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Stanoveni CDT metodou kapilarni zonové elektroforézy
Abstrakt

Abusus alkoholu patii v rozvinutych zemich k velmi zavaznym celospolecenskym
problémim s mnoha socidlnimi a ekonomickymi dopady. Diagnostikovat chronicky
abusus alkoholu muze byt v mnoha ptipadech velmi komplikované a zakladem je dobra
spoluprace klinického 1ékare a laboratorniho pracovisté. Rutinni diagnostika chronického
abusu alkoholu je v dnesni dob¢ zalozena na vysetieni GGT, MCV a poméru AST/ALT.
Jako marker s nejvyssi diagnostickou validitou se dnes povazuje kKarbohydrat deficientni
transferin (CDT). Molekula transferinu se sklada ze dvou polysacharidovych fetézct, kde
na kazdém mohou byt navazany az Ctyfi zbytky kyseliny sialové (tzv.sializace). Tato
sializace v§ak muze byt jiz po dvoutydennim zvySeném piijmu alkoholu vyrazné snizena.
Detekce téchto méné sializovanych molekul transferinu, ozna¢ovanych jako CDT, muize
byt vyuzita v diagnostice chronického abusu alkoholu. Literarni udaje o diagnostické
validit¢ CDT jsou vSak vysoce variabilni. CDT ma odliSnou validitu u Zen a u muzi,
nejvyssi diagnostické validity dosahujeme pravé jeho stanovenim v kombinaci

S ostatnimi markery.

Experimentalni ¢ast byla provedena na pftistroji MINICAP, ktery pracuje na principu
kapilarni zoénové elektroforézy. Méteni bylo provedeno z kontrolnich materiald a ze
smésného séra pacientll. Z namétenych hodnot byly poté vypocitany potiebné statistické
veli¢iny, jako je aritmeticky primér, smérodatnd odchylka a varia¢ni koeficient. Na
zakladé vypocti byla poté provedena a zhodnocena validace metody na pfistroji

MINICAP pro stanoveni CDT.
Kli¢ova slova

Alkoholova hepatopatie; karbohydrat deficientni transferin; kapilarni zonova

elektroforéza; elektroforetické metody; validace.



Determination of CDT by capillary zone electrophoresis
Abstract

Alcohol abuse is part of very serious social problems with many social and economic
impacts in developed countries. Chronical alcohol abuse may be in many cases very
complicated to diagnose and good cooperation between clinician and laboratory
workspace is fundamental. Routine diagnosis of chronic alcohol abuse is nowadays based
on GGT and MCV determination and AST/ALT ratio. Recently, as a marker with the
highest diagnostic validity is considered Carbohydrate Deficient Transferrin (CDT). The
transferrin molecule consists of two polysaccharide chains where on each chain could be
attached up to four sialic acids (so-calledsialization). However, sializationmay be after
two weeks of increased alcohol intake significantly reduced. Detection of these less
sialized transferrin molecules, known as CDTSs, can be used to diagnose chronic alcohol
abuse. Unfortunately, informations from literature about the diagnostic validity of CDT
are highly variable. CDT validation differs among women and men and the highest
diagnostic validity is achieved during determination in combination with other markers.

The experimental part was done on the MINICAP instrument, which works based on the
principle of capillary zone electrophoresis. Measurements of control materials and mixed
serum patients were performed. From measured values, the necessary statistical values
were calculated, such as arithmetic mean, standard deviation and coefficient of variation.
Based on the calculations, the validation of the method on the MINICAP instrument was
then performed and evaluated for CDT determination.

Key Words

Alcoholic hepatopathy; carbohydrate deficient transferin; capillary zone electrophoresis;
electrophoretic methods; validation.
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Uvod

V dnesni moderni dob¢ se komplikace v souvislosti s alkoholem objevuji snad po celém
svéte. Mnoho lidi v ném hleda utéchu a pomoc pii feseni svych problému, predevsim pak
téch psychického charakteru. U té€chto jedincii poté snadno prichdzi problém se zavislosti.
Klinicka laboratoi ve spolupraci s psychiatrickym oborem pak napomdha casné
diagnostice. Diagnostikovat chronicky abusus alkoholu mize byt v mnoha piipadech
velice komplikované. Postizeni ¢asto svoji alkoholovou zavislost v ambulanci
vySetiujiciho l1ékafe zataji, ¢imz muze byt ztracen Cas, ktery mohl byt vyuzit K feSeni
problému. Zde se role klinické laboratofe a stanoveni jednotlivych markerti vyuziva
nejvice. Rutinni diagnostika chronického abusu alkoholu je v soucasnosti zalozena na
vzajemné kombinaci stanoveni GGT, MCV, pfinosnym ukazatelem je i de Ritistiv index
AST/ALT. Jako marker s nejvyssi diagnostickou specifitou se povazuje CDT, o kterém
pojednavam ve své bakalarské praci. V teoretické Casti popisuji fyziologickou stavbu
jater a dopad alkoholu na tuto ,,chemickou tovarnu* kazdého organismu. Dale jsou zde
zminény nejéastéj$i jaterni onemocnéni vyvolana alkoholem a popis jednotlivych
pouzitych vySetieni. V praktické ¢asti se zamétuji na validaci stanoveni CDT na pfistroji
MINICAP FLEX-PIERCING. Jsou zhodnoceny statistické veli¢iny, zapsany do tabulek

a na jejich zéklad¢ vyhodnoceno, zda je validace Vhodna pro zamysleny ucel.



1. Teoreticka ¢ast

1.1. Alkoholické poskozeni jater

Alkohol patii mezi nejcastéjsi pri¢inu postizeni jater. Spotfeba alkoholu ma ptimy dopad
na mortalitu na jaterni choroby v mnoha zemich. Obecné je mnozstvi a druh
zkonzumovaného alkoholu tzce spjato s rozvojem jaterniho onemocnéni.

1.1.1. Historie alkoholismu

Svuj vztah k opilosti lidé objevili jiz v davné historii, kdy pfisli na to, Ze kvaSené napoje
vykazuji jisté opojné ucinky. Toto zjisténi je vedlo ke zkvaSovani snad veskerého ovoce,
co existovalo. Za prvni surovinu, ze které bylo mozné vyrobit pozivatelny etanol, se
povazuje med. Vyroba medoviny byla zndma ptfedev§im pro narody zépadni Evropy.
Vychod Evropy vyuzival ke kvaSeni spiSe suroviny, jako jsou datle, obiloviny, hrozny
ajiné druhy ovoce. Konzumace alkoholu je mezi lidstvem tuzce spjata s rGznymi
oslavami, kdy se opily ¢lovek dostane do stavu dusevniho nadSeni doprovazeného dobrou
naladou. Opilost miize byt 1 zplisobem, jak se ¢lov€k vypofdda se svymi starostmi

a pochybami, neciti se tolik osamély, ale naopak plny sil (Sournia, 1999).

Zmény, které s sebou Gcinek poziti alkoholu pfinasi, jsou individualné velmi variabilni.
Obecné lze fici, ze v davkach nizSich alkohol vzbuzuje pocit excitovanosti, navozuje
euforii, zlepSuje naladu a ptsobi povzbudivé. Se vzristajicim mnozstvim se vSak zac¢inaji
projevovat jeho tlumici u¢inky na CNS, kdy za¢ne dochazet K porucham vnimani,
koordinace pohybli a postupnému Utlumu zivotnich funkci, které mohou konéit az

zastavou dechu a smrti (Sournia, 1999).

S pojmem ,,alkoholismus® se poprvé setkdvame v poloviné 19. stoleti. Objeveni tohoto
terminu pfispélo k vnimani ¢loveka, ktery pozival nadmérné mnozstvi alkoholickych
latek, z lékafského hlediska. Postupem casu se také zaCinaji sestavovat statistiky
0 nasledcich zptsobenych alkoholem v rizné populaci a urcité oblasti. Od poloviny 20.
stoleti se alkoholismus zacind povazovat za jednu moznou oblast toxikomanie, kterd si
dokaze jedince zotroc€it. Dlvody, pro¢ se ¢loveék ocitl v roli alkoholika, jsou zkoumany

hloubé&ji a podrobngéji (Sournia, 1999).



1.1.2. Patofyziologie alkoholické hepatopatie
1.1.2.1. Jatra

Jatra jsou nejvétsi a zaroven nejdilezitéjsi zlazou téla Cloveéka. Nachazi se v pravém
podbrani¢nim prostoru, maji hnédocervenou barvu a zpracovavaji velké mnozstvi krve
s prutokem asi 1500 ml za minutu (Trojan, 2003). Jaterni cirkulace je rozdélena na dvé
zakladni slozky. Prvni slozka nutritivniho ob&hu je zabezpeCovana jaterni tepnou, diky
které je zajistén ptivod okysli¢ené krve do jater. Druhy, funkcni obéh, je zprosttedkovany
vratnicovou Zzilou, ktera privadi ziviny vstifebané v travicim traktu (Dylevsky, 2009).
Hmota jater je pomérné meékka a kiehka, takze jejich tkan mize byt pti vétSich narazech
snadno poranéna a spojena s krvacenim. Jatra jsou slozena ze Ctyt lalokt, jejich zakladni
funkéni jednotkou je laliicek centralni Zily, tvofeny tramcovité uspotadanymi hepatocyty,
ve kterych jsou lokalizovany enzymy urcujici charakter metabolickych pochodi.
Oxidativni procesy se odehravaji v centralni ¢asti, procesy redukujiciho charakteru

probihaji spise na periferii (Trojan, 2003).

Na povrchu jater se nachédzi vazivo. Misto, ve kterém do jater vstupuji nervy s cévami
a zaroven vystupuji Zlu¢ovody, se oznacuje jako porta hepatis. V parenchymu zlazy je
pfitomno malé mnozstvi kolagenniho vaziva, ze kterého jsou vytvoreny ostriivky tvaru
trojuhelniku. Tyto ostrivky jsou ulozené mezi tfemi jaternimi lalicky. Misto styku téchto
tfi laltickt centralni Zily se nazyva portobilidrni prostor. Jaterni parenchym je tvofeny
jaternimi bunikami — hepatocyty, pfedstavujici zdkladni stavebni jednotku jater. Dvé

k sobé piilozené fady hepatocytil vytvateji tramce jaternich bungk. (Cihék et al., 2011).

Jako hlavni metabolické centrum maji jatra spoustu fyziologickych funkci, které musi pro
nas organismus vykonavat. Mezi hlavni patii zejména energeticky metabolismus, jatra
predstavuji jedno z hlavnich mist glukoneogeneze a metabolismu glykogenu. Probiha
vV nich syntéza lipidd, sacharidi a protein. Dalsi dilezitou funkci je biodegradace
a detoxikace, kterd ma své uplatnéni jak u latek endogennich (bilirubin, steroidni
hormony, cholesterol), tak i u latek xenogennich (rizné toxické latky, 1€ky a jejich
metabolity). Pfedstavuji zdsadni roli pfi udrzeni homeostazy, prostiednictvim detoxikace
amonného iontu. Sviij ukol plni také pti skladovani vitamint rozpustnych v tucich. Jako
organ zodpoveédny za tvorbu Zlu¢ovych kyselin se ucastni na procesu traveni a eliminaci
spousty latek z téla. Diky piitomnosti Kupfferovych bunék se podileji na imunitnich

mechanismech pfi zachytavani cizorodych antigent (Zima, 2002).
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1.1.2.2. Metabolismus alkoholu

Etanol je primarni alkohol a pomérné malé polarni molekula, ziskadva se kvaSenim cukrt
ucinkem kvasinek. Diky ptitomnosti hydroxylové skupiny ma etanol hydrofilni vlastnosti
a vytvaii vodikové vazby s vodou. Nejcastéji k absorpci etanolu dochazi pii ordlnim
podani, dalSim zpisobem muze byt absorpce plicemi ¢i kolorektaln€. Za standardnich
podminek je etanol po peroralnim podani rychle vstieban, z ¢asti k absorpci dochazi jiz
Vv duting ustni, pokracuje v zaludku a v duodenu. Po jednorazovém podani se maximalni
koncentrace etanolu v krvi dosahuje asi 30 — 60 min po poziti (Ehrmann jr. et al., 2006).
Casovy usek vak mize byt rozdilny. Resorpce zavisi na druhu poZitého napoje, ale také
na slozeni pfijaté potravy pritomné v zaludku. Diky silné interakci etanolu s vodou se
velmi snadno dostava do vSech télnich tekutin. Krvi je pak rychle pfendsen do celého
organismu. Do kosternich svald, které nevykonavaji préci, proniké etanol velmi zfidka,
stejné tak se v nizké koncentraci nachdzi i v tuku a ve tvrdych tkanich. Distribu¢ni objem
alkoholu je tedy podobny celkovému obsahu vody v téle, u Zen 60% hmotnosti a u muzt
70% hmotnosti (Ehrmann jr. et al., 2006). Z téla je etanol odstrafiovan piedevsim
oxidac¢nimi procesy a zaroven vylu¢ovan moci a dechem. Doba, za kterou se organismus
zbavi alkoholu, se pohybuje pfiblizné okolo 100 mg etanolu/kg télesné hmotnosti za dobu
60 minut umuzid, u zen je to asi 80 mg/kg hmotnosti za hodinu. Doba a rychlost
odstranéni etanolu se u chronickych alkoholikii odrézi od funkénosti jater a celkového

zdravotniho stavu (Ehrmann jr. et al., 2006).

