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Abbott Laboratories — vice nez 120 let pokroku

Abbott House, Chicago, lllinois

* spoleCnost byla zalozena v Chicagu r. 1888 dr. )
Wallacem Calvinem Abbottem
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Abbott — témer 40 let prukopnictvi v diagnostice
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Abbott nabizi komplexni instrumentalni reseni pro vsechny
typy laboratori
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ARCHITECT - rodina analyzatoru

c16000

* Vo Abbott
ve vyvojl Diagnostics



ARCHITECT c4000/ci4100

* Vykon
— 400 fotometrickych testt/hod
— 600 ISE testd/ hod
— Kombinovany maximalni vykon az 800 testu/h
+ Kapacita
— Kapacita RSH podavace 100 vzorkovych pozic
— 90 chlazenych rgt pozic (jeden karusel)
* Moznost integrace s ARC i1000sr
* Integrace bez kompromisu
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ARCHITECT - Integrace bez kompromisu

1 pripojeni k LIS

1 analyzator; pro CC a IA ., .
Snizeni nakladu

1l primarnilzkumavka
(vzorek)
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ARCHITECT - kombinace inovaci

Jednotnost analyzatoru

FlexRate
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@ Analyte and substrate in balance allows for measurement during main read time.
@ An excess of analyte requires use of the FlexRate read time.

FlexRate a rozSirena linearita

Revolu¢ni myci algoritmy - carry over pod 0,1 ppm

Between Sample Carry-over Using Optimized Wash Protocol
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Abbott a klinicka biochemie
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Abbott a klinicka biochemie
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Abbott a klinicka biochemie — pokles a vzestup

* Siroké spektrum metod — dne vice nez 140
aplikaci

- rutinni i specialni parametry (specifické
proteiny)

» kapalné reagencie pripravené primo k pouziti

« kvalitni reagencie (Westgrad 2007)

- hodnoceni CC reagencii z hlediska Six-Sigma
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Abbott a laboratorni automatizace
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Abbott a laboratorni automatizace — tri urovnée reseni

1/ Integrace CC + |A

2/ Tecan FE500

3/ Accelerator APS

uplna laboratorni
automatizace




Abbott a hematologie
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Abbott a hematologie

* analyzatory pro ritizné typy a velikosti laboratori

- kombinace riznych detekénich technologii

kvalitativnich kontrol eQC

« ekonomika provozu (nizky pocet rgt)

- Siroké spektrum stanovovanych parametru

 celosvetovy systém hodnoceni hematologickych

cJ

pro
CELLDYN" - QC”

Vstupni pas
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Abbott a hematologie

Velka
CELL-DYN® 3700SL
Stredni
CELL-DYN® 3200SL
Mensi
NOVINKA!
I =

CELL-DYNF1E00 CELL-DYN Emerald™
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Technologie analyzatorti Cell-Dyn Yo

kombinace pouzitych technologii
1/ hydrodynamické impedancni méreni exonal e | interna

electrode electrode

2/ fluorescencni a fluorescencné-imunologicke e cuess |
metody: prime znaceni bunek pomoci
fluorochromu specif. pro NK, nebo vyuziti MAb
znacenych fluorochromem, které se vazi na
membranoveé receptory (antigeny) bunék (tzv. CD

znaky)

| Conductive
g diluent

3/ opticka analyza: vyuziti rozptylu (laserového)
paprsku na zaklade cytologickych charakteristik
bunék (velikost, tvar,vnitfni struktury - organely).

Tato technologie je v analyzatorech Cell-Dyn
zalozena principu prutokové (flow) cytometrie

REGION OF
HYDRODYNAMIC
FOUSING

Vyhody: presna analyza na urovni jednotlivych bunék a rychly
screening velkeho poctu bunék

Abbott
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ProGRP a malobunecny karcinom
plic
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Uvod — plicni (bronchogenni) karcinom

*bronchogenni karcinom patri mezi nejCastejsi zhoubné nadory ve svete i u
nas = cca 12,8 % vSech onkologickych onemocnéni.

-postihuje pfevazné muze (v r. 2005 v CR nejvy$si incidence ze v3ech
malignit); vyrazny narust incidence se v posledni dobé projevuje u zen

pancreatic

renal cell

urinary bladder

other
melanoma

lymphoma

prostate ENT

leucamia

corpus/ute ny—

L}
ova lung

breast

CRC

Source: WHO (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/index.htmi) mﬁw

Babickova L.,Skrickova J. (2008) — Bronchogenni karcinom. Onkologicka péce, 4, 2008



Uvod — plicni (bronchogenni) karcinom

Z hlediska preziti je vedle karcinomu pankreatu
malignitou s nejvyssi umrtnosti

*hlavni duvod Spatné prognozy:

- pozdni diagndza onemocneéni
- absence symptomu ¢asného stadia onemocnéni
*pouze 15% karcinomu plic je nalezeno lokalizovanych

*prognodza preziti 5 let u 13% nemocnych

erizikové faktory — koureni v€etné pasivniho (87%
karcinomu plic), enviromentalni priciny (azbest,
radon, uran), geneticke faktory

Stieber P. (2008) - Pro-Gastrin-Releasing Peptide (ProGRP) — a Diagnostic Biomarker for Small Cell Lung Cancer. gi.égbr?gtm



Typy karcinomu plic

Dvé skupiny

1.  Malobunécny karcinom plic (SCLC) ~ 25 - 30%

2. Nemalobunéény karcinom plic (NSCLC) ~ 70 — 75%
Kritéria déleni

» histologicka struktura — zakladni

« biologické vlastnosti (produkce nadorovych markeru, rust a zakladani metastaz,
klinické projevy a;.)

