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Povzetek

Skodljiva raba alkoholnih pija¢ predstavlja velik problem sodobnega ¢asa. Tudi v Sloveniji
je uzivanje alkoholnih pija¢ zelo razSirjeno. Za ugotovitev in potrditev Skodljivega
uzivanja  alkoholnih pija¢ se uporabljajo biokemijski oznacevalci: gama-
glutamiltransferaza, aspartat-aminotransferaza, alanin-aminotransferaza, De Ritisov
koeficient, povprecni volumen eritrocitov in tudi razni vprasalniki. Biokemijski
oznacevalci so ucinkovit pripomocek v diagnostiki in spremljanju Skodljivega uzivanja
alkoholnih pija¢. Za najbolj specifiCen in tudi najbolj razsirjen biokemijski oznacevalec
Skodljive rabe alkoholnih pija¢ pa danes velja transferin z zmanjSano vsebnostjo
ogljikohidratov (CDT; carbohydrate deficient transferrin). Njegovo poviSano serumsko
vrednost lahko povzro€i Ze neprekinjeno dnevno uZzivanje 60 do 80 g etanola vsaj 14 dni
zaporedoma. Obicajno se doloca s kromatografskimi ali elektroforetskimi metodami. Pri
naSem delu smo primerjali tri najpogosteje uporabljene metode za dolocanje CDT: ionsko
izmenjevalno kromatografijo z imunoturbidimetricno detekcijo, kapilarno elektroforezo in
tekoCinsko kromatografijo visoke loc¢ljivosti. Na podlagi statisticne analize rezultatov 105
vzorcev seruma nakljucno izbranih preiskovancev, ki so imeli na Klinicnem inStitutu za
kliniéno kemijo in biokemijo (Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana) narofeno redno
analizo CDT, smo ugotovili, da vse tri metode korelirajo med seboj in so ustrezne za
uporabo v klini¢nih laboratorijih. Z metodo z ionsko izmenjevalnimi kolonami smo dobili
10 % vec¢ pozitivnih rezultatov kakor s tekoCinsko kromatografijo visoke lo€ljivosti in
kapilarno elektroforezo. Prednost metod kapilarne elektroforeze in tekoCinske
kromatografije visoke lo€ljivosti je grafini izpis lo¢enih izooblik transferina, s pomocjo
katerega lahko ugotovimo prisotnost motecih snovi v vzorcu in genetskih variant
transferina. Priporoc€ljivo je, da se vsak povisan in hkrati dvomljiv rezultat CDT, dolo¢en z
metodo z ionsko izmenjevalnimi kolonami, potrdi z eno izmed metod, ki omogocajo
grafi¢ni izpis loCenih transferinskih izooblik. Pri nasem delu nismo ugotovili ujemanja med
vrednostmi CDT, doloCenimi s tremi razlicnimi metodami in katalitiénimi aktivnostmi
encimov aspartat aminotransferaza, alanin aminotransferaza, gama-glutamiltransferaza in
alkalna fosfataza. Prav tako nismo uspeli dokazati primerljivosti metod za dolo¢anje CDT
v skupini 20 vzorcev seruma gastroenteroloskih bolnikov. V skupini gastroenteroloskih
bolnikov smo ugotovili, da so bile vrednosti jetrnih encimov pogosteje in bolj povisane kot
vrednosti CDT. Vrednosti CDT so bile poviSane le pri boleznih jeter, povezanimi z
uzivanjem alkoholnih pija¢. Prav tako sta bila pri bolnikih z jetrno cirozo vedno prisotna

znacilen elektroferogram in kromatogram.

il



Melita Pignar Abstract

Abstract

Harmful alcohol use is a huge problem of the modern world. Alcohol consumption is
widely spread also in Slovenia. For determining and confirming the harmful use of alcohol
the following biochemical markers are wused: y-glutamyltransferase, aspartate
aminotransferase, alanine aminotransferase, De Ritis coefficient, erythrocyte mean
corpuscular volume and different questionnaires. Biochemical markers are an effective tool
in diagnosing and monitoring of harmful use of alcohol. The most specific and widely used
biochemical marker of harmful use of alcohol is carbohydrate deficient transferrin (CDT).
Daily consumption of 60 to 80 g of ethanol 14 days consecutively can increase the value of
carbohydrate deficient transferrin in serum. Usually it is determined with chromatographic
or electrophoretic methods. We compared three most commonly used methods for CDT
determination: ion exchange columns with immunoturbidimetric detection, capillary
electrophoresis and high performance liquid chromatography. Statistical analysis of 105
human serum samples, chosen randomly among subjects who had regular examination of
CDT at the Clinical Institute of Clinical Chemistry and Biochemistry (University medical
centre Ljubljana) showed good correlation of all three methods. All three methods can be
used in routine measurement of CDT in clinical laboratories. There were 10 % more
positive results obtained with the ion exchange columns method in comparison to the
results obtained with high performance liquid chromatography and capillary
electrophoresis. Advantage of capillary electrophoresis and high performance liquid
chromatography is the graphical pattern of the separated transferrin isoforms which
enables to detect the presence of interfering substances in the sample and gives information
about the transferrin genetic variants. It is recommended that each elevated and doubtful
CDT value determined with the ion exchange columns method should be verified using
one of the methods that have a graphical output of the separated transferrin isoforms. We
did not demonstrate correspondence between CDT values obtained with three different
methods and the catalytic activity of aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase,
y-glutamyltransferase and alkaline phosphatase. The comparability between methods for
determination of CDT in a group of 20 serum samples of gastroenterological patients has
not been established. In a group of gastroenterological patients the values of liver enzymes
were more frequently elevated and to a larger extent compared to CDT values. The latter
were elevated only in liver diseases induced with alcohol consumption. In samples of
patient with cirrhosis of the liver characteristic electropherogram and chromatogram were

always present.
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1. Uvod

.....

zelijo ali nocejo priznati, da so tudi bolezni, ki so posledice prekomernega uzivanja
alkoholnih pija¢ hud problem sodobnega cCasa. V primerih prekomernega uZzivanja
alkoholnih pija¢ ni prizadet le posameznik, temve¢ tudi njegovi najblizji druzinski ¢lani.
Zgodnje odkrivanje Skodljive rabe alkoholnih pija¢ je zelo pomembno zaradi negativnih
posledic, ki jih le-ta pusti na ¢loveskem organizmu in psiho-socialnem Zivljenju.

Opijanje lahko vodi do takoj$njih posledic kot so zastrupitve, prometne nezgode, nasilje v
druzini, dolgotrajno opijanje pa lahko privede do kroni¢nih zdravstvenih in socialnih
problemov (1). Najpogostejsi vzrok med vsemi akutnimi naklju¢nimi zastrupitvami pri
odraslih so ravno akutne zastrupitve samo z alkoholnimi pijac¢ami ali v kombinaciji z
drugimi strupi (2). Slovenija je uvrScena visoko na lestvici porabe alkoholnih pijac v
Evropi. V preglednici I so navedene registrirane koli¢ine porabe alkoholnih pija¢ v
Sloveniji leta 2005. Verjetno pa je poraba alkoholnih pija¢ Se vi§ja, ker je potrebno
upostevati tudi neregistrirano uporabo alkoholnih pija¢ (domaca pridelava alkoholnih pijac

in v drzavo neregistrirano uvozene alkoholne pijace).