Existuji tfi zakladni metabolické cesty, které slouzi k degradaci alkoholu;
1. alkoholdehydrogenazova cesta; 2. mikrozomalni systém oxidace etanolu — MEOS
(cytochrom P-450IIE1); 3. jaterni katalaza (Zakhari, 2006). Nejvyznamnéjsi je
alkoholdehydrogenazova cesta. U tohoto zptisobu odbouravani maji klicovou roli jaterni
enzymy: cytozolova alkoholdehydrogendza a mitochondrialni aldehyddehydrogenaza
s nikotinamidadenindinukleotidovymi koenzymy. Spole¢nym ukolem enzymi je
odbourat etanol vznikly produkci stfevnich bakterii, také etanol, ktery se do téla dostane
Vv potravé ¢ ndpojich, a predevSim metabolismus endogennich steroli.
Alkoholdehydrogenéza piisobi jako katalyzator oxidace etanolu na acetaldehyd, ten je

pak nasledné¢ oxidovan aldehyddehydrogenazou na acetat (Seitz a Mueller, 2014).

Druhy, méné zastoupeny typ metabolismu etanolu, je MEOS. Nachazi se

v endoplazmatickém retikulu bunék jater, ledvin, plic, kiize a mozku. Za pomoci
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koenzymu nikotinamidadenindinukleotidfosfatu je produkci oxidace acetaldehyd, stejné
jako u cesty pfedchozi. Oxidace probihajici ptisobenim katalazy probiha nejpomaleji.
Struktura enzymu obsahuje porfyrinovy skelet, jehoZ centralni atom je Fe®*. Jeho misto

je v peroxizomech, produktem této reakce je opét acetaldehyd (Ehrmann jr. et al., 2006).

1.1.2.3. Alkoholové hepatopatie

Pti akutni intoxikaci etanolem dochazi k pfeméné etanolu na acetaldehyd a nésledné na
acetat. Tento typ pfemény probihd jak u cesty alkoholdehydrogendzové, tak i MEOS.
Piitomnost acetatu v jatrech zpusobuje zvySenou nabidku acetyl - CoA adojde ke
zrychleni syntézy mastnych kyselin. V pribéhu obou dehydrogendzovych reakci je
koenzym NAD" redukovan na NADH+H". V moment¢, kdy je pfitomnost redukovaného
NADH+H" ve zvySené koncentraci, dojde k nadmémé tvorbé laktatu z pyruvatu
anastupu laktatové acidézy. Disledkem laktatové acidozy je v ledvinach omezena
eliminace kyseliny mocové. SniZzené mnoZstvi pyruvatu v disledku tvorby laktatu
zpusobuje snizenou glukoneogenezi a tim nastup hypoglykemie. Acetaldehyd, vznikly po
rozpadu alkoholu, je vysoce reaktivni a toxicky produkt, ktery pfispiva k poskozeni
jaterni tkdn€. Zpomaluje chod citratového cyklu, dava vznik kyslikovym radikalm, coz
vede k peroxidaci lipidii a stimulaci tvorby kolagenu. U akutni intoxikace se mohou
projevovat diisledky plsobeni etanolu jako rozpoustédla. Etanol ma schopnost zvySovat
fluiditu bunéénych membran. Nasledkem je poSkozeni transportu latek pfes membrany
a funk¢nosti membranovych receptord. Tyto poruchy maji pfedevS§im nervové a
psychické projevy. V kratkém Case, po poziti alkoholu, se v bunikéch jater a tukové tkané
tvoii za katalyzy etylestery mastnych kyselin. Etylestery vznikaji reakci etanolu
S volnymi mastnymi kyselinami v cytosolu. Pfislu$nd hydroldza ma pak schopnost tyto
estery rozkladat za uvolnéni mastnych kyselin, ze kterych vznikaji triacylglyceroly,
fospolipidy a estery cholesterolu. Vznik a pisobeni etylesterd mastnych kyselin se
povazuje za pfi¢inu neoxidativniho organového poskozeni pii konzumaci alkoholu

(Ehrmann jr. et al., 2006).

Chronicka intoxikace alkoholem zpiisobuje zvySenou hladinu acetyl - CoA a NADH+H?,
coz zvySuje tvorbu triacylglycerolti, které se ukladaji v hepatocytech, protoze je
blokovana aktivita lipoproteinové lipazy a proces zabudovani triacyglyceroli do

lipoproteint je zpomalen. (Ehrmann a Hulek, 2014).
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1.1.3. Jaterni onemocnéni vyvolané alkoholem
1.1.3.1. Jaterni Steatoza

Jedna se o reverzibilni postizeni jaterniho parenchymu s typickou akumulaci
triacylglyceolil v hepatocytech ve formé tukovych vakuol. Pfi¢inou hromadéni lipida je

zvysena produkce a snizena oxidace mastnych kyselin v jatrech (Ceska et al., 2015).
Podle histologického nalezu rozliSujeme nékolik typt:
- Makrovezikularni steatoza

Typickym rysem je pfitomnost jedné velké vakuoly v cytoplazmé hepatocytu. Pfitomnost
vakuoly zpiisobuje odtlaceni jadra na okraj. Pti alkoholové abstinenci tento typ steatdozy
vymizi v rozmezi Ctyfech az osmi tydnt. Je to nejcastéjsi forma alkoholické steatozy

(Ehrmann jr. et al., 2006).
- Mikrovezikularni steatoza

U tohoto typu steatdézy se v cytoplazmé nachazi pocetné mnozstvi malych tukovych
vakuol. Jadro zde neni podminéné dislokaci na periferii. Pfi¢inou vzniku zmnoZenych
vakuol je porucha beta — oxidace mastnych kyselin probihajici v mitochondriich.

Vyskytuje se nejcastéji pii poruchach ve spojitosti s 1éky (Ehrmann jr. et al., 2006).
- lipogranulom

Principem je vznik lipogranulomi zptisobeny rupturou hepatocyti obsahujicich lipidy.
Slozeni lipogranulomil je tvotfeno lokéalni akumulaci makrofagt, leukocytt a eozinofild
Vv okoli vzniklé ruptury. Jejich ptitomnost zptsobi fibrozu, ktera vSak nema vliv na rozvoj

chronického alkoholického postizeni jater (Ehrmann jr. et al., 2006).

Dals$im typem je tzv. NASH — non-alkoholicka steatohepatitida. Nealkoholické tukové
onemocnéni je charakterizovano akumulaci jaterniho tuku a je pfevazné projevem
metabolického syndromu. V soucasné dob¢ se pouzivad spiSe termin NAFLD- ,,non —
alcoholic fatty liver disease. NAFLD je povaZovana za nejcastéj§i pii¢inu vyvoje
chronického onemocnéni jater a jaterni cirhdzy. Toto onemocnéni je charakterizovano
infiltraci jaterniho tuku spojeného se zanétem a poSkozenim hepatocytti. Lidé s NASH,

také trpi kardiovaskularnimi problémy (Daher et al., 2018).
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1.1.3.2. Jaterni cirhoza

Podstatou vzniku cirh6zy je prestavba jater, kdy se z ptivodni lalickovité struktury stavaji
pseudolalicky obklopené vazivem. Tento proces vede k poruSe puvodni bunécné
mikroarchitektoniky a uzlovité ptestavbé jaterniho parenchymu s omezenou funk¢nosti

(Schuppan a Afdhal, 2008).
Patogeneze

Chronické jaterni poskozeni je zpiisobeno dusledkem virového, autoimunitniho, 1éky
podminéného ¢i metabolického onemocnéni. Naslednd fibroza a cirh6za predstavuje
Vv podstat¢ hojivy proces a reakci na chronické postizeni. Kli¢ovou roli pti vzniku jaterni
cirh6zy hraje patologicka fibrogeneze. SloZeni vaziva jaterni tkan¢ zaujimaji dvé zakladni
slozky — bunky specialni, kde klicové postaveni pfedstavuji hvézdicové (stelatové) buiiky
a mezibunéénd hmota, tvofena skupinami makromolekul (kolageny, nekolagenni
glykoproteiny, proteoglykany, glykosaminoglykany). Tvorba a depozice pojivové jaterni
tkané — fibrogeneze a odbouravani — fibrolyza, jsou za fyziologickych podminek ve
vyrovnaném stavu (Pfibramska a Husova, 2007). Porucha zminéné rovnovahy nastava pii
chronické stimulaci fibrogeneze s naslednym narGstem vaziva. Zmény zanétlivé-
nekrotického charakteru aktivuji Kupfferovy bunky. Aktivace Kupfferovych bunék
navodi vylucovani velkého mnoZzstvi cytokint, které zplisobi stimulaci hvézdicovych
bunék. Takto stimulované buriky se transformuji na myofibroblasty a za¢nou produkovat
molekuly extracelularni matrix, coz vede ke zvySeni mnozstvi vaziva. Dalsi pfi¢inou
patologické fibrogeneze doprovazené mirnym zanétem piedstavuje fibréza vyvolana
alkoholem. Dochazi k zaniku bun¢k na podklad¢ steatdzy, kdyz praskaji, dale pak na
podkladé jejich pfimého poskozeni alkoholem, kdy se pod vlivem plisobeni acetaldehydu
méni antigenni struktura hepatocytu a ten je poté napadan imunitnim systémem, coz vede
opét k zadniku buiiky. Smrt bunc¢k vyvolava tvorbu uzld, jejichz ptritomnost naruSuje
jaterni strukturu. Dochazi K rozvoji jaterni cirh6zy. K poruseni jaterni funkce muize dojit
jiz béhem ukladani vazivové hmoty v Disseho (subendotelialnich) prostorech. Tato
lokalizace vede k omezeni zasobovani hepatocytt vyzivnymi latkami a kyslikem. Proces
fibrozy se jejich poruchou stdva intenzivnéjsi. Dalsi pfi¢inou je pokles mnozstvi a
velikosti pord, ptitomnych v endotelové vrstveé sinusoidi, které postupné dostavaji vzhled

pravych kapilar (kapilarizace sinusoidfl). Dochazi k omezeni vymény latek mezi plazmou
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a hepatocyty s nastupem portalni hypertenze a dezorganizaci laliickovité architektoniky
jater (Ehrmann jr. et al., 2006).

Klasifikace cirhozy

Dle velikosti uzli ma cirhdza nésledujici rozdéleni: mikronodulérni (velikost uzli do
3 mm), makronodularni (uzly vétsi nez 3 mm) a smiSeny typ. Mezi hlavni pficiny vzniku
cirhézy patii chronické virové hepatitidy zapii¢inéné viry C nebo B spole¢né s abususem
alkoholu. U vétSiny alkoholikii se objevuje hepatomegalie v dusledku steatézy. Vznik
cirhozy jater je v korelaci s mnozstvim a také délkou piijmu alkoholu. V dnesni dobé¢ se
povazuje pro vznik jaterni cirhdzy davka 60 g alkoholu denné pro muze a 30 g alkoholu
pro Zeny v ¢asovém rozpéti 10-15 let (P¥ibramska a Husova, 2007). Mezi dalsi pii¢iny
patii autoimunitni hepatitida. Z metabolickych chorob zpiisobuje cirhotickou piestavbu
hemochromatoza, Wilsonova choroba, deficit a-l-antitrypsinu. Dal$i mozZnosti jsou
cholestaticka onemocnéni, nealkoholicka steatohepatitida, 1éky a toxiny (Brodanova

a Kordac, 1993).
Klinicky obraz

Jaterni cirhdza ma velmi pestry klinicky obraz, a to od stavu bezptiznakového, az
K obrazu jaterniho selhani. Rozliseni v klinické praxi spociva v charakteristice cirh6zy

kompenzované (latentni) a dekompenzované (pokro¢ilé) (Ptibramska a Husova, 2007).