SCC = skvamoézni karcinom
NEC Lc’ LCC = velkobunéé. karcinom
Adeno = adenokarcinom

* |éCebné postupy a prognoza

28

Stieber P. (2008) - Pro-Gastrin-Releasing Peptide (ProGRP) — a Diagnostic Biomarker for Small Cell Lung Cancer. gi.égbr?gtm
Stieber P. (2009) - Webcast Biomarkers in Lung Cancer.



Typy karcinomu plic a jejich hlavni markery -

Malobunécny karcinom plic

(SCLC)
‘ProGRP
‘NSE
Skvamozni karcinom
Nemalobuné&ény karcinom / 'SCC
_ -CYFRA 21-1
plic -CEA
(NSCLC) Adenokarcinom
CYFRA 21-1
-CYFRA 21-1 -CEA
-CEA

Velkobunécny karcinom (LCLC)

*CYRA 21-1
-CEA

NACB: Practice Guidelines and Recommendations for use of Tumor
. oo Abbott
Markers in the Clinic; Lung Cancer Diagnostics



Malobunecny karcinom plic - charakteristika £~

*pfiblizné 25 — 30% vSech karcinomu plic
eagresivni, rychly rast (ve srovnani s NSCLC)
«Casné metastazovani do kosti, jater, CNS, nadledvin

|éCba: zpocCatku velmi citlivy na chemoterapii a radioterapii, Casto vsak
recidivuje a stava se chemo- a radiorezistentni; chirurgicka IéCba vyjimecCne
u primarnich nadoru v limitovaném stadiu

typicka histologie (viz dale)
«dvé klinicka stadia s odliSnou prognézou (viz dale)

Babickova L., Skiickova J. (2008) — Malobunécny karcinom plic. Onkologicka péce, 4, 2008 Dorsics



Malobunecny karcinom plic - histologie

pritomnost drobnych kulatych nebo ovalnych na sebe té€sné nahloucenych bunék
s vyraznym jadrem a malym mnozstvim cytoplazmy (pozn: existuji histologicky
pfechodné typy mezi SCLC a NSCLC)

Abbott
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http://old.lf3.cuni.cz/histologie/atlas/demo/26/index.htm
http://old.lf3.cuni.cz/histologie/atlas/demo/26/index.htm

Malobunecny karcinom plic - klinicka stadia

1/ limitované stadium — omezené na
centralni partie hrudniku

2/ extenzivni stadium — diseminace do

ostatnich organu

-/ Skiagram hrudnikd s nadorovou infiltraci

malobunéénym karcinomem horniho laloku pravé plice

PeSek M. (22008) — Soucasné moznosti diagnostiky a lé¢by karcinomu plic. Farmakoterapie, 2, 221 — 321. mﬁw

Babickova L.,Skrickova J. (2008) — Bronchogenni karcinom. Onkologicka péce, 4, 2008



Klinicka stadia SCLC a prognoza preziti -

5-Year Survial Rate

80%
0% ONSCLC

60% B SCLC
50%
40%
30%

20% -
0% ‘ . ——

| | i v

Stage

Prognézy preziti 5 let je u limitovaného stadia vyrazné vyssi (cca 20%)
Rozdilna prognoza preziti u SCLC a NSCLC
Casna diagnostika = lep$i prognéza
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Nadoroveé markery SCLC — soucCasny stav

« v soucCasnosti je pro SCLC nejpouzivangjsim markerem NSE (Neuron-
specificka enolaza; senzitivita se udava v rozmezi 43 — 70%)

- Casto vyznamné zvy$ena koncentrace NSE byla prokazana i u jinych
karcinomul (zejména neuroendokrinnich, dale nadoru ledvin aj.) ale také u
benignich onemocneéni plic nebo jater a;j.

 doplnkovymi markery je CYFRA 21-1 (cca u 30% SCLC), CEA a nové
také chromogranin A (CgA, vysSi specificita pro SCLC ale nizka
senzitivita)

«perspektivnim markerem SCLC se jevi ProGRP

Abboti

Simickové M., Nekulova M. 2004. Nadorové markery, OLM MOU Brno Diagnostics



Nadorové markery SCLC — ProGRP m

*ProGRP (progastrin-releasing peptid) je prekurzorem GRP

*GRP (gastrin-releasing peptide) je neuropeptid savcl produkovany CNS a
neuroendokrinnimi tkanemi gastrointestinalniho a dychaciho traktu a
prostaty

* pfibuzny peptid se stejnou funkci byl jiz dfive objeven u obojzivelniku
(bombesin)

«fyziologickou funkci GRP je stimulace sekrece tkanovych hormonu (napf.
gastrin, somatostatin aj.) a u€ast v homeostatickych mechanismech
(vazodilatace v respiraCnim soustaveé aj.)