Preglednica I: Registrirane koli¢ine porabe alkoholnih pijac¢ v Sloveniji leta 2005

Preracunana poraba na
Poraba na prebivalca
odraslega* prebivalca

Preracunano
8,8 litra 10,3 litra

na Cisti etanol
Pivo 70,9 litra 82,65 litra
Vino 39,9 litra 46,53 litra
Zgane pijade 2,2 litra 2,61 litra

* Osebe stare 15 let in starejSe

Skodljivo uZivanje alkoholnih pija¢ in njene posledice so tudi veliko finanéno breme za
druzbo zaradi manjse ali izgubljene produktivnosti ljudi (posledica bolezni in prezgodnjih
smrti) ter zaradi visokih stroSkov v zdravstvu, socialnem varstvu, prometnem sektorju ter
kazenskem sodstvu (1).

V vecini primerov je Skodljivo rabo alkoholnih pijac in posledi¢no bolezni povezane z njo

tezko odkriti pravocasno. Motnje zaradi prekomernega uzivanja alkoholnih pija¢ lahko
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mnogokrat kazejo na bolezni drugih vzrokov, posledica Cesar so pogosto dolgotrajne in
drage preiskave, ker zdravnik ne ugotovi vzroka pravocasno oziroma pacient zanika
uzivanje alkoholnih pija¢. Za zanesljivo potrditev diagnoze Skodljive rabe alkoholnih pijac
bi bilo potrebno imeti idealni biokemi¢ni pokazatelj, ki bi bil specificno vezan na
prisotnost etanola v organizmu ali na njegov metabolizem, odvisen od koli¢ine zauzite
alkoholne pijace, dovolj obcutljiv za povezavo med koli¢ino zauzite alkoholne pijace ter
tveganjem za psiho-somatskimi obolenji in bi imel tudi sposobnost spremljanja bolnika
med abstinen¢nim obdobjem (3). Tem zahtevam se najbolj pribliza transferin z zmanjSano
vsebnostjo ogljikohidratov (CDT; carbohydrate deficient transferrin). Danes CDT velja za
najbolj specificen biokemic¢ni oznacevalec Skodljive rabe alkoholnih pija¢ (3, 4). V
kombinaciji z drugimi diagnosti¢nimi pristopi, ki temeljijo na anamnesti¢nih podatkih, na
klini¢nih preiskavah, raznih vpraSalnikih in z drugimi biokemijskimi pokazatelji Skodljive
rabe alkoholnih pija¢, kot so gama-glutamiltransferaza (GGT), aspartat-aminotransferaza
(AST), alanin-aminotransferaza (ALT), glutamatdehidrogenaza (GLDH) in povprecni
volumen eritrocitov (PVE), je CDT nedvomno najbolj specificen in tudi najbolj razsirjen

biokemic¢ni oznacevalec Skodljivega uzivanja alkoholnih pijac¢ (4).

1.1 Etanol

Etanol oziroma etilni alkohol s kemijsko formulo C,HsOH je sestavina alkoholnih pijac.
Kot sinonim za etanol se najpogosteje uporablja izraz alkohol. Etanol je brezbarvna, bistra,
hlapljiva, higroskopna in vnetljiva tekoc¢ina znacilnega vonja z vrelis¢em okoli 78 °C in
relativno gostoto med 0,790 in 0,793. Etanol se uporablja tudi kot tehni¢no topilo,
antiseptik, v zdravilnih tinkturah in kozmetiki (2, 5). V nizkih koncentracijah ima etanol
bakteriostati¢no delovanje (zavira rast in razmnoZevanje bakterij), v vi§jih koncentracijah
pa deluje tudi kot baktericid (snov, ki ubija bakterije). Etanol ni primeren za razkuzevanje
kirurS§kega in zobozdravniSskega materiala, ker je slabo ucinkovit proti bakterijskim
sporam; jih ne uni¢i (6). Etanol je produkt alkoholnega vrenja sladkornih raztopin. Je
alifaticna spojina s polarno skupino in nepolarnim delom zato je vodotopna ter tudi
lipidotopna in lahko prehaja lipidni dvosloj celicnih membran (7). Brez transportnih
mehanizmov se prenasa po krvnem obtoku, vstopa v celice ter prehaja hematoencefalno

bariero in placento (posteljico zarodka) (6).
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1.1.1 Absorpcija, presnova in izloCanje etanola (8, 9)

Etanol najpogosteje vnesemo v telo z zauzitjem (skozi usta), redko se absorbira skozi kozo
in skozi dihala. Etanol se iz prebavil hitro in popolnoma absorbira. Na hitrost absorpcije
vplivajo hrana v zelodcu oziroma upocCasnjena peristaltika in patoloSka stanja Crevesne
sluznice. Ta stanja upocasnijo absorpcijo. Absorpcija je pospeSena po resekciji Zelodca
(odstranjen del zelodca). Absorpcija zauzitega etanola poteka v Zelodcu, tankem in
debelem crevesu. Manj kot 20 % etanola se absorbira v zelodcu, vecina se absorbira v
tankem Crevesju. Absorpcija v ustih, poziralniku in debelem crevesju je minimalna. Do
absorpcije preko pljuc prihaja pri vdihovanju etanolnih hlapov (2, 6).

Etanol se enakomerno razporedi po telesu, po vseh tkivih in telesnih tekocinah. Prehaja
tudi v posteljico zarodka in tako pride v plodov krvni obtok. 30 do 60 minut po zauzitju so

koncentracije etanola v krvi najvisje.

Jetra so glavni presnovni organ etanola. V njih se z oksidacijo metabolizira od 90 do 98 %
vsega etanola. Oksidacijo etanola v jetrih omogocijo trije encimski sistemi: citosolna
alkoholna dehidrogenaza (ADH), mikrosomski etanol oksidirajo¢i sistem (MEOS) in
katalaza (CAT) v peroksisomih.

a) Pri nealkoholikih je glavna presnovna pot povezana z encimom ADH, ki je prisoten
v citosolu jetrnih celic. ADH je najpomembnejs$i encim v procesu razgradnje etanola.
Katalizira oksidacijo etanola v acetaldehid. V tej reakciji je nujno potreben tudi koencim

nikotinamid adenin dinukleotid (NAD"), ki se reducira do NADH.
CH ,CH ,OH + NAD* —*2_s CH ,CHO + NADH + H "

Nastali acetaldehid, ki je zelo reaktiven in toksi¢en glavni produkt presnove etanola,
mocno pripomore k poskodbi tkiva in verjetno tudi k procesu nastanka odvisnosti od

etanola.

b) Mikrosomalni etanol oksidirajo¢i sistem je drugi encimski sistem za razgradnjo
etanola. Izoencimi citokroma P450, vklju¢no s CYP2EI se nahajajo v jetrnem gladkem
endoplazmatskem retikulumu in kot del MEOS kompleksa pomagajo pri etanolni
oksidaciji v jetrih.