Diagnostika kompenzované jaterni cirh6zy mize byt stanovena jiz pfi béZném klinickém
vySetieni. Mezi projevy patii ibytek vahy, nechutenstvi, malatnost, pocit tinavy a plnosti
zaludku, objevuji se tlaky v pravém podzebfti, biiSni dyskomfort. Mezi objektivni nélezy
patii pavouckové névy, nachazejici se na hrudniku, krku a hornich koncetinach. Na
dlanich muze byt pfitomen palmarni erytém ¢i Dupuytrenova kontraktura. Mohou se
objevit také otoky dolnich koncetin, velmi piinosnymi pfiznaky jsou tuhd, zvétSena jatra

a zvétSeni sleziny (Pfibramska a Husova, 2007).

Dekompenzovana cirhéza byva provazena celkovou slabosti, hubnutim, ikterem
a svalovou atrofii. Nastava profidnuti ochlupeni a atrofie gonad, opét se objevuji
pavouckové névy, palmarni erytém. Dochazi k viditelnému rozsiteni vétSich zil
Vv oblasti bfi$ni stény (Caput medusae), které provazi portalni hypertenze. Vznik portalni
hypertenze s sebou pfinasi velmi zavaznou komplikaci, v podob¢ akutniho krvaceni do

GIT z jicnovych nebo Zalude¢nich varixi, a s tim spjaty vznik ascitu. Dochazi k rozvoji
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hepatalni encefalopatie. ZhorSena funkce jater s sebou pifindsi sniZzenou schopnost
odbouravat zplodiny dusiku vznikajici pfi metabolismu proteind. Tyto slouCeniny se
zatnou hromadit v téle amaji negativni dopad na CNS. Zalinaji se objevovat
problémy se spankem, zapominani a poruchy osobnosti. Mezi napadné piiznaky se fadi

I flapping tremor — zvlastni typ tresu rukou (Gerber a Schomerus, 2000).

U klinického laboratorniho vysSetfeni velmi napomaha sonografie spole¢né s jaterni
biopsii. V laboratornim vySetieni ¢asto nalézame anémii, leukopenii a trombocytopenii.
Nachézi se zvysena hladina bilirubinu v séru, hladina albuminu je naopak snizena
v disledku poruchy proteosyntézy, velmi Casta je vyssi hladina sérovych transamindz
aALP. Cennym ukazatelem je také zvySena hladina amoniaku v krvi
zpusobena blokaci premény amoniaku na mocovinu v jatrech (Ehrmann jr. etal., 2006).
V moci je vyrazné zvySen urobilinogen (Ehrmann, 2011), pii ikteru se objevuje

pfitomnost bilirubinu (Brodanova a Korda¢, 1993).

1.14. Dalsi moZnosti diagnostiky alkoholické hepatopatie

Laboratorni diagnostika abusu alkoholu je Vv soucasnosti zalozena na urceni hladiny
alkoholu a jeho metaboliti v krvi, télnich tekutinach, ve vydechovaném vzduchu. Mezi
laboratorni markery, které se pouzivaji k blizsi diagnostice abusu alkoholu, se tadi
aktivity sérovych aminotransferaz (AST i ALT), GGT, uzitecnym markérem je také
MCV. U pacienti S chronickym abusem alkoholu dochazi také ke zvyseni
imunoglobulinu A. Tento stav ve vétsing piipadi pietrvava i mésice po abstinenci (Wohl
et al., 2003).

Aminotranferazy

AST a ALT patfi mezi nejCastéji pouzivané a nejcitlivéj$i enzymy vypovidajici
o funk¢nosti jaterni buiiky. Patfi mezi testy na integritu a prostupnost membran
hepatocytu. Oba enzymy maji dulezitou roli v glukoneogenezi a tvorbé glukozy ze

substratu bez pritomnosti sacharidi (Masopust, 1998).
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Asparataminotransferdza (AST)

Nachézi se v bunkach srdecniho a kosterniho svalu, v ledvinach, pankreatu, plicich
a erytrocytech. Vyskytuje se ve dvou izoformach, jedna izoforma je pfitomna
V cytoplazmatické ¢asti bunky, druha je situovdna v mitochondriich. Cytoplazmaticka
frakce se do krve uvolnuje snadno i pfi mirném poskozeni hepatocytl, kdy dochazi
ke zvySeni permeability bunééné membrany. AST mitochondridlni pfechazi do krve
Vv moment¢ nastupu vétsiho poskozeni ¢i nekrozy jaterni buniky. Funkci enzymu je ptenos
aminoskupiny z asparatu na oxoglutarat za vzniku oxalacetatu a glutamatu (Prasa, 2012).
Biologicky polocas celkové AST je 17 hodin (Zima, 2002).

Alaninaminotransferaza (ALT)

ALT je pfitomna pfedev$im v jatrech a ledvinach, ale mize byt obsazena i v jinych
tkanich, podobné jako AST. Rozdil oproti AST je v jeho lokalizaci, nachazi se pouze
v cytoplazmé. Ukolem ALT je transport aminoskupiny z alaninu na oxoglutarat za vzniku

pyruvatu a glutamatu (Prusa, 2012). Biologicky poloc¢as ALT je 47 hodin (Zima, 2002).

Jako koenzym obou transferaz plsobi vitamin B6 pyridoxal-5'- fosfat (PDP).
V nepfitomnosti tohoto koenzymu dojde k poklesu celkové aktivity aminotransferaz.
V extraktech tkani po purifikaci a sérovych referencnich materidlech chybi PDP tuplné,
proto se béhem stanoveni katalytické koncentrace pfidava standardizované mnoZzstvi PDP
do reakéni smési (Dastych et al., 2015). Stanoveni ALT je =zalozeno na
reakci: a- alanin + 2-oxoglutarat, pti které probiha transaminace a vznikne pyruvat
a o- glutamat. Vznikajici pyruvat dale reaguje s NADH'+H" za Kkatalyzy
laktatdehydrogenazy. Pokles koncentrace NADH'+H" je sledovana kineticky pfi
340/410 nm. Rychlost poklesu absorbance je timérna katalytické koncentraci ALT ve
vzorku (SOP ULCHKB). Pii stanoveni AST probiha reakce: L — aspartat + 2- oxoglutarat,
pfi které probéhne transaminace a vznikne oxalacetat a o- glutamat. Vznikajici oxalacetat
dale reaguje s NADH'+H" za katalyzy malatdehyrogenazy. Pokles koncentrace
NADH*+H" pti 340/410 nm je sledovan kineticky a je pfimo umérny koncentraci AST
ve vzorku (SOP ULCHKB).
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Referen¢ni hodnoty
ALT: 0,1-0,78 pkat/L
AST: 0,7-0,72 pkat/L
(Prtisa 2012) :

Interpretace

ZvySeni sérové aktivity obou enzymil nastdva u jaternich chorob. Obecné plati,
ze aktivita ALT je vySsi nez AST s vyjimkou alkoholového posSkozeni jater a Reyova
syndromu. Nejvyssi hodnoty se nachazeji pifi virovych hepatitidach, toxickém
a polékovém poskozeni jater, cirkulaénim Soku. Naopak pokles hodnot enzymil miize
ukazovat na odeznéni onemocnéni, ale také masivni nekrézu. Pro chronické a akutni
hepatitidy je typické zvyseni 20- 30X, stejné tak pro toxické poskozeni. Hodnoty zvysené
méné nez 3X, nachazime u jaterni steatdzy, chronické hepatitidy, nealkoholové jaterni
steatofibrozy. U jaternich cirh6z a neoplazii dochazi k mirnému naristu sérovych hodnot

AST i ALT (Prusa, 2012).

U alkoholického poskozeni je velmi dulezity a vypovidajici de Ritistv index, tzn. pomér
AST/ALT. Pro choroby jater zptisobenych alkoholem, je specifickd hodnota poméru
vyssi nez 2. Pomér <1 je typicky pii virové hepatitidé. Pii progresi do jaterni cirhdzy

stoupaji hodnoty na >1 (Zima, 2002).

Hodnota enzymt kolisd v procentuelnim rozmezi 10-30 % v zdvislosti na cirkadianni
variaci, at’ uz jde o ¢loveéka zdravého ¢i trpicim jaternim postizenim. U velmi obéznich
jedinctd se hodnoty enzymu zvySuji az o 40% (Ehrmann jr. et al. 2006). Pfi¢inou byva ve
vétSing pripadi NASH. Dalsim faktorem, ktery miize mit vliv na zvySeni hladiny AST je
pohybova aktivita. Po velké fyzické zatézi mohou hodnoty stoupnout aZ na trojnasobek

(Dastych et al., 2015).
Gama-glutamyltransferdza (GGT)

Gama-glutamyltransferaza  se  fadi  k obstrukénim  enzymim.  Vyskytuje
se Vbunénych membranach, v proximalnich tubulech ledvin, srdci a mozku. Jeho
ukolem je pfenos gama-glutamylového zbytku z gama-glutamylovych peptidii na peptidy
jiné, nebo na AMK. GGT se nachazi také v semennych vaccich a prostaté, coz zptisobuje
zvySenou hladinu  GGT u muzid. Stejné tak mize byt GGT vyssi

u novorozenctl, nebot’ je pfitomna i v placenté. V ptipad¢ jater se GGT objevuje ve
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zluCovych cestach, hepatocytech, také ve tkanich pankreatickych vyvodi
a Vv epitelidlnich buiikach zlucovodi. Existuje vSak i v mikrozomalni izoformé¢, kterd ma

svij klinicky vyznam pfedevsim pii abusu alkoholu (Hulek et al., 2018).

Jako metoda stanoveni hladiny GGT se vyuziva nasledujici reakce: glutamyltransferaza
pritomna ve vzorku katalyzuje pienos glutamylové skupiny
ze syntetického substratu (L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid) na glycylglycin za
vzniku glutamylglycylglycinu a 5-nitro-2-aminobenzoatu. Rychlost vzniku 5-nitro-2-
aminobenzoatu je umeérna aktivité enzymu GGT ve vzorku a je méfena pii 410/478 nm

(SOP ULCHKB).

Referenéni hodnoty:
muzi: 0,14-0,84 pkat/L
zeny: 0,14-0,68 pkat/L
(Prusa, 2012).

Interpretace

Stoupajici hodnoty GGT se mohou objevovat i u spousty mimojaternich chorob, jako je
srdecni infarkt, rendlni insuficience, obstrukéni choroby dychacich cest, diabetu ¢i pfi
onemocnéni pankreatu. V pfipad¢ postizeni jater hodnota GGT koreluje s hodnotou ALP.
Hodnoty GGT pii cholestaze dosahuji v priméru dvanactinasobného zvyseni ve srovnani
svzestupem  ALP 0  trojnasobek. Pifi  onemocnéni  ZluCovych  cest
se uplatiiuje prestup GGT do cirkulace zlu¢i a hodnoty GGT dosahuji az pétindsobného
zvySeni. Diisledkem hromadéni tuku v jatrech (jaterni steat6za) se hladina GGT zvysi asi

2-3 krat (Halek et al., 2018).

Patologicky zvySené hodnoty izolované formy GGT se vyskytuji predevSim
u hepatobiliarnich onemocnéni, dale ptsobenim hepatotoxickych latek napt. léky,
chemikalie z primyslu a zemédé&lstvi, pfirodni a syntetické jedy. Stejné tak na zvySeni
GGT pisobi ptfi dlouhodobéjsim uzivani i etanol. Z tohoto diivodu se GGT pouziva jako
spolehlivy marker pro zjisténi chronického abusu alkoholu, kdy hodnoty enzymu

dosahuji az desetinasobného zvyseni (Hulek et al., 2018).
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Stiedni objem erytrocytu MCV

Stfedni objem erytrocytu vyjadiuje primér objemi v erytrocytech, které jsou hodnoceny
na piislusném typu hematologického analyzatoru. MCV je rovnéz velmi spolehlivy
ukazatel dlouhodobého abusu alkoholu (Kr¢, 2007). Ke zvySeni dochazi asi po Sesti
tydnech abusu, v piipadé abstinence dochazi k poklesu po dvou az tfech mésicich.
Zvyseni MCV se odrdzi od mnozstvi piijatého alkoholu (10 g etanolu denn¢ zpisobi
zvySeni o 1,7 fl MCV). Na zvySeném MCYV se podili také porucha metabolismu vitaminu

B 12 a kyseliny listové, uzivani antiepileptik ¢i kouteni (Wohl et al., 2003).
Etylglukuronid

K dalsimu zjisténi abusu je vhodné také vySetieni etyglukuronidu. Etylglukuronid
stanovovany ptredev§im v moci, ve vlasech a nehtech (Paul et al., 2019), je pfimym
metabolitem etanolu. Je dobfe rozpustny ve vodé a tvofen konjugaci etanolu
s aktivovanou kyselinou glukuronovou. Je povazovan za biomarker uziteény pfi
stanoveni nedavného pfijmu alkoholu v Krvi i v mo¢i. Detekce etanolu v mo¢i je mozna
n¢kolik hodin po poziti, zatimco EtG zistava v moci az 80 hodin po konzumaci alkoholu.
Jeho monitorovani se vyuziva ptedevSim pro kontrolu abstinence, spole¢né s CDT pro

diagnostiku chronického abusu alkoholu (Skopp, 2000).