* byla popsana exprese GRP u SCLC, nicméné z duvodu nizké stability
(polo€as 2 minuty) nebylo mozné praktické pouziti GRP k detekci SCLC

* k tomu se dobre hodi ProGRP

Stieber P. 2008. Pro-Gastrin-Releasing Peptide (ProGRP) — a Diagnostic Biomarker for Small Cell Lung Cancer. Diagnostics



Nadorové markery SCLC — ProGRP m

*ProGRP je peptid ktery je v nizkych koncentracich fyziologicky
pritomen u vsech lidi

*nejvyssi koncentrace ProGRP jsou pritomny u pacienti s SCLC

*u zdravych lidi: 2 — 50 pg/ml

*u benignich onemocnéni, NSCLC a ostatnich tumoru: <100 pg/ml

- pokud je koncentrace ProGRP u NSCLC vyssi, obsahuje tumor neuroendokrinni
bunky typické pro SCLC a histologicky jej Ize povaZovat za slozeny tumor (tzv.
smiseny malo- a velkobunecny karcinom)

- U pacientd s poruchou funkce ledvin mohou byt hodnoty ProGRP zvySeny nad
100 pg/ml

u SCLC: >100 pg/ml (€asto hodnoty >10.000 pag/ml)

|

Vysoka diskriminacni kapacita ProGRP

Stieber P. 2008. Pro-Gastrin-Releasing Peptide (ProGRP) — a Diagnostic Biomarker for Small Cell Lung Cancer. gi.égbr?gtm



Rozlozeni koncentraci ProGRP -

Vysoka diskriminaéni kapacita ProGRP
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Stieber P. (2009) - Webcast Biomarkers in Lung Cancer.



Nadorove markery SCLC — ProGRP '

1/ Vyuziti ProGRP v diferencialni diagnostice plicnich karcinomu

- rozdéleni primarnich plicnich karcinomt (SCLC a NSCLC) a jejich odliSeni od
druhotnych nadoru plic (metastazy jinych nadoru do plic)

2/ Exprese ProGRP u SCLC neni zavisla na stadiu onemocnéni
Vyznam pro ¢asnou detekci tumoru u rizikovych pacientu
Sledovani ucinnosti terapie a pribéhu choroby v¢. jejiho navratu
3/ Vysoka senzitivita a specificita ProGRP ve srovnani s dalSimi markery SCLC

- senzitivita ProGRP pro SCLC se udava az 86 % pro navrat choroby (pfi specificite?)

|

ProGRP je nejvhodnéjsi marker SCLC

Stieber P. 2008. Pro-Gastrin-Releasing Peptide (ProGRP) — a Diagnostic Biomarker for Small Cell Lung Cancer.
Schneider, J (2006) Advances in Clin Chem, 42:1-41. Abbott
NACB guidelines Diagnostics




Senzitivita nadorovych markert u SCLC .

sensitivity[%] Specificity 95%
QI ore oo eem e oo emm e o e o e e e e e

80 -
Bl -

40 -

20 +-

CYFRA 21-1 CEA NSE ProGRP

Stieber P. (2009) - Webcast Biomarkers in Lung Cancer. Abbott
Diagnostics



Diagnosticka ucinnost ProGRP - ROC -

1 Porovnani nadorovych markerti SCLC
0.8 AUC SE
=
= 0.6 | =ProGRP 0.95 0.01
:'u:; —NSE 0.89 0.02
G 0.4 | == CGA 0.70 0.04
v
0.2l ProGRP vs NSE; Two-tailed p = 0.028
| ProGRP vs CGA; Two-tailed p <0.0001
0 CGA vs NSE; Two-tailed p <0.0001
0 0.2 04 06 038 1
1 - specificity Sensitivity | Specificity
ProGRP 0.80 0.96
CGA(chromogranin A) O 66 O 62
NSE 0.75 0.93

Lamy PJ et al. Lung Cancer. 2000; 29:197-203 mﬁw



Diagnosticka ucinnost ProGRP - ROC '

Porovnani nadorovych markert u limitovaného stadia SCLC

. —
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CYFRA'Z11 | 7

Sensifivity
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i
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™

PR S S

AUC
ProGRP 0.929
NSE 0.766
CYFRA 21-1 0.732
LDH 0.616

0 .2 04 06

1-Specificity

0.8 1.0

Wojcik E et al. Anticancer Res. 2008; 28:3027-3034
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Stanoveni ProGRP metodou firmy Abbott

*prvni plné automatizovany test na i analyzatorech ARCHITECT

(Chemiflex)

 2krokovy format metody zvysSujici specificitu a senzitivitu testu

- redukce vlivu interferujicich latek (zejména HAMA) a hook efektu

*vysledky do 28 minut

«vyuziti MAb Fujirebio Diagnostics
t"\lll FUJIREBIO
Il

Diagnostics, Inc.

*Test je jiz k dispozici

ProGRP

in sample

{}%}

Y

M

wash/aspirate (x3)

Anti ProGRP MAb coated

pre-trigger reagent
It releases label
Anti ProGRP Mab acridinium

labeled conjugate

remove unbound

material

from solid phase

Y . .
¥+ magnetic separation of

P READ

Abbott
Diagnostics
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Uvod — karcinomy ovaria

» nadory vajecniku predstavuji 15 - 20% vSech zhoubnych novotvaru u Zen
(nejCastéjsi karcinom reprodukcénich organu)

VV CR ma incidence stale stoupajici tendenci (4. misto v Evropé)
C56 = ZH wajecniku, Zeny

Wivoj v Case

20 —#- Incidence

—# Mortalita

210

15
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Pocet pfipadd na 100 000 ozaob
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L5
Analyzovana data: Nlincl=z2a5z1, MWimor)=16337 http: waww;gﬂgﬂégg



Vyskyt nadoru vajecniku dle véku

» zhoubné nadory vaje€niku postihuji nejCastéji zeny mezi 50 — 75 rokem

C56 - ZN vajecniku = Incidence, Zeny
yekaowda struktura populace pacientd

14% -
" -
5 1zi
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Analuyzowvand data: N=26521 http /A www . svod.cz Zdroj dat: UZ15 CR
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Uvod — karcinomy ovaria

 z hlediska preziti patri mezi Ctyfi maligni onemocneéni s
nejvyssi umrtnosti
* hlavni duvod Spatné progndzy:

- pozdni diagn6za onemocnéni

- absence ¢asnych klinickych pfiznakl nebo jsou pfiznaky
nespecifické (napf. nadymani a bolesti v panevni oblasti,
unava, pozdeéji respiracni potize aj.)