Sistem MEOS oksidira etanol v acetaldehid ob prisotnosti kisika in reduciranega NADPH.
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CH ,CH ,OH + NADPH +0,+H* ——CH ,CHO + NADP* + 2H,0

Pri uzivanju alkoholnih pija¢ krajSe ¢asovno obdobje etanol zavira delovanje encimov
MEQOS, pri dolgotrajnem uzivanju alkoholnih pija¢ pa pride do pospeSene pomnozitve
sistema in zviSanja njegove aktivnosti, predvsem pa poveCane sinteze in poviSane
aktivnosti citokroma P450 (CYP2E1). CYP2E1 ima pomembno vlogo pri presnovi etanola
do acetaldehida pri poviSanih koncentracijah etanola in tudi pri tvorbi reaktivnih kisikovih
spojin (ROS, reactive oxygen species), ki Se dodatno povecajo tveganje za poSkodbe tkiva.
Ker CYP2EI poleg etanola metabolizira tudi mnoga zdravila, njegova povecana aktivnost
pri kroni¢nem uzivanju alkoholnih pijac prizadene tudi presnovo zdravil; v vecini primerov

zmanjsa njihovo ucinkovitost.

c) Katalaza je prisotna v peroksisomih (celiénih meSic¢kih) in sodeluje v tretjem
mehanizmu presnove etanola. Oksidacija etanola poteka ob prisotnosti vodikovega
peroksida (H,0O,) in je z njegovo koli¢ino tudi omejena. Nastanek H,O, je uravnavan z
encimskim kompleksom NADPH oksidazo ali encimom ksantin oksidazo.

Sistem katalaze je pomemben pri oksidaciji etanola v primeru, ko pride do intenzivne

sinteze purinov, ki pospesi nastanek peroksida s pomocjo ksantin-oksidaze.

CH,CH,OH + H,0, —*52H,0 + CH,CHO

Nastali acetaldehid iz vseh encimskih sistemov se v mitohondrijih hepatocitov hitro

oksidira v acetat. Katalizator v reakciji je aldehidna dehidrogenaza (ALDH).

CH,CHO+ NAD" + H,0—*2 5 CH,COOH + NADH +H"

Acetat se sprosti v kri, kjer ga periferna tkiva oksidirajo v CO, in H,O. Del acetata se
metabolizira do acetilkoencima A (AcCoA), ki vstopa v sintezo mascobnih kislin in

holesterola ali pa vstopi v Krebsov cikel in se oksidira do CO; in H,O (2).
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Slika 1: Oksidacijske presnovne poti etanola v jetrni celici

Preostali etanol (2 do 10 %) se nespremenjen izlo¢i skozi ledvica, pljuca ter tudi z znojem.
Pojavi se lahko v mleku in drugih izlockih (2, 6).

Telo je sposobno razgraditi 100 mg do 125 mg etanola na kg telesne teze na uro, pri
dolgotrajnem uzivanju alkoholnih pija¢ se ta koli¢ina zaradi indukcije jetrnih encimov
poveca do 175 mg/kg na uro (2). Etanol se torej pri prekomernem uzivanju alkoholnih
pija¢ razgradi priblizno 1,5 krat hitreje (10). Pri nealkoholikih se v eni uri razgradi
priblizno 10 g cCistega etanola (1 enota), kar ustreza popitemu 1 dl vina, 2,5 dl piva ali
0,3 dl zgane pijace. Ce posameznik popije ve&je koli¢ine alkoholnih pijac, se koncentracija

etanola v krvi poveca.

1.1.2 U¢inki etanola

Ljudje bi se morali izogibati prekomernemu uzivanju alkoholnih pijac. Glede na koli¢ino
alkoholnih pija¢, ki jih posameznik uziva in kakSen odnos ima do alkoholnih pijac,
razdelimo ljudi na ve¢ skupin. V prvi skupini so abstinenti, h kateri pristevamo ljudi, ki ob
nobeni priloznosti ne pijejo alkoholnih pijac. V drugi skupini so ljudje, ki zmerno pijejo
alkoholne pijace. Za zdravega odraslega moskega to pomeni do 20 g ali dve enoti na dan
ali do 140 g oziroma 14 enot na teden in ne ve¢ kot 5 meric ob eni pivski priloznosti. Za
zdravo odraslo zensko, ki ni noseca in ne doji, pa to pomeni do 10 g ali eno enoto na dan

ali do 70 g oziroma 7 enot na teden in ne ve¢ kot 3 enote ob eni pivski priloznosti. Popite
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enote je potrebno razporediti skozi ves teden in ne popiti vseh ob eni pivski priloznosti.
Zmerno pitje alkoholnih pija¢ in mejo med zmernim in prekomernim uzivanjem alkoholnih
pijac je tezko natanc¢no definirati, ker se kultura pitja mocno razlikuje med drzavami in
ljudstvi. Hkrati pa enake koli¢ine alkoholnih pija¢ ne vplivajo enako na vsakega
posameznika. Ce ljudje uZivajo vedje koli¢ine od navedenih govorimo o tveganem pitju
alkoholnih pija¢. TakSen nacin pitja in visje koli¢ine alkoholnih pija¢ sCasoma privedejo do
tezav. V skupini ljudi pri katerih so Ze izrazene posledice oziroma tezave zaradi uzivanja
alkoholnih pija¢ govorimo o Skodljivem pitju. Pri slednjih je Ze izrazen sindrom odvisnosti
od alkoholnih pija¢ in lahko govorimo o alkoholizmu. V stanju pijanosti pa pride do akutne

zastrupitve z etanolom (6, 7).

Kratkotrajni u¢inki etanola

Nezeleni ucinki etanola naras¢ajo sorazmerno z vnosom alkoholnih pija¢. Koncentracija
etanola v krvi, ki povzroca razli¢na stanja opitosti, se med posamezniki razlikuje. Stanje
zavesti pri predhodno zdravem nealkoholiku je sorazmerno koncentraciji etanola v krvi.
Prehodno obdobje stimulacije osrednjega Zivcevja z evforijo, nemirom in zmedenostjo
(ekscitacijska faza), preko somnolence (hipnoti¢na faza) in nezavesti (narkoti¢na faza) zelo
hitro preide v fazo z zastojem dihanja (2).

» Koncentracije do 180 mg/100 ml povzro€ijo zmanjSano ostrino vida, daljsi
reakcijski ¢as in Custveno nestabilnost.

» Pri koncentracijah od 180 mg/100 ml do 350 mg/100 ml deluje etanol kot
navidezno pozivilo. Zaradi depresije zivénega sistema se zmanjSa sposobnost
presoje, nejasen govor, dvojni in zamegljen vid, motnje ravnotezja in koordinacije,
potenje, siljenje na bruhanje, bruhanje in nezmoznost zadrzevanja urina.

» Koncentracije 350 mg/100 ml do 450 mg/100 ml povzrocijo mrzlo in vlazno kozo,
podhladitev, nizek krvni tlak, otopelost, komo, odpoved dihalnega centra.

Povprecna smrtna koncentracija etanola v krvi je priblizno ocenjena na 400 mg/100 ml do

500 mg/100 ml (6).