1.2. Karbohydrat deficientni transferin

Karbohydrat deficientni transferin je povaZzovan za vhodny marker s vysokou specifitou
chronického abusu alkoholu. Transferin se fadi mezi nejvyznamnéjsi sérové proteiny. Své
uplatnéni ma v transportu Zeleza v plazmé. Jeho molekulova hmotnost je asi 79,6 kDa

(Cylwik et al., 2006).
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® acetylglucosamine
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@ galactose

0O sialic acid

Obrdazek 1. Schématicka struktura transferinu
(Zdroj: Cylwik, et al., 2006)
Sklada se z jednoho polypeptidového fetézce, obsahujiciho dvé vazebna mista pro Zelezo

a dva N-terminalni oligosacharidové fetézce (Cylwik et al., 2006).

Kazdy ztéchto oligosacharidovych fetézci muze obsahovat 0—4 terminalni sialové
kyseliny nesouci negativni naboj. V séru tak mohou byt pfitomny asialo — az oktasialo —
formy transferinu. V procentuelnim zastoupeni celkového transferinu prevazuje izoforma
tetrasialotransferinu s 64-80 %, formy asialo- a monosialo- jsou u zdravych jedinct
prakticky nedetekovatelné (Arndt, 2001).
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Obrazek 2: Struktura hlavnich izoforem sérového transferinu

Zdroj: (Helander et al., 2001).

Za CDT jsou povaZzovany izoformy s izoelektrickym bodem vyssi hodnoty nez 5,7. Na
izoelektricky bod (pI) ma prvofady vliv mnoZzstvi sialovych kyselin, které jsou na
molekulu transferinu navazany. K CDT pfifazujeme formy asialo- , monosialo-
a disialo-. Trisialoforma neni ke stanoveni CDT zahrnuta, nebot’ se zjistilo, ze konzumace
alkoholu neovliviiuje jeho hladiny. Vedle sializace je hodnota izoelektrick¢ého bodu
ovlivnéna také saturaci Zelezem a zménami ve struktuie proteinového fetézce, v némz

hraje roli ve vétsing piipadl genetika (Arndt, 2001).

Osoby, které piijmou 50-80 g alkoholu za den po dobu nejméné dvou tydni dochazi
k ovlivnéni syntézy N — terminalnich oligosacharidovych fetézcti a poklesu jejich
sializace. Plazmaticky polocas téchto modifikovanych molekul se tim prodluzuje az na
dva tydny. Béhem abstinence se hladiny CDT normalizuji do jednoho mésice, je tedy
mozné vyuzit CDT 1 jako marker pro kontrolu abstinence. Jako hlavni pfinos
a prednost CDT ve srovnani s ostatnimi metodami, které jsou pouzivané v rutinni klinické
laboratoii k uréeni nadmérné spotieby alkoholu, povazujeme jeho pruznost reakce na
aktualni zmény v pfijmu etanolu. Nicméné, dochdzi 1 ksituacim, kdy
se hodnoty CDT vyskytuji mimo referen¢ni meze i bez predchoziho excesivniho piti
alkoholu. Na falesné pozitivni vysledky ma vliv zdvazné onemocnéni jater (primérni
biliarni cirhoza, chronickd virova hepatitida a hepatocelularni karcinom), vrozené

poruchy glykosylace, genetické D-varianty transferinu, anémie s nedostatkem zeleza.
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Fale$n¢ negativni vysledky se nachazeji u akutnich traumat spojenych se ztratou krve

(Helander et al., 2001).

1.3. MoZnosti stanoveni CDT

Analyza CDT zaéina saturaci Fe**, kdy je cilem provést plnou saturaci viech molekul
transferinu. DalSim krokem je separace CDT izoforem, a dalSich slozek séra, pomoci
elektroforetickych a  chromatografickych metod. Za nejpfesnéjSi metodu
a zarovenn technicky velmi narofnou se povazuje izoelektrickd fokusace.
U chromatografickych metod se pouziva aniontova chromatografie nebo vysokoucinna

kapalinova chromatografie (Wohl et al., 2003).

Ke kone¢nému kroku detekce a poté kvantifikaci CDT izoforem slouzi imunologické
metody RIA. Vyjadfeni koncentrace je mozné absolutné v mg/l, ale také jako
procentuelni zastoupeni konkrétnich forem z celkového transferinu. Diagnosticka validita
CDT zminéna V jednotlivych studiich zahrnuje informace o pomérné vysoké specifité,
ato okolo 80-90 %, senzitivita v rozmezi 60 az 70 %. Nejvyssi specifitu a zaroven
senzitivitu vyjadifuje kombinace stanoveni CDT, GGT a MCV (Wohl et al., 2003).

1.4. Elektroforéza
14.1. Historie

Kratce po objevu, Ze galvanické ¢lanky slouZzi jako zdroj elektrického proudu, zacali lidé
uvazovat, co se pii prichodu elektrického proudu latkami rizného typu odehrava. Prisli
na to, Ze v piipadé roztokl a tavenin riznych latek nastava chemicka reakce na rozhrani
s materidlem, kterym je proud do roztoku latky ptivadén. Tento typ reakci byl nazvan
jako elektrolyza, kterou se zabyva védni ¢ast chemie — elektrochemie. Vedle reakci
probihajicich na elektrodach dochazi pfi prichodu proudu i k migraci nabitych ¢astic
mezi elektrodami. Jedna se napifiklad o ionty a koloidni castice. Doslo
k zjisténi, ze kazdy druh castice, ktery se pohybuje v elektrickém poli, je charakteristicky
svoji rychlosti. Této charakteristické vlastnosti se da vyuzit pro separaci a analyzu smési.
Metoda zabyvajici se timto zjisténim se dostala nazev elektroforéza (Vesterberg, 1989).
Pohyb anorganickych castic v elektrickém poli koloidniho roztoku byl popsan v roce
1892. Kratce poté se ukazalo, ze na podobném principu putuji i proteiny ve vodnych
roztocich. Roku 1937, §védsky elektrochemik Arne Tiselius, zkonstruoval zafizeni,

umoziujici dé€leni proteini krevniho séra zalozené na rozdilné rychlosti jejich pohybu
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Vv elektrickém poli. Za popis metody ,,pohyblivého rozhrani* (moving boundary), ziskal
Tiselius v roce 1948 Nobelovu cenu. Tato metoda, dnes zndma jako zonova elektroforéza,
se pii diagnostice pouziva na mnoha klinikdch ve velmi podobném uspotadani (Gas,

2001).

Vyvoj elektroforézy zalind v padesatych letech. Objevuje se popis separace
1 aminokyselin a anorganickych iontd. Pfichdzi objev dalSich elektroforetickych technik,
jako jsou izoelektricka fokusace a izotachoforéza (Vesterberg, 1989). Zminéné metody
mayji svilj zéklad na odlisSnych principech a praktické vyuziti spociva v jejich kombinaci.
Rozdilnost téchto metod je patrna i1 z prostiedni, kterd v nich historicky byla pouzita:

polymerni gel, papir a kapilara (Gas, 2001).

Zacatky elektroforézy jsou spojeny S pouzivanim papiru, pro jeho finanéni nendrocnost
a zaroven lehkou pouZitelnost bez zvlastni ptipravy. Skrobovy gel jako médium pro
elektroforézu byl pouzit Oliverem Smithiesem v roce 1955. Kohn o dva roky déle pouzil
jako nosi¢ acetat celuldzy. Polyakrylamidovy gel byl pouzit v roce 1959 Omsteinem,
Davisem, Raymondem a Weintraubem (Pazourek, 2003). Pocatkem devadesatych let
dvacatého stoleti se J.W.Jorgenson a K.D. Luckasové podatilo popsat separaci nekterych
iontli (aminokyselin, dipeptidii, aminll) pomoci zénové elektroforézy v tenké sklenéné
kapilafe o vnitinim priméru 75 um. Bylo velmi piekvapujici, jak G¢innd byla tato

separace v porovnani s roz§ifenou kapalinovou chromatografii (Pazourek, 2003).

Sviyj vyvoj v pribéhu let zaznamenaly také detekéni techniky. VétSina slozek, které
prochazeji separaci, je prostému oku neviditelna. Z tohoto diivodu byly vyvijeny
vizualizaéni a kvantifika¢ni techniky. Patfi mezi n€ napiiklad vybarvovani geld,
imunoelektroforetické metody, také dvourozmérna elektroforéza a dal§i rizné

blotting- techniky (Gas, 2001).

1.4.2. Obecny princip stanoveni

Princip elektroforézy je zaloZzen na rozdilném pohybu analyti v médiu za pulsobeni
elektrického pole. Jako médium byva nejcastéji pouzit vodny tlumivy roztok — elektrolyt.
K vytvoreni elektrického pole slouZi vkladani konstantniho stejnosmérného napéti mezi
dv¢ elektrody, kde dochazi k vyméné elektricky nabitych castic. Typ elektrody lze urcit
podle elektrochemického déje, ktery na ni probiha. V piipadé, Ze na elektrodé probiha

redukce, mluvime o katod¢. Pokud na elektrodé¢ probihéd oxidacni déj, jedna se o anodu.
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V pribéhu  déleni  ¢astic  putuji  kladn€  nabité  kationty  smérem
ke katodé a zaporné nabité anionty K anodé. Pohyb jednotlivych ¢astic je podminén
vlastnostmi pufru, intenzitou elektrického proudu, tvarem a velikosti ¢astic, velikosti
naboje a také stupném disociace. Elektroforetické metody Ize vyuzit na déleni
nizkomolekularnich latek, ale i na d€leni latek vysokomolekularnich (Pavlikova et al.,

2007).

Elektroforeticka pohyblivost vyjadiuje pohyb iontl v elektrickém poli, ktery je ovlivnén
elektrostatickym ptitahovanim elektrického néboje k elektrodé, s opaénym nabojem. Jaka
bude pohyblivost iontu, zavisi pfedev§im na jeho velikosti, naboji a také na viskozité
prostredi.  lonty o rizné  velikosti  polomérdi s riznym  nabojem
se v elektrickém poli pohybuji za konstantni rychlosti pfimo umérné intenzité

elektrického pole a velikosti naboje iontu (Kasicka, 1997).

Vztah pro vyjadieni rychlosti pohybu iontt: (http://fzp.ujep.cz/ktv/uc_texty/inan/)

v=uE = ,uUI—
V uvedeném vztahu v vyjadiuje rychlost pohybu iontl, i je elektroforeticka pohyblivost,

E vyjadiuje intenzitu elektrického pole, U je napéti a | je vzdalenost mezi elektrodami.

1.4.3. Prostiedi pro elektroforézu

o Elektroforéza na papiie

Pro prvni elektroforetické separaci byl pouZivan papir napustény elektrolytem, nebot’ byl
levny. Vyhodou vyuziti tohoto typu separace bylo, Ze papir obvykle nenese zadny naboj,
v tom piipad¢ nemlzZe interagovat s analytem. Vzorek byva nanaSen piimo na plochu
papiru. Papir poloZeny na chladici desce ma konce ponofeny do elektrolyti, ve kterych
jsou pfitomny konce elektrod. Pro sledovani migrace vzorku se zaroven pouZzivaji
ionizovana barviva a standardy. Protoze papir vykazuje vétsi elektricky odpor nez gely,
musi byt aplikovano vyssi napéti. Omezeni papirove elektroforézy je dano pory papiru
(velikost a  kvalita), nebot nedochazi k piimé kontrole uzivatelem

a technika tak ztraci na citlivosti a reprodukovatelnosti (Pazourek, 2003).
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e Elektroforéza v gelu

Dtivodem, pro¢ byl zaveden gel jako separacni prostedi, byla moznost naruseni separace
¢1 rozmyti zony analytu, zapficinéné pohybem kapaliny v disledku tepla uvolinovaného
pruchodem elektrického proudu. Mezi pouzivané gely patii agar6za nebo polyakrylamid

(Klouda, 2003).