« 70 — 75% pfipadu je diagnostikovano v pozdnich stadiich —
progndza preziti vice nez 1 rok u 10 — 30% nemocnych

- Casna detekce (nemoc je omezena pouze na ovaria) —
prognoza ze 90% zen prezije.

* pfiCina vzniku neni jasna, vyznamna role se pfisuzuje vlivu
estrogenu (pozitivni vliv hormonalni antikoncepce); dédic¢né
formy (mutace gent BRCA-1, BRCA-2)

*léCba — chirurgické odstraneni nadoru a nasledna
chemoterapie.

Ovarian tumor

Abbott
Diagnostics



Nadory vajecniku — histologicke typy

germinativni
(~3%)

neepitelové
(~10%)

stromalni
(~6%)

Nadory 4

serozni (~50%)

mucinézni (~36%)

Vajecnik \ epitelové (EOC),

(~90%)

karcinomy s. str.

Tunica albuginea Primordial
Arteries Germinal follicles
i epithelium ——

» Schematic diagram of a human ovary showing its main components. Ta#

endometroidni adenokarcinomy (<10%)

»Clear Cell“ adenokarcinomy (<10%)

Abbott
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Nadorové markery karcinomu ovaria — soucasny stav

Vybér markeru se ridi histologii nadoru
*markerem volby je v sou€asné dobé CA 125

*je exprimovan u asi 80% karcinomu serdzniho typu v pokrocilém stadiu;
ve stadiu | u asi 30 — 50%

«zvySena koncentrace CA 125 byla prokazana i u jinych karcinomu
(mléCné zlazy, pankreatu, plic, ZluCovych cest aj.) ale také u benignich
onemocneni (endometridza), chronickych onemocnéni jater, selhani
ledvin, v tehotenstvi aj.

Dalsi metody k detekci nadorut vajecniku

«Zobrazovaci techniky (CT Scan - Computed Tomography, Transvaginalni
ultrasound), biopsie, kombinace CA 125 a zobrazovacich technik

AZ dosud chybéla efektivhi metoda k detekci karcinomu ovaria v éasném
stadiu

Abbott
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Nadorové markery karcinomu ovaria — HE4

HE4 (Human Epididymal Protein-4)
*HE4 je prekurzor proteinu E4 sekretovaného epitelem vajecniku

*je exprimovan ve velkém mnozstvi zejména nadory serdzniho typu (93%)
ale i ostatnimi epitelialnimi karcinomy véetné adenokarcinomu (100%);
zdravou tkani vajecnikl je exprimovan minimalné

*az u 50% zen, u nichz nebyla zvysena hladina CA 125, ale mély
maligni nador, byla detekovana zvysena koncentrace HE4

B. Drapkin et al., Cancer Res 2005; 65 : (6)
R.G.Moore et al., Gynecol. Oncol 2008; 108: 402 — 408
.G.Moore et al., Gynecol. Oncol 2008; Oct. 11

Abbott
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Nadorové markery karcinomu ovaria — HE4

*je —li tento marker pouzit samostatné k detekci nadoru vaje€niku,
vykazuje nejvysSi senzitivitu ze vSech pouzivanych markeru

*je li pouzit v kombinaci s ostatnimi markery (zejmeéna CA 125)
senzitivita panelu se zvysuje ve srovnani s pouzitim jednotlivych
markeru

All Types and Stages Ovarian Cancer
Marker combination ROC-AUC

Sensitivity at
95% Specificity 98% Specificity

CA 125

83,60%

43,40%

23,90%

HE4

90,80%

72,90%

64,20%

CA 724

77,50%

35,00%

22,00%

CA 125 + HE4

91,40%

76,40%

71,60%

CA 125+ CA 724

86,20%

45,10%

31,40%

Pozn.: uvedeny jsou hodnoty senzitivity pfi pouZziti markeru
pro primarni diagnostiku; v pfipadé sledovani navratu
choroby jsou hodnoty senzitivity vy$si (vé. CA 125)

B. Drapkin et al., Cancer Res 2005; 65 : (6)
R.G.Moore et al., Gynecol. Oncol 2008; 108: 402 — 408
R.G.Moore et al., Gynecol. Oncol 2008; Oct. 11

Abbott
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Nadorové markery karcinomu ovaria — HE4

HE4 vykazuje vysokou senzitivitu jak v pozdnich (st. lll) tak v Casnych
(st. I/ll) stadiich onemocnéni coz z néj Cini nejvhodnéjSi marker pro

detekci ranych fazi karcinomu ovaria

St. | karcinomu ovaria

Stage 1 Ovarian Cancer

Marker combination

ROC-AUC

Sensitivity at

95% Specificity

98% Specificity

CA 125

70,00%

15,10%

7,70%

HE4

76,50%

46,20%

30,80%

CA 724

74,40%

23,10%

23,10%

CA 125 + HE4

75,10%

39,50%

38,40%

CA 125+ CA 724

71,70%

30,10%

23,10%

Pozn.: uvedeny jsou hodnoty senzitivity pfi pouZziti markeru
pro primarni diagnostiku; v pfipadé sledovani navratu
LJ Havrilesky et al, Gynecol. Oncol 2008; 110: 374 - 382 choroby jsou hodnoty senzitivity vyssi (v¢. CA 125)
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HE4 a adenokarcinom endometria delohy