Kroni¢ni uéinki etanola

Kroni¢no uzivanje alkoholnih pija¢ privede do poskodbe mnogih organov, Se posebej
toksi¢en ucinek ima na srce in jetra (6). Stalen vnos alkoholnih pija¢ in s tem etanola v

organizem in predvsem presnovki etanola povzroc¢ijo odvisnost od etanola (9). Etanol
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negativno vpliva na centralni zivéni sistem, Cesar posledice so pozabljivost, tremor,
zmedenost, depresija, motnje spanja in periferne nevropatije (nevnetne bolezni Zivcev).
Povzro€i okvare gastrointestinalnega trakta, ki se kazejo z diarejo, siljenjem na bruhanje,
bruhanjem, krvavitvami, pankreatitisom in ulkusno boleznijo. Oslabi tudi imunski sistem
in s tem poveca pogostnost okuzb in pljucnice. Preko vpliva na izlo€anje hormonov lahko
pri moskih kroni¢no uzivanje alkoholnih pija¢ privede do impotence, sterilnosti, atrofije
testisov in ginekomastije (Cezmernega razvoja Zleznega tkiva dojke pri moskih). Pri
zenskah lahko povzro¢i neplodnost, amenorejo (izostanek menstruacije) in spontane splave
(11). Med nosecnostjo se je potrebno izogibati uzivanju alkoholnih pija¢, ker imajo le te
negativne posledice za plod. Povzro¢ijo lahko fetalni alkoholni sindrom, katerega
posledice so abnormalnosti na obrazu, razlicne manjse ali ve¢je malformacije (nepravilno
oblikovanje organa oziroma dela organa) in huda zaostalost v rasti z manjSo duSevno
razvitostjo. V primeru, da mati v ¢asu dojenja uziva alkoholne pijace, se lahko pri otroku
pojavi omotica, prekomerno znojenje, globok spanec, slabotnost, upoCasnjena rast in
nenormalno povecanje telesne teze. Pri doje¢i materi, ki uZiva alkoholne pijace, je
zmanj$ano izlo¢anje mleka. Ce po dolgotrajnem prekomernem uzivanju alkoholnih pijag
posameznik prencha s pitjem se lahko pojavi t.i. odtegnitveni sindrom. Znacilni zanj so
tremor (ritmi¢no tresenje misSic, udov in drugih delov telesa), agitacija (huda tesnoba),
obcutek strahu, siljenje na bruhanje, bruhanje in znojenje. Lahko se pojavijo halucinacije,
epilepti¢ni napadi in pijanska blaznost (6, 11). Posledica uzivanja alkoholnih pijac je tudi

povecano tveganje za nastanek nekaterih vrst karcinoma (6, 4).

1.1.3 Alkoholna okvara jeter (8)

Kot posledica dolgotrajnega prekomernega pitja alkoholnih pijac se lahko pojavi alkoholna
jetrna bolezen. HistoloSko se lahko pokaze v razli¢nih oblikah: kot masSCobna infiltracija
jeter (steatoza), alkoholni hepatitis in alkoholna ciroza. Alkoholna ciroza je najhujsa oblika
jetrne bolezni in je za razliko od prvih dveh bolezenskih sprememb tudi med abstinenco
ireverzibilna ter lahko vodi v jetrno dekompenzacijo in smrt. Alkoholna ciroza se razvije
pri 10 % hudih alkoholikov, alkoholni hepatitis pri 10 do 35 % in steatoza pri 90 do 100 %
hudih pivcev. Za alkoholno jetrno steatozo je znacilno kopic¢enje mascobe v jetrnih celicah.
Ze samo po treh do sedmih dneh prekomernega uZivanja alkoholnih pija¢ se v jetrnih

celicah pojavijo velike maS¢obne kapljice.
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Razvoj alkoholne jetrne okvare ni vezan na vrsto alkoholnih pija¢ ampak na koli¢ino
vnesenega etanola, pogostost uzivanja alkoholnih pijac, trajanje uZivanja alkoholnih pijac,
trajanje obdobja abstinence; odvisen je tudi od spola, dednih dejavnikov, imunoloskih
nepravilnosti, prehranjenosti in hitrosti presnove etanola.

Pri zenskah se alkoholna jetrna bolezen pojavi prej kot pri moskih; pri zenskah je potrebna
manjSa koli€ina popitega etanola za njen nastanek. Pri moskem, ki je 10 do 20 let uzival
40 g do 60 g etanola dnevno, je tveganje za razvoj alkoholne ciroze 6-krat viSje, pri
moskem, ki je popil 60 g do 80 g etanola dnevno pa kar 14-krat vi§je. Pri Zenski se
tveganje poveca ze pri koli¢ini 20 g do 40 g etanola dnevno. Glavni vzroki za razlike v
nastanku alkoholne jetrne bolezni so genetski dejavniki. Eden izmed dejavnikov za vecjo
dovzetnost zensk za alkoholno jetrno okvaro je manjSe delovanje zasCitnega encima
alkoholne dehidrogenaze. ZmanjSano delovanje encima spremeni hitrost presnavljanja
etanola in poveca obcutljivost za etanol. Razli¢na obcutljivost za etanol med populacijami
je odvisna od genetskega zapisa v alelih, ki kodirajo izoencime alkoholne dehidrogenaze in
aldehidne dehidrogenaze visoke presnovne aktivnosti.

Ko pride etanol v telo, hitro delujo¢a ADH povzro€i visoke koncentracije acetaldehida in
seveda z njim povezane neprijetne reakcije, kot so: zardevanje obraza, glavobol,
tahikardije (hitro utripanje srca), slabosti in bruhanje. Pri ljudeh z neaktivno obliko
aldehidne dehidrogenaze opazimo podobne ucinke, ker ne morejo razgraditi acetaldehida.
Tudi spremenjeno delovanje citokroma P450 je povezano s povefanim tveganjem za
razvoj alkoholne jetrne bolezni. Genetski polimorfizem citokroma P450 2E1 vpliva na
aktivnost encima; Ce je prisoten alel s povecano prepisovalno dejavnostjo, se posledi¢no
poveca tudi tveganje za razvoj bolezni. Specificnega zdravila za zdravljenje alkoholne
okvare jeter ni. Popolna in trajna abstinenca alkoholnih pija¢ je osnovno zdravljenje in tudi

podlaga za uspesno zdravljenje alkoholne jetrne bolezni.

1.2 Oznacevalci Skodljive rabe alkoholnih pijac

Skodljivo rabo alkoholnih pija¢ je pri vsakem posamezniku zelo tezko dokazati in potrditi.
Glavni problem nastane pri zgodnjem odkrivanju in zdravljenju te bolezni. Tezko je
pridobiti zanesljive, verodostojne podatke o pivskih navadah posameznika. Za pridobitev
teh informacij se uporabljajo razli¢ni vpraSalniki, v katerih pa ljudje, ki imajo tezave
povezane z uzivanjem alkoholnih pija¢, ne navajajo resni¢nih podatkov o svojih pivskih

navadah. Vecinoma zanikajo uzivanje alkoholnih pija¢ oziroma navajajo manjse koli¢ine
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popitih alkoholnih pija¢ kot jih v resnici zauzijejo (12). Vprasalniki sami nimajo
diagnosti¢ne vrednosti, zato so pri ugotovitvi in potrditvi Skodljive rabe alkoholnih pija¢
uporabni le v kombinaciji z biokemi¢nimi oznacevalci. Enega samega zanesljivega
biokemicnega pokazatelja za potrditev skodljive rabe alkoholnih pija¢ zaenkrat Se ni. V ta
namen se uporablja kombinacija biokemic¢nih pokazateljev in diagnosti¢nih pristopov, ki

temeljijo na anamnesti¢nih podatkih, na klini¢nih preiskavah in raznih vprasalnikih (13).