Gely z agardzy jsou pouzivany u analyz, kdy je zapotiebi gel s vétsimi pory. Uplatituji se
predevsim pi1 separaci velkych makromolekul. Agar se ziska izolaci
z Cervené moiskeé fasy, je slozen z agar6zy a agaropektinu. Z ditvodu absence elektrického
nabiti agardzy, je vhodné jeji vyuziti jako elektroforetické matrice. Agar6zové roztoky
byvaji zfedéné, jeji struktura ji umoznuje piijeti velkého mnozstvi vody (Westermeier,

2016).

Elektroforéza v polyakrylamidu se vyuzivd pro separaci pievazné vétSiny proteind
a menSich oligonukleotidll. Struktura polyakrylamidovych gell je tvofena z monomert
akrylamidu, které jsou zesitovany do dlouhych fetézct pomoci kovaletni vazby, které se
ucastni tzv.crosslinker N,N* - methylenbisakrylamid. Timto zptisobem vznika ¢iry gel

s nizkou elektroosmézou (Klouda, 2003).
e Elektroforéza v kapilate

Nosic¢em tohoto typu elektroforézy je kapilara naplnéna zakladnim elektrolytem nebo
gelem vedoucim elektricky proud. Konce kapilary jsou ponofeny do nadob, ve kterych je
ptitomen elektrolyt (Klouda, 2003).Vnitini primér kfemenné kapilary obvykle nebyva
vétsi nez 100 pm a délka se pohybuje v rozsahu 30-80 cm (Kasicka, 1997).

14.4. Déleni elektroforetickych metod

S UspéSnosti pii separaci latek 1ze pocitat v piipadé dostatecné odliSnosti separovanych
latek v elektroforetické pohyblivosti. Snaha v UspéSnost efektivni separace vedla k
vytvofeni technik a jejich riznych modifikaci. V obecném principu Ize elektroforetické
metody rozdélit do zékladnich tfech skupin. Do prvni skupiny patii volna elektroforéza
(elektroforéza s pohyblivym rozhranim). Metody V této skupiné pti déleni nevyuZzivaji
zadné nosice, fadime sem volnou gelovou elektroforézu (fGE) spolecné s volnou
kapilarni elektroforézou (fCE). Skupinu druhou tvoii zonova elektroforéza (elektroforéza

na nosicich). Tyto metody pii svém dé€leni vyuzivaji elektroforetické nosice, napft.
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agarovy, agardézovy C¢i polyakrylamidovy gel. Ve tfeti skupin€é se vyskytuji metody
rovnovazné elektroforézy, tedy metody: izoelektricka fokusace a izotachoforéza (Kas et

al., 2005).

14.4.1. Volna elektroforéza

Ve ,,volné* technice je elektroforéza provadéna ve vodnych roztocich elektrolytu, ve
kterém c¢astice putuji k elektrodé s opac¢nou polaritou. Rychlost pohybu castic je pfimo
umérna velikosti jejich naboje. Vzajemné oddélovani a rychlost migrace zavisi také na
pouzitém gradientu napéti. I pies jednoduchost metody je velmi nevyhodné jeji pouziti,
nebot’ dojde ke snadnému poruseni konvencnich proudii v kapalin€ zpiisobenych vlivem

tepla, které vznika prichodem elektrické¢ho proudu (Pazourek, 2003).

1.4.4.2. Zonovd elektroforéza

Zonova elektroforéza je nejjednodussi elektromigraéni technikou, ktera je
v klinickych laboratofich vyuzivana k analyze sérovych proteinti. Jako nosi¢ u tohoto
typu elektroforézy byva pouzivan agarézovy gel. Délka separace se pohybuje
v pomérn¢ kratkém casovém rozpéti, okolo 30 minut. Pribéh separace se odviji od

aplikace vzorku do startovni zony (Westermeier, 2016).
e SDS elektroforéza

SDS elektroforéza probihd v polyakrylovém gelu s dodecylsulfaitem sodnym (SDS).
Pribéh separace je charakteristicky vyhradné délenim na zakladé molekularni hmotnosti
separovanych latek. SDS pfedstavuje zaporn¢ nabity detergent a po vazbé
s bilkovinou dochazi ke vzniku komplexi SDS-bilkovina nesouci konstantni naboj na
jednotku hmoty. Pomér latek pro vznik komplexu 1,4 g SDS na 1 g proteinu. Z diivodu
negativniho ndboje SDS, kterym pfispiva k piekryti naboje proteinu, je moZzna separace
pouze podle molekulové velikosti, ne podle naboje. Konecny naboj je vzdy negativni

a pfimo umérny velikosti proteinu (Pazourek, 2003).
e Kapilarni zénova elektroforéza

U této metody dochéazi k déleni slozek v zavislosti na pH elektrolytu. Prace probiha

s volnymi roztoky a analyza trva pomérné kratkou dobu.
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e Afinitni elektroforéza

V tomto piipadé se jedna o typ elektroforézy na nosiCich. Separované latky
se pohybuji v gelu, ve kterém je piitomny imobilizovany ligand. Tento ligand je
specificky alespoi pro jednu slozku analyzované smési — dochézi ke tvorb¢ specifického
komplexu. Ta slozka s afinitou k ligandu se pii prichodu gelem zpomaluje. Neaktivni

latky prochazi gelem za normalni rychlosti (Pazourek, 2003).

14.4.3. Dvourozmérna elektroforéza

Tento typ elektroforetické techniky je zalozen na kombinaci dvou metod. Prvni pouzita
metoda je izoelektricka fokusace (IEF), kdy se rozd¢li proteiny dle svého naboje. Druhou
pouzitou metodu je polyakrylamidova elektroforéza za pritomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE). Zde probiha dalsi dé€leni jiz rozd€lenych proteint podle jejich
molekulové hmotnosti. Takto separované bilkoviny jsou fixovany v gelu
a nasledn¢ podrobeny vizualizaci a analyze. K vizualizaci vzorku se pouziva stiibrné
nebo modré barvy Coomassie. Po barveni se gely skenuji a vystavuji analyze hmotnostni

spektrofotometrii (Rees-Unwin et al., 2004).

1.4.4.4. Izoelektricka fokusace

Izoelektricka fokusace umoziuje déleni latek amfoterniho charakteru na zdkladég jejich
izoelektrickych bodt (pl), tzn. dle rozlozeni kladnych a zapornych naboju jejich molekul.
Separace  Castic  probiha v gradientu pH. Nejniz§i pH je u anody
a postupné roste smérem ke katod¢. Gradient je vytvoren plisobenim elektrického pole
Vv elektrolytu (amfolytu). Vlivem napéti pak délené latky migruji v tomto prostiedi az
do mista separace, jehoZz hodnota pH je rovna izoelektrickému bodu. Tim dojde
k rozdé€leni vzorku na zony vykazujici stejnou hodnotu pH. Aby mohla byt provedena
detekce UV detektorem po dosazeni ustaleného stavu, musi byt provedena mobilizace
hydrodynamického toku, ktery je vyvolan ptetlakem anebo podtlakem u konct kapilar
(Kasicka, 1997).

1.445. Izotachoforéza

Princip spociva v aplikaci vzorku mezi vedouci a koncovy elektrolyt. Vedouci elektrolyt
obsahuje vedouci aniont. Pohyblivost tohoto aniontu je vyssi nez pohyblivost jakékoli
slozky vzorku. V koncovém elektrolytu je obsazen koncovy aniont s pohyblivosti

pomalejsi, nez je pohyblivost kterékoli slozky vzorku. Pti prichodu elektrického proudu
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migruje vzorek riznou rychlosti. Nasledné dojde k uspotadani slozek analyzovaného
vzorku na zdklad¢ jejich mobilit. V dobé ustanoveni rovnovéhy se jednotlivé slozky
vzorku postupné sefadi do oddélenych z6n podle klesajici pohyblivosti, od nejrychlejsi

po nejpomalejsi slozku (Everaerts et al., 1976).

14.5. Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zdénova elektroforéza (CZE) patii mezi nejpouzivangj$i typ kapilarni
elektroforézy (CE). Separacni mechanismus je zalozen na rozdilné pohyblivosti
iontl Vv elektrickém poli. Vyuziva se predevSim pro separaci téch iontd, které se lisi
nabojem, tvarem a molekulovou hmotnosti. Tento typ elektroforézy umoziuje separaci
pouze nabitych ¢éstic. Molekuly s mensi velikosti, ale vétSim nabojem, se pohybuji
rychleji nez molekuly vétsi s nabojem mensim. Molekuly neutralni jsou uvedeny do
pohybu v duasledku plsobeni elektroosmotického toku. Elektrolyt vedouci elektricky
proud tvofi vypli kapilary (Klouda, 2003).

Pribéh CZE se tadi mezi volny typ elektroforézy bez nosice v tenké kapiléte, ktera je
naplnéna zdkladnim elektrolytem. Tento elektrolyt pfedstavuje vhodné zvoleny pufr,
slozeny z roztoku kyselin nebo zasad a jejich soli. Hlavni ulohou téchto pufrii je udrzet
ptiznivé pH pro probihajici separaci a zaroven dat moznost priichodu elektrického
proudu. Ochranny obal kifemennych kapilar vytvaii polyimidovy povlak z divodu
ktehkosti kapilary. Na misté, kde dochdzi k detekci, maly kousek povlaku chybi. Délka
kapilary se pohybuje v rozmezi mezi 25-100 cm s primérem 50—-75pum. Aplikace vzorku
probihd do konce kapilary vzdéalenéjsSiho od detektoru. Nejbéznéjsi je vysokotlaké
davkovani, kdy je konec kapilary ponoten do nddoby obsahujici roztok vzorku. Princip
nejvice pouZzivanych detektorli je zaloZen na sledovani absorpce UV zafeni za vyuZiti
diodového pole, mozné je i vyuziti fluorescenénich detektorti. Z diivodu pomérné malého
praméru kapilary, je kladen velky diiraz na vysokou citlivost detektori. V moment¢, kdy
kapilara projde detektorem, pfichdzi na fadu pocitacové vyhodnoceni pikli v podobé

elektroforeogramu — vysledného zaznamu (Klouda, 2003).
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Elektroosmoticky tok

Kapilary z kiemenného materialu na svém povrchu obsahuji skupiny: -SiOH (silanolové),
u kterych je v roztoku mozna disociace na — SiO". Tato disociace je zavisla na prostiedi
pH. Na rozhrani stény kapilary a roztoku dojde ke vzniku elektrické dvojvrstvy tzv.
Sternova vrsta (Dutta a Beskok, 2001). Dojde ke kompenzaci nepohyblivého povrchu
kapilary nesouci negativni naboj s kationty, které se volné pohybuji v roztoku. Roztok je
tedy prevazné tvoren kladn€ nabitymi ionty a jako celek je tedy v pritomnosti elektrického
pole unasen smérem ke katod¢. Jakou rychlost bude mit elektroosmoticky tok je urceno
pomoci pH a iontové sily roztoku. Cim vy$§i pH a niZ8i iontova sila, tim je rychlost

elektroosmotického toku vyssi (Kasicka, 1997).

30



2. Cile prace a hypotézy
C1: Zavedeni metody stanoveni CDT na pristroji MiniCap

HI: Predpokladame, zavedeni presné, rychlé a spolehlivé analytické metody na vysetreni

CDT v séru pacientii k diagnostice chronického abusu alkoholu
C2: Ovéreni valida¢nich parametri

H2: Na zaklade vypocitanych validacnich parametri metody, miuzeme posoudit
analytické vlastnosti metody a rozhodnout, zdali je vhodna k rutinnimu pouZiti v klinicke

laboratori

C3: Diagnostika chronického abusu alkoholu v souboru 30 pacienti obou pohlavi a

vyhodnoceni naméienych vysledkii

H3: Predpokladame, ze stanovené hodnoty CDT v souboru pacientii mohou zvysit
diagnostickou vytéznost ostatnich markerii a spolehlivéji verifikovat jedince s chronickym

abusem alkoholu
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3. Metodika

3.1. Charakteristika pacientit a vzorkit pouZitych v praci

K analyze CDT na systému MINICAP FLEX-PIERCING bylo pouzito 60 pacientskych
vzorkd (prumérny vék 57,5 let, vékové rozmezi od 25 do 74 let), z toho 40 muzi
(prumérny veék 59 let, vékové rozmezi 31 az 77 let) a 20 zen (primérny vék 54,5 let,
veékové rozmezi od 24 az 76 let). Ovéefeni opakovatelnosti bylo provedeno ze dvou
smésnych sér. Prvni smésné sérum bylo pfipraveno z péti pacientskych vzorki, stejné tak
1 druhé smésné sérum. Potfebny minimdlni objem k analyze jednoho vzorku byl 200 pl
séra. Kazdy vysetfovany pacient podstoupil informovany souhlas smérnice GDPR ve FN

Motol.