» podobne jako v pripade karcinomu ovaria, take u adenokarcinomu deélozni
vystelky vykazuje HE4 nejvySSi senzitivitu ze vSech pouzivanych markeru,
a to jak samostatne tak v kombinaci s ostatnimi markery

All Types and Stages of cancer Sensitivity at
Marker combination ROC-AUC 95% Specificity 98% Specificity

CA 125 67,10% 24,60% 15,60%

HE4 78,70% 45,50% 36,70%

CA 72-4 55,00% 7,30% 4,40%

CA 125 + HE4 79,40% 50,10% 39,80%

CA 125 + CA 724 66,50% 24,60% 16,70%

Pozn.: uvedeny jsou hodnoty senzitivity pfi pouziti markeru
pro primarni diagnostiku; v pfipadé sledovani navratu
choroby jsou hodnoty senzitivity vy$si (vé. CA 125)

R Moare et al. / Gynecalagic Ononlagy 110 (2008) 196-201
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Stanoveni HE4 metodou firmy Abbott

*plné automatizovany test na i analyzatorech ARCHITECT (Chemiflex)
« 2krokovy format metody zvysSujici specificitu a senzitivitu testu
- redukce vlivu interferujicich latek (zejména HAMA) a hook efektu
*vysledky do 28 minut
*vyuziti MAb Fujirebio Diagnostics
mlll FUJIREBIO 1

DIEEHDStiI:S, Inc. gnbound Unbound
Specimen pecimen Acr-Conjugate
(x uL) Removed Removed
) d n [ n trh V 2 OI r 2009 Microparticles 2 Conjugate
uvedeni na pol. r. it o
Vortex Vortex
18 min Inc BQHEt 4 min Inc agnet

Assay Components

Pre-Trigger
(50 uL) 8 Microparticles
Paramagnetic microparticles

Trigger
Coated with MAb 2H5

(50 uL) Chemiluminescent

Signal Measured

Conjugate
Acridinium-labeled
MAb 3D8
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MPO - novy prognosticky ukazatel
vzniku kardiovaskularnich prihod

a Abbott
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Kardiovaskularni onemocnéni jsou dominujici pfi¢inou umrti v pramyslové
vyspélych zemich (cca 50% vSech umrti; na celém sveté asi 20%;udaje WHO)

Mezi nejbé&znéjSi postizeni patfi ischemicka choroba srdecni, projevujici se
fadou klinickych stavu které se oznacuji jako akutni koronarni syndrom (AKS).
Jeho nejCastéjSimi formami je nestabilni angina pectoris a infarkt myokardu
(1IM).

PriCinou ischemie srdeCniho svalu je poskozeni koronarnich tepen -
ateroskleréza, chronicky patologicky proces poskozujici cévni sténu depozity a
vedouci ke vzniku tzv. stabilniho sklerotického platu

Postupné dochazi k infiltraci platu monocyty a neutrofily, které produkuji
prozanétlivé cytokiny, proteolytické enzymy a myeloperoxidazu. Jejich
pusobenim dochazi k preméné platu na tzv. nestabilni (vulnerabilni) plat, jeho
ruptufe a vzniku trombu, ktery uzavire prusvit cévy — vznika akutni cévni
prihoda, napr. IM.

D&\mrnjnn Expert ﬁpin Med ning 2008

Waikar, et al. Clin J Am Soc Nephrol 2008 Abbott
Honore, et al. Inten Care Med 2007 Diagnostics



Myeloperoxidaza - MPO

* enzym ze skupiny peroxidaz, ktery je produkovan
slozkami imunitniho systemu — je obsazen ve
fagocytujicich monocytech a neutrofilech (3x vice) v
miste zanétu

» tetramer o molekulové hmotnosti asi 150 kDa, ktery

obsahuje molekuly hemu (hemoprotein) — to zpusobuje
zelenavé zbarveni sekretl obsahujicich neutrofily (hnis)

 fradicné zdUraznovana antimikrobialni aktivita MPO:

* pfi aktivaci leukocytd fagocytézou jsou v nich vytvareny
volné radikaly a dalSi reaktivni formy kysliku (tzv.
respiracni vzplanuti), které jsou za katalytického
pusobeni MPO pfeménovany na kyselinu chlornou (az
50x ucinnéjsi v zabijeni mikrobl nez peroxid vodiku)

Meuwese et al. 2007: Serum Myeloperoxidase Levels Are Associated With the future Risk of Coronary Artery Disease in Apparently Healthy Individuals;
Journal of the American College of Cardiology 50; 2; 159 — 165

Apple et al. 2005: Future Biomerkers for Detection of Ischemia and Risk Stratification in Acute Coronary Syndrome; Clin Chem 51:5; 810 - 824
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Myeloperoxidaza - MPO

* vyskyt MPO byl prokazan v aterosklerotickém platu v
dusledku jeho infiltrace fagocytujicimi leukocyty (14)

* MPO podporuje zanétlivou reakci a podili se na progresi
aterosklerézy — zpUsobuje destabilizace platu a nachylnost k
jeho rupture (14)

» Cast enzymu je rovnéz uvolnéna do krevniho obéhu kde je
detekovana

- Stanoveni MPO je ukazatelem (12:3):

Artery wall

- pritomnosti nestabilniho platu

- prediktorem vzniku budoucich kardiovaskularnich prihod

- horSi prognéza osob s AKS (ale i znamkami kardialni
insuficience Ci zdanlive zdravych) ve srovnani s témi, u
kterych nebyla plazmaticka hladina MPO zvySena