Jasen dokaz uzivanja alkoholnih pija¢ je prisotnost etanola v telesnih tekocinah (krvi,
urinu, slini) ali izdihanem zraku. Ker pa se etanol hitro presnavlja in tudi izlo¢a iz telesa,
lahko njegovo prisotnost dolo¢imo le nekaj ur po zauzitju (12). Encimske aktivnosti jetrnih
encimov v serumu: AST, ALT, GGT, De Ritisov koeficient (razmerje AST/ALT); GLDH
in povprecni volumen eritrocitov ter secnina, holesterol velike gostote (HDL, high-density
lipoprotein cholesterol) v serumu so klasi¢ni biokemicni oznacevalci Skodljive rabe
alkoholnih pijac¢ (3, 4, 13, 14, 15, 16). Kot dokaz nedavnega uzivanja alkoholnih pijac se
lahko doloc¢ata tudi metanol in 5-hidroksitriptofol (5-HTOL) v urinu (12, 17). V zadnjih
letih so v srediS¢u pozornosti novejsi biokemicni oznacevalci: acetaldehid vezan na
proteine (WBAA, whole blood associated acetaldehyde), etilni estri mas¢obnih kislin
(FAEE, fatty acid ethyl esters) in najbolj specificen med njimi transferin z zmanjSano
vsebnostjo ogljikohidratov (4, 13, 18, 19). Direktni metaboliti neoksidativne presnove
etanola, etil glukuronid (EtG), etil sulfat (EtS) in fosfatidil etanol (PEth) pa so nova veja v
razvoju biokemi¢nih oznacevalcev Skodljive rabe alkoholnih pija¢. Ker imajo daljsi
razpolovni ¢as kot sam etanol, so primernejs$i za dokazovanje nedavnega vnosa etanola v
telo (18, 20, 21). Poleg zgoraj naStetega lahko v serumu merimo koncentracije ioniziranega
Mg, ki je v primeru nedavnega vnosa etanola znizan, in je boljSi pokazatelj kot znizan
celokupni Mg v serumu (22). Za dolo¢anje Skodljive rabe alkoholnih pijac¢ je uporaben tudi
EDAC test (early detection of alcohol consumption) (23).

1.2.1 Klasi¢ni biokemic¢ni oznacevalci:

1.2.1.1 Etanol (12)

Koncentracija etanola se dolo¢a v krvi, urinu, slini ali izdihanem zraku. Zaradi hitre
presnove etanola je njegovo prisotnost v krvi mo¢ dokazati le do 24 ur po zauzitju. Etanol
je v urinu prisoten malenkost dalj ¢asa kot pa v krvi oziroma izdihanem zraku in zato ga

lahko tam dokazemo dalj ¢asa po zauzitju alkoholnih pija¢. Etanol v krvi se ponavadi
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doloca s plinsko kromatografijo. Za doloCanje prisotnosti etanola v izdihanem zraku se
uporablja alkotest. Nastanek zelene barve, ki je posledica oksidacije etanola z dikromatnim
ionom, je dokaz za prisotnost etanola (7). S to metodo je tezko dolociti natan¢no
koncentracijo etanola. Bolj natan¢ni za dolocitev koliine etanola v izdihanem zraku in

posredno koncentracije v krvi so etilometri.

1.2.1.2 Metanol

Etanol in metanol sta endogena alkohola, ki sta v nizkih koncentracijah vedno prisotna v
telesnih tekocinah. Tudi metanol se v jetrih z oksidativnimi procesi s pomocjo alkoholne
dehidrogenaze presnovi do ustreznega aldehida. Alkoholna dehidrogenaza ima desetkrat
vi§jo afiniteto do etanola kot do metanola. Med presnovo etanola (pri uzivanju alkoholnih
pijac) se torej metanol ne presnavlja zaradi zasedenosti alkoholne dehidrogenaze in se zato
v telesu kopici. K povisanim koncentracijam metanola po uzivanju alkoholnih pija¢ pa
prispeva tudi metanol, ki je velikokrat v majhnih koli¢inah sestavina nekaterih alkoholnih
pijac (17). Visoke koncentracije metanola v telesnih tekocinah in izdihanem zraku so torej,
prav tako kot sam etanol, indikator nedavnega vnosa alkoholnih pija¢. Metanol se v telesu
kopi¢i med presnovo etanola in njegova koncentracija ostane povisana Se 2 do 6 ur po tem,
ko se koncentracije etanola ne da ve¢ doloc¢iti. Tudi koncentracije metanola v krvi in urinu
se doloc¢ajo s plinsko kromatografijo. DoloCanje koncentracije metanola je bolj obcutljiva
metoda za dokaz nedavnega vnosa alkoholnih pija¢ kot doloCanje koncentracije samega
etanola. Izjemno visoke koncentracije metanola so lahko tudi znak dolgotrajnega
prekomernega uzivanja alkoholnih pijac. Po enkratnem vnosu alkoholnih pija¢ se
koncentracije metanola pri zdravih odraslih preiskovancih, ki predhodno niso uzivali
alkoholnih pijac, niso tako mocno povisale kot pri preiskovancih, ki so ponavljajoce
prekomerno uzivali alkoholne pijac¢e (12). Vzrok temu je postopno kopicenje metanola v
telesu. Po enkratnem vnosu alkoholnih pija¢ koncentracija metanola pade na normalno
vrednost po desetih do dvanajstih urah, pri prekomernem uzivanju alkoholnih pijac, pa se
ta ¢as podaljSa na nekaj dni. Mo¢no poviSane koncentracije metanola torej niso specifi¢ne
za dokazovanje nedavnega vnosa alkoholnih pijac, lahko pa so uporabne pri dolocanju
dolgotrajnega vnosa alkoholnih pija¢. Metanol se mora vedno uporabljati v kombinaciji z

drugimi bolj specificnimi oznacevalci, kot je npr. razmerje 5-HTOL/5-HIAA (12, 17).

10
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1.2.1.3 Aspartat-aminotransferaza (AST) EC 2.6.1.1

AST je nespecifi¢en encim, ki se nahaja v jetrih, sréni in skeletnih miSicah in v ledvicah.
Nahaja se v obliki dveh izoencimov, 1/3 predstavlja citoplazemski (AST1) in
2/3 mitohondrijski (AST2), ki se locita z elektroforezo. AST katalizira pretvorbo aspartata
v oksaloacetat. Kataliticna aktivnost aspartat-aminotransferaze je poviSana pri miokardnem
infarktu, miSi¢ni distrofiji, jetrni nekrozi in alkoholnem hepatitisu. Vzrok zvisanja pa so
lahko tudi hudi fizi¢ni napori, miSi¢ne poskodbe in hemoliza (sprostitev hemoglobina iz
eritrocitov, ki nastane zaradi poskodovanja njihove celiéne membrane) (13, 24, 25). Tako
AST kot tudi ALT sta obcutljiva kazalca parenhimske jetrne okvare. V serumu zdravih
ljudi mitohondrijska AST prispeva k celokupni kataliticni aktivnosti aspartat-
aminotransferaze manj kot 10 %. Po dolgotrajnem vnosu alkoholnih pijac, pa za razliko od
drugih vzrokov za hepatitis, etanol poveca Kkataliticno aktivnost mitohondrijske
aspartat-aminotransferaze. Etanol povzro¢i alkoholno okvaro mitohondrijev in gladkih
misic ter s tem sprosc¢anje mitohondrijske aspartat-aminotransferaze iz celic. Posledica tega
je povecana kataliti¢na aktivnost aspartat-aminotransferaze v serumu. S tem pa se povisa
tudi razmerje mitohondrijska AST proti celokupna AST (mAST:tAST) v serumu (8, 13,
24, 25). Razmerje (mAST:tAST) je v pomoc¢ pri ugotavljanju vzroka jetrne bolezni; ali je
nastala zaradi uZzivanja alkoholnih pija¢ oziroma zaradi drugih vzrokov (13). Vrednosti

aminotransferaz pri alkoholni jetrni bolezni so obicajno poviSane za manj kot Sestkrat (8).