3.2. Princip pitistroje MINICAP FLEX-PIERCING

MINICAP CDT je urCen k déleni isoforem transferinu lidského séra v piitomnosti
alkalického pufru s pH = 8,8. Isoformy transferinu normélniho séra se na tomto pfistroji
rozdeluji na zakladnich 5 frakei. Tyto frakce jsou rozdéleny podle miry jejich sializace:
asialotransferin (nesializovany), disialotransferin, trisialotranferin, tetrasialotransferin a
pentasialotransferin. Ty formy, které¢ jsou malo sializované (tedy asialo-, mono-, disialo-),
vytvaii CDT. Systém MINICAP je zalozen na principu kapilarni elektroforézy ve volném
roztoku. Molekuly s elektrickym nabojem jsou dé¢leny podle elektroforetické

pohyblivosti v alkalickém tlumivém roztoku.

MINICAP ma dvé kapilary, které jsou v paralelnim zapojeni. Toto zapojeni umoziiuje 2
paralelni analyzy pro kvantifikaci CDT. Vzorek je fedén specificky fedicim roztokem,
ktery je nastfiknut aspiraci na anodovém konci kapilary. Dal§im krokem je déleni
bilkovin pod vysokym napétim 200nm a jejich detekce na katodovém konci kapilary.
Ihned po dokonceni jsou kapilary promyvany promyvacim roztokem a pfipraveny k dalsi

analyze.

32



Obrazek 3: Pristrojf MINICAP FLEX-PIERCING

Zdroj: (https://www.sebia.com/en-EN/produits/minicap-flex-piercing)

3.3.

Popis p#istroje MINICAP-FLEX-PIERCING

MINICAP FLEX-PIERCING je automatizovany, pocitacem fizeny pfistroj. Sklada se

Z nasledujicich casti:

oto¢ny autosampler
analyzacni jednotka
zasobnik reagentt
fidici jednotka

softwar na zpracovani dat ,,PHORESIS*

oto¢ny autosampler: Jeho dostupnost je mozna ihned po otevieni dvifek na predni
stran¢ analyzatoru. Obsahuje 28 moznych pozic k analyze. Vkladani do
autosampleru musi vzdy zacinat od pozice €. 1. Na pozici €. 27 musi byt pfitomen
fedici roztok vzorku. Po uzavieni dvifek jsou vzorky naéteny pomoci c¢arového

kédu.
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Obrazek 4: Otocny autosampler

Zdroj: vlastni zpracovani

b)

analyzacni jednotka: sklad4 se ze 2 samostatné tepelné vodivych kazet. Kazda
z nich obsahuje trubic¢ku z kiemicitého skla. Teplota kazet pro udrzeni kapilar ve
stabilni teploté je regulovana jednotkou fizeni teploty na zaklad¢ Peltierova jevu
— ventilator odvadi teplo pry¢. Senzorovy systém obsahuje deuteriovou lampu a
LED, motorizované filtry, sadu vstupnich a vystupnich 2 optickych vliken
pfitomnych na detekénim okénku kazdé kazety a zachycovac. Detekce proteinii
probihd pfimo a soucasné na kazdé kapilafe pomoci absorpcni fotometrie. Pro
zajisténi cirkulace reagentd je uvniti kapilar hydraulicky systém, tvofeny dvéma
nadrzkama (anodicka a katodickd). Anodicka je v reagencni nadobce — 1 Cerpadlo,
1 vicecestny ventil a 1 elektromagneticky ventil slouZici k promyvani kapilar a ke

vstfikovani vzorka.

Zasobnik pro reagencie: V tomto zasobniku jsou obsazeny 2 lahvicky tlumivého
roztoku, 1 zasobnik na promyvaci roztok, 1 zasobnik na destilovanou vodu, 1
odpadni kontejner na shromazd’ovani pouzitych reagenti, 1 kontenjer na pouzité

nadobky. Pienos a sbér reagentli je umoznén pomoci Cerpadla a stiikacky.
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Obrazek 5: Pritomné reagencie v souprave MINICAP
Zdroj: vlastni zpracovani
d) Ridici jednotka: Automatizovany pfistroj MINICAP FLEX-PIERCING je
ovladan pomoci softwaru ,,PHORESIS*. Kazda analyza ma jiz pfedprogramované
nastaveni. Pribéh analyzy se zobrazuje na obrazovce. Zde uzivatel mize spustit

jednotlivé automatizované cykly, jako je napiiklad vypnuti systému, aktivace

kapilar aj.

Obrazek 6: Zobrazeni pritbéhu analyzy

Zdroj: viastni zpracovani
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3.4. PouZité reagencie

Reagencie dodavané v diagnostické soupravé MINICAP CDT, REF 2208, firma Sebia:

- Tlumivy roztok o pHS8,8 — pufr kanalyze isoforem transferinu v systému
MINICAP

- Redici roztok vzorku — automatické fedéni vzorki séra

- Promyvaci roztok — K promyvani kapilar po elektroforetické separaci

- Promyvaci roztok MINICAP CDT - kazdodenni ¢iSténi vzorkovaci sondy po
ukonceni analyzy

- Destilovana voda — vyplachovani kapilar
Kontrolni materiél byl pouzit ve dvou hladinach:

1) Normal CDT control
2) High CDT control

Spotiebni material

- Reagenc¢ni nadobky

- Kontejnery na pouzité nadobky
- Filtry

- Spicky k automatickym pipetam
- Zkumavky Eppendorf

3.5. Pracovni postup

Pro analyzu byly pouzity vzorky se sérem pacienti. Odbér vzorku probihal v souladu
s pozadavky pro testovani klinickych laboratofi. Odebrany vzorek byl po pfijeti stocen
v centrifuze po dobu 10 minut (3000 ot./ min). Poté bylo pfevedeno 200 pum séra do
mikrozkumavky a pfipraveno k analyze. Pied zapnutim pfistroje MINICAP CDT byla
doplnéna destilovana voda a promyvaci roztok. Promyvaci roztok byl pfipraven ze
zasobni lahvicky dodavané v sadé MINICAP a zfedén destilovanou vodou v poméru
1:10. Dale byly vlozeny 2 lahvicky tlumivého roztoku do zésobniku reagenti jiz dodané
v sadé¢ MINICAP. Po zapnuti pfistroje byl na pocitaci spustén program Phoresis a
provedena kontrola hladin reagencii. Poté bylo spusténo promyti pfistroje. Po dokonceni
promyti byl spustén cyklus aktivace kapildr. Po dokonceni cyklu je pfistroj ve stavu

ready. Na pozici 27 v oto¢ném autosampleru byla vlozena zkumavka opatfena ¢arovym
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barkodem SAMPLE DILUENT s obsahem dilu¢niho ¢inidla. Pocatek analyzy probihal
Vv kontrolnim materialu, a to ve dvou hladinach: normal a high. Kontroly jsou dodavany
v lyofilizovaném stavu, proto je potiebna jejich piiprava. Ke kontrolam bylo pfidano 1 ml
dilu¢niho roztoku, ktery je dodavan spolecné s kontrolami. Kontroly byly ponechany po
dobu 30 min, aby se rozpustily. Takto pfipravené kontroly byly dobie promichiny a
mnozstvi 200 um bylo pfevedeno do zkumavek typu eppendorf. Tyto eppendortky byly
vloZeny do zkumavek a poté vlozeny do otocného autosampleru. Po zméteni kontrol bylo
provedeno meéteni pacientskych smésnych vzorki. Po skonceni prace byl spustén cyklus

na promyvani.

3.6. Verifikace metody

Verifikace (ovéteni) poskytuje objektivni ditkaz, ze data o analytickych znacich, ktera
jsou poskytnutd vyrobcem, jinou laboratofi nebo referencni instituci jsou v dané

laboratofi pti pouziti konkrétniho méficiho systému dosazena (Friedecky et al., 2011).

Dutvodem provedeni verifikace zavadéné metody v klinické laboratofi, je mimofadné
silny dopad vysledkii analytickych méteni v praxi. Tyto vysledky vydané laboratofi
mohou mnohdy fatdlnim zpisobem ovlivnit zdravi, kvalitu a nékdy i samotny zivot
pacienta. Provadéni méfeni, které je podlozené dostatecnou kvalitou, patii mezi povinnost
kazdého analytika. Verifikaci si laboratot zajist'uje kvalitu dat, které pfi rutinnim provozu
vydava. Poskytuje data potiebnd pro odhad nejistot méfeni, tedy interval spolehlivosti

méfenych vysledkt (Friedecky et al., 2011).
Kdy se provadi verifikace:
e Pied zavedenim nové metody
e Pied aplikaci nového analytického méticiho systému do laboratoie
e Pted zavedenim jiného diagnostického kitu
e Pokud rozsitime pouziti sou¢asné metody o dalsi tcel
e Ukazuje-li kontrola kvality pretrvavajici problém

e Pii prevzeti metody z jiné laboratofe nebo z publikace
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Hloubka a rozsah verifikace musi byt vzdy odpovidajici potiebé ziskani dostatku dajd,
aby mohlo byt rozhodnuto, zda je metoda opravdu vhodné zvolena pro zamysleny ucel.
Metody, které jsou vylisované vyrobcem — vyrobky IVD MD jsou oznaceny jako CE
(Evropské unie). Postupy, které jsou provérené mezilaboratorni valida¢ni studii, vyzaduji
niz8i rozsah validace nez metody, které si laboratof vyvine sama (tzv. typ in house)

(Friedecky et al., 2011).

3.6.1. Postup

Kalibracni roztoky CDT MINICAP se pouzivaji ve 2 hladinach. Tyto roztoky 1 a 2 jsou
ziskavany ze zasobnich roztokt lidského séra, jsou ve stabilizované lyofilizované formé.

Kalibra¢ni materidly se v ramci uzavieného systému Sebia do laboratofe nedodavaji.
Interference

Vizualni inspekce zdznamu je nutna pro vylouceni interferenci, které mohou rusit a branit

kvantifikaci CDT. Faktory, které mohou analyzu narusit, jsou nasledujici:
- CDG syndrom — dédi¢na porucha glykosylace

- genetické varianty transferinu

- nékteré monoklondlni slozky nebo vysoké polyklonalni pozadi

- fibrinogen a hemolyzované vzorky

- antikoagulanty — citrat a EDTA

- poskozeni jater — kone¢né stadium nemoci

Ptitomnost variantni frakce CDT pfti hodnoceni analyzy zabrani kvantifikaci disialo —
formy. Na zaznamu se objevuje zvySena koncentrace trisialotransferinu, ktery mize
dosahnout optické hustoty podobné tetrasialotransferinové frakci. K degradaci dochazi
napi. skladovanim vzorku séra pii pokojové teploté. U vybranych jaternich chorob se
koncentrace transferinu nachdzi v nizké koncentraci. Pik tetrasialotranferinu je tedy

vyznamné sniZen.
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Obrazek T: Zobrazeni variantniho transferinu pri zvysené frakce trisialotransferinu

Zdroj: vlastni zpracovani
3.6.2. Obecné vypocty

Ke zpracovani dat, které¢ byly naméfeny na systému MINICAP byly pouzity nasledujici

statistické charakteristiky:
e Aritmeticky pramér

Definice aritmetického priméru je dana jako soucet vSech hodnot Xi, ktery je vydéleny

jejich poctem n.