1. Meuwese et al. 2007: Serum Myeloperoxidase Levels Are Associated With the future Risk of Coronary Artery Disease in Apparently Healthy Individuals; Journal of the
American College of Cardiology 50; 2; 159 — 165

2. Baldus et al. 2003: Myeloperoxidase Serum Levels Predict Risk in Patients With Acute Coronary Syndromes; Circulation 108; 1440 - 1445

3. Brennan et al. 2003: Prognostic Value of Myeloperoxidase in Patients with Chest Pain; N Engl J Med 349; 1595 - 1604 Abboti

4. Apple et al. 2005: Future Biomerkers for Detection of Ischemia and Risk Stratification in Acute Coronary Syndrome; Clin Chem 51:5; 810 - 82 Dagnostics



Vascular Inflammation

infl Plaque Plague
g;m“ﬁ ey Destabilization Elupmre fr.:uta Phase Reactants
IL-6 sCD40L CRP )
TNFa PIGF
PAPP-A -
< Myocardial Dysfunction
——— Ischemia > Necrosis . BNE
IMA*® ¢TnT NT-proBNP
FEAu* cTnl
Choline*

Apple et al. 2005: Future Biomerkers for Detection of Ischemia and Risk Stratification in Acute Coronary Syndrome; Clin Chem 51:5; 810 -@lnmmﬁt
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Vyuziti MPO v klinické praxi

Pacienti s Primarni cilova
bolesti na skupina

hrudi (zejména
(kombinace s cTnl) paCienti S AKS)

Srdeéni selhani
(kombinace s BNP)

p— Seku nda'rnl'
> cilova
Zdravi pacienti skupina

)

\

(stanoveni rizika)

MPO ma prognosticky vyznam s ohledem na vznik dalsich koronarnich prihod a
celkové preziti nemocnych

éjeho kon)centrace je zvysena dfive a nezavisle na ostatnich markerech (cTn,
K-MB,...

ol A Coll-C dial—20072- 5045065
WICOWe ST CTar— oA ounmroartiorn, 2007, U7 TOI=0J

Baldus et al, Circulation, 2003; 108, 1440-1445 Abbott
Brennan et a., NEJM, 2003, 349, 1595-604 Diagnostics



Vyuziti MPO v klinické praxi - prognosticka
hodnota u pacientu s AKS

Prediktivni hodnota MPO v kombinaci se stanovenim ¢cTn

-nemocni se zvySenou koncentraci

35 | IMPO méli vyssi riziko dalgich
kardiovaskularnich pfihod béhem
AR 6ti mési¢niho sledovani
=
s 15 - sérové hladiny MPO identifikovaly
= nemocné se zvySenym rizikem i ve
ﬁ L skupiné osob s normalni hladinou
(- N |cTn
b |
‘ TnT high
; nT hig
MPGMi:Eh i TnT medium
medium
MPO low ™T low

Baldus S et al, Circulation, 2003; 108 (12):1440 - 1445
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Stanoveni MPO metodou firmy Abbott

prvni plné automatizovany test na i analyzatorech ARCHITECT (Chemiflex)

« 2krokovy format metody

*Moznost STAT protokolu (vysledky do 15,6 minut)

" [ L] L] 5 > 1i n
[ ) i 3" % ?* o
test je k dispozici B s X o s A & .
w ¥ ad’ ————» ., g
S al C Wash/ Agpirate %' - o §
5{;\ & ¥ F @ - 4 EL*% *’sh
X s% s 2% ¥
e
Sample containing Ant-MPO mAb coated
MPO pamamagnetic parficles
;“: o ;‘J" & 3 !._'E-_
'u— 'f—ﬁ- o -I.l’ o e ;." il e
E L - Incubate oy P .l,?
LT R B i —— = B B L. gt
Td AT K AT k. ;f‘l Wash/ Aspirate "~ ‘ P iﬁ'éﬁ«"? &
'ﬁ'ﬁ!""ﬂ' e -5(_(" I-‘ F o -.E‘ 1'...
; % ¥y s % ¥
i T -
Antl-MPO mAb acridinium
labeled conjugate
FLY o ; .
pretigger reagant . be Q"ﬂ’ .&; magnetic separation
i —e il o & £ f particles f labed
reloases label from s "f*" “ @ D_ pa L e READ
solid phasa i A 4 trigger reagent RLUs
=.-‘ i:t L. #
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NGAL — novy biomarker v
diagnostice akutniho renalniho
poskozeni

a Abbott
Diagnostics



Uvod — akutni renalni poskozeni (AKI)

» Akutni renalni poSkozeni (,acute kidney injury® — AKI; oznacCuje se také
jako akutni renalni selhani; ,acute renal failure — ARF") je zivot
ohrozuijici stav spojeny s rychlym (v radu nékolika hodin az dnu)
poklesem funkce ledvin (snizeni jejich vyluCovaci schopnosti), kdy zahy
dochazi k oligurii

« AKI zacCina obvykle asymptomaticky a byva diagnostikovano az na
zaklade laboratorniho nalezu

« Diagnoza AKI je dnes obvykle zalozena na vzestupu séroveho kreatininu
(procentualni narust koncentrace o 50%), poklesu GFR a sledovani
diurézy (snizeni produkce moci - oligurie; mnozstvi moce pfi AKI <400
ml/ den) — nejCastéjsi klasifikace RIFLE