1.2.1.4 Alanin-aminotransferaza (ALT) EC 2.6.1.2

ALT je specificen encim za jetrne celice. ALT je izklju¢no citoplazemski encim in ob
kakr$nikoli poskodbi jetrnih celic (v primeru povecane prepustnosti celiéne membrane)
prehaja v kri in se njegova kataliti¢na aktivnost v krvi poveca. ALT katalizira pretvorbo
alanina v piruvat. Kataliticna aktivnost alanin-aminotransferaze je poviSana pri
miokardnem infarktu in hepatobiliarnih boleznih (toksi¢ni, akutni infekcijski hepatitis in
kroni¢ni pankreatitis) (24). Enako kot AST se tudi ALT povisa pri hudih fizi¢nih naporih,
misicni poskodbi in hemolizi (sprostitev hemoglobina iz eritrocitov, ki nastane zaradi
poskodovanja njihove celicne membrane), vendar se ne zvisa tako mo¢no kot AST (25).
ALT je bolj specificen kazalec parenhimske jetrne okvare kot AST (25). ALT pri alkoholni
jetrni bolezni poraste manj kot AST (8).

11
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1.2.1.5 De Ritisov koeficient (razmerje AST/ALT)

De Ritisov  koeficient je razmerje med  aspartat-aminotransferazo  in
alanin-aminotransferazo. Diagnosticno je bolj specifi¢en kot aktivnost vsakega
posameznega encima. Uporaben je za loCitev med alkoholno in nealkoholno jetrno
boleznijo. Razmerje med AST/ALT je pri zdravih ljudeh in tudi pri mnogih boleznih
enako 1. Kataliticna aktivnost aspartat-aminotransferaze je torej rahlo vecja od kataliti¢ne
aktivnosti alanin-aminotransferaze. Pri alkoholni jetrni bolezni ima de Ritisov koeficient,

ki je vecji od dve, diagnosti¢no vrednost (8, 13, 24, 25).

1.2.1.6 Gama-glutamil transferaza (GGT) EC 2.3.2.2

GGT je celicni encim, ki se nahaja skoraj v vseh organih razen v misi¢nih celicah, kosteh
in eritrocitih. V ledvicah, prostati, pankreasu, jetrih in epiteliju tankega crevesa so
kataliticne aktivnosti gama-glutamil transferaze najvisje (24). Aktivnost v ledvicah je
Stirikrat vecja, v trebusni slinavki pa dvakrat vecja kakor v jetrih. Je membranski encim
pomemben pri transportu aminokislin preko celicne membrane v celice, ker katalizira
prenos gama-glutamilne skupine iz glutationa na amino kisline (26). Kataliticna aktivnost v
serumu je skoraj izklju¢no odvisna od jetrne gama-glutamil transferaze (24). Je inducibilni
encim, zato se njegova aktivnost v serumu povisa pri dolgotrajnem uzivanju snovi, ki
inducirajo mikrosomske encime (alkoholne pijace, nekatera zdravila). PoviSane vrednosti
gama-glutamil transferaze v serumu najveckrat kaZejo na obolenja jeter in Zol¢a. Visoke
vrednosti gama-glutamil transferaze so znacilne za hepatitis, cirozo in pankreatitis, kadar
so ti posledica Skodljive rabe alkoholnih pija¢ (alkoholna jetrna okvara) (8, 24, 26).
PoviSana je zaradi indukcije jetrnih encimov, v manjsi meri pa k poviSanju prispeva tudi
povecana tvorba encima zaradi sekundarne holestaze in povecanega spro$¢anja ter manjse
razgradnje encimov zaradi poskodbe membran hepatocitov (8, 26). Pri dolgotrajnem
uzivanju alkoholnih pija¢ so skupaj z aktiviranim sistemom MEOS, poviSane tudi
serumske vrednosti gama-glutamil transferaze. Vrednosti niso poviSane pri enkratnem
uzivanju alkoholnih pija¢ (26). Razpolovni ¢as gama-glutamil transferaze pri ljudeh je od
7 do 10 dni. Pri poskodbah jeter, katerih vzrok je uzivanje alkoholnih pija¢, se razpolovni
¢as lahko podaljSa do 28 dni (24). Po dveh do petih tednih po prenehanju uzivanja snovi, ki
inducirajo encime (alkoholne pijace in nekatera zdravila) se vrednost gama-glutamil
transferaze povrne na normalno (25). GGT je Siroko uporaben biokemicni oznacevalec

dolgotrajne skodljive rabe alkoholnih pija¢ z obcutljivostjo od 34 do 85 % (27), vendar pa
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tudi relativno nespecificen oznacevalec Skodljive rabe alkoholnih pija¢ (8, 27). Vrednosti
GGT so poviSane tudi pri bolnikih s sladkorno boleznijo, hipertiroidizmom (povecano
delovanje $¢itnice), revmatoidnim artritisom in obstruktivno boleznijo pljuc (24, 25, 27).
GGT je zelo uporaben oznacevalec dolgotrajne Skodljive rabe alkoholnih pijac¢ v

kombinaciji s CDT (27).

1.2.1.7 Povprec¢ni volumen eritrocitov (PVE) (13)

PVE se zaradi nizke klini¢ne specifi¢nosti in obcutljivosti v diagnostiki Skodljive rabe
alkoholnih pija¢ uporablja skupaj z aktivnostjo gama-glutamil transferaze (16). Ker je
zivljenjska doba eritrocitov 120 dni, ostanejo vrednosti povprec¢nega volumna eritrocitov
povisane do treh mesecev po prenehanju uzivanja alkoholnih pija¢. Zaradi tega je sam PVE
manj uporaben kot GGT pri spremljanju abstinence, torej uspeSnosti zdravljenja
Skodljivega uzivanja alkoholnih pija¢ (10). PoviSane vrednosti povpre¢nega volumna
eritrocitov povzroCijo poleg alkoholnih pija¢ Se bolezni S$Citnice, pomanjkanje folatov,
nedavna izguba krvi, druge jetrne bolezni, uporaba antiepileptikov, zloraba drog in kajenje.

PVE se doloca s hematoloSkim analizatorjem.

1.2.1.8 Se¢nina (13)

V diagnostiki Skodljive rabe alkoholnih pija¢ se meri tudi koncentracija senine.
Koncentracija se€nine v serumu je pri osebah, ki uzivajo alkoholne pijace pogosto zniZana.
Etanol inhibira encime cikla uree in s tem povisa koncentracijo seCnine v serumu.
Vrednosti secnine so znizane Se v primeru hude jetrne insuficience, zmanjSanega vnosa
proteinov, pri terapiji z androgeni in rastnim hormonom ter v nosecnosti (28).

Koncentracija se¢nine se doloca s kineti¢no metodo (29).