AMEin

n

e Smérodatnd odchylka

Smeérodatna odchylka je veliCina, ktera vyjadifuje miru piesnosti a rozptylenost dat kolem
aritmetického priméru. Oznacuje se jako SD. Cim je vybérova smérodatna odchylka

mensi, tim je pfesnost vétsi. Vzorec pro vypocet SD je nasledujici:

SDE\/ZlXilﬂﬂi

n-1
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e Varia¢ni koeficient

Variani koeficient se pouzivd k posouzeni relativni velikosti rozptylenosti dat
vztazenych k priméru. Vyjadiuje tedy podil smérodatné odchylky a aritmetického

pruméru, je znacen jako CV a vyjadien v procentech. VVzorec pro vypocet CV:

CV =100* sSb
AM
3.7. Statistické vyhodnoceni

Statisticka analyza dat byla provedena pomoci programu Excel. Pii posouzeni verifikace

byl pouzit F test pro hladinu vyznamnosti p=0,05 (Giorgia et al., 2017).
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4. Vysledky

4.1. Opakovatelnost méieni

Ke stanoveni opakovatelnosti byly pouzity 4 vzorky, vzorek A byl rozpipetovan z nizké
kontroly, vzorek B z vysoké kontroly. Vzorky C a D byly pfipraveny jako dvé smésna
séra. Kazdy vzorek byl méien v 10 replikacich v ramci jedné série, v jeden den a jednim
operatorem. Pramérna hodnota CDT u vzorku A byla 0,8 %, tedy pod dolni hodnotou
referen¢niho intervalu. U vzorku B a D byla zvolena hodnota CDT 4,7 % a 2,0 %, tedy
nad horni hodnotou referen¢niho intervalu. U vzorku C byla namétena primérna hodnota
CDT 1,3 %, tzv. Seda zoéna. VSechny vysledky byly zaznamenéany do tabulky a nésledné

porovnany s hodnotami dodavanymi vyrobcem.

Tabulka 1: Stanoveni opakovatelnosti vzorek A

CDT %

0,7
0,8
0,7
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,7
10 0,7
pramér 08
SD 0,05
CV % 6,45
Zdroj: vlastni zpracovani

© (0N o (0|~ (W (N |-
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Tabulka 2: Stanoveni opakovatelnosti vzorek B

O-sialo |2:sialo | o'

1 0,5 4,2 4,7

2 0,4 41 45

3 0,5 42 47

4 0,4 41 45

5 0,4 43 47

6 0,5 4 4,5

7 0,5 4,2 4,7

8 0,5 4,1 4,6

9 0,5 4,2 4,7
10 0,5 41 4,6
primér 0,47 4,15 4,7
SD 0,09
CV % 1,99

Zdroj: vlastni zpracovani

Tabulka 3: Stanoveni opakovatelnosti vzorek D

(RS cor

1,2
1,3
13
13
1,3
1,2
12
13
1,3
14
primér 1,3
SD 0,06
CV % 4,9
Zdroj: vlastni zpracovani

© |0 (N o (0|~ W (N |

[y
o
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Tabulka 4: Stanoveni opakovatelnosti vzorek C

CDT %

2

19

19

2,1

2,1

19

19

1.8

19

'Scoooxlowm.boowl—\l

2

primér

2,0

SD

0,10

CV%

4,98

Zdroj: vlastni zpracovani

Tabulka 5: Porovnani hodnot opakovatelnosti laboratore s vyrobcem

% CDT
vyrobce laboratof

Vzorek A

Pramér (%) 0,7 0,8
SD 0,03 0,05
cv % a3 [
Vzorek B

Pramér (%) 5,2 4,6
SD 0,09 0,09
cv % 1.8 |G
Vzorek C

Pramér (%) 1,7 1,3
SD 0,05 0,06
cv % 31 [
Vzorek D

Pramér (%) 1,9 2
SD 0,05 0,10
cV % 2.5 |

Zdroj: viastni zpracovani

Z tabulky vyplyva, ze primérné hodnoty CDT% u vzorkti naméfenych laboratofi, se
mirn¢ 1i§i od prumémych hodnot CDT% vyrobce. Pti vybéru hladin CDT pro
vyhodnoceni a porovnani CV%, byly zvoleny ty hodnoty vyrobce, které se svym

primérem nejvice bliZily ziskanym hodnotam laboratofe. Celkova povolena chyba pfi



stanoveni CDT je 15,7 % (J. W. Founder, 2014). Mizeme tedy Fict, Ze variacni koeficient
ziskany z naméfenych hodnot je vyhovujici pro vSechny analyzované vzorky. Nicméné
je ziejmé, ze CV%ian > CV%ret. K testovani vyznamnosti rozdilu mezi CV%iap > CV%ret,
byl zvolen postup dle publikace viz statisticka analyza. Zvolili jsme testovaci kritérium
R:

R CV%
CV % es
Hodnota R Dbyla poté porovnana shodnotou ziskanou z distribuce F, pro hladinu

vyznamnosti p=0,05 a odpovidajicim stupiitm volnosti.

Vyhodnoceni probihalo dle nasledujiciho algoritmu:

1QC not avaliable or
n<20

Intra-assay imprecision
‘—)- evaluation:

CV%, 55 Calculation

v
YES Was Intra-assay NO
CV%, s Claimed?
¥
. !
ii ion: |FAILED
[‘ﬁ‘memhl'i'ttigfamam"‘ M CV%,,, identification
o
J oK : 4 )
SATISFACTORY .
< CV%, .. > CV
VERIFICATION NG| T PuaeT M e

JYES
[ VERIFICATION FAILED

Obrazek 8: Operativni schéma pro znazornéni presnejsi verifikace

Zdroj: (Giorgia et al., 2017)
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IQC not avaliable or
n<20

Intra-assay imprecision
I—)- evaluation:
CV%, 4 calculation

v

YES Was Intra-assay
CV/%;a Claimed?

Y

#

Acceptability evaluation:
F test

J ok
SATISFACTORY
VERIFICATION

Obrazek 9: Znazornéni vypoctu, ktery byl v tomto pripadé vyuZzit.
Zdroj: (Giorgia et al., 2017).

Tabulka 6: Tabulka vypoctenych testovacich hodnot pro R a F

Priimér CV % 4,3 6,45|R F
CV%? 18,49 41,6 2,25 3,18 | R<F
Priimér CV % 1,8 1,99 (R F
CV%?2 3,24 4,0 1,22 3,18 |R<F
Prdmér CV % 3,1 49|R F
CV%? 9,61 24,0 2,50 3,18 | R<F
Priimér CV % 2,8 498|R F
CV%? 7,84 24,8 3,16 3,18 | R<F

Zdroj: vlastni zpracovani

Po vypoctu testovaciho kritéria R a jeho porovnani s F testem lze potvrdit splnéni

verifikace.

4.2. Reprodukovatelnost méieni

Reprodukovatelnost byla provedena v kontrolnich materialech v obou hladinach, tedy ve

vysoké a nizké. Hodnoty byly ziskany z 10 vzorkd obou hladin, které byly méfeny
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v deseti po sob¢ jdoucich dnech. Jednotlivé vysledky byly zaznamenany do tabulek a
porovnany s hodnotami, které jsou poskytnuté vyrobcem. Primérnd hodnota CDT nizké
kontroly byla 0,8 % a u vysoké byl vypocitan primér 4,9 %. Rozmezi kontrol udavany
vyrobcem se pohybuje v rozsahu 0,9+ 0,3 u nizké kontroly a 5,2 + 0,7 u kontroly vysoké.
Tyto hodnoty byly poté porovnany s rozsahy hodnot vyrobce.

Tabulka 7. Stanoveni reprodukovatelnosti nizka kontrola

CDT%
0,8
0,7
0,7
0,7
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
10 0,7
Pramér 0,8
SD 0,05
CV % 6,79
Zdroj: vlastni zpracovani

OO N[OOI W|N|F

Tabulka 8: Stanoveni reprodukovatelnosti vysokd kontrola

CDT %

49
4,7
49
51
51
51
4,8
4,6
4,5

10 49
Prameér 4,9

SD 0,21

CV 4,36

OO |IN|O(N[R|W|IN|F

Zdroj: viastni zpracovani
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Tabulka 9: Porovnani prumérnych hodnot uvadeénych vyrobcem (n=15) a laboratori
(n=20)

Laborator

0,8-4,9 0,05-0,21 | 4,36-6,79 5,6

Vyrobce

0,5-7,7 0,00-0,28 | 0,0-10,1 4
Zdroj: vlastni zpracovani

Porovnani hodnot vyrobce a laboratoie bylo provedeno stejnym zplisobem jako v ptipadé

opakovatelnosti.

Tabulka 10: Vypoctené testovaci hodnoty proR a F

Prdmér CV % 4 56|R F

CV%’ 16 314 1,96 2,4 | R<F
Zdroj: vlastni zpracovani

Po vypoéitani testovaciho kritéria R a jeho porovnani s F testem lze verifikaci opét

povazovat za uspeSnou.

4.3. Porovnani jednotlivych markerit u vybranych pacientii

Dalsi krok ptedstavoval méfeni CDT% u 60 pacientskych vzorkl. U alkoholik plati, Ze
hodnota CDT neni v Korelaci s aktivitou GGT vzhledem k odlisnym mechanismtim jejich
indukce pii ptijmu alkoholu. Proto se v diagnostice vyuziva nasledujiciho jevu: CDT
vypovida o frekvenci a kvantité poZivaného alkoholu a GGT vypovidé o jaterni indukci
vyvolané intenzivnim poZivanim alkoholu. Tato vzajemnd kombinace je vyjadiena
vztahem y-%CDT = 0,8*In(GGT) + 1.3*In(CDT) (Anttila et al., 2003). Ze souboru
naméfenych dat byly vytvofeny tfi skupiny pacientl, které byly rozdéleny na zakladé
hodnot CDT a GGT. Ke zji§téni hodnot GGT bylo vyuzito systému LIS v ULCHKB FN
Motol a nasledn€ dosazeno do uvedeného vztahu poskytujici lepsi diagnostickou piesnost
pro detekci nadmérného pozivani alkoholu. Hodnoty byly zaznamenany do tabulky a do
grafu vyneseny pruméry jednotlivych skupin. Z vypoctenych hodnot Ize usoudit, Ze se
zvySujicim se mnozstvim pozitého alkoholu také roste riziko poskozeni jater a hodnota
vypoctenych pfirozenych logaritmi ma vzrlstajici tendenci. U pacientll s normalnimi
hodnotami CDT a GGT se primérna hodnota vypoéteného piirozeného logaritmu
pohybuje v zapornych hodnotach (graf ¢. 1).
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Tabulka 11: Rozdeleni vybranych pacientit dle hodnot GGT a CDT
Zdroj: Vlastni zpracovani

NCDT a MGGT
pacient ¢. CcDT GGT In GGT + CDT
1 7,6 8,07 4,3
2 3,3 8,63 3,3
3 2,9 15,78 3,6
4 13,8 1,82 3,9
5 2,5 2,34 1,9
6 2,3 2,14 1,7
7 2 2,39 1,6
8 5,8 1,28 2,5
9 2,4 12,34 3,1
10 2,9 1,95 1,9
pramér 2,8
median 2,8
- SkwpineB |
NCDT a L GGT
pacient €. CcDT GGT In GGT + CDT
11 3,7 0,58 1,3
12 2,4 0,38 0,4
13 2,5 0,63 0,8
14 3,1 0,67 1,2
15 1,7 0,19 -0,6
16 2,8 0,83 1,2
17 3,2 0,19 0,2
18 2,9 0,84 1,2
19 2,3 0,67 0,8
20 1,7 0,23 -0,5
pramér 0,6
median 0,8
Skupina C
4 CDTa JGGT
pacient €. CDT GGT In GGT + CDT
21 1 0,22 -1,2
22 0,6 0,45 -1,3
23 0,5 0,48 -1,5
24 0,8 0,46 -0,9
25 0,7 0,77 -0,7
26 0,9 0,57 -0,6
27 0,9 0,47 -0,7
28 0,8 0,71 -0,6
29 0,9 0,39 -0,9
30 0,7 0,77 -0,7
pramér -0,9
median -0,8
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Znazornéni pramérnych hodnot jednotlivych skupin

0,8*In(GGT) + 1,3*Im(CDT)

1 =

1

M Skupina A [l Skupina B [ Skupina C

Graf 1: Prumérné hodnoty prirozenych logaritmii\

Zdroj: vlastni zpracovani

U skupiny pacientt, kde byl potvrzen abusus alkoholu pomoci CDT a GGT byly v LISu
laboratofe dohledany jesté dal$i markery, a to AST a ALT. Z hodnot transferaz byl
vypocten de Ritistiv index, ktery je velmi dobrym ukazatelem pfi posouzeni alkoholové
hepatopatie. Z grafu vyplyva, Ze nejvice pacienti se pohybuje v intervalu 1-2. Tti
Z pacientll maji hodnotu de Ritisova indexu vyssi nez 2. Obecné lze fici, Ze ¢im vySsi

hodnota indexu, tim vyssi pravdépodobnost alkoholového poskozenti jater.
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Tabulka 12: Hodnoty jednotlivych parametrii u pacientii s abusem alkoholu