D&\mrnjnn Expert ﬁpin Med ning 2008
Waikar, et al. Clin J Am Soc Nephrol 2008

Abbott
Honore, et al. Inten Care Med 2007 Diagnostics




Uvod — akutni renalni poskozeni (AKI)

RIFLE — klasifikacni kritéria rozdéleni AKI do kategorii na zakladé laboratornich nalezu
(vzestup koncentrace sérového kreatininu, pokles glomerularni filtrace a diuréza)

HIFLE critzria define the degres of scuts lidney inpry ss detemnimed by ssrum creatining, glormerular fitration rate (GFR) and winery
cukput catena, The scmonym RIFLE means nizk, injury, falurs, loe2 and end stags reral disease. R, |, and F ars acute critena, wheress
L ard E can only be ezsessad during the courze of the dizeses (Ballomo et &, Ont. Care 2004; B R204),

Classification of acute kidney RIFLE categaory Criteria
injury subject to RIFLE criteria
Risk Acute incresse of sarum crasti- | Urine cutput < 0.5 milka'h for
ring, areater than 1.5 fokd or 25% | &t least £ hours
decline of GFR
Injury Acute incresze of sarum cresti- | Urime cutput < 0.5 mldag'h for
Acute classification ring, arester than teofcdd or 50% | st keast 12 b
decline of GFR
Failure Acute increeze of sarum crasti- | Urime cutput < 0.2 mldag/'h for
rine, grester than thresfold ar &t ezt 24 hoor anuna for &t
T5% decline of GFR leazt 12 b
Loss Farzizbent kidrey mjury for = 4 wesks
Classification of the outcome ESRAD (End stage Dliakyziz-requiring renal failure far = 3 monthe
renal dissass)

Schmidt-Ott, 2009
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Uvod — akutni renalni poskozeni (AKI)

* AKl vznika jako komplikace spojena s radou onemocneni, v ohrozeni jsou
zejmeéna hospitalizovani pacienti v intenzivni péci (uvadi se cca 5% - 30 %)
incidence dramaticky vzrusta

« vysoka mortalita (50 - 80%); nelé€eno muze dojit k ireverzibilnimu poskozeni
renalniho parenchymu; a vzniku chronického poskozeni ledvin

» Pri vCasné diagnostice je toto poskozeni z velké Casti reverzibilni

Sepeia, mutl-gyatem
organ fallure

Nephrotoeic Bgents
I:El L+ ﬂ.".:ﬂl]"E:EITI

Surgical procadures
[B.0., GPE)

Gritcal lliness:

{e.g., heart fallurg]

Adapisd from Farikh and Devaradan, Sk Cas Mad 2008

Devarajan, Expert Opin Med Diag 2008 . . . . Abbott
Waikar, et al. Clin J Am Soc Nephrol 2008 Schéma z Parikh and Devarajan, Crit Care Med 2008 Diagnostics
Honore, et al. Inten Care Med 2007



Akutni renalni poskozeni - histologie

Typicky histologicky obraz akutniho poskozeni ledvin. Charakteristicka je pfitomnost
rozSifenych ledvinovych tubuli s regresivnimi zménami (tubularni nekréza)
indikujici strukturalni poskozeni renalniho parenchymu

Abbott
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Historie diagnostiky AKI

Evoluce v diagnéze Evoluce v diagnéze

IM AKI
1950’s WBC Count Méreni zmén SCr
1960’s LDH
1970’s CK
1980’s CK-MB
1990’s Troponin T l
2000 Troponin | Méreni zmén SCr

V poslednich 50 letech nedoslo k zasadnimu posunu v diagnostice
akutniho renalniho poskozeni zejména proto, ze dosud chybél vhodny
(Gasny, dostatec¢né senzitivni a specificky) biomarker

Abbott
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Soucasny stav diagnostiky AKI a jeho omezeni

diagnoza akutniho renalnino poskozeni je v soucasnosti zalozena zejména
na vzestupu koncentrace sérového kreatininu

kreatinin neni nejvhodné&jsSi marker pro sledovani akutnich zmeén funkce
ledvin

Narust kreatininu je pozorovan obvykle nejdfive az 24 — 72 hodin po
zaCatku poskozeni, kdy jiz 50% funkce ledvin muze byt ztraceno

Vzestup hladiny sérového kreatininu je pozorovan i u faktoru které
nesouviseji s poskozenim ledvin

nutnost ziskani noveho biomarkeru, ktery bude (podobné jako cTn u IM):

schopen zachytit renalni poskozeni v casnych stadiich
specificky vzhledem k renalnim funkcim

snadno stanovitelny (praktické vyuZziti)

Devarajan, Expert Opin Med Diag 2008
Waikar, et al. Clin J Am Soc Nephrol 2008

Honore, et al. Intensive Care Med 2007 Abbott
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Co je NGAL?

NGAL (Neutrophil gelatinase-asscociated
lipocalin; syn. lipocalin-2, siderocalin) je Clen
lipokalinové rodiny proteinu

Tento protein (25kDa) byl objeven v neutrofild,
vyznam v boji proti bakterialni infekci

Studie na zviratech ukazaly ze NGAL je
jednim z prvnich proteinu, ktery se objevuje v
ledvinach pfi nefrotoxickych Ci ischemickych
podnétech

DalSi studie ukazaly ze NGAL detekovany v
mocCi je Casnym markerem akutniho renalniho
poskozeni pfi ruznych stavech (narust
koncentrace do 2 hodin) — zhorsSujici se stav
aktivity ledvin se projevuje zvySenim hladiny
NGAL v moci

Krystalicka struktura NGAL vazaného na Fe(lll)-
Enterobactin (Fishbach, et al. Nat Chem Biol 2006)

Honore, et al. Intensive Care Med 2007
Devarajan, Expert Opin Med Diag 2008
Waikar, et al. Clin J Am Soc Nephrol 2008
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1000 - e

100 -
L)
S
o 10-
< F&F2  (basic fibroblast growth factor)
e
% 1 HF  (hypoxia-inducible factor)

= (bone morphogenic protein 7)
01- 1
P<0.05
001 -

post-ischemie (hodiny)

Adapted from: Schmidt-Ott, et al. JASN 2007
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Vzestup hladiny NGAL po CPB

Méreni hladiny sérového kreatininu v rtiznych MéFeni hladiny NGAL v moéi na analyzatoru
c¢asovych intervalech po CPB. ARCHITECT v raznych €éasovych intervalech po CPB
AKI je definovano jako 50% zvyseni hladiny sérového kreatinu od AKI je definovano jako 50% zvyseni hladiny séroveho kreatinu od
baseline. baseline.
0.9
0.8 | * NoAKI(n=97) . 1400
S 07|~ AKl(n=99) 1200 - ] P <0.05
)
E 0.6 = 1000 -
° E
£ 0.5 S 800 - = No AKI (n=97)
.(‘i 0.4 n B i VVVVVVVVVVVVVV % 2' 600 _ +AKI (n=99)
S 03 g
o Z 400 -
? 0.2 -
01 200 -
' ' ' ' o {2 4 6 8 12 24 36 48| 72
0 24 | 48 72 9% |
Hours post cardiopulmonary bypass
Hours post cardiopulmonary bypass AUC: 093 096 0.98 0.94

Stanoveni NGAL v mo¢i = €asny prediktivni biomarker AKI po CPB

Koncentrace NGAL v moci vzristaji vyrazné ¢asnéji nez sérovy kreatinin

Bennett et al., Clin J Am Soc Nephrol 2008 Abbott
Diagnostics



Stanoveni NGAL metodou firmy Abbott

*prvni plné automatizovany test na i analyzatorech ARCHITECT
(Chemiflex)

* vysledky do 28 minut
« 2krokovy format metody
cuvedeni na trh v 2 pol. r. 2009

Paramagnetic NGAL Acridinium
microparticle x label
\ o g
Monoclonal antibody
tagged with acridinium
Monoclonal antibody
attached to particle

Abbott
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CEVA — novy rozmér vzdélavani pracovniku laboratofi

/3 Ceva-education - Microsoft Internet Explorer

Fle Edt View Favorites Tools Help |#
Qe - ) - |x] [F] (p] Pserer Jorawnes )| (312wl - @ B
Address Ia http:/fwww . ceva-edu.cz/ j By co |Lri<s >

BN
L7

Abbott Charakteristika projektu

DIagF‘IOSTICS Ziéastnéné strany

'\ PrihlaSeni do systému

| ~ Manual pro pfihlaseni (ppt 5 ] —

Co pfi ztraté hesla? (ppt

Kontakt

Zakladajici subjekty
CEVA - Centrum Edukace a Wyzkumu Abbott
vy Abbott Laboratories, s.r.o.
Klatovska nemocnice a.s.

Jedn3 se o spoletny projekt Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni, Klatovské .
P v pro) ty ty v Lékarska fakulta UK v Plzni

nemocnice a.s. a firmy Abbott Laboratories s.r.o. Ceska republika, ktery vznikl v
roce 2008 na Lékarske fakulté Univerzity Karlovy v Plzni. CEVA spolupracuje s:

CEVA je internetova aplikace, jejimiz hlavnimi cili jsou:

Thyroid . Lab Test.ir'lg .Course is Ll
€] Done C T T e miemet
EBS_hrtl | & || &] ceva-education - Mic... 5 C:\Documents and Settin... | [ Microsoft PowerPoint - [... |m&%%%gg@ﬁ§ 26
Abbott
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CEVA — novy rozmér vzdélavani pracovniku laboratofi

3 Projekt CEVA - Microsoft Internet Explorer

File Edit View Favorites Tools Help

~18x|
| &

Qo - O - %] 2] (| Psewer o €8 (20 ool - G B
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systému

Jak postupovat pfi ztraté
hesla

el Zapis do kurzu

El Kontakt

& Laboratorni vySetfeni v

kardiologii (kardiomarkery)
Tyreoidalni diagnostika

& An alyticke systémy

ARCHITECT a AxSYM a kontrola

kvality

- MNovinky z Abbott Diagnostics

& Ostatni

Vyhledat kurzy ...
Vaechny kurzy ...

Hlavni menu =

Kategorie kurzi =l

Vitame Vas na strankach Centra Edukace a Vyzkumu
Abbott!

Pro registraci do systému CEVA je nutné vyplnit registraéni formulaF.
Pro wstup jiZ registrovanych uZivateld pouZijte odkaz v pravém hornim rohu.

Dékujeme za Vaéi pfizef a pfejeme hodné& podnétd pii uZivani naseho systému. V pfipadé
problémil kontaktujte manaZera projektu.

Oteviené diskusni forum
Foto introduction CEVA 25.11.2008 v rezidenci velvyslance USA
) TISKOVA ZPRAVA CTK - prezentace 25 11 2008

Kategorie kurzi
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CEVA — novy rozmér vzdélavani pracovniku laboratofi

a Kurz: Novinky z Abbott Diagnostics - Microsoft Internet Explorer

Flle Edit View

Favorites  Tools  Help
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