1.2.1.9 Holesterol velike gostote (HDL) (10)

HDL se poviSa pri dolgotrajnem uZivanju alkoholnih pija¢. Koncentracije holesterola
velike gostote so poviSane ze pri uzivanju razmeroma majhnih koli¢in alkoholnih pijac
(£5 enot dnevno). HDL je zato uporaben za zgodnje ugotavljanje tezav povezanih z
uzivanjem alkoholnih pija¢ in za spremljanje bolnikov, pri katerih Se niso izrazene jetrne

bolezni.
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1.2.2 Novejsi biokemicni oznacevalci:

1.2.2.1 S-hidroksitriptofol (5-HTOL) (12, 17)

CH
HO

A

Slika 2: metabolit serotonina 5-hidroksitriptofol

Glavni metabolit serotonina (5-hidroksitriptamin) pod normalnimi pogoji je
5-hidroksiindol-3 ocetna kislina (5-HIAA, 5-hydroxyindole-3-acetic acid), v manjSi meri
pa nastaja tudi 5-HTOL. Razmerje 5-HTOL/5-HIAA v urinu je zelo majhno. Tvorba
S-hidroksitriptofola se ob prisotnosti etanola mo¢no poveca. Metabolit etanola acetaldehid
tekmuje z biogenim aldehidom iz serotonina za aldehidno dehidrogenazo in glede na
koli¢ino zauzitega etanola se pot metabolizma serotonina obrne v  korist
5-hidroksitriptofola, posledi¢no nastaja manj 5-hidroksiindol-3 ocetne kisline in razmerje
5-HTOL/5-HIAA v urinu se znacilno poveca. Razmerje 5-HTOL/5-HIAA v urinu ostane
povecano Se 6 do 15 ur po tem, ko se koncentracije etanola ne da ve¢ dolociti. Zato je
dolo¢anje koncentracije 5-hidroksitriptofola bolj obcutljiva metoda za dokaz nedavnega
vnosa alkoholnih pija¢ kot dolocanje koncentracije samega etanola ali metanola v krvi,
izdihanem zraku ali urinu. Tezko je dolociti natancen ¢as do kdaj Se lahko merimo
5-HTOL, ker je le ta odvisen od koli€ine zauZitega etanola, ¢asa zauZitja zadnje alkoholne
pijace in tudi od casa vzorCenja. 5S-HTOL v urinu se izrazi kot razmerje glede na
5-hidroksiindol-3 ocetno kislino, da se preprecijo lazno pozitivni rezultati zaradi vnosa
hrane bogate s serotoninom (banane, ananas, kivi, orehi). 5-HTOL in 5-HIAA v urinu se
dolocata s plinsko kromatografijo - masno spektrometrijo in teko€insko kromatografijo
visoke locljivosti (HPLC; high performance liquid chromatography). Za razliko od
metanola se vrednosti razmerja 5-HTOL/5-HIAA enako poviSajo pri dolgotrajnem
prekomernem uzivanju alkoholnih pija¢ kot pri enkratnem vnosu alkoholnih pija¢, zato se
lahko z razmerjem 5-HTOL/5-HIAA dolo¢a nedaven vnos alkoholnih pija¢ tako v primeru
zmernega pitja kot tudi pri dolgotrajnem prekomernem uzivanju alkoholnih pijac.
Povecano razmerje 5S-HTOL/5-HIAA je torej oznacevalec nedavnega vnosa alkoholnih

pijac; vnos v zadnjih 24-ih urah.
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1.2.2.2 Whole Blood Associated Acetaldehyde (WBAA) (9, 13)

Oznacevalec nedavnega vnosa alkoholnih pijac v telo je lahko tudi prvi metabolit etanola;
acetaldehid. Je reaktivna molekula, ki se veze z dolo€enimi aminokislinami proteinov (npr.
lizin, cistein) in z njimi tvori adukte acetaldehid-protein. Nekatere aminokisline proteinov
so manj dovzetne za vezavo z acetaldehidom, druge bolj. Med drugim se acetaldehid veze
tudi na lipoproteine, albumine, hemoglobin in kolagen. Mnogokrat pa telo prepozna
spojine ki nastanejo (npr. adukt acetaldehid-lizin) kot tuje in se proti njim tvorijo
protitelesa. Tudi ta protitelesa so oznaCevalec nedavnega vnosa alkoholnih pijac.
Acetaldehid se lahko doloca na dva nacina. S plinsko ali teko¢insko kromatografijo se meri
prosti acetaldehid oziroma reverzibilno vezan acetaldehid na plazemske proteine ali krvne
celice. Z imunoloSkimi metodami pa se lahko dolocajo epitopi, ki izvirajo iz acetaldehida
vezanega na proteine v plazmi. Koncentracije acetaldehida vezanega na proteine so
povisane tako pri akutnem zauzitju alkoholnih pija¢ kot pri dolgotrajnem prekomernem

uzivanju alkoholnih pijac.

1.2.2.3 Etilni estri mas¢obnih kislin (FAEE) (18)

FAEE so mozni mediatorji vsaj za nekatere toksine ucinke povezane z uzivanjem
alkoholnih pijac, zato so uporabni kot oznacevalci uzivanja alkoholnih pija¢. V serumu se
jih lahko dolo¢i do 24 ur po zadnjem vnosu alkoholnih pijac, v laseh pa jih je moc¢ dolociti
Se nekaj mesecev po prenchanju uzivanja alkoholnih pijac. Na odlaganje etilnih estrov
mascobnih kislin v laseh, poleg individualnih razlik v tvorbi sebuma, vpliva tudi
pogostnost in vrsta nege las in kvaliteta kozmeti¢nih izdelkov. Za dolo¢anje etilnih estrov
mascobnih kislin se uporablja mikroekstrakcija in plinska kromatografija — masna

spektrometrija.

1.2.2.4 Etil glukuronid (EtG) (20, 21)

EtG je manjSi neoksidativni direktni metabolit etanola. EtG skupaj z EtS predstavlja
specifien in obcutljiv oznacevalec nedavnega uzivanja alkoholnih pija¢. Uporaben je za
spremljanje abstinence v programih zdravljenja, za preverjanje uzivanja alkoholnih pijac
na delovnih mestih in v Solah. Po uzivanju alkoholnih pija¢ ostane EtG v urinu povisan Se
5 dni (18). Doloca se lahko s teko¢insko kromatografijo — masno spektrometrijo ali z
encimsko imunoloSsko metodo. LaZzno pozitivni rezultati so posledica nenamernega

uzivanja etanola, npr. etanol v ustnih vodicah in v razkuzilih za roke. EtG je obcutljiv na
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bakterijsko hidrolizo in zato lahko v primeru prisotnosti bakterij v urinu pride tudi do lazno
negativnih rezultatov. Zaradi tega se mora uporabljati skupaj z etil sulfatom, ki ni dovzeten

na bakterijsko hidrolizo in je zato bolj$i oznacevalec nedavnega vnosa alkoholnih pijac.

1.2.2.5 Etil sulfat (EtS) (20, 21)

Tudi EtS je tako kot EtG manjsi neoksidativni direktni metabolit etanola. Ker imata oba
daljsi eliminacijski ¢as kot sam etanol, sta uporabna kot specificna in obcutljiva
oznacevalca nedavnega uzivanja alkoholnih pijac. Za razliko od etil glukuronida je EtS
popolnoma odporen na bakterijsko hidrolizo. Zato je bolj priporo¢ljiva uporaba dolocanja
etil sulfata namesto etil glukuronida kot oznacevalca nedavnega vnosa alkoholnih pijac¢
oziroma kombinacija obeh. Za dolocanje EtS se uporablja teko€inska kromatografija —

masna spektrometrija.

1.2.2.6 Fosfatidil etanol (PEth) (18)

PEth je eden izmed novejSih oznacevalcev Skodljive rabe alkoholnih pija¢. Koncentracije
fosfatidil etanola v krvi ostanejo povisane do 14 dni po prenehanju uZivanja alkoholnih
pija¢. Vrednosti fosfatidil etanola se ne povisajo v primeru enkratnega vnosa alkoholnih
pijac, zato je PEth oznacevalec dolgotrajnega Skodljivega uzivanja alkoholnih pija¢. Za
dolo¢anje koncentracije fosfatidil etanola se uporablja HPLC-ELSD (high performance

liquid chromatography electrospray mass spectrometric detection).

