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Souhrn: Soucasné imunoanalytické metody, ELISA (enzymova imunoanalyza, EIA) a RIA
(radioimunoanalyza), pripadné IRMA (imunoradiometricka analyza) poskytuji pro laboratore
moznost analyzy analytii, pomoci komercné dostupnych souprav (kitii), nebo souprav
pripravenych v laboratori. Software calib umoznuje kromé kalibracni krivky a bodovych
odhadu urcit i konfidencni pdsy kalibracni kiivky a intervalové odhady vysledkii, a to
iterativnim procesem nebo krivku vybrat na zacatku. Systém je demonstrovan na stanoveni
epidermalniho ristového faktoru (EGF) metodou ELISA a na stanoveni protilatek proti
insulinu metodou IRMA.

M¢éteni enzymem vyvolaného zbarveni roztoku ¢i vysledné radioaktivity je na zacatku
vyhodnocovaciho procesu, jehoz dulezitou soucasti je kalibrace pomoci standardii o znamé
koncentraci daného analytu. Pfistroje, které jsou na méfeni imunoanalytickych stanoveni
pouzivany, uz vétSinou maji zabudovany vyhodnocovaci software, ktery danou problematiku
fesi — ovSem v fad¢ ptipadi jde o ,,Cernou skiitiku“ bez moznosti volby napt. jiného prolozeni
nez predem definovaného autory programu.

Jako alternativu je mozné vyvinout vyhodnocovaci postup vlastni, napi. v tabulkovém
procesoru Microsoft Excel, nebo sahnout po volné dostupnych alternativach z internetu.
Jednou z nich je samostatny program wlogit od E. Nieuwenhuyse', dalsi pak balik calib® od P.
Haalanda, E. McVey a D. Samarova pro statisticky software R. Pro tento software je dale
dostupny téZ balik quantchem od L. Komsty’, ktery vSak umoziiuje kalibraci spise
“klasickych” analytickych stanoveni a pro kalibraci imunoanalytickych stanoveni disponuje
jen omezenou funkcionalitou.

Program wlogit je dostupny ve formé excelovské tabulky nebo samostatného programu.
Program je uZivatelsky privétivéjsi, ovSsem omezenim danym datem jeho vzniku je, ze pracuje
pouze s tabulkami tabulkového procesoru 123 — format wks a wkl - a vystup je v textovém
souboru. Funkcionalita excelovského seSitu je omezenéjsi, nelze napiiklad volit zplsob
prolozeni. Dostupné volby prolozeni: logit, linearni, kvadratické, polynom 3.-10. stupné.
Vyhodou je interaktivni moznost vylu¢ovéani bodti mimo kiivku.

Balik calib ma tu vyhodu, Ze je dobfe dokumentovan, podlozen teoretickymi publikacemi
autorlt a umoziiuje kromé kalibra¢ni kiivky a bodovych odhadii urcit i konfidencni pasy
kalibra¢ni kfivky a intervalové odhady vysledkli. Je mozno nechat prob&hnout iterativni
proces s ur¢enim vhodné proklddané kiivky, nebo danou kiivku vybrat na zacatku zadanim
prislusného parametru. Je mozné pouzit logaritmickou transformaci ptislusné osy. Vystupem

! http://www.xs4all.nl/~ednieuw/Logit/logit. htm
2 http://cran.r-project.org/web/packages/calib/index.html
3 http://cran.r-project.org/web/packages/quantchem/index.html




programu je i minimalni detekovatelna koncentrace, limit kvantifikace a dalsi veliCiny.
Vyhodou statistického programu R je moznost dopisovani dalSich funkci a skriptii napt. pro
export vysledki do soubort csv, které lze lehce importovat do Excelu. Nevyhodou je, Ze
neposkytuje vystup u kalibraci s méné standardy bez opakovani.

MozZnosti programi jsou demonstrovany na stanoveni epidermalniho rastového faktoru (EGF)
metodou ELISA (prolozeni pomoci wlogit — obr. 1, prolozeni pomoci calib — obr. 2) a na
stanoveni protilatek proti insulinu metodou IRMA (prolozeni pomoci wlogit — obr. 3).
Vypocet kalibra¢ni kiivky pro toto stanoveni pomoci baliku calib vzhledem k malému poctu
standardil bez opakovani nefungoval.
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Obr. 1 Kalibraéni kfivka EGF sestrojena pomoci programu wlogit
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Obr. 2 Kalibraéni kiivka EGF sestrojena pomoci baliku calib



R=0.9193 slope=0.7170 intercept=-29.3741
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Obr. 3 Kalibraéni kiivka protilatek proti inzulinu sestrojena pomoci programu wlogit

Nejcastéji pouzivana 4 parametricka logisticka kfivka ma tvar:
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Zavér: Vyse uvedené programy vhodnym zpiisobem dopliuji moznosti kalibrace
imunoanalytickych stanoveni, pficemz kazdy z nich ma urcité prednosti i omezeni.
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