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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva metodami stanoveni karbohydrat-deficientniho
transferinu (CDT), ktery ma své hlavni vyuziti jako biomarker pfi chronickém abtzu
alkoholu. Hladiny CDT vSak mohou stoupat 1 pii riznych onemocnénich, a proto bylo
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie stanoveno CDT u nemocnych

s karcinomem mocového méchyte a u dobrovolnych darca.

KLICOVA SLOVA

Karbohydrat-deficientni transferin; transferin; biomarker; izoelektrickd fokusace;

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

TITLE

Determination of carbohydrate-deficient transferrin in clinical samples.

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with methods of the determination of carbohydrate-
deficient transferrin (CDT), which has its main use as a biomarker in chronic alcohol
abuse. However, CDT levels can also rise in various diseases and therefore CDT was
determined by high-performance liquid chromatography in bladder cancer patients and in

voluntary donors.

KEYWORDS

Carbohydrate-deficient transferrin; transferrin; biomarker; isoelectric focusing; high-

performance liquid chromatography



OBSAH

SEZNAM OBRAZKU.....coovveuuriimrireriireeeieeessessisessssssssses s ssssesssssessssesssssssssssenes 10
SEZNAM TABULEK .....cc.eoitiiiiiieee ettt sttt 11
SEZNAM ZKRATEK ..ottt st 12
UVOD ettt sttt et h et ettt ettt eeb e et et e et neeaeen 14
TEORETICKA CAST ...ttt ssse st 15
1  Karbohydrat-deficientni transferin ............ccccueeeiiieeciieccie e 15
1.1 Charakteristika transferinu.............cooceevieiiiiiiieieeeee e 15
1.2 Charakteristika a vyuziti karbohydrat-deficientniho transferinu..................... 16

2 Potencialni vyuziti karbohydrat-deficientniho transferinu v diagnostice................ 17
2.1 Vrozené poruchy glykosylace.........cocieiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 17
2.1.1 Typy vrozenych poruch glykosylace ...........cccoooeveiiiniiniiiiiiiiiieeee 17
2.1.2  Metody StANOVENT...cc.eeetieiiieiieiiie ettt ettt 18

2.2 Jaterni ONEMOCHIENT .......oouiiiiiiiiiiiiieeee e 18
23 NAdOrova ONEMOCHENT ....c..veiuiiiiiiiiiiiie ettt 19
24 Autoimunitni ONEMOCHENT ......eoviiiiiiiiiiiieiienie ettt 19

3 Rakovina moCoveho MECHYTE ........cceeviiiiiiiiiciie e 20
3.1 VIV KOUTENT ...ttt 20
3.1.1 Vv elektronickych Cigaret..........ccoocvieriiiiiiiieiiieeiie e 21

3.2 VIV @lKOROIU ... 21

4 Preanalytickd fAze VYSetieni........coceeiiriiiiiiiiieicce e 21
4.1 Interference ve VZOIKU .........cooeiiiiiiiiiiiiiieee e 22
4.2 Stabilita VZOTKU ....co.eiiiiiiiiiiieiiec et 22
4.3 Faktory ovIivitujici vysledek .........ccoooieiiieniiiiieieie e 22

5 Metody stanoveni karbohydrat-deficientniho transferinu ..........c.ccocceevveviencnncnnns 23
5.1 Obecny POStUP ANALYZY .....eoviiiiieiieeiieiie ettt 23

5.2 Vyjadieni VYSIEdKU ........oeeiiiiiiieceeee e 23



53 OVIVNENT VYSIEAKU ..ot 24

6  Elektroforetické metody .......c.oeouieeiieiiiiiieiieeiecee et 24
6.1 [zoelektrickd fOKUSACE ......cc.eevuiriiiiiiiiiiieee e 24
0.1.1  PIINCIP cuviieiiieiiecieeee et ettt sttt et e e neeenneeens 24
6.1.2  Provedeni MetOdY .......cceevieeiiieiiieiieiie ettt 24

6.2 Kapiladrni zonova elektroforéza..........ccceevviieeiieeiiie e 25
6.2.1  Provedeni MEtOAY .......ccevueeiiiieeiiieciie ettt et s 26
6.2.2  Vyhody a nevyhody metody .......cccceerieriiieniieiieieeeee e 27

7 Chromatografick€ Metody ........ccevuieiiiiiiiiiieeieee e 27
7.1 Systém vysokouc¢inné kapalinové chromatografie ...........cocevevveniininncnncns 28
7.2 PIINCIP ettt et e e et e e et e e e e e e s ba e e nbaeeeareaenns 28
7.3 Provedeni MEtOAY ......cccveeriieeiieiiecii ettt e 28
7.4 VYhody @ NEVYNOAY ..ccvvieiiiiiiieiieciiciteeie ettt e ens 29

8  Imunochemické MEtOdY .........ccceeviiiiiiiiiieiierie ettt 29
8.1 Turbidimetrickd Imunoanalyza ..........ccccoccveeeiiieeiiieeiieeeeee e 30
8.2 Nefelometrickd Imunoanalyza ............ccceevvieeiiiiieniieeriee e 30
8.3 Imunoenzymaticka analyza.............cccceeeviiiiiiieeniiecieeeeece e 31

9  Dalsi markery chronického alkoholismu............ccccceieriiiiniiiniiiieeeee e, 31
9.1 Ethylglukuronid ...........coooieiiiii e 32
9.2 Fosfatidylethanol ............cccoooiiiiiiiie e 32
93 JAtETNT ENZYINY ..ottt 33
9.4 Stiedni korpuskularni objem erytrocytil .........ceccveveiierieriiienieeiieieeeee e 34
10 VysSetteni karbohydrat-deficientniho transferinu v t€hotenstvi...........ccccevenneene 34
11 Genetické varianty transferinu..........ccoevieiiiiiieniiieeee e 35
11.1  Heterozygotni varianta transferin-BC..........c..ccoceeviniiniininiiniiicienceienene 35
11.2  Heterozygotni varianta transferin-CD ............ccccceeviiiiiiiiciiieeeee e, 36

EXPERIMENTALNL CAST oo, 38



12 Vzorky pouzité ke stanoveni a jejich charakteristika ...........cccevevieninieniennnne 38

13 Pouzité pomulcky a re€agenCie ........c.cecvieriiieiiieiieeiierie ettt 38
13.1  Spotfebni MAateTidl..........cccueiiiiiiiiiiieiieeie ettt ettt e 38
13.2  Pristrojova teChnika ...........cccuieiiiiiiiiiiiiiiceee e 39

14 PracoVNL POSTUP...cccuviieiiiieiie ettt ettt e 40
14.1  Piiprava kontrol ClinChek (Level I, Level IT) ......ccooveeviieeiiieeiieceeeeee 40
14.2  PHPrava VZOTKU......cccoiieiuiieiiiec ettt e e aae e e e savee e 40
14.3  Postup mereni Na PriStrOJl......eeeueereieriienieeiie ettt 41

15 VYSLEAKY .ttt 43

DISKUZE ..ottt ettt ettt sttt et sa et e e naesstenseenseeneesseenseensesseenseeneas 49

ZAVER ..o 51



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Struktura transferinu. ..........coceeiiiiiiiiiie e 15
Obrazek 2: Strukturni znazornéni glykoforem lidského transferinu, bez znazornéni
glykoforem heptasialotransferinu a oktasialotransferinu............ccccceeeeienieneniiencenennne. 16
Obrazek 3: Chromatogram pacienta s vrozenou poruchou glykosylace typu la, ziskany
pomoci metody HPLC. ........oooiiiieeeeee et 18
Obrazek 4: Pasy Fe-isotransferinu (Fex-Tf) v séru a mozkomisnim moku (CSF) ziskané
pomoci izoeleKtrické fOKUSACE. ........ovviiriiieiieiie et 25
Obrazek 5: Typicky elektroferogram glykoforem transferinu abstinujiciho pacienta. . 27
Obriazek 6: Chromatogram pacienta s prokdzanym chronickym alkoholismem. Uvedena
je také separace pomoci izoelektrick€ fokusace. .........cccvevverciieniiiciieniiiicieeeeee e 29
Obrazek 7: Chromatogram heterozygotni varianty transferinu-BC v patologickém
rozmezi (nahotfe) a homozygotni varianty transferinu-C v referen¢nich mezich (dole)
MEtodou HPLC. ..ottt e 36
Obrazek 8: Chromatogram heterozygotni varianty transferinu-CD v patologickém

rozmezi (nahote) a homozygotni varianty transferinu-C v referen¢nich mezich (dole)

MEtodou HPLC. ..ottt e 37
Obrazek 9: Obsah kit ClinRep a ClinCheck...........cccooviiiiiiiiiniiiieeeeee, 39
Obrazek 10: Ptistro) HPLC 1260 Infinity Agilent Technologies ...........ccccceevcvveerneennn. 40
Obrazek 11: Chromatogram pacienta s pozitivnim vysledkem CDT...............cccceee. 47
Obrazek 12: Chromatogram pacienta s negativnim vysledkem CDT.........c..cccccccene. 47
Obriazek 13: Chromatogram Serum control Level I — negativni kontrola..................... 48

Obrazek 14: Chromatogram Serum control Level II — pozitivni kontrola.................... 48



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Hrani¢ni hodnoty CDT v séru pacienta pomoci riznych metod izoelektrické
FOKUSACE. ..ttt ettt ettt et sttt ettt nb et sat e bt e eaees 25

Tabulka 2: Hranicni hodnoty CDT v séru pacienta pomoci kapilarni zdénové

1) R0 (0] (<7 /SRS 27
Tabulka 3: Referencni hodnoty CDT v séru pacienta pomoci turbidimetrické
TMUNOANALYZY. ....eieiiieiieeiieeiie ettt ettt et e et e e beesabe e beeesbeensaeenbeessaeenseessseensaennseans 30
Tabulka 4: SméSovaci pomér precipitantd P1 a P2 ... 41
Tabulka 5: Parametry HPLC ........ooooiiiiee et 42
Tabulka 6: Tabulka gradientul..........coooiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 43
Tabulka 7: Klinické tidaje o pacientech a jejich diagnoza.. .........cccccoveevveviienieecniennnnns 44

Tabulka 8: Hodnoty priméru a smeérodatné odchylky u disialotransferinu,

trisialotransferinu, tetrasialotransferinu a pentasialotransferinu v procentech u

StanOVOVANYCh VZOTKUL ...ooiuiiiiiiiiieiiee et et 45
Tabulka 9: Serum control Level [ — negativni kontrola.............cccceevveriienienieeniennnns 45
Tabulka 10: Serum control Level II — pozitivni kontrola.............cceecveviienieniiiniiennnns 46

Tabulka 11: Retenc¢ni Casy jednotlivych naméfenych glykoforem transferinu v minutach.



SEZNAM ZKRATEK

AIH — autoimunitni hepatitida

ALT - alaninaminotransaminaza

AST — aspartataminotransaminaza

BMI — body mass index

CA 19-9 — karbohydratovy antigen 19-9 (carbohydrate antigen 19-9)
cAST - cytoplazmaticka aspartataminotransferaza
CCP - cyklické citrulinované peptidy

CDG - vrozena porucha glykosylace

CDT - karbohydrat-deficientni transferin

CZE — kapilarni elektroforéza

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

EIA — enzymové imunoanalyza

EtG - ethylglukuronid

FAS — fetalni alkoholovy syndrom

Feo-Tf — apo-transferin

Feic -Tf — monoferricky transferin vazany na C-konec
Fein -Tf — monoferricky transferin vazany na N-konec
Fe:-Tf — diferricky transferin

FeNTA — kyselina zelezito-nitrilotrioctova

FLD — fluorescenc¢ni detektor

GC-MS - plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
GGT - gama-glutamyltransferaza

HBYV - virova hepatitida typu B

HCYV - virova hepatitida typu C

HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie

IE — imunofixace

IEF — izoelektrick4 fokusace

IgG — imunoglobulin typu G


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ethyl-glucuronide

kDa — kilodalton

LC-MS — kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

mAST — mitochondrialni aspartataminotransferaza

MCYV - stfedni korpuskularni objem erytrocyti

MF — mobilni faze

MS — hmotnostni detektor

NIA — nefelometricka imunoanalyza
PAD — peptidylarginin deiminaza
PEth — fosfatidylethanol

pI — izoelektricky bod

RA — revmatoidni artritida

RIA — radioimunoanalyza

SLE — systémovy lupus erythematodes
SSc — systémova sklerdza

Tf — transferin

Tf-B — varianta transferinu typu B
Tf-BC — varianta transferinu typu BC
Tf-C — varianta transferinu typu C
T{-CD — varianta transferinu typu CD

Tf-D — varianta transferinu typu D

TIA — turbidimetrickd imunoanalyza (imunoturbidimetrie)

UV — ultrafialové zafeni

UV/UV-VIS — spektrofotometricky detektor

UV/VIS — ultrafilové-viditelné zafeni
VFN — Vseobecna fakultni nemocnice

WB — Western blotting



UvVoD

Karbohydrat-deficientni transferin (CDT) je transferin, ktery vznikl poruSenim
glykosylace uvnitt buiiky. V téle se zvySuje se pii nadmérném uzivani alkoholu, a tak
hraje ve zdravotnictvi vyznamnou roli jako biomarker pii chronickém abtzu alkoholu [5].
CDT se vsak zvysuje i u dédi¢nych poruch glykosylace, nékterych jaternich, nadorovych

¢1 autoimunitnich onemocnéni nebo fyziologicky v téhotenstvi [6, 9, 11, 12].

CDT miZzeme v laboratofich stanovovat riznymi technikami, mezi které patii
elektroforetické, chromatografické a imunochemické metody. Elektroforetické metody
vyuzivaji elektrického pole, ve kterém se transferin rozdéluje na jednotlivé izoformy,
které mizeme nésledné¢ vyhodnotit. NejcastejSimi elektroforetickymi metodami jsou
izoelektricka fokusace a kapilarni zonova elektroforéza. Chromatografické metody slouzi
k separaci jednotlivych izoforem a vyuzivaji rozd€leni slozek mezi dvé faze podle jejich
afinity. Do téchto metod patfi vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie. Posledni
imunochemické metody vyuZivaji pro separaci protilatky, které tvoii s CDT

imunokomplexy [26, 32].

Ve zdravotnictvi se vSak ke zjiSténi alkoholismu mohou vyuZit 1 jiné biomarkery,
jako naptiklad ethylglukuronid, fosfatidylethanol, jaterni enzymy nebo stfedni
korpuskularni objem erytrocytt, ty vSak vykazuji oproti CDT urcité nevyhody [6, 23, 25].

Cilem této prace bylo charakterizovat CDT, metody jeho stanoveni a provést
analyzu metodou HPLC vséru pacienti skarcinomem mocového méchyie
a dobrovolnych darcti. Déle bylo cilem zjistit mozny vliv karcinomu mo¢ového méchyie
na hodnoty CDT v téle pacientli, a zda nemocni pacienti dodrzeli abstinenci alkoholu

v obdobi pfed operacnim zakrokem.

14



TEORETICKA CAST

1 Karbohydrat-deficientni transferin

1.1 Charakteristika transferinu

Transferin (Tf) je glykoprotein o molekulové hmotnosti pfiblizn¢ 80 kDa, ktery se
syntetizuje v hepatocytech a slouzi k transportu zZeleza. Sklada se =z jednoho
polypeptidového fetézce o 679 aminokyselinach se dvéma vazebnymi misty. Na vazebné
misto u N-konce se vaze trojmocné zelezo a dva N-termindlni oligosacharidové fetézce,
které maji negativné nabité konce tvorené ze zbytkl kyseliny sialové. Na druhé vazebné

misto polypeptidového fetézce se u C-konce vaze pouze trojmocné Zelezo. (Obrazek 1)

[1].

® Acetylglukosamin

£ Manoza
@ Galaktoza

O Kyselina sialova

Obrazek 1: Struktura transferinu. Upraveno dle [2]

Dle poctu navazanych iontl zeleza, substituce aminokyselin v polypeptidovém
fetézci a stupné vétveni oligosacharidovych fetézcl, se Tf d€li do riznych izoforem.
Podle struktury oligosacharidového fetézce se mlize navazat az osm molekul kyseliny
sialové, pomoci které rozliSujeme Tf na asialotransferin, monosialotransferin,

diasialotransferin, az oktasialotransferin (Obrazek 2) [3].

U zdravych jedincti se formy asialo-, monosialo- a oktasialo- témét nevyskytuji,
nejvys$i procentudlni zastoupeni méa potom izoforma tetrasialotransferinu, kterd

predstavuje 64-80 % z celkového Tt [4]. Hned po ni nésleduje forma pentasialo-, ktera
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dosahuje 12-18 %. Niz8i procentualni zastoupeni maji potom izoformy trisialotransferinu
(4,59 %), hexasialotransferinu (1-3 %) a heptasialotransferinu (pod 1,5 %).

Disialotransferin potom u zdravého ¢lovéka predstavuje hodnotu do 2,5 % [5].

1.2 Charakteristika a vyuziti karbohydrat-deficientniho transferinu
Karbohydrat-deficientni transferin je dnes jiz obecné povazovan za jeden
z objektivnich markertt chronického nadmérného uzivani alkoholu [3]. Jedna se

o modifikovanou formu transferinu, ktera vznikla naruSenim procesu glykosylace [4].

Za izoformy CDT jsou povazovany formy  monosialotransferinu,
diasialotransferinu nebo asialotransferinu, pfi¢emz jako priméarni cilovd molekula
karbohydrat deficientnho transferinu byla urcena forma disialotransferinu [3]. Dle
vyzkumt se wukéazalo, Ze monosialotransferin nesouvisi s pfijmem alkoholu
a asialotransferin je v séru téméf nedetekovatelny, a tak se CDT tykd pouze izofromy
diasialotransferinu. Jak jiz bylo feceno, disialo- forma ma navazané pouze 2 sialové
kyseliny, coz je zptisobeno disledkem zmén v glykosylaci vyvolané chronickym pitim

alkoholu. Z toho divodu se disialo- forma povazuje za CDT [5].

Izoformy CDT maji vyssi izoelektricky bod (pl) nez 5,7. Tento bod je ovlivnén
predevsim mnozstvim navazanych sialovych kyselin. Dalsi vliv na pl maji geneticky
podminéné strukturalni zmény proteinového fetézce nebo saturace CDT Zelezem, ktera

se provadi pfed samotnou analyzou [4].

! i A 4

Asialotransferin Disialotransferin Tetrasialotransferin Hexasialotransferin
8 Kyselina sialova
0O Galaktoza
@ N-Acetylglukosamin
@ Mandza

Monosialotransferin Trisialotransferin Pentasialotransferin

Obrazek 2: Strukturni zndzorneni glykoforem lidského transferinu, bez znazornéni
glykoforem heptasialotransferinu a oktasialotransferinu. Upraveno dle [6]

Glykosylace je navazani oligosacharidovych fetézcii na bilkovinny fetézec

glykoproteint, které probihd uvniti buiiky v Golgiho aparatu [7]. Pokud je ale denni

16



pfijem etanolu v rozmezi ptiblizné¢ 50-80 g a trva po dobu minimalné tyden, dochazi
k poskozeni syntézy N-oligosacharidovych komplexti v Golgiho aparitu, coz ma za
nasledek poruseni glykosylace [4]. Tim dochézi ke zvySeni koncentrace izoforem Tf
s jednou, dvéma nebo zadnou navazanou kyselinou sialovou a dojde tak ke zvyseni tvorby
CDT. Pii abstinenci, kterd trva minimalné 2-3 tydny, se naopak sialyzace znormalizuje
a hladina CDT se tak snizuje. Z toho divodu se karbohydrat deficientni transferin dnes
obecné vyuziva jako jeden z objektivnich markerti chronického nadmérného uzivani

alkoholu [3].

2 Potencialni vyuziti karbohydrat-deficientniho transferinu

v diagnostice

Kromé svého vyuziti pfi diagnostice pro abuzus alkoholu, které se poklada za hlavni,
se stanoveni CDT vyuZziva také k odhaleni riznych onemocnéni, u kterych se hladina

tohoto biomarkeru zvysuje.

2.1 Vrozené poruchy glykosylace

Jednim z téchto onemocnéni jsou dédicné metabolické poruchy nazyvané¢ CDG
syndromy (zkraceny vyraz CDG je odvozen od anglického “ Congenital disorder
of glycosylation “ — vrozena porucha glykosylace) [5]. Tyto CDG syndromy se fadi mezi
geneticka onemocnéni a zahrnuji asi 130 riiznych typtl. Diky této riznorodosti a obrovské

klinické heterogenité v ramci fady CDG je ale diagnostika pomérné slozita [8].

2.1.1 Typy vrozenych poruch glykosylace

U vétsiny téchto typl se nachazeji atypické transferinové glykoformy, které jsou
bud’ charakteristické uplnym nedostatkem sacharidovych postrannich fetézci — CDG I
nebo pritomnosti defektovanych glykanovych fetézci — CDG II. Tyto poruchy jsou
zpisobené defektem enzymil nebo transportérii v ramci biosyntézy glykanu, ktera se
sklada z mnoha krokt. Podle typu defektu jsou pozorovany riizné druhy CDG s riiznymi
pfiznaky a pribéhem onemocnéni. Nej€astejSim typem je CDG Ia, ktery je zpiisoben
defektem enzymu fosfomanomutazy 2, ktery souvisi s metabolismem manozy. Vzhledem
k tomu, Ze se 9 ze 14 monosacharidi po¢atecniho sacharidového postranniho fetézce
skladd z mandzy, vede nedostatek aktivované manodzy k porucham pii syntéze téchto
fetézcl, které se potom nemohou pienést na Tf. Poruchou téchto fetézci ztraci molekula

tetrasialotransferinu 2 nebo 4 koncové sialové kyseliny. V dusledku toho se zvySuje
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mnozstvi di- a asialotransferinu, které obvykle nabyvéa hodnot CDT vyssich nez jaké jsou

pozorované pii abuzu alkoholu [5].