1.2.2.7 Early Detection of Alcohol Consumption (EDAC) (23)

EDAC test je statisticna metoda, pri kateri se s pomocjo linearne diskriminantne funkcije
analizira vecje Stevilo rutinskih laboratorijskih preiskav (kombinacija 10 do 40
laboratorijskih preiskav). Rezultat analize je numeri¢na vrednost, s katero se za vsakega
posameznika lahko napove ali gre pri njem za zmerno pitje alkoholnih pija¢ oziroma za

prekomerno uzivanje alkoholnih pijac.
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1.3 Transferin z zmanjSano vsebnostjo ogljikohidratov (CDT)

1.3.1 Transferin (Tf)

Transferin je serumski globularni protein, ki prenasa ione zeleza v organizmu. Po svojih
znacCilnostih je glikoprotein z molekulsko maso 79750 Da. Sestavljen je iz ene same
polipeptidne verige s 679 aminokislinami, na katero sta na N-koncu na mestih 413 in 611
vpeti dve oligosaharidni verigi z molekulsko maso 4400 Da (4, 16, 30). Molekula
transferina je strukturno urejena v dve globularni domeni (N-terminalna domena, katero
predstavljajo aminokisline od 1 do 336 in C-terminalna domena, katero predstavljajo
aminokisline od 337 do 679), ki neodvisno druga od druge vezeta po en ion Zeleza (30).
Transferin se po elektroforezni lo¢bi beljakovin seruma na acetat celuloznem gelu nahaja v

B-globulinski frakeiji (19).

@ sialinska kislina
® galakioza
W M-acstilglukozamin 4

& mancza

Slika 3: Shematski prikaz molekule transferina z dvema oligosaharidnima verigama in

: +
dvema vezavnima mestoma za Fe'(16).

Vsaka N-glikanska veriga vsebuje N-acetilglukozamin, manozo, galaktozo in sialinsko
kislino. Vsaka N-glikanska veriga se kon¢a z negativno nabito molekulo sialinske kisline
(znana tudi kot nevraminska kislina), ki je edini nabiti ogljikohidrat v transferinu (4, 16).
N-glikanski verigi se razlikujeta v stopnji razvejanosti (di-, tri- in tetra- antenska struktura).
Transferin ni homogena molekula, ampak izkazuje mikroheterogenost. Zaradi tega se,
glede na stopnjo sialiniziranosti, lahko v serumu pojavijo razlicne izooblike transferina.

Lahko se pojavi 9 razli¢nih izooblik: od oblik brez sialinskih kislin (asialo-Tf) in do oblik z
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osmimi sialinskimi kislinami (oktasialo-Tf). Izooblike asialo-, monosialo- in oktasialo-Tf
so pri zdravih ljudeh, abstinentih in ljudeh, ki uZivajo zmerne koli¢ine alkoholnih pijac,
prisotne le v sledeh. Prevladujoca izooblika je tetrasialo-Tf, ki predstavlja 64 do 80 %
celotnega transferina. Heptasialo-Tf predstavlja manj kot 1,5 %, heksasialo-Tf od
1 do 3 %, pentasialo-Tf od 12 do 18 %, trisialo-Tf od 4,5 do 9 % in disialo-Tf man;j kot
2,5 % celotnega transferina (19, 30). Stevilo sialinskih kislin in polozaj le teh dolo¢a
izoobliko transferina in njegovo izoelektri¢no tocko (pl). Z vsako sialinsko kislino vezano
na N-glikansko verigo, se izoelektri¢na tocka zniza za 0,1 pH enote (16, 30).

Vsaka molekula transferina lahko veZe najve¢ dva iona Zeleza, v obliki Fe’*. Normalno je z
zelezom nasi¢enega okoli 30 % celokupnega serumskega transferina. Nasicenost je
odvisna od zalog zeleza v organizmu. V primeru pomanjkanja Zeleza se zasicenost
transferina zmanjsa in v krvi so prisotne vecje koli¢ine transferina z vezanim samo enim
ionom Zeleza oziroma brez vezanega iona zeleza (apotransferin). V primeru
hemokromatoze (kopicenje zeleza v tkivih) pa se zasiCenost transferina poveca in v krvi so
vecinoma prisotne oblike transferina z vezanima dvema ionoma Zeleza. Tudi Zelezo vpliva
na izoelektri¢no tocko transferina. Vsak na transferin vezan Zelezov ion zniza izoelektri¢no
tocko za 0,2 pH enoti.

Razli¢ne izoelektricne tocke pri popolni nasiCenosti z zelezom pomagajo pri locitvi
izooblik transferina glede na samo stopnjo sialiniziranosti. NajpogostejSe transferinske

izooblike imajo naslednje pI (19, 30):

- pentasialo-Tf's pl 5,2
- tetrasialo-Tfs pl 5,4

- trisialo-Tfs pl 5,6

- disialo-Tfs pI 5,7

- asialo-Tfs pl 5,9 (16).
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Slika 4: Izooblike transferina z razli¢énim Stevilom negativno nabitih sialinskih kislin (16).

Ker je Tf najpomembnejsi prenasalec ionov zeleza v telesu pri ljudeh, lahko na izooblike
transferina vplivajo tudi fizioloski faktorji, ki imajo vpliv na presnovo samega zeleza. Na
presnovo lahko vpliva spremenjeno hormonsko stanje, ki se pri zenskah pojavi pri
nose¢nosti, ob uporabi kontraceptivov in v primeru prehoda iz menstrualnega cikla v
menopavzo (30). Vsebnost transferina v plazmi je uravnavana z razpolozljivostjo zeleza.
Pri pomanjkanju Zeleza se nivo transferina v plazmi povisa (30). Orientacijska referencna
vrednost koncentracije transferina v serumu za odrasle je med 2,2 in 4,0 g/l. PoviSane
vrednosti transferina so znacilne za sideropeni¢no anemijo, za nosecnice v zadnjem
trimesecju, povisane so tudi pri pomanjkanju Zeleza in uporabi peroralnih kontraceptivov.
Medtem ko se zniZzane vrednosti transferina pojavijo pri cirozi jeter, infekcijah, hujSanju
(vzrok je zmanjSana sinteza transferina), malignih obolenjih, hemokromatozi, nefrotskem
sindromu in nefritisu (vzrok je izguba transferina z urinom) (31).

V serumu so odkrili tudi najmanj 38 genetskih variant transferina. Variante nastanejo kot
posledica spremenjene polipeptidne verige in razlik v sestavi N-glikanskih verig. Samo
4 genetske variante pa se pojavljajo pri ve€ kot 1 % ljudi (19). Bioloski pomen teh variant
Se ni znan, razen v primeru, ko sta posledici genetske variante CDG sindrom (Congenital
Disorder of Glycosylation syndrome, prirojena motnja glikozilacije) in atransferinemija

(30).
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Transferin se vecCinoma sintetizira v jetrih (v hepatocitih) in v manj$i meri v
retikuloendotelnem sistemu oziroma v endokrinih Zlezah, kot so moda in jajéniki.
Transferin se po glikozilaciji izloa v plazmo z eksocitozo, kjer potem opravlja svojo
funkcijo. Njegova bioloska razpolovna doba je priblizno 7 dni. Pri katabolizmu transferina
v normalnih pogojih se iz transferina najprej odstrani sialinska kislina,
asialoglikoproteinski receptