¢ni koeficient - je uzitecnou mirou relativniho rozptyleni dat. Pocita se jako podil
smérodatné odchylky k priméru v procentech. Varia¢ni koeficient se ¢asto pouziva pii
statistické kontrole kvality laboratornich testt. [25]

Korela¢ni koeficient(Pearsontiv korelaéni koeficient) - vyjadiuje, jak tésny je
(linearni) vztah mezi dvéma veli¢inami. Je bezrozmérny a nabyva hodnot od —1 do
+1(neni definovany, pokud nékterd ze smérodatnych odchylek ve jmenovateli je
nulova, tj. kdyz jedna z veli¢in je v souboru konstantni). Hodnot —1 nebo +1 korela¢ni
koeficient nabyva pouze v ptipadé, ze vSechna data(pfi zobrazeni pomoci xy-
bodového grafu) lezi pfesné na ptimce(znaménko korelacniho koeficientu pak zéavisi
na tom, jestli pfimka ma kladny, nebo zédporny sklon.) Korela¢ni koeficient je mirou
koncentrace dat kolem pfimky(konkrétné kolem regresni pfimky stanovené metodou
nejmensich ¢tverci) nebo jinymi slovy mirou(linearni) zavislosti mezi veli¢inami. [26]

Pearsontiv korelacni koeficient nékdy neni idedlnim nastrojem pro vySetfovani sily
zévislosti mezi veli¢inami. Diivody mohou byt nésledujici:

- Studované veli¢iny nemaji normalni rozdéleni.

- V datech jsou odlehlé hodnoty.

- Mezi studovanymi veli¢inami lze piredpokladat vztah, ktery je sice monotonni, ale
ne lineédrni.

- Data jsou svou povahou ordinalni. [26]

Dixoniiv Q-test - je vhodny pro soubor s malym poctem paralelnich stanoveni pro
odhaleni hrubé chyby. Pouziva rozpéti R = x(max) — x(min), coz je rozdil mezi
nejvetsim a nejmensim vysledkem v sérii stanoveni a testuji se dva sousedni vysledky
v posloupnosti hodnot. [27]



3.4. Vyhodnoceni plilroéniho méteni

V této Casti budou uvedeny popisy jednotlivych méfeni vySetfovanych a jejich grafy(graf 3.2
az 3.4) a také graf celkového rozdilu jednotlivych méfeni od jejich praméra v procentech(graf
3.5). Vzorky jsou oznaceny inicialy kazdého vySetfovaného.

LS

Vysetrovana je zena starda 23 let. Na grafu 3.2 jsou vyneseny na ose x data méfeni a na ose y
jsou hodnoty pankreatické elastdzy 1 v ug/g. Jeji primérna hodnota pankreatické elastazy
béhem pulro¢niho sledovani je 1165 pg/g a median 1132,5 pg/g, kde maximum jejich hodnot
¢inilo 1560 pg/g a minimum 880 pg/g. Hodnota smérodatné odchylky je 248,39 ng/g a
variaéni koeficient je 21,3 %.
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MP

Vysetfovany je muz stary 24 let. Na grafu 3.3 jsou vyneseny na ose x data métfeni a na ose y
jsou hodnoty pankreatické elastdzy 1 v pg/g. Jeho primérna hodnota elastdzy 1 bchem
pulro¢niho sledovani je 1445 pg/g a median 1532,5 pg/g, kde maximum jeho hodnot €inilo
1785 pg/g a minimum 750 pg/g. Hodnota smérodatné odchylky je 362,38 ug/g a variaéni
koeficient je 25,1 %. Prvni hodnota mohla byt ovlivnéna chybou(napiiklad odbéru).
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DM

Vysetfovany je muz stary 24 let. Na grafu 3.3 jsou vyneseny na ose x data méfeni a na ose y
jsou hodnoty pankreatické elastazy 1 v pg/g. Jeho primérna hodnota elastazy 1 b&hem
pulro¢niho sledovani je 1822,5 pg/g a median 1532,5 pg/g, kde maximum jeho hodnot ¢inilo
2215 pg/g a minimum 1360 pg/g. Hodnota smérodatné odchylky je 302,96 ug/g a variaéni
koeficient je 16,6 %.
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DT

Vysetfovany je muz stary 24 let. Na grafu 3.3 jsou vyneseny na ose x data méfeni a na ose y
jsou hodnoty pankreatické elastdzy 1 v pg/g. Jeho primérna hodnota elastdzy 1 bchem
pulro¢niho sledovani je 925 pg/g a median 905 pg/g, kde maximum jeho hodnot ¢inilo 1380
pg/g a minimum 665 pg/g. Hodnota smérodatné odchylky je 255,94 pg/g a variaéni
koeficient je 27,7 %. U n&j mohl mit vliv na snizeni elastazy 1 u data 5.3.2012 ptedchozi
mésicni dovolena v Thajsku.
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Rozdil jednotlivych vysledkt proti jejich primérnym hodnotam

Tabulka 3.5 shrnuje vSechny vysledky. Na ose x jsou data méfeni a na ose y jsou procenta. Ve
sloupcich jsou uvedeny hodnoty jednotlivych méfeni proti své primérné hodnoté vysledk.

Na tomto grafu je vidét jak moc se jednotlivé vysledky li§i od svého priméru. V prvnim
méfeni se lisi velmi signifikantné. Rozdil u vzorkli DT a MP proti jejich praiméru je takika
50 %. Naopak v poslednim méfeni jsou vSechny vysledky méfeni do 5 % od jejich
primérnych hodnot. Nejvétsi rozdil mezi hodnotami je u vzorkd DT(77,2 %). Nasleduji
vzorky MP(71,6 %), LS(58,3 %) a DM(46,9 %).

Mezi Sesticemi méfeni subjektl DT a PM vysla korelace statisticky vyznamna na hladiné 5 %,
ktera ale jde evidentn€ pouze na vrub odlehlych hodnot prvniho méfeni a navic je zdporna. Z
této signifikantni korelace proto nevyplyva, ze by se hodnoty naméfené u DT a PM vyvijely
v ¢ase shodné. Dixonliv Q-test nedetekuje v datech zadné odlehlé hodnoty s vyjimkou
prvniho méfeni vySetfovaného MP, které hodnoti jako odlehlé na hladiné spolehlivosti 95 %.

Variaéni koeficient se u Ctyf vySetfovanych pohyboval v rozmezi od 16,6 % do 27,7 % s
pramérem 22,7 % a medianem 23,3 %.
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3.5. Vyhodnoceni tydenniho méteni

Vyhodnoceni vzork stolice pii -25 °C(graf 3.6)

Vzorky stolice byly uchovavany v mrazéku pfti teploté¢ -25 °C. Na grafu je demonstrovana
hodnota pankreatické elastdzy 1 a jak se zménila jeji hodnota vlivem této teploty. Na ose X je
popis sledovaného vzorku a doba uchovavani pii dané teploté. Osa Y je hodnota pankreatické
elastazy 1 v procentech.

Za 100 % hodnotu je ur¢en vzorek extraktu pankreatické elastazy 1 dle doporuceni vyrobce.
Tento referen¢ni vzorek(oznacen jako Stolice -25 °C (0 dni1)) byl pfipraven jako extrakt v den
méteni. Druhy vzorek byl sedm dnli v mrazéku, pfipraven dle pokynli vyrobce pro extrakci
vzorku den pfed méfenim a poté den ulozen v lednici po dobu 24 hodin.

Sloupce vyznacuji hodnotu pankreatické elastazy 1 pfii teploté -25 °C a jejich porovnanim je
mozné pozorovat rozdil ve stabilité proti vyrobcem doporuc¢ovanému postupu.

Oba métené vzorky vykazuji nejvyssi hodnoty ze vSech méteni. Vzorek DM ma o 23,1 %
vys$$i hodnoty a vzorek DT 0 48,9 % vyssi hodnoty, neZ vzorky méfené piesné dle instrukci
vyrobce setu. U vzorku DM i u vzorku DT jsou hodnoty podobné jako pii uchovani stolice pii
8°C pod dobu 7 dnii a po dobu 3 dnii se shoduje se vzorkem DT.
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Graf 3.6 Vyhodnoceni vzorku stolice pii -25 °C



Vyhodnoceni vzork stolice pii 8 °C(graf 3.7)

Vzorky stolice byly uchovavany v lednici pfi teplot¢ 8 °C. Na grafu je demonstrovana
hodnota pankreatické elastdzy 1 a jak se zménila jeji hodnota vlivem této teploty. Na ose X je
popis sledovaného vzorku a doba uchovavani pii dané teploté. Osa Y je hodnota pankreatické
elastazy 1 v procentech.

Za 100 % hodnotu je ur¢en vzorek extraktu pankreatické elastazy 1 dle doporuceni vyrobce.
Tento referen¢ni vzorek(oznacen jako Stolice -25 °C (0 dnt)) byl pfipraven jako extrakt v den
méfeni. Druhy vzorek byl po sedm dni v lednici, pfipraven dle pokynt vyrobce pro extrakci
vzorku den pfed méfenim a poté den ulozen v lednici po dobu 24 hodin. Tteti vzorek byl
vytazen z mrazdku ¢tvrty den, pfesunut do lednice na tfi dny a poté pfipraven dle pokynli
vyrobce pro extrakci vzorku den pied méfenim a poté den uloZen v lednici po dobu 24 hodin.

Sloupce vyznacuji hodnotu pankreatické elastdzy 1 pfi teploté 8 °C a jejich porovnanim je
mozné pozorovat rozdil ve stabilité proti vyrobcem doporucovanému postupu.

Hodnoty vzorku DT uchované v lednici po dobu tii i sedmi dnli vykazuji takika identické
hodnoty jako pfi uchovani stolice v mrazaku, tedy 46,7 % pfi tfech dnech a 44,5 % pii sedmi
dnech. Hodnoty vzorku DM pfi tfech dnech o 12,3 % vyssi, ale pii skladovani po dobu sedmi
dnt nepatrné poklesly 0 2,2 %.
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graf 3.7 Vyhodnoceni vzorku stolice pfi 8 °C



Vyhodnoceni vzork stolice pii 25 °C(graf 3.8)

Vzorky stolice byly uchovavany v laboratorni teploté 25 °C. Na grafu je demonstrovana
hodnota pankreatické elastdzy 1 a jak se zménila jeji hodnota vlivem této teploty. Na ose X je
popis sledovaného vzorku a doba uchovavani pii dané teploté. Osa Y je hodnota pankreatické
elastazy 1 v procentech.

Za 100 % hodnotu je urCen vzorek extraktu pankreatické elastazy 1 dle doporuceni vyrobce.
Tento referen¢ni vzorek(oznacen jako Stolice -25 °C (0 dnt)) byl pfipraven jako extrakt v den
méteni. Druhy vzorek byl po sedm dni v laboratorni teploté, pfipraven dle pokynd vyrobce
pro extrakci vzorku den pfed méfenim a poté den uloZen v lednici po dobu 24 hodin. Tteti
vzorek byl vytaZzen z mrazaku ctvrty den, pfesunut do laboratorni teploty na tfi dny a poté
pfipraven a dle pokynl vyrobce pro extrakci vzorku den pred méfenim a poté den ulozen
v lednici po dobu 24 hodin.

Sloupce vyznacuji hodnotu pankreatické elastazy 1 pii teploté 25 °C a jejich porovnanim je
mozné pozorovat rozdil ve stabilité proti vyrobcem doporuc¢ovanému postupu.

Hodnoty sledovanych vzorkii DM zlstavaji pod dobu tii 1 sedmi dni pfi laboratorni teploté
jen mirné(do 5 %) nad hodnoty referen¢niho vzorku. Hodnoty vzorku DT jsou pfi tfech dnech
proti hodnoté referenéniho vzorku zvySeny o 8,7 %, ale pifi uchovani pii sedmi dnech jsou
zvyseny o 16 %.
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graf 3.8 Vyhodnoceni vzorku stolice pti 25 °C



Vyhodnoceni vzorku stolice pii 37 °C(graf 3.9)

Vzorky stolice byly uchovavany v termostatu pfi teploté 37 °C. Na grafu je demonstrovana
hodnota pankreatické elastdzy 1 a jak se zménila jeji hodnota vlivem této teploty. Na ose X je
popis sledovaného vzorku a doba uchovavani pii dané teploté. Osa Y je hodnota pankreatické
elastazy 1 v procentech.

Za 100 % hodnotu je ur€en vzorek extraktu pankreatické elastazy 1 dle doporuceni vyrobce.
Tento referen¢ni vzorek(oznacen jako Stolice -25 °C (0 dnt)) byl pfipraven jako extrakt v den
méfeni. Druhy vzorek byl po sedm dnid v termostatu, ptipraven dle pokynd vyrobce pro
extrakci vzorku den pied méfenim a poté den ulozen v lednici po dobu 24 hodin. Tieti vzorek
byl vytazen z mrazdku ¢tvrty den, presunut do termostatu na tfi dny a poté pfipraven a dle
pokynt vyrobce pro extrakci vzorku den pfed méfenim a poté den ulozen v lednici po dobu
24 hodin.

Sloupce vyznacuji hodnotu pankreatické elastazy 1 pfi teploté 37 °C a jejich porovnanim je
mozné pozorovat rozdil ve stabilité proti vyrobcem doporucovanému postupu.

Vzorky stolice uchovavané v termostatu po dobu tfi dni maji podobné hodnoty(rozdil do
3 %), jako vzorek piipraveny dle stanov vyrobce setu. Pfi teploté 37 °C po dobu sedmi dnii
zustal vzorek DM stabilni, ale vzorek DT klesl proti hodnotam referenéné piipraveného
vzorku o 16 %.
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graf 3.9 Vyhodnoceni vzorku stolice pii 37 °C



Vyhodnoceni vzorka extraktu pii -25 °C(graf 3.10)

Vzorky extraktu byly uchovavany v mrazéku pfi teploté -25 °C. Na grafu je demonstrovana
hodnota pankreatické elastazy 1 a jak se zménila jeji hodnota vlivem této teploty. Na ose X je
popis sledovaného vzorku a doba uchovavani pii dané teploté. Osa Y je hodnota pankreatické
elastazy 1 v procentech.

Za 100 % hodnotu je urCen vzorek extraktu pankreatické elastazy 1 dle doporuceni vyrobce.
Tento referen¢ni vzorek(oznacen jako Stolice -25 °C (0 dnt)) byl pfipraven jako extrakt v den
méteni. Druhy vzorek byl pfipraven dle pokynl vyrobce pro extrakci vzorku a po sedm dnti
ulozen zpét do mrazdku. Den pfed analyzou byl uloZen v lednici po dobu 24 hodin. Tteti
vzorek byl vytazen z mrazaku Ctvrty den, pfipraven dle pokynl vyrobce pro extrakci vzorku,
presunut zpét do mrazaku na tfi dny a poté den ulozen v lednici po dobu 24 hodin.

Sloupce vyznacuji hodnotu pankreatické elastazy 1 pfi teploté -25 °C a jejich porovnanim je
mozné pozorovat rozdil ve stabilité proti vyrobcem doporu¢ovanému postupu.

P11 uskladnéni po dobu tii dnil v mrazéku si vzorek extraktu DM zachovava stejnou hodnotu
jako u sedmi dnd, tedy o 9 % vyssi, nez referen¢né ptipraveny vzorek. Naopak vzorek DT ma
pii uchovani po dobu tfi dni stejné hodnoty jako referencni vzorek, ale pii uchovani po dobu
sedmi dnlt md o 29,9 % vys8i hodnotu. Ani jeden ze vzorkid extraktu se tak nepfiblizil
hodnotam stolice ulozené v mrazaku.
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graf 3.10 Vyhodnoceni vzorkt extraktu pii -25 °C



Vyhodnoceni vzorka extraktu pii 8 °C(graf 3.11)

Vzorky extraktu byly uchovavany v lednici pii teplot¢ 8 °C. Na grafu je demonstrovana
hodnota pankreatické elastdzy 1 a jak se zménila jeji hodnota vlivem této teploty. Na ose X je
popis sledovaného vzorku a doba uchovavani pii dané teploté. Osa Y je hodnota pankreatické
elastazy 1 v procentech.

Za 100 % hodnotu je ur¢en vzorek extraktu pankreatické elastazy 1 dle doporuceni vyrobce.
Tento referen¢ni vzorek(oznacen jako Stolice -25 °C (0 dnt)) byl pfipraven jako extrakt v den
méteni. Druhy vzorek byl pfipraven dle pokynl vyrobce pro extrakci vzorku a po sedm dnil
uloZen v lednici az do dne analyzy. Tteti vzorek byl vytazen z mrazéku ¢tvrty den, pfipraven
dle pokyntli vyrobce pro extrakci vzorku, pfesunut do lednice na tii dny az do dne analyzy.

Sloupce vyznacuji hodnotu pankreatické elastazy 1 pii teplot¢ 8 °C a jejich porovnanim je
mozné pozorovat rozdil ve stabilité proti vyrobcem doporuc¢ovanému postupu.

Hodnota elastdzy 1 u obou vzorku je pifi uchovani po dobu tii dnti pii teploté 8°C znateln¢
zvysena proti hodnoté referenéniho vzorku(DM 11,4 % a DT 26,3 %). Hodnoty vzorku klesaji
pfi uchovéani po dobu sedmi dn. U vzorku DM na hodnotu srovnatelnou s referen¢nim
vzorkem a vzorek DT je zvysen 0 7,3 % proti hodnoté referen¢niho vzorku.
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graf 3.11 Vyhodnoceni vzorku extraktu pii 8 °C



Vyhodnoceni vzorku extraktu pti 25 °C(graf 3.12)

Vzorky extraktu byly uchovavany v laboratorni teploté 25 °C. Na grafu je demonstrovana
hodnota pankreatické elastdzy 1 a jak se zménila jeji hodnota vlivem této teploty. Na ose X je
popis sledovaného vzorku a doba uchovavani pii dané teploté. Osa Y je hodnota pankreatické
elastazy 1 v procentech.

Za 100 % hodnotu je ur€en vzorek extraktu pankreatické elastazy 1 dle doporuceni vyrobce.
Tento referencni vzorek stolice (oznacen jako Stolice -25 °C (0 dnil)) byl pfipraven jako
extrakt v den méfeni. Druhy vzorek byl ptipraven dle pokynt vyrobce pro extrakci vzorku a
po sedm dnti uloZen v laboratorni teploté. Den pied analyzou byl uloZen v lednici po dobu 24
hodin. Tteti vzorek byl vytazen z mrazdku Ctvrty den, pfipraven dle pokynd vyrobce pro
extrakci vzorku, pfesunut do laboratorni teploty na tfi dny a poté den ulozen v lednici po dobu
24 hodin.

Sloupce vyznacuji hodnotu pankreatické elastazy 1 pfi teploté 25 °C a jejich porovnanim je
mozné pozorovat rozdil ve stabilité proti vyrobcem doporu¢ovanému postupu.

Pti uchovani po dobu tii dnii mély oba vzorky vyssi hodnoty neZ referen¢ni vzorek. Vzorek
DM mé¢l o 4,4 % vyssi hodnoty a vzorek DT o 7,3 % vys§i. Hodnoty vzorkit DM 1 DT
poklesly pii uchovavani v extraktu po dobu sedmi dnti pfi laboratorni teploté. U vzorku DM
poklesly jen nepatrné o 3,5 % proti hodnoté referencniho vzorku, ale u vzorku DT poklesly
hodnoty velmi vyrazné 33,2 % proti hodnot¢ referen¢niho vzorku.
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graf 3.12 Vyhodnoceni vzorku extraktu pii 25 °C



Vyhodnoceni vzorku extraktu pti 37 °C(graf 3.13)

Vzorky extraktu byly uchovavany v termostatu pii teploté 37 °C. Na grafu je demonstrovana
hodnota pankreatické elastdzy 1 a jak se zménila jeji hodnota vlivem této teploty. Na ose X je
popis sledovaného vzorku a doba uchovavani pii dané teploté. Osa Y je hodnota pankreatické
elastazy 1 v procentech.

Za 100 % hodnotu je ur€en vzorek extraktu pankreatické elastazy 1 dle doporuceni vyrobce.
Tento referenéni vzorek(oznacéen jako Stolice -25°C (0 dnt)) byl pfipraven jako extrakt v den
méteni. Druhy vzorek byl pfipraven dle pokynl vyrobce pro extrakci vzorku a po sedm dnil
ulozen v termostatu pii teploté¢ 37 °C. Den pied analyzou byl uloZen v lednici po dobu 24
hodin. Tteti vzorek byl vytazen z mrazdku Ctvrty den, pfipraven dle pokynd vyrobce pro
extrakci vzorku, pfesunut do termostatu na téi dny a poté den ulozen v lednici po dobu 24
hodin.

Sloupce vyznacuji hodnotu pankreatické elastazy 1 pfi teploté 37 °C a jejich porovnanim je
mozné pozorovat rozdil ve stabilité proti vyrobcem doporucovanému postupu.

Pti teploté 37 °C v termostatu hodnota elastazy obou vzorki nejvice klesla. Pti tfech dnech
V termostatu zistal vzorek DM stabilni, ale vzorek DT poklesl hodnot o 27,1 %. Pfi uchovani
po dobu sedmi dni vzorek DM vykazuje pokles 0 9,9 % a vzorek DT 0 49 % proti hodnoté
referen¢niho vzorku.
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graf 3.13 Vyhodnoceni vzorkl extraktu pii 37 °C



4. Diskuze

Pro vySetfeni interindividuelni variability v pulroénim sledovani pankreatické elastazy 1 se
podafilo sehnat Ctyii zdravé dobrovolniky z 1. LF UK a Ptirodovédecké fakulty UK. Ti byli
také vysetfovani dechovym testem na stanoveni pankreatické elastazy pomoci C13. Toto
meéieni je soucasti dalsi prace.

Po zpracovani celého pualrocniho testu je jasné, ze vykyvy pankreatické elastdzy 1 u dané
skupiny jsou velké. Hodnoty rozdilu mezi jednotlivymi méfenimi u dvou vysetfovanych osob
piesadhly hranici 70 procent. Mezi Sesticemi méfeni subjektt DT a PM vysla korelace
statisticky vyznamna na hladin€¢ 5 %, ktera ale jde evidentné pouze na vrub odlehlych hodnot
prvniho méfeni a navic je zaporna. Z této statisticky signifikantni korelace proto nevyplyva,
ze by se hodnoty naméfené u DT a PM vyvijely v ¢ase shodné. Dixonuv Q-test nedetekuje v
datech zadné odlehlé hodnoty s vyjimkou prvniho méteni vySetrovaného MP, které¢ hodnoti
jako odlehlé na hladin€ spolehlivosti 95 %. Varia¢ni koeficient se u vySetfovanych pohyboval
v rozmezi od 16,6 % do 27,7 % s pramérem 22,7 % a medianem 23,3 %.

Tyto vysledky mohou byt ovlivnény jak vlastni interindividuelni variabilitou, tak moznou
chybou odbéru vzorku stolice a také prudkou zménou geografického prostiedi v pripadé
jednoho méteného. V klinicko diagnostické procesu jsou vSak rozhodujici hodnoty pro ur¢eni
patologickych procesti pod 200 pg/g.

Toto méfeni mohlo napovédét, jestli je vhodné meéfit takto vysoké hodnoty pankreatické
elastazy 1. Pfi dlouhodobém sledovani pacienti by se mohlo prokazat postupné sniZzovani
funkce exokrinniho pankreatu. Z vysledki této prace to v§ak vyhodnotit nelze, protoZe rozdily
hodnot klesaji a zase se zvySuji bez jasné souvislosti. Z vysledkli tedy nelze soudit, zda je
mira variability velka nebo mald, protoze podobna studie doposud neprobehla. Samoziejmé,
dlouhodobé;jsi sledovani s vétsi skupinou, by mohlo vysledky této prace upfesnit.

Tydenni test u dvou méfenych dobrovolniku mélo za cil zjistit, jak se zméni hodnota
pankreatické elastdzy 1 pfipravend ve stolici a extrakénim pufru v raznych teplotnich
podminkach.

Hodnoty elastazy 1 byly naméfeny nejvyssi ve vzorcich stolice ulozené po dobu sedmi dnt
v mrazéku pfii teploté -25 °C, ptipravené den piedem a ulozené do lednice, kde byla teplota
8 °C. Divodem, pro¢ byla naméfena vyrazné niz$i hodnota u vzorku stolice, ktery byl
pfipraven dle pfesného dodrZeni navodu vyrobce, miZze byt nedostatecna extrakce vzorku
stolice extrakénim pufrem. Elastdza 1 méla stejné nebo vyssi hodnoty nez referenéni vzorek
ve vzorcich ulozenych v mrazaku v podob¢ extraktu.

V lednici elastaza 1 také dosahovala stejnych nebo vyssich hodnot pfi ulozeni po dobu sedmi
dnt. Jak v pfipad¢ vzorkl stolice, tak i v piipad¢ vzorkll extraktu stoupla jeji hodnota pfi
ulozeni po dobu tii dnd v lednici u DM.



V laboratorni teploté se vysledky elastazy 1 neliSily u vzorkl stolice a extraktu po dobu tii
dnd — oba mély mirné vyssi hodnoty nez hodnota referenc¢niho vzorku. Ovsem kdyz byly
ulozeny sedm dni, tak hodnoty ve vzorku stolice byly naméfeny vyssi, ale hodnoty ve vzorku
extraktu klesaly.

Pti udrzovani vzorku stolice v termostatu byly hodnoty stejné pfi tfech dnech jako referen¢ni
vzorek. Pfi sedmi dnech v termostatu klesl vzorek DT, ale hodnoty vzorku DM ztstaly stejné
jako tfi dnti. Pti vystaveni teploté 37 °C pod dobu tii dnl zistal vzorek extraktu DM stabilni,
ale vzorek DT Klesl o 27,1 % proti hodnoté referenéniho vzorku. Vzorky extraktu
V termostatu pfi sedmi dnech vykézaly ty nejnizsi hodnoty ze vSech vzorki. Vzorek extraktu
DM mél 0 9,9 % a vzorek 0 49 % proti referen¢ni hodnoté.

Tyto vysledky potvrdily, Ze klinicka praxe Vudrzovani vzorku stolice v mrazaku a
ptipravenim vzorku do extrakéniho pufru den pfed samotnou analyzou, je dosahovano vyssich
hodnot elastazy. Z vysledki je dale vidét, ze je idedlni mit v mrazdku vzorek stolice, protoze
hodnoty elastazy 1 v extraktu byly ve vSech pfipadech nizsi.



5. Zavér

Pankreaticka elastaza 1 byla stanovena pomoci metody ELISA ve stolici setem od firmy
ScheBo®. Stanovovani miry interindividuelni variability bylo vyhodnocovano na &tyfech
dobrovolnicich, ktefi odevzdavali vzorek stolice kazdy mésic po dobu pul roku. Jejich
vysledky byly zpracovany pomoci statistickych metod.

Po zpracovani celého pulrocniho testu je jasné, Ze vykyvy pankreatické elastdzy 1 u dané
skupiny jsou velké. Hodnoty rozdilu mezi jednotlivymi méfenimi u dvou vySetfovanych osob
piesahly hranici 70 procent. Variacni koeficient se u vySetfovanych pohyboval v rozmezi od
16,6 % do 27,7 % s pramérem 22,7 % a medidnem 23,3 %.

U tydenniho testu byl zkouman vliv teploty a doby skladovani na stabilitu pankreatické
elastazy 1 ve vzorcich stolice a extraktu. Z celkovych vysledkt tohoto testu plyne, ze klinicka
praxe, kdy je vzorek stolice po odebrani od pacienta zmrazen a ptipraven do extrakéniho
pufru den pfed samotnou analyzou, dosahuje nejvyssich vysledkd hodnot. Hodnoty elastazy
ve stolici jsou vSak pfi porovnani s pfesnym postupem piipravy vzorku dle vyrobce setu
stabilni ve formé¢ stolice i tfi dny pfi teploté 37 °C.