Pacienté. | CDT % GGT ukat/l | AST ukat/l |ALT ukat!l | AST/ALT]
1 7.6 8,07 0,73 0,78 0,94
2 33 8,63 1,16 0,96 1,21
3 3.7 0,58 0,36 0,42 0,86
4 2,9 1578 4,11 2,86 1,44
5 1,7 3,22 0,25 0,25 1,00
6 138 1,82 1,89 1,05 1,80
7 18 3,93 0.7 0,81 0,86
8 2,5 2,34 0,45 0,51 0,88
9 2.8 48,85 4,85 3,75 1,29
10 2,3 2,14 0,88 0,78 1,13
11 1,6 1,61 0,65 0,97 0,67
12 1,6 27,91 1,79 0,44 4,07
13 2 2,39 1,73 0,53 3,26
14 2,9 0,94 2,97 1,02 2,91
15 5.8 1,28 1,15 0,82 1,40
16 32 0,19 0,27 0,26 1,04
17 2.4 12,34 12 0,79 1,52
18 2.8 0,83 0,93 0,65 1,43
19 3.1 1,56 0,31 0,29 1,07
20 1,7 0,19 0,29 0,24 1,21
21 1,6 3.43 0,64 1,49 0,43
22 1,6 1,07 0,39 035 1,11
23 3.1 0,67 0,38 0,31 1,23
24 25 0,63 0,62 0,45 1,38
25 3 13,05 0,95 1,09 0,87
26 2,9 1,95 1,15 0,87 1,32
27 2.4 0,38 0,39 0,28 1,39
28 18 1,92 2,2 1,56 1,41
29 1,8 4,03 1,48 0,94 1,57
30 2,6 0,55 043 0,25 1,72

Zdroj: vlastni zpracovani
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Soubor jednotlivych pacientt

Graf 2: Pomer hodnot AST/ALT u pacientii s abusem alkoholu

Zdroj: viastni zpracovani
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5. Diskuze

Karbohydrat deficientni transferin je v dnesni dob€ povazovan za vyznamny biochemicky
marker pii identifikaci pacientli, kteti dlouhodobé v nadmérném mnozstvi uzivaji
alkohol. Stanoveni CDT se Siroce vyuzivaji pro identifikaci osob s vy$§im pfijmem
alkoholu a diferencialni diagnostiku alkoholem navozenych zdravotnich problémi.
Zarovenn muze byt vyuzito i pro monitorovani abstinence v ambulantnich 1écebnych
programech. Pti pieruseni piti se koncentrace CDT normalizuje asi do jednoho mésice.
Hlavni vyhodou CDT oproti ostatnim bézn¢ pouzivanym markertim je dobra specifi¢nost
pro alkoholem navozené poruchy. Na stanoveni CDT se pouziva né€kolik metod,
u kterych mtizou byt problémem jistd omezeni. Hojné vyuzivanou metodou je naptiklad
HPLC, v jejimZ pfipadé mulze byt problematickym zvySeny podil trisialotransferinu.
U téchto vzorkti mize byt také pritomny monosialotranferin, ktery zptisobi interferenci
v podobné neodlisitelné separace od disialotransferinu (Helander, 2004). Pfi pouziti
metody HPLC i CZE muze interpretaci vysledkt komplikovat také ptitomnosti genetické
¢imz dojde ke zkreslen€ snizenym nebo zvySenym hodnotdm CDT. I pifes moznost tohoto
omezeni, tak diky vizuelnimu vzhledu a tvaru pfislusného chromatogramu ¢i
elektroferogramu, je o tom piislusny operator informovan (Carchon, 2004). Mezi faktory,
které naru$uji analyzu v podobé¢ falesné vysokych vysledka patii, také tzv. CDG syndrom
— poruchy glykosylace a vazna jaterni onemocnéni, jako je chronicka virova hepatitida
nebo hepatocelularni karcinom. Fale$né negativni vysledky se mohou vyskytovat u lidi
trpicich anémii nebo nemocemi jater doprovazenych nedostatkem celkového transferinu

(Helander et al., 2001).

CZE piedstavuje uc¢innou metodu pro identifikaci karbohydrat deficientnich izoforem
transferinu CDT, soudet asialo -, mono - a disialo - transferinu ve vztahu k celkovému Trf
V lidském séru. Vnitini kapilara s vnitinim primérem 50 um a celkové délce 60 cm za
optimalizovanych podminek poskytuje vysokou ptesnost stanoveni CDT. Byly zavedeny
komer¢ni soustavy, které zjednoduSuji a standardizuji tento typ analyzy CDT. Jako
spolehliva mezni hodnota pii stanoveni CDT pomoci CZE je 1,6 %, hodnoty CDT
v rozmezi 1,3 % az 1,6 % jsou neprikazné hodnoty tzv. Sedé zony, tyto hodnoty by mély
byt jesté preméfeny, pifipadné je vhodné vySetieni opakovat S nékolika tydennim

odstupem. Vzorky, které jsou pouzivané u analyzy metodou CZE, nepotiebuji zadnou
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pfedbéznou upravu a probihaji v pomérné kratkém casovém rozmezi, coz mize byt

vyhodou napftiklad oproti stanoveni pomoci HPLC metody (Helander a Bergstrom, 2006).

Cilem mé bakalarské prace bylo zavedeni metody CDT na pftistroji MINICAP a na
zéklad¢ vypocitanych validacnich parametrii rozhodnout, zdali je vhodna k rutinnimu

pouziti v klinické biochemické laboratofi.

Postup, ktery byl vyuzit k verifikaci nové metody, vychazel z doporu¢eni CSKB
k provadéni validace a verifikace analytickych metod v klinickych laboratofich.
V prvnim kroku validace byla zméfena opakovatelnost ze vzorku kontrol (nizké i vysoké)
a ze dvou pfipravenych smésnych sér o rtizné koncentraci. Byly dopocitany statistické
veliCiny, tedy aritmeticky primér, smérodatnd odchylka a variacni koeficient. Tyto
hodnoty byly porovnany s hodnotami dodavatele soupravy. Na zakladé statistickych
porovnani bylo ovéfeno pro opakovatelnost i reprodukovatelnost splnéni podminek

validace metody.

Duivodem rozdilti mezi varia¢nimi koeficienty mohl byt zptisobem naptiklad nestabilitou
pouzivaného pufru pH = 8,8, ktery je nutny skladovat v chladu. Po opakovaném pouziti
muze dojit k ovlivnéni jeho stability a tim k vyskytu chyby pfii analyze. Dal$i z moZnosti
mohlo byt uchovani vzorku, protoze analyza smésnych sér probihala az po shromazdéni

dostate¢cného mnoZstvi materialu. Béhem této doby byl biologicky material zmrazen.

Protoze byla verifikace provadéna na piistroji MINICAP v klinické biochemické
laboratofi, bylo vyuzito piistupu do systému LIS a dohledani dalSich markerti, které
napomahaji k diagnostice chronického abusu alkoholu. Dohledana data umoznila dalsi
statistickd vyhodnoceni. Vysoké hodnoty GGT poukazuji na fakt, Ze pti zvySeném piijmu
etanolu dochazi k vyssi indukci enzymu a diky poruSeni permeability bunéénych
membran ¢i nekroze vyvolané detergentnimi Gi¢inky alkoholu se miize vice uvolnovat do
krve. Praimérné hodnoty souétu logaritmu GGT a logaritmu CDT, jsou vyznamné& vys$$i u
skupiny pacienti se zvySenymi CDT i GGT hodnotami nez u pacienttl, se zvySenymi
hodnotami pouze u CDT. Lze u nich tedy ptedpokladat vétsi jaterni poskozeni. U pacientt
s normalnimi hodnotami CDT i1 GGT se prumér logaritml vyskytuje v zédpornych
hodnotéch. Pfi vypoctu de Ritisova indexu se vétSina pacientll nachazi v rozmezi poméru
1-2, tedy s vyssi hodnotou enzymu AST. Uvolnovani ALT a AST z jaternich bun¢k do
krevniho ob&hu je znamkou poskozeni hepatocelularniho systému Tti z prezentovanych

pacientd (graf ¢. 2) se objevuji nad hodnotou poméru vyssi nez 2. Jejich AST, je vice néz
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dvakrat zvySené oproti hodnoté¢ ALT. Miizeme tedy fict, Ze de Ritisitv index je dobrym

ukazatelem pro urceni rozsahu poskozeni pii alkoholickém onemocnéni jater.

Studie zahrani¢nich autori povazuji stanoveni CDT pomoci systému MINICAP
zalozenou na principu CZE za pfijatelnou s moznym vyuzitim v rutinni diagnostice. Jsou
uvadény silné korelace mezi dalsimi pouzivanymi metodami ke stanoveni tohoto
bezsacharidového transferinu, predevsim pak u metody HPLC. Ze studie Schellenberga
a kolektivu, kdy byla porovnana zjisténa data sudaji z literatury, jejich tudaje
naznacovaly, ze pfi zvySeni mezni hodnoty z 1,3 % na 1,4 %, by doslo ke snizeni poétu

fale$n¢ pozitivnich hodnot (Schellenberg et al., 2007).
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6. Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo zavedeni kvalitni, rychlé a analyticky spolehlivé metody
na stanoveni CDT pomoci pftistroje MINICAP-FLEX-PIERCING. VSechna vyse
uvedena kritéria byla ovéfena naslednou kalkulaci valida¢nich parametrd, ktera
vykazovala pozadovanou spolehlivost. Vzhledem k tomu, Ze metoda je z velké casti
automatizovana, byla zkracena i celkova doba od pfijeti vzorku laboratofi az do vydani

vysledku.

Dale byly v laboratofi verifikovany udaje, diky kterym jsme mohly provést srovnani
s valida¢nimi parametry od vyrobce. Na zaklad€ tohoto porovnani jsme ziskali potiebné
informace k ovétfeni spravnosti. Je tedy mozné konstatovat, Ze metoda je vhodna
pro zavedeni rutinniho pouziti v klinické laboratofi k pfesnéjsi diagnostice chronického

abusu alkoholu.

Chronicky abusus alkoholu jsme prokazali u 30 pacientii obou pohlavi. Diagnostika
probihala v kombinaci nékolika markeri. Diky stanoveni CDT jsme spolehlivéji
identifikovali jedince se suspektné vyssim ptijmem alkoholu. Uvedené hodnoty ostatnich
markeri ndm byly napomocné pii ureni rozsahu jaterniho poskozeni zpiisobené
alkoholem. Tim byla potvrzena hypotéza, Ze stanovené hodnoty CDT mohou zvysit

diagnostickou vytéZnost ostatnich markert.
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10.Seznam zkratek

ALP — alkalické fosfataza

ALT — alaninaminotransferaza

AMK - aminokyseliny

AST — aspartataminotransferaza

CDT — karbohydrat deficientni transferin

CE — kapilarni elektroforéza

CNS — centralni nervova soustava

CV — varia¢ni koeficient

CZE — kapilarni zonova elektroforéza

CSKB — Ceska spoleénost klinické biochemie
EtG — etylglukuronid

fCE — volna kapilarni elektroforéza

fGE — volna gelova elektroforéza

GDPR — obecné natizeni o ochran¢ osobnich udaji (
GGT — gama-glutamyltransferaza

GIT — gastrointestinalni trakt

HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie
IEF — izoelektricka fokusace

IVD MD - In vitro diagnostic medical devices
kDa — kilodalton

LIS — laboratorni informac¢ni systém

MCV - stfedni objem erytrocytu

MEOS — mikrozomalni systém oxidace etanolu
NAD" — nikotinamidadenindinukleotid

NAFLD — nealkoholicka steatohepatitida (non acoholic fatty liver diseases)
NASH — nealkoholicka steatohepatitida

PDP — pyridoxal-5°-fosfat

pl — izoelektricky bod

RIA — radioimunoanalyza

SD — smérodatna odchylka
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SDS — dodecylsulfat sodny
SDS-PAGE — polyakrylamidova elektroforéza za ptitomnosti dodecylsulfatu sodného

Trf — transferin
ULCHKB — Ustav lékafské chemie a klinické biochemie

UV zafeni — ultrafialové zareni
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