2.1.2 Metody stanoveni

Standardné je diagnostika provadéna izoelektrickou fokusaci (IEF) transferinu
s naslednou imunofixaci v gelu. DalSimi metodami mize byt vysokoucinné kapalinova
chromatografie (HPLC) (Obrazek 3) nebo kapilarni zénova elektroforéza (CZE), které
jsou na rozdil od izoelektrofokusovani rychlejsi a méné narocné na praci [8]. Dalsi

nevyhodou IEF je fakt, Ze umozniuje pouze semikvantitativni hodnoceni [5].
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Obrdazek 3: Chromatogram pacienta s vrozenou poruchou glykosylace typu la, ziskany
pomoci metody HPLC. (legenda pikii: asialotransferin (4,61 min) disialotransferin
(6,85 min), trisialotransferin (7,56 min), tetrasialotransferin (8,55 min),
pentasialotransferin (9,50 min)) [5]

2.2 Jaterni onemocnéni

Dal8§im divodem zvySenych hladin CDT mohou byt rlizna jaterni onemocnéni,
ktera nesouvisi s alkoholismem. Témito stavy jsou nejcastéji chronicka virova hepatitida
typu B (HBV) nebo typu C (HCV), autoimunitni hepatitida (AIH) nebo jaterni malignity

[9]. U pacienti s virovou hepatitidou, ktefi konzumuji alkohol, dochazi ¢asto k del§imu
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Hladiny CDT v séru se zvysuji se zvySujici se zavaznosti onemocnéni jater [9]. Jak
jiz bylo teceno, Tf je syntetizovan, glykosylovan a vylucovan jatry, a tak se pii
nealkoholickém posSkozeni jater zvysuje spolecné s celkovym Tf 1 izoforma disialo-Tf,

tedy CDT [10].

2.3 Nadorova onemocnéni

Je znamo, ze u pacientl s nadorovym onemocnénim dochazi ke zménam
v glykosylaci proteinti. Tyto zmény zahrnuji naptiklad zanik nebo vznik novych
sacharidovych zbytkl v nddorovych bunikach, neuplnou tvorbu glykoforem (v dusledku
piredCasného ukoncCeni syntézy) nebo syntézu vysoce rozvétvenych a vysoce
sialyzovanych glykanii. Dochazi tak ke zménam koncentrace celkového Tf a jeho

izoforem [11].

Obecné plati, Ze sialyzace glykoproteinl se zvySuje s pokro€ilosti nadoru. Tuto
hypotézu zfejmé potvrzuje i fakt, Ze u pacientli s nadorovym onemocnénim se zvySuje

sérova koncentrace kyseliny sialové [11].

Studie Gruszewské et al se zabyvala stanovenim izoforem Tf u naddord pankreatu,
ktery je ¢tvrtou nejcastéjsi pfi¢inou smrti v USA a Evropé. Jako biomarker u rakoviny
slinivky bfisni se vsoucasné dobé beézné vyuziva karbohydratovy antigen 19-9
(CA19 -9), ktery vsak neni uplné spolehlivy a u nékterych ptipadii vykazuje falesné
pozitivni vysledky. Dle jejich vyzkumu se ukazalo, ze u pacientli s nadorovym
onemocnénim doslo ke zvySeni tetrasialotransferinu a snizeni pentasialotransferinu. Tyto
zmény nejspiSe souviseji se zvySenim aktivity enzymu, které se podileji na vétveni
glykani. U pacienti bez vzdalenych metastdiz se potom zvySovala hladina
trisialotransferinu. SniZeni pentasialotransferinu je v rozporu svySe uvedenymi
informacemi, ze kterych vyplyva, Ze u mnoha nadorti jsou vysoce sialylizované izoformy
glykoproteinu castéjsi. Je tedy mozné, Ze se tyto aspekty u karcinomu slinivky 1isi od
jinych nadort. V zavéru ma vsak stanoveni izoforem Tf menSi diagnostickou ucinnost

nez CA19-9 [11].

2.4 Autoimunitni onemocnéni

Nékteré¢ autoimunitni onemocnéni mohou také zplsobovat zvySeni CDT a to
zdlvodu zmén v glykosylaci a sialyzaci plazmatickych proteini. Mezi takovato
onemocnéni patii naptiklad revmatoidni artritida (RA), systémova skler6za (SSc) nebo

systémovy lupus erythematodes (SLE) [12].
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U RA se vyskytuji cyklické citrulinované peptidy (CCP), které vznikaji pfi
enzymatické pfeméné argininu na citrulin pomoci peptidylarginin deiminazy (PAD).
U autoimunitnich chorob, predev§im u RA, organismus mylné povazuje citrulinové
peptidy za télu cizi latky a tvofi proti nim autoprotilatky anti-CCP, které se nasledné pti

tomto onemocnéni diagnostikuji [13].

Dle vyzkumti zavisi hladina CDT na reakci akutni faze. Pti akutni fazi zanétu se totiz
hladina celkového Tf snizuje, ale koncentrace %CDT se zvySuje. JelikoZ hodnota %CDT
koreluje i s dal§imi markery aktivity onemocnéni RA, mtze mit CDT jistou souvislost

s aktivitou RA [12].

3 Rakovina mocového méchyre

Karcinom mocového méchyte je celosveétoveé desatym nejcasteéjSim typem rakoviny
a predstavuje vyznamnou pfi¢inu mortality. Tento typ rakoviny je pfiblizné ctytikrat
Cast€j$i u muzl nez u Zen [14]. Pacienti s karcinomem mocového méchyfe maji obecné

v pokroc¢ilych stadiich onemocnéni Spatnou prognozu [15].

Klinické spektrum karcinomu Ize rozdélit do tii kategorii, liSici se progndzou, 1é¢bou

a terapeutickymi cili [16].

Prvni kategorii tvofi neinvazivni karcinom mocového méchyte, jehoz 1écba je
zaméfena na sniZzeni poctu recidiv a prevenci progrese do pokrocilejsiho stadia. Druha
skupina zahrnuje svalov€ invazivni onemocnéni, u kterého je zvySené riziko progrese do
metastatického onemocnéni, a proto je nutna definitivni lokéalni 1éCba, kterd zahrnuje
chirurgické odstranéni moc¢ového méchyie nebo ozatfovani. Treti a posledni skupinu tvofi
metastatické onemocnéni, u kterého je rozhodujici prodlouzeni délky a zachovani kvality

zivota [16].

3.1 Vliv koufreni

Hlavnim rizikovym faktorem karcinomu mocového méchyte je koufeni tabaku,
ktery ptedstavuje ptiblizné 50 % ptipadii. Tabédk obsahuje Cetné karcinogeny jako jsou
napiiklad polycyklické aromatické uhlovodiky nebo aromatické aminy [14]. Tyto
karcinogeny jsou v téle metabolizovany a vylucovany moci, ktera se nasledné¢ hromadi
v moCovém meéchyii a zpusobuji poskozeni DNA bunck vystelky mocového méchyie

vvvvvv

rizika rakoviny a imrti.
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Nékolik studii odhalilo, Ze soucasni kutdci maji ve srovnani s nekufaky trojnasobné
vy$si riziko rakoviny mocového méchyte. Po ukonceni kouteni se riziko v prubéhu casu
pomalu snizuje, ale 1 po 20 letech maji byvali kufdci o 50 % vyssi riziko vzniku

onemocnéni nez nekuraci [14].

3.1.1 Vliv elektronickych cigaret

Navzdory nejasnym  dlouhodobym  zdravotnim  nésledkiim  pouzivéani
elektronickych cigaret rychle vzrostlo. Bylo zjisténo, ze uzivatelé téchto cigaret maji
v moci vyS$i koncentrace biomarkerti né€kolika karcinogennich sloucenin spojenych
s rakovinou mo¢ového méchyte. Déle bylo prokazano, ze mysi vystavené elektronickym
cigaretam jsou nachylnéjsi k rozvoji rakoviny [14].
3.2 Vliv alkoholu

Etanol je dal§im zndmym rizikovym faktorem pro vznik nékolika typt zhoubnych
nadort. Rozsahlad evropska studie sledovala 476 160 osob a nezaznamenala zadnou
vyznamnou souvislost mezi konzumaci alkoholu a rakovinou mocového méchyte.
V nedavné studii Masaoka et al se diskutovalo o rtizné produkci acetaldehydu, ktery je
povazovan za hlavni karcinogenni vedlej$i produkt etanolu, jenZz muze zpusobit
poskozeni DNA. Japonskd studie, kterou provedli Zaitsu et al. zjistila vyss$i riziko
rakoviny moc€ového méchyfe u osob, které¢ dlouhodobé uzivaji alkohol. Autofi se
domnivaji, ze japonska populace miize mit slabou genetickou toleranci vuci acetaldehydu

[18].

Metaanalyza dalSich deviti prospektivnich studii z roku 2021 zahrnujicich 1 971
396 osob vsak prokazala vyssi riziko rakoviny moc¢ového méchyte u muzt dlouhodobé

uzivajicich alkohol, které bylo nezavislé na davce alkoholu [14].

4 Preanalyticka faze vySetieni

Preanalyticka faze zahrnuje veskeré procesy pired analytickym stanovenim, které se
provadéji jak mimolaboratorné, tak laboratorné, a je dulezita pro spolehlivost a spravnost
laboratorniho vySetfeni. Mimolaboratorni faze zahrnuje ptipravu a pouceni pacienta pied
odbérem, samotny odbér a transport vzorku do laboratofe. U laboratorni faze je dulezita
centrifugace vzorku a jeho skladovani. VSechny tyto kroky hraji vyznamnou roli pfi

ovlivnéni vysledku stanoveni [19].
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4.1 Interference ve vzorku

Nejcastéjsim biologickym materidlem je krevni sérum, které se odebirad pacientovi
nala¢no do vakuovych zkumavek. Tyto zkumavky mohou obsahovat separacni gely, které
jsou uréeny k oddé€leni séra od ostatnich krevnich elementt [20]. Pfi vySetieni z krevni
plazmy mohou interferenci ve vzorku zptisobovat antikoagula¢ni ¢inidla EDTA a heparin,

které se piidavaji do zkumavek a mohou tak narusit saturaci Fe** [21].

DalSim rusivym efektem je hemolyza nebo vysokd koncentrace bilirubinu
u stanovovaného vzorku [22]. U vysoce ikterického vzorku se v chromatogramu,
v oblasti mezi asialo- a disialotransferinem, mize objevit Siroky pik, ktery nasledné
komplikuje vyhodnoceni. Pokud je u vzorku ptitomna silnd hemolyza, kdy je koncentrace
hemoglobinu vyssi nez 1,3 g/l [5], mize u stanoveni pomoci HPLC nebo kapilarni
elektroforézy zptuisobit rozsiteni pikt, které nasledné piekryji ¢ast piku disialotransferinu
ve vyhodnoceném zdznamu. U kapilarni elektroforézy interferuji kromé hemolyzy

1 vysoké koncentrace imunoglobulinti [6].

4.2 Stabilita vzorku

Pokud jde o stabilitu vzorku, v plné krvi se hodnota CDT povaZzuje za stabilni
po dobu az 24 hodin pied separaci séra. Po separaci je sérum pti pokojové teploté (20 °C)
stabilni az jeden den. JiZ po 3 dnech, kdy je vzorek skladovan pii této teploté se
koncentrace CDT muze navysit az o 25 % a zpusobit tak faleSn€ pozitivni vysledek
[21]. Pokud by byl vzorek vystaveny pokojové teploté po dobu delsi neZ tyden, vedlo by
to k degradaci Tf a zvySeni frakce hexasialo-Tf [6]. Pti teploté 4-8 °C je vzorek stabilni
az 7 dni [20] a pii — 20 °C se vzorek muze uchovavat 3 mésice az 2 roky [6]. Sérum se
muze také uchovavat pfi teploté - 70 °C, a to po dobu nékolika let [22]. Dle studii se
ukazalo, Ze opakované zmrazovdni a rozmrazovani vzorku neovliviiuje vyslednou

hodnotu CDT [6].

4.3 Faktory ovliviiujici vysledek

Dal$im faktorem, ktery muze naruSit spravnost preanalytické faze, je prodlouzeny
Casovy interval mezi odbérem krve a centrifugaci, ktery zptisobuje zvySeni CDT v séru,
takZe delsi preprava vzorkl plné krve mliZze posunout piivodné referenéni hodnoty CDT

k hrani¢nim nebo patologickym vysledkiim [23].

Dalsi preanalytické kroky, které mohou branit kvantifikaci Tf glykoforem, jsou

neuplné nasyceni Zelezem pifed samotnou analyzou a hyperlipémie u metody HPLC.
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Odstranéni lipidti ze vzorku se docili pomoci roztoku dextran-sulfatu-CaCl,, ktery se
prida ke smési sérum-zelezo a inkubuje se pii 4 °C po dobu alesponi 4 hodin nebo ptes

noc. Po odstiedéni se supernatant zfedi vodou [6].

5 Metody stanoveni karbohydrat-deficientniho transferinu

Ke stanoveni tohoto biomarkeru se v klinickych laboratotich vyuzivaji rizné metody,

které zahrnuji elektroforetické, chromatografické a imunochemické techniky.

5.1 Obecny postup analyzy

Obecn¢ se analyza CDT provadi ve tfech zékladnich krocich, kdy se nejprve
saturuje Fe*" pro dosazeni pIné saturace viech molekul Tf ve vzorku [21] a to pomoci
zelezito-nitrilotrioctové kyseliny (FeENTA), ktera poskytuje témét okamzité a Uplné
nasyceni [6]. Tf miZeme rozd¢lit na 3 druhy, dle jeho schopnosti vazat zelezo. Pokud na
Tf neni navdzané zadné Zelezo, nazyva se apo-transferin (Feo-Tf). Dal§i mozZnosti je
navazani zeleza na C- nebo N-koncové vazebné misto, tedy monoferricky transferin
(Feic- nebo Fein -Tf). Posledni moznosti je navazani zeleza na obé vazebna
mista — diferricky transferin (Fe»-Tf). Po saturaci trojmocnym Zelezem tedy ziskdme
formu Fe>-Tf [24]. Tento krok je dulezity, protoZe pokud by probé&hla neuplné saturace,
doslo by béhem frakcionace k pfeméné Fei- nebo Feo-Tf, coZ by mohlo vést k vylu¢ovani
CDT spole¢né s non-CDT izoformami majicimi stejny izoelektricky bod (pl), ale jiny
obsah kyseliny sialové a Zeleza [23]. Saturace se provadi pfed kazdym stanovenim

bez ohledu na separacni postup a zplisob analyzy [21].

Po saturaci nasleduje separace CDT elektroforetickou nebo chromatografickou
metodou, kterd umozni izolaci od non-CDT izoforem a dalSich komponent v séru.

Nejspolehlivéjsi metodou je izoelektrickd fokusace, méné€ senzitivni jsou potom

chromatografické metody — nejcastéji aniontova chromatografie nebo HPLC [4].

Nasleduje detekce a kvantifikace CDT izoforem pomoci imunochemickych metod,
kdy se nejcastéji pouzivaji komercéni kity pro radioimunoanalyzu (RIA) nebo

turbidimetrickou imunoanalyzu (TIA) [4].

5.2 Vyjadreni vysledku
Vysledek CDT miizeme vyjadrtit bud’ jako absolutni, tedy mg/1 ptipadné U/l, anebo
jako relativni tzn. jako procentudlni podil CDT izoforem zcelkového Tf [25].

Diagnosticka validita se v rtiznych studiich 1isi, ale obecné je v naprosté vétSin€ uvadéno
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rozmezi specifity okolo 80 — 90 % [23], zatimco senzitivita kolisd mezi 0 % az témét 100

% [4].

5.3 Ovlivnéni vysledku

Falesné pozitivni vysledek CDT miize zplisobit t¢zké selhani jater (primarni biliarni
cirhdza, chronicka virova hepatitida nebo hepatocelularni karcinom), vrozené poruchy
glykosylace, genetické varianty Tf, t€hotenstvi (zejména 3. trimestr), anémie z nedostatku
zeleza (dochézi ke zméné celkového mnozstvi Tf v séru), nizky feritin, vysoky celkovy

Tf nebo kombinovana transplantace pankreatu a jater [23].

Vliv na hladiny CDT v téle ma také pohlavi, BMI, koufeni, vék a v neposledni fad¢

samoziejme piijmem alkoholu nad 60 g/den [4].

6 Elektroforetické metody

Mezi nejcastéji pouzivané elektroforetické metody pro stanoveni CDT patii

izoelektricka fokusace a kapilarni zonova elektroforéza.

6.1 Izoelektricka fokusace

IEF je prvni metodou, ktera byla pouzita pro stanoveni CDT a jeji vyuziti ptetrvalo
az do poloviny 80. let [26]. Tato metoda je povazovéna za velmi pfesnou, avSak vysoce
technicky narocnou a vzhledem k jeji vysoké selektivité¢ je uzivani jako referencni
metoda [4]. Zpocatku byla aplikovana samostatné a slouzila tak ke kvalitativnimu
hodnoceni. Pozd&ji byla pro ziskdni kvantifikaéniho vysledku propojena
s imunochemickymi metodami, avsak tento pfistup vykazoval ptislu§né limity z hlediska

ptresné kvantifikace, coz vedlo k fale$né pozitivnim a faleSné€ negativnim vysledktim [26].

6.1.1 Princip

Mezi elektrodami se vytvafi gradient pH, ktery pozvolna stoupa smérem od anody
ke katodg [27]. Po nasyceni Fe** se v gelu, ktery obsahuje gradient pH, nasledng odd&li
izoformy Tf podle jejich charakteristickych pl [23]. Vlivem napéti tedy délené latky
migruji az do mista separace, kde je hodnota pH rovna izoelektrickému bodu. Dochazi

tak k rozdéleni vzorku na zoény, které vykazuji stejnou hodnotu pH [2].

6.1.2 Provedeni metody
Tato metoda vyuziva jako nosi¢ polyakrylamidovy nebo agar6zovy gel o pH 5 —
6. Soucasti téchto gelli jsou amfoliny, které v elektrickém poli poskytuji kontinualni

rozsah pH [27].
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Pésy Tf jsou vizualizovany imunofixaci pomoci krali¢i 1gG protilatky ptsobici
proti lidskému Tf, ktera se nanasi pfimo na gel, aby doslo k precipitaci izoforem Tf uvnitf
gelu. Nasleduje vymyti nenavazané protilatky a obarveni zéon. Nasledné je absorbance

pastt métena pomoci laserové denzitometrie a CDT je stanoveno v poméru k T [28].
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Obrazek 4: Pasy Fex-isotransferinu (Fex-Tf) v séru a mozkomisnim moku (CSF) ziskané
pomoci izoelektrickeé fokusace. Mozkomisni mok slouzi jako reference pro lokalizaci
izotransferinovych pasu. Pruh 1 — sérum pacienta, pruh 2 - kontrolni sérum. Prevzato
z [29]

Vyhodou této metody je maly objem materidlu, ktery je k diagnostice zapotiebi
(Jedna se o cca 1 pl vzorku), cozZ je ve srovnadni s chromatografickymi metodami, které

obvykle vyzaduji 100-500 ul vzorku, velkym benefitem [23].

Tabulka 1: Hranicni hodnoty CDT v séru pacienta pomoci ruznych metod izoelektrické
fokusace. IEF - izoelektricka fokusace, IF - imunofixace;, WB - western blotting [23]

Metoda Zeny Muzi Analyticka specifi¢nost

IEF s IF 4.4 % 4.4 % Asialo-, mono- a disialo-Tf
IEF bez IF 8,4 % 8,4 % Asialo-, mono- a disialo-Tf
IEF - WB 100 mg/1 100 mg/1 Asialo-, mono- a disialo-Tf

6.2 Kapilarni zonova elektroforéza

V roce 1998 byla navrZena prvni metoda s pouzitim kapilarni elektroforézy.
Stanoveni CDT bylo dosazeno separaci Tf glykoforem v pufru tetraboritanu sodného
o pH 8,3 s naslednou pifimou UV detekci pii 200 nm. Metoda byla v nasledujicich letech

zdokonalovana az k iplnému rozliSeni glykoforem CDT [26].
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CZE je uc¢inné separac¢ni metoda, kterd je schopna poskytnout Uplnou separaci,
kvantifikaci a vizudlni obraz hlavnich Tf glykoforem [6]. Je zaroven nejjednodussi
elektromigracni technikou, pii které k separaci dochéazi v zdkladnim elektrolytu. Diky

odliSnosti pohyblivosti slozek ve vzorku dochazi k jejich rozdéleni [2].

6.2.1 Provedeni metody

Pouzivaji se kiemenné kapilary [21] a pro dosazeni absorpniho maxima
peptidovych vazeb probiha detekce pii vlnové délce 200 - 214 nm. Vinova délka
absorpcniho maxima komplexu zelezo-Tf je nedostatecnd pro dosazeni pfijatelné
analytické citlivosti, a tak se pro stanoveni nepouziva. Dusledkem vSak je, Ze v misté
detekce mohou imunoglobuliny a jejich lehké fetézce, C-reaktivni protein atd. v zasade
interferovat s CDT. Proto je dulezitd kvalita elektroforetické separace, kterda udava

analytickou selektivitu. Ta je vSak v modernich pfistrojich dostatecné ucinna [28].

Hlavnim problémem této techniky je zabranéni adsorpce bilkovin na vnitinim
povrchu kapilary. Toho Ize Iépe dosdhnout pifi dynamickém potahovani nez pii
permanentnim potahovani. Byla vytvofena metoda CZE pro stanoveni CDT, ktera
kombinuje ucinky vysoké iontové sily pufru, pouziti vysoké hodnoty pH a dynamického
dvojitého povlaku. Dvojitd vrstva polymert, kterd je po kazdém elektroforetickém béhu
odstranéna a pfed dal$im béhem regenerovana, zvysuje pocet zapornych nabojii na sténé
kapilary. Absorpce proteinli je minimalizovana, coz vede ke konstantnimu
elektroosmotickému toku a ziskéni vysokého poctu teoretickych pater a dobré symetrie

pikii [23].
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Obrazek 5: Typicky elektroferogram glykoforem transferinu abstinujictho pacienta
(disialotransferin = 0,80 %, legenda pikii: disialotransferin (4,74 min),
trisialotransferin (4,81 min), tetrasialotransferin (4,93 min), pentasialotransferin
(5,03 min), hexasialotransferin (5,13 min)). Upraveno dle [30].

6.2.2 Vyhody a nevyhody metody

Specificita a senzitivita je u CZE ve srovnani s [EF niz§i [21]. Pokud bychom tuto
metodu srovnavali s chromatografickou metodou HPLC, je metoda CZE uU¢innéjsi pro
poskytnuti ostiejSich pikd, které jsou detekovatelné i v piipadé€, Ze jsou jejich plochy
minimalni, jako tomu je u piku asialo- izoformy [1].

Tabulka 2: Hranicni hodnoty CDT v séru pacienta pomoci kapilarni zonové
elektroforézy. CZE — kapilarni zonova elektroforéza [23]

Metoda Zeny Muzi Analyticka specifi¢nost
CZE 3% 3% Asialo-, mono- a disialo-Tf
CZE 4,5 % 4,5 % Asialo-, mono-, di a trisialo-Tf

7 Chromatografické metody

YV wew

Nejbéznéjsi chromatografickou metodou pro stanoveni CDT je HPLC neboli
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie. Ta byla poprvé publikovana v roce 1993, kdy
byly glykoformy CDT separovany pomoci anexové kolony s eluci solného gradientu

a poté kvantifikovany piimou detekci pii vinové délce 460 nm [26].
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7.1 Systém vysokoucinné kapalinové chromatografie

HPLC systém se ve vétSin¢ pripada sklada z kvartérniho Cerpadla s degasserem
(odplynéni mobilni faze), autosampleru, kolony umisténé v termostatu, detektoru
a chromatografického softwaru [31]. Druhy detekce spojené s HPLC jsou nejcastéji
spektrofotometricky detektor (UV/UV-VIS), fluorescencni detektor (FLD) nebo
hmotnostni detektor (MS) [32].

7.2 Princip

Metoda HPLC je stejné jako metoda CZE ucinna separacni technika schopna
poskytnout uplnou separaci, kvantifikaci a vizualizaci hlavnich Tf glykoforem [6].
K separaci se vyuziva mobilni faze (MF), jejiz slozeni se mlize v ¢ase ménit. Ta unasi
vzorek do kolony naplnéné stacionarni fazi, v niz se analyty zdrzuji po urcitou dobu
a eluuji MF v zéavislosti na své afinité ke staciondrni fazi. Primérna doba, za kterou analyt

projde kolonou a je detekovéna, se nazyva retencni ¢as [32].

Izoformy Tf maji izoelektricky bod mezi 5,7 - 5,9, takze pti konkrétni hodnoté pH
je Cisty ndboj molekuly nulovy. Napftiklad tetrasialotransferrin mé pl 5,4, coZ znamena,
ze pii pH 5.4 je Cisty ndboj této izoformy nulovy [6]. V souladu s tim se izoformy lisi
v ¢istém ndboji pouze na zaklad¢ rozdili obsahu kyseliny sialové [31]. Pii pouziti
mobilni faze, jejiz pH je vySsi nez pl, se molekula nabije zaporné. V kombinaci s kolonou,
jejiz stacionarni faze je kladné nabitd, jsou zdporné molekuly Tf elektrostaticky

pfitahovany ke stacionarni fazi [6].

7.3 Provedeni metody

Prvni krok spociva v saturaci séra zelezem, nésleduje vysrdZeni lipoproteinil
pomoci dextransulfatu a jejich odstranéni centrifugaci. Odebrany supernatant se nasledné
fedi vodou a prevadi se do automatického nasttikovaciho zatizeni. Izoformy s pI 5,7 - 5,9
jsou nasledné¢ rozdéleny na iontoménicové koloné v solném gradientu. Jednotlivé Tt se
detekuji pomoci spektrofotometrického detektoru pti 460 nm a jejich vyslednd hodnota
je vyhodnocena pfislusnym ovladacim softwarem jako pik o urcité plose [21]. Na zaklad¢
ploch pikl se stanovi podil disialotransferinu k celkovému Tf a vysledek je udavan

v procentech [25].
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Obrazek 6: Chromatogram pacienta s prokazanym chronickym alkoholismem. Uvedena
Jje také separace pomoci izoelektrické fokusace (IEF). Upraveno dle [25].

7.4 Vyhody a nevyhody

HPLC je ve srovnani s CZE povazovana za lepsi metodu z diivodu vyssi analytické
specifity, nebot’ je zaloZena na selektivnim méfeni absorbance komplexu
transferin - zelezo pfi vinové délce 460 nm [6]. Na rozdil od CZE je také metoda HPLC

diky odli$né vlnové délce méné€ nachylnd k interferencim [33].

wevr

kolony. Krom¢ toho jsou chromatografické kolony drahé. Teplota kolony muze také
ovlivilovat vysledny retencni ¢as. Pokud je v kolon€¢ zvySena teplota, reten¢ni Cas se

zkracuje, sniZzend teplota naopak vede k prodlouZeni reten¢niho ¢asu [32].

8 Imunochemické metody

v

Nejcast¢jsi imunochemické metody, které se ke stanoveni CDT v klinickych
laboratotich vyuZzivaji, jsou turbidimetrické (TIA) a nefelometrické (NIA) imunoanalyzy

nebo imunoenzymatickd analyza (ELISA) [26].

Pro zavedeni kvantitativni metody byla vyvinuta technika, pfi které byly glykoformy

piibuzné CDT extrahovany ze séra pomoci mikrokolonové iontové vyménné
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chromatografie s ndaslednou imunochemickou kvantifikaci Tf pfitomného
v extrahovaném materidlu pomoci antisér proti lidskému Tf. Pozdéji byly vyvinuty
diagnostické soupravy, které vyuzivaly podobnou extrakci CDT na aniontové vyménnych
jednorazovych kazetach, ale lisily se technikou imunochemické detekce (RIA, EIA, TIA
atd.) [26].

Tento analyticky piistup se pro svou jednoduchost stal vhodny pro rutinni analyzu,
avsak slabou strankou byla specificita jednorazovych extrak¢nich kazet, ktera byla nizka

a siln€ zavisla na podminkach prostiedi a manualni obsluze [26].

8.1 Turbidimetricka imunoanalyza

Pomoci iontové vyménné mikrokolony ziskame eluované CDT izoformy Tf, které
nasledn¢ vytvaii imunitni komplexy s transferinovymi protilatkami, které se kvantifikuji
turbidimetricky. Koncentrace celkového Tf se méii oddélené¢ za pouziti stejnych
protilatek [34]. TIA méfi soucet asialo-, monosialo-, disialo- a ¢ast (~ 50 %) trisialo- jako
relativni mnozstvi k celkovému Tf [35].

Tabulka 3: Referencni hodnoty CDT v séru pacienta pomoci turbidimetrické
imunoanalyzy. TIA — turbidimetricka imunoanalyza [23]

Metoda Zeny Muzi Analyticka specifi¢nost
TIA 25-27% 25-27% Asialo-, mono- a disialo-Tf
TIA 5-6% 5-6% Asialo-, mono-, di a 50 % trisialo-Tf

Nevyhodou této metody je, Ze velmi nizké nebo naopak vysoké hodnoty
trisialotransferinu mohou ovlivnit vysledek CDT a poskytnout tak faleSn¢ pozitivni nebo
negativni vyhodnoceni [35]. Dalsi nevyhodou jsou mozné interference non-CDT Tf

izoforem, které mohou eluovat z extrakéni kolony spole¢né s CDT glykoformami [34].

8.2 Nefelometricka imunoanalyza

NIA vyuziva monoklondlni protilatky, které se pridaji k eluatu a tato imunoreakce
nasledné probiha na polystyrenovych €asticich [21]. Monoklonalni protilatka rozpoznava
strukturu Tt glykoforem, které postradaji 1 nebo 2 kompletni N-glykany, tedy disialo-,
monosialo- a asialotransferint, a tak muze tyto CDT glykoformy kvantifikovat. Hodnoty

CDT se nasledné vyjadiuji jako procento z celkového Tf (%CDT) [36].

Tento pfimy imunotest se pouziva jako jednoduchy screeningovy test k vylouceni
nadmérného piti u zjevné nealkoholickych onemocnéni jater, nevyhodou vsak je, ze

nedokéze odhalit lehky az stiedné tézky alkoholismus [36].
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8.3 Imunoenzymaticka analyza

Koncentrace CDT pomoci ELISA se stanovuje v biologickych materidlech
v mikrotitra¢nich destickach. Prvnim krokem je aplikace vzorku do desticky, ktera
obsahuje specifickou protilatku pro transferin. Nasleduje inkubace a promyti. Poté se
pfida sekundarni protilatka specifickd pro CDT, ktera je znacend enzymem, b&zné
kienovou peroxidazou. Nasleduje dalsi inkubace, promyti a ptidani substratu, coz je
obvykle chromogenni latka. Enzymova substratova reakce je nasledné zastavena

kyselinou a zména barvy se méii pii 450 nm [37].

Nejcastéjsim biologickym materidlem pro stanoveni CDT metodou ELISA je
sérum, ale rizné studie zkoumaly i stanoveni ve vzorcich slin. To se vSak ukézalo jako
nevhodné pro diagnostiku zavislosti na alkoholu, jelikoz hladina CDT ve slinach
s pouzitim této metody nebyla zvysena. Divodem, pro¢ se CDT ve slindch nezvysovalo,
muze byt pfili§ velkd molekulova hmotnost CDT, aby se mohlo ptenést z krve do slin.
Obecné totiz plati, Ze latky s vysokou rozpustnosti v lipidech a nizkou molekulovou

hmotnosti maji vétsi Sanci prejit z krve do slin [37].

9 Dalsi markery chronického alkoholismu

Vzhledem k tomu, Ze samotny etanol se rychle metabolizuje a vylu€uje z téla, je
posouzeni konzumace alkoholu pomoci krevnich test zaloZeno na jinych markerech nez
etanolu, které¢ vypovidaji o jeho konzumaci [38]. Kromé& biomarkeru CDT mame i dalsi
ukazatele nadmérného uzivani alkoholu. V idealnim ptipadé¢ by laboratorni markery mély
detekovat jak chronicky abuzus alkoholu (screeningové markery), tak akutni exces

(markery relapsu) [23].

Obecné plati, Ze screeningovy marker by mél vykazovat vysokou citlivost
a specificnost a mél by rozliSovat mezi bezpenou spolecenskou konzumaci alkoholu
a tézkym pitim. Navic by také nemél byt zvySen nealkoholovym poskozenim organt.
Marker pouzivany k odhaleni recidivy by mél byt citlivy na jakoukoli konzumaci

alkoholu nad bezpecnou miru [23].

Chronickou nadmérnou konzumaci alkoholu lze hodnotit stanovenim piimych
a nepiimych biomarkert. Pfimé biomarkery alkoholu jsou metabolity etanolu, jako

je ethylglukuronid (EtG) a fosfatidylethanol (PEth), zatimco nepfimé biomarkery jsou
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laboratorni ukazatele spojené s poskozenim organii a tkani v disledku dlouhodobého

nadmérného piti alkoholu [6].

Tradi¢ni nepiimé biomarkery zahrnuji testy jaternich enzyml (enzymy
v- glutamyltransferdza (GGT), aspartat- a alaninaminotransferaza (AST, ALT)) a stiedni
korpuskularni objem erytrocytt (MCV) [25], které¢ jsou zalozeny na sekundarnich
ucincich alkoholismu souvisejicich s poskozenim organti nebo bunék [6]. Tyto nepiimé
biomarkery se stanovuji pomoci rutinnich biochemickych a hematologickych metod na
automatickych analyzatorech [23] a jejich omezenim je nedostatecna specifita pro u¢inky

souvisejici s alkoholem [25].

9.1 Ethylglukuronid

EtG je stabilni pfimy metabolit ethanolu, ktery je neté¢kavy a ve vodé rozpustny.
Lze ho detekovat v télesnych tekutinach a ve vzorcich vlast, a to i po Gplném vylouceni
alkoholu z téla [23]. Obecn¢ je EtG v moci detekovatelny do 1 hodiny po poziti [39],
pokud ale koncentrace etanolu v krvi presahne 183 mg/dl (1,83 %o) je mozno ho v moci
zachytit 1 po 80 hodinach abstinence. Bylo prokazéno, Ze jeho tvorba zavisi na
koncentraci etanolu v séru a vrcholi o 2 az 3,5 h pozdéji nez etanol v krvi [23]. Co se tyce
obsahu EtG ve vlasech, ten miize byt ovlivnén Upravou vlasli, vcetné castého
Samponovani, barveni, odbarvovani nebo tepelnou upravou [39]. Pro stanoveni jsou
popsany ruzné analytické metody, zejména s pouzitim kapalinové chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) nebo plynové chromatografie ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) [23].

9.2 Fosfatidylethanol

PEth je fosfolipid vznikajici v bunéénych membranach v pfitomnosti ethanolu.
Rychlost jeho degradace je ve srovnani s jeho tvorbou pomalé [23] a tak slouzi jako pfimy
biomarker pro odhaleni aktivniho chronického nadmérného piti alkoholu. PEth vykazuje
vysokou diagnostickou senzitivitu a specificitu [38]. K vytvofeni detekovatelnych
koncentraci v krvi je zapotiebi asi tfitydenni zatéz 750-1000 g ethanolu (40-50 g denn¢)
[23]. V priméru je potom detekovatelny témef 28 dni v zavislosti na pozitém mnoZzstvi

[38].
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Pivodné bylo k méfeni PEth pouzivano HPLC. Pouzitim citlivéjsi metody
LC- MS/MS se ukazalo, ze tvorba PEth zac¢ina pfiblizn€ po 1 hodiné od poziti alkoholu,
a dosahuje koncentrace piiblizné€ 35-237 pg/l [38].

9.3 Jaterni enzymy

Gama-glutamyltransferaza

GGT je dualezity a citlivy membranovy enzym, vyuzivany ke zjisténi jaterniho
onemocnéni ¢i onemocnéni ZluCovych cest [40]. Neomezuje se vSak pouze na jatra, ale
1ze jej nalézt také v ledvinach, slinivce bfisni nebo prostaté. Fyziologické hodnoty GGT
v séru jsou u muzi téméf o 50 % vyssi nez u Zen, a to predevsim kvili GGT nachézejici

se v prostaté [41].

Nevyhodou tohoto citlivého markeru vSak je, Ze nedokédze rozliSit jaterni
onemocnéni pochazejici z alkoholu od jaterniho onemocnéni, které nemé alkoholovy
puvod [42]. U jednorazového piijmu alkoholu se aktivita GGT nijak neméni, avsak pfi
chronické konzumaci se zvySuje. K fyziologickym hodnotam aktivity GGT dochazi po
2 -5 tydenni abstinenci alkoholu [43]. Fale$n¢ pozitivni vysledky jsou spojeny
s obezitou, hypertenzi, diabetem 2. typu [42], koufenim ¢i s nékterymi typy 1€k [38].

Aspartataminotransferaza

Dal$im jaternim enzymem je AST, které ma dva izoenzymy — mitochondridlni
aspartataminotransferdzu (mAST) a cytoplazmatickou aspartataminotransferazu (cAST).
Enzymova aktivita u zdravych osob zahrnuje pfevazné cAST, zatimco u osob, které
konzumuji pfiliS mnoho alkoholu, dochazi k selektivnimu poSkozeni jaternich
mitochondrii, coz mé za nasledek zvySenou aktivitu mAST [44]. Kromé jater je tento
enzym pfitomen v men$im mnozstvi také ve tkanich, jako jsou svaly, srdce, ledviny,

mozek nebo erytrocyty, kdy se hladina AST zvySuje 6 hodin po poSkozeni tkané [40].

Alaninaminotransferaza

Poslednim zminénym jaternim enzymem je ALT, ktery se pfi poskozeni nebo

zanétu jaterni tkané€ uvolnuje do krevniho ob&hu a dochazi ke zvyseni jeho hladiny v séru.

vV

hlavné v jatrech, zatimco AST se nachazi i v riznych jinych organech [40]. Obecné vSak
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plati, Zze kviilli zménam v jinych organech se hladiny AST a ALT zvySuji, coz je pro
diagnostiku alkoholismu pomérné nespecifické. Pro posouzeni diagnostického vyznamu
se proto vyuziva pomér aktivit AST: ALT, tzv. de Ritistiv index, ktery ma u alkoholového

poskozenti jater, hodnotu vice nez 2 [44].

9.4 Stredni korpuskularni objem erytrocyti

Zvysena hodnota MCV neboli makrocytéza mulze byt zplsobena nadmeérnou
konzumaci alkoholu [40], avSak muze také souviset s nedostatkem vitaminu B12
a kyseliny listové, onemocnénim jater, nékterym hematologickym onemocnénim nebo
koutfenim [45]. Referen¢ni rozmezi u dospélych je 82-96 {1 [46]. MCV je podobné jako
GGT povazovan za ucinny biomarker chronického alkoholismu, a to pfedevS§im diky
polocasu rozpadu erytrocytl, ktery je piiblizn€¢ 120 dni, a tak zvySend hladina MCV
pretrvava v krevnim obéhu nékolik mésict i poté, co ¢lovek prestane alkohol pit [40].
MCYV se tedy vraci k fyziologickym hodnotdm obvykle po 3-6 mésicich abstinence
alkoholu [45].

10 VysSetreni karbohydrat-deficientniho transferinu v téhotenstvi

Té&hotenstvi mé za nésledek vyznamné zmény, které ovliviiuji metabolismus v téle
matky. V priibéhu t€hotenstvi se koncentrace fady biochemickych parametrii vyznamné
li8i od hodnot u netéhotnych Zen, a proto je pro pifesnou interpretaci laboratornich
vysledki tfeba upravit nékteré referencni intervaly [47]. To se tyka 1 CDT, u kterého je
pro téhotné navrzena vysSi hrani¢ni hodnota. V téhotenstvi totiz dochazi
k fyziologickému zvySeni CDT, jehoZ hodnota zavisi na gestatnim véku [6]. Divodem
tohoto zvySeni je rostouci hladina celkového Tf, kdy dochédzi i ke zvySeni jeho
jednotlivych izoforem, tedy i1 disialotransferinu [48]. K poklesu hodnot CDT potom
dochdazi zhruba béhem 8-15 tydni po porodu, kdy se normalizuje i Tt celkovy [49].

Dle studii se %CDT zvySuje z hodnot pfiblizné 1,07 %, které byly ziskany béhem
9. — 16. tydne, na hodnoty pfiblizn¢ 1,61 % ziskan¢ béhem 1 tydne pied porodem [49].
Ze studie Vincenza Bianchi v§ak Zadna z t€hotnych Zen nevykazovala hodnotu CDT vy$si
nez 2 %. To naznacuje, Ze vyznamny piijem etanolu (> 20 g/den) pravdépodobné zvysi

CDT ve vétsi mife, neZ jsou odchylky pozorované v priitbéhu pozdniho t€hotenstvi [48].

34



Vcasny screening a prevence nadmérné¢ho piti u matek béhem téhotenstvi jsou
vzhledem k vrozenym vadam a poruchach plodu velmi dulezité [47]. Pfi konzumaci
alkoholu béhem téhotenstvi mtize u plodu nastat fetalni alkoholovy syndrom (FAS), ktery

pokud je u ditéte diagnostikovany az po narozeni, je trvaly a nevratny [48].

Kromé FAS je i mirnd konzumace alkoholu a narazové piti spojeno se zvySenym
rizikem spontdnniho potratu, narozeni mrtvého ditéte a imrti novorozence. %CDT vSak
bohuzel nemé dostate¢nou citlivost pro odhaleni stiedné t€zké konzumace alkoholu, kdy

jiz mze byt piitomno riziko nebo dokonce poskozeni [48].

11 Genetické varianty transferinu

Genetické varianty transferinu jsou zptisobené piedevsim substitucemi aminokyselin
v polypeptidovém fetézci. Jedna se o mutace genu, které se vyskytuji na riiznych alelach
Tf. V soucasné dobé je zndmo asi 38 riznych variant [5], pficemz nejcastéjs$i formou je
transferin C (Tf-C) [50], ktery je povazovan za normdalni homozygotni typ. Dalsi, ale
méng¢ Casté typy jsou transferin B (Tf-B) a transferin D (Tf-D), které mohou interferovat
s analyzou CDT. Tyto varianty se v evropské populaci objevuji jako heterozygotni
transferin BC (Tf-BC) a transferin CD (Tf-CD) [5]. Vysoké hladiny CDT mohou byt
mimo chronického abtizu alkoholu zpisobeny také mutaci v genu Tf, ktera ovlivni
glykosylaéni misto, coz vede ke ztraté N-glykanu. V disledku toho chybi molekule Tf
jeden sacharidovy fetézec, tedy 1 dvé kyseliny sialové, coz vede ke stejnému mnoZzstvi

tetrasialo-TTf a disialo-Tf [51].

11.1 Heterozygotni varianta transferin-BC

V ptipad¢ této varianty obsahuje chromatogram vSechny piky glykoforem Tf-C
a Tf-B. Jelikoz se glykoformy Tf-B eluuji s vys$si retenci nez glykoformy Tf-C, vykazuje
tento chromatogram, oproti homozygotni varianté Tf-C, dalsi piky. Nejvice patrné jsou
dva hlavni piky pfiblizné¢ stejné velikosti, které predstavuji tetrasialo-Tf-B
a tetrasialo- Tf-C. V piipadé této heterozygotni varianty se piky disialo-Tf-B

a trisialo- Tf- C vzdjemné piekryvaji, a tak vyhodnoceni neni mozné [5].
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Obrazek 7: Chromatogram heterozygotni varianty transferinu-BC v patologickéem
rozmezi (nahore) a homozygotni varianty transferinu-C v referencnich mezich (dole)
metodou HPLC. Upraveno dle [5].

11.2 Heterozygotni varianta transferin-CD

V piipad€ heterozygotni varianty Tf-CD obsahuje chromatogram vSechny piky
glykoforem Tf-C a Tf-D. Na rozdil od varianty Tf-BC se glykoformy T{-D eluuji s nizsi
retenci nez glykoformy Tf-C. Chromatogram tedy opét vykazuje dalsi piky ve srovnani
s chromatogramem homozygotni varianty Tf-C. V zdznamu jsou opét dva hlavni piky
pfiblizné stejné velikosti, které predstavuji tetrasialo-Tf-D a tetrasialo-Tf-C. Stejné¢ jako
u varianty Tf-BC se vzajemné prekryvaji piky disialo-Tf-C a trisialo-T{-D, coZz

znemoziuje piesné vyhodnoceni [5].
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Obrazek 8: Chromatogram heterozygotni varianty transferinu-CD v patologickém
rozmezi (nahore) a homozygotni varianty transferinu-C v referencnich mezich (dole)
metodou HPLC. Upraveno dle [5].

37



EXPERIMENTALNI CAST

12 Vzorky pouzité ke stanoveni a jejich charakteristika

Ke stanoveni karbohydrat-deficientniho transferinu (CDT) metodou HPLC bylo
pouzito krevni sérum. Vzorky séra byly poskytnuty z Banky biologického materialu
(BBM) 1. I¢katské fakulty (projekt ¢islo BBMRI CZ LM2023033). Sbér vzorkid do BBM
byl schvélen Etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a vSichni probandi

podepsali informovany souhlas.

Jednalo se o 10 pacientskych vzorkli od nemocnych s karcinomem mocového
meéchyte (Cisla vzorkll 6-10; 16-20) a 10 pacientskych vzorkd od dobrovolnych darct
(¢isla vzorkl 1-5; 11-15). Vzorky s karcinomem mocového méchyte zahrnovaly 5 muzi
(pramérny vék 59,6 let) a 5 Zen (primérny veék 65,6 let). Vzorky dobrovolnych dérct
zahrnovaly 5 muzi (pramérny veék 55 let) a 5 Zen (prumérny vék 54,6 let). VSichni
pacienti s karcinomem mocového méchyte byli indikovani k opera¢nimu vykonu. Odbér

krve z periferni Zily probéhl pted operacnim vykonem.

13 Pouzité pomicky a reagencie

Pouzity byly reagencie soucasti kitu ClinRep HPLC (Recipe, Némecko)

e Stabilising Reagent S
e Precipitant P1
e Precipitant P2

e Diluting Solution D

Dale byla pouzita kontrolni séra z kitu ClinCheck (Recipe, Némecko) a standardni

roztok ClinTest (Recipe, Némecko)

e Serum Control lyophilised — Level I — negativni kontrola
e Serum Control lyophilised — Level II — pozitivni kontrola

e Test solution — standardni roztok

13.1 Spotiebni material
o Spicky potiebné k automatickym pipetam
e Mikrozkumavky ClinRep o objemu 1,5 ml
e Stojanky
e Sklenéné vialky s vicky
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Obrdazek 9: Obsah kitii ClinRep a ClinCheck (zdroj: viastni zpracovani).

13.2 Pristrojova technika

Automatické pipety (50 — 300 pl, 5 — 50 ul, 100 — 1 000 pl, 1 — 10 ul)
(Finnpipette, Finsko)

Ptistroj HPLC 1260 Infinity Agilent Technologies (Agilent Technologies,
USA)

Termoblok Biosan TS-100C (Biosan, LotySsko)

Centrifuga Hettich MIKRO 185 (Hettich, Némecko)

Vortex VELP ZXClassic (VELP, Italie)

Stopky
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Obrazek 10: : Pristrof HPLC 1260 Infinity Agilent Technologies (zdroj: vlastni
zpracovani)

14 Pracovni postup

14.1 Priprava kontrol ClinChek (Level I, Level II)
Soucasti kitu ClinChek byla dvé kontrolni séra v lyofilizovaném stavu ClinChek
level I a level II. Do takto ptipravenych lahvié¢ek byl ptidan 1 ml destilované vody, obsah

lahvicky byl promichén a nechan 15 minut rozpoustet.

14.2 Piiprava vzorki
Nejprve byly pfi laboratorni teplot¢ rozmrazeny vzorky sér pacientll. Séra se za
ucelem vyzkumu uchovévaji v kryozkumavkach pti -80°C. Po samovolném rozmrazeni

byly vzorky promichany na vortexu.

Byly pfipraveny plastové reakéni vialky, které jsou soucésti kitu ClinRep
a oCislovany lihovym popisovacem. Do mikrozkumavky Eppendorf byla pfipravena smés
precipitanti P1 a P2 v poméru 1:5. Dale bylo postupovano dle nésledujici orientacni
tabulky, ktera udava potifebné objemy precipitanti k poctu stanovovanych vzorki vcetné

dvou kontrol.
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Tabulka 4: Smésovaci pomer precipitantii P1 a P2

Pocet vzorki v sérii Objem P1 Objem P2 Mix P1+P2 do reakce
5 10 pl 50 ul 10 pl
10 20 pl 100 pl 10 pl
15 30 ul 150 pl 10 pl
20 40 pl 200 pl 10 ul
25 50 pl 250 pl 10 pl

Do reakénich vialek bylo napipetovano 150 pl séra nebo kontroly, 30 pnl
Stabilising Reagent S a 10 pl smési precipitant P1 a P2. Vialky byly promichany po dobu
30 sekund na vortexu a nechany 1 hodinu inkubovat v termobloku pfi 4 °C ve tm¢ (pro

zajisténi temného prostiedi byly mikrozkumavky pftikryty hlinikovou folif).

Po skonceni inkubace byly reakéni vialky premistény do centrifugy
a centrifugovany 5 minut pifi 10 000 x g. Do oznacenych sklenénych vialek bylo
napipetovano 1 ml Diluting Solution D a ptidano 100 pl istého supernatantu z reakénich
vialek. Poté byly vialky uzavieny perforovanymi vicky a promichény na vortexu po dobu

asi 5 sekund.

Vzorky nyni byly pfipraveny k samotnému méteni na ptistroji HPLC 1260 Infinity
Agilent Technologies.

14.3 Postup méreni na pristroji
1. V programu OpenLAB — ovladaci software, byly nastaveny podminky analyzy
dle kitu vyrobce viz tab. 5
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Tabulka 5: Parametry HPLC

Pumpa Pratok: 1 ml/min

Lahve musi byt dobie uzaviené, aby nedoSlo k
Mobilni faze A, B, C odparovani
Gradient viz tab. 6

Kolona Tlak kolony <50 bart
Termostat kolony 40 °C
UV/VIS detektor 460 nm

Objem nastiiku: 400 ul
Autosampler Doba anylyzy: 20 min

Oplach jehly po nésttiku (promyvaci roztok je voda)

2. Kolona byla ekvilibrovana 20 minutovym proplachem mobilni f4zi B a naslednym
15 minutovym proplachem fazi A

3. Jako prvni vzorek by méfen standartni roztok ClinTest, ktery slouzil k urceni
reten¢nich Casi ptislusnych standardi

4. Poté byly proméfeny vnitini kontroly kvality (Serum Control lyophilised —
Level I a II) a pacientské vzorky — jedna kontrola byla proméfena na zacatku
a druha na konci méfent

5. Vyhodnoceni bylo provedeno na zdkladé¢ chromatografického zaznamu

v programu OpenLAB

Principem vyhodnoceni je vypocet dle vzorce:

% CDT = Plocha disialotransferinu % 100
° ~ Plocha celkového transferinu *

* Celkovy transferin se skldda ze vSech izoforem transferinu (a-, mono-, di-, tri-,
tetra-, penta-, hexa-, hepta- a oktasialotransferin), které se mohou v daném vzorku

nachazet
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Tabulka 6: Tabulka gradientu

. Mobilni faze [%]

Cas [min] 1 B C Pritok [ml/min]
0.0 100 0 0 1.0
0.5 100 0 0 1.0
10.0 60 40 0 1.0
10.1 0 0 100 2.0
14.0 0 0 100 2.0
14.1 100 0 0 2.0
19.0 100 0 0 2.0
19.1 100 0 0 1.0
19.2 100 0 0 1.0

Vnitini kontroly kvality maji dle ndvodu pfislusné rozmezi hodnot, které musi

splnovat (viz. Tab. 9 a 10).

K ovéteni spravnosti metody se dvakrat roéné¢ méti dva vzorky externi kontroly
kvality. Na zdkladé jejich vysledk je poté laboratofi ud€len certifikat pro danou metodu.

Tyto kontroly nebyly soucasti mého stanoveni.

15 Vysledky

Vysledky méteni jsou uspofadany do tabulek a zdznamy chromatogrami jsou na

obrazcich 11 (pozitivni zdznam séra pacienta); 12 (negativni zdznam séra pacienta);

13 (negativni kontrolni material); 14 (pozitivni kontrolni material).
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Tabulka 7: Klinické udaje o pacientech a jejich diagnoza. MM — mocovy mechyr.

Cislo vzorku | Pohlavi | Vék Diagnoza Popis diagnozy CDT [%]
1 muz 55 7520 dobrovolny darce 0,95
2 muz 54 7017 dobrovolny darce 0,8
3 muz 56 7520 dobrovolny darce 0,76
4 muz 55 7520 dobrovolny darce 0,97
5 muz 55 7017 dobrovolny darce 1,33
6 muz 57 C670 karcinom MM 1,24
7 muz 62 C672 karcinom MM 0,97
8 muz 61 C672 karcinom MM 3,84
9 muz 56 C674 karcinom MM 1,16
10 muz 62 C672 karcinom MM 0,99
11 zena 54 7017 dobrovolny déarce 0,82
12 Zena 56 7017 dobrovolny déarce 0,85
13 Zena 54 7017 dobrovolny darce 1,0
14 Zena 54 7017 dobrovolny déarce 1,08
15 Zena 55 7017 dobrovolny darce 0,96
16 zena 65 C672 karcinom MM <0,5
17 zena 65 C674 karcinom MM 0,72
18 zena 64 C674 karcinom MM 0,98
19 zena 67 C674 karcinom MM 0,64

20 zena 67 C674 karcinom MM 0,82

Vysvétlivky koda diagndz:

C670 — zhoubny novotvar mo¢ového méchyie — Trigonum mocového méchyie
C672 — zhoubny novotvar moc¢ového méchyie — boc¢ni sténa mocového méchyie
C674 — zhoubny novotvar mocového méchyie — zadni st€éna mocového méchyie
7017 — Jiné specidlni prohlidky a vySetfeni osob bez obtizi — Laboratorni vysetieni

7520 — darci organti a tkani
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Primérnéa hodnota vysledkiit CDT u muzi je 1,22 % a u Zen 0,83 %. Primérna hodnota
vysledkl u dobrovolnych darct (muzi i zeny) je 0,95 % a u nemocnych (muzi 1 zeny) je

1,19 %.

Tabulka 8: Hodnoty priméru a smerodatné odchylky u disialotransferinu,
trisialotransferinu, tetrasialotransferinu a pentasialotransferinu v procentech

u stanovovanych vzorkii. Disialo-Tf — disialotransferin; Trisialo-Tf — trisialotransferin;
Tetrasialo-Tf — tetrasialotransferin, Pentasialo-Tf— pentasialotransferin.

Skupina Disialo- | Trisialo- | Tetrasialo- | Pentasialo-
Parametry
pacienti Tf [%] Tf [%] Tf [%] Tf [%]
Primér 0,96 4,01 86,62 8,41
Dobrovolni
Smérodatna
darci 0,20 1,37 0,68 1,09
odchylka
Primér 1,64 3,24 85,89 9,23
Nemocni muzi | Smérodatna
1,10 0,74 1,78 0,69
odchylka
Primér 0,94 5,47 85,18 8,42
Dobrovolné
Smérodatna
darkyné 0,1 1,28 1,12 1,29
odchylka
Primér 0,73 4,67 85,53 9,16
Nemocné Zeny | Smérodatna
0,16 0,24 0,88 0,54

odchylka

Tabulka 9: Serum control Level I — negativni kontrola

Analyt Rozmezi kontroly [%] Vysledek méreni [%]

Asialotransferin - -
Monosialotransferin - -

Disialotransferin 1,16 — 1,94 1,21

Trisialotransferin 3,16 — 5,26 3,82
Tetrasialotransferin 73,6 — 89,9 83,5
Pentasialotransferin 8,71 — 16,2 11,47
Hexasialotransferin <1,0 -
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Tabulka 10: Serum control Level Il — pozitivni kontrola

Analyt Rozmezi kontroly [%] Vysledek méreni [%]

Asialotransferin <0,8 -
Monosialotransferin - -

Disialotransferin 3,20-4,79 3,45

Trisialotransferin 3,26 — 4,90 3,51
Tetrasialotransferin 71,5-87.4 81,35
Pentasialotransferin 8,48 — 15,7 11,69
Hexasialotransferin <1,0 -

Tabulka 11: Retencni casy jednotlivych namerenych glykoforem transferinu v minutach.

Analyt Retencni ¢as [min]
Disialotransferin 5,68 (£ 0,04)
Trisialotransferin 6,25 (£ 0,03)

Tetrasialotransferin 7,07 (£ 0,04)
Pentasialotransferin 7,79 (£ 0,06)

U pacientského vzorku ¢islo 8 byl vysledek pozitivni — CDT 3,84 %. U ostatnich pacientli
byly vysledky negativni, a tak hodnota u zddného z nich nepieséhla 2 %.
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Obrazek 11: Chromatogram pacienta s pozitivnim vysledkem CDT (zdroj: viastni
zpracovani)
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Obrazek 12: Chromatogram pacienta s negativnim vysledkem CDT (zdroj: viastni
zpracovani)

Vysledky u obou vnitfnich kontrol kvality vySly v rozmezi udaném vyrobcem (dle

tabulek 9 a 10).
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Obrazek 13: Chromatogram Serum control Level I — negativni kontrola (zdroj: vlastni
zpracovani)
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Obrazek 14: Chromatogram Serum control Level Il — pozitivni kontrola (zdroj: viastni
zpracovani)
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DISKUZE

Tato prace se zabyvala méfenim hladiny karbohydrat-deficientniho transferinu
(CDT) v séru u 20 pacientt, z nichz 10 byli muzi a 10 Zeny. Vzorky muzskych pacientli
zahrnovaly 5 dobrovolnych déarcti a 5 pacientii s karcinomem mocového méchyte. Vzorky
zenskych pacientt potom zahrnovaly 5 dobrovolnych darkyn a 5 pacient( s karcinomem

mocového méchyfte.

Rakovina mocového meéchyie je celosvétové desatym nejcastéjSim typem
rakoviny [14]. Pfi¢inou vzniku je poskozeni DNA v buinikach vystelky mocového
méchyte, které je zplisobené karcinogennimi latkami vznikajicimi naptiklad jako vedlejsi
produkt alkoholu ¢i kouteni tabaku [17]. Je obecné znamo, Ze u pacientd s nadorovym

onemocnénim dochazi ke zménam v glykosylaci proteinti [11].

CDT se ve zdravotnictvi vyuziva predevSim jako biomarker pro chronické piti
alkoholu. Jiz pfi tydennim pozivani 50 — 80 g etanolu denn¢ jeho hladina v krvi stoupa
a normalizuje se pfiblizné za 2-3 tydny abstinence [3,4]. Za CDT je povaZovana izoforma
disailotransferinu, coz je jedna z hlavnich forem transferinu, kterd ma hrani¢ni hodnotu

do 2,0 — 2,5 % v zavislosti na zvolené metod¢ stanoveni [5].

Do metod, které muZeme ke stanoveni vyuzit spadaji elektroforetické,
chromatografické a imunochemické techniky [26]. Pfi tomto pilotnim testovani byla
pouzita metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), které rozdéluje slozky
dle jejich afinity mezi dvé faze — mobilni a stacionarni. Vyhodou HPLC je, ze ma oproti

wewvr

vzorkll a ¢asové delsi regenerace kolony [32].

Dle priimérnych hodnot namétenych vysledkli je mezi dobrovolnymi darci
a pacienty s karcinomem moc¢ového méchyte rozdil hodnot CDT. Pacienti s karcinomem
mocového méchyte maji nepatrné vyssi hodnotu CDT nez dobrovolni dérci. Déle se zdaji
rozdily mezi nemocnymi muZi a nemocnymi Zenami, kdy je primérnd hodnota CDT
u muzl podstatné vyssi neZ u zen. Kde se vSak hodnoty nijak nelisi je u rozdilu mezi

dobrovolnymi darci a darkynémi.

Pokud bychom porovnévali skupinu dobrovolnych darkyn a nemocnych Zen,
muZeme v hodnotach vidét minimdlni rozdily, kdy je CDT nepatrné zvysSeno

u dobrovolnych darkyn. Co se tyce srovnani dobrovolnych darcii a nemocnych muzi,
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hodnoty CDT se pfili§ nelisi, avSak pfi porovnani primérnych hodnot, je zde viditelny
rozdil, kdy je CDT zvySeno u nemocnych muzi. Tento rozdil je ziejmé zpiisobeny

vyznamn¢ pozitivnim vzorkem jednoho z pacientl vedle zbylych negativnich.

Tento pohled je vSak zdivodu malého poctu pacientd v pilotni studii
a nedostatecnych diagnostickych parametrti pouze orientacni a nelze tak uvadét jasné

zavery, dale by bylo také nutné statistické vyhodnoceni.

Zvysena hodnota CDT v krevnim séru je ze vSech dvaceti vzorkd pouze u jednoho
pacienta (vzorek 8). Tento pacient m¢l diagnézu C672 — zhoubny nador bocni stény
mocového méchyie a hodnota CDT byla 3,57 %. Jelikoz byly vSechny ostatni hodnoty
CDT v referen¢nich mezich, je pravdépodobné, ze mél tento pacient ziejmé zvySeny
prijem alkoholu v nedavném obdobi pfed operacnim vykonem. Tim tedy nedodrzel
abstinenci pfed operacnim vykonem, coz mohlo mit negativni dopad na priibéh operace

i rekonvalescenci.

Dle studii se obecné u rakoviny zvysuji vice sialyzované glykoformy transferinu.
Pokud tedy srovname hodnoty tetrasialotransferinu a pentasialotransferinu u nemocnych
pacientli a dobrovolnych dérct a darkyi, je vidét rozdil hodnot u pentasialotransferinu,
ktery je zvySeny u pacientll s karcinomem mocového méchyte, coz se slucuje s vyse
uvedenym tvrzenim ze studii. Hodnota tetrasialotransferinu se v§ak mezi dobrovolnymi
darci a nemocnymi pacienty nijak neliSila. Pfi srovnani téchto hodnot s karcinomem
slinivky ~ bfisni, kdy se naopak zvySoval tetrasialotransferin a sniZoval
pentasialotransferin, je mozZné, Ze se v tomto aspektu rakovina pankreatu 1i8i od jinych

nadord [11].
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ZAVER

Tato bakalaiska prace shrnuje a predstavuje poznatky o karbohydrat-deficientnim
transferinu (CDT), jeho vyuziti ve zdravotnictvi a porovnat techniky, kterymi lze CDT
stanovit. CDT se v téle zvysuje pii chronickém uzivani alkoholu, a tak ve zdravotnictvi

slouzi jako biomarker abtizu alkoholu.

Bylo stanoveno CDT metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)
u 10 pacientl s karcinomem mocového méchyife a 10 dobrovolnych darct. U vSech
dobrovolnych pacienti a 9 pacientii byly vysledky v referencnim rozmezi. Zvysena
hodnota CDT se prokézala pouze u jednoho pacienta a to nejspiSe z diivodi nedodrzeni

abstinence alkoholu pied operacnim zékrokem.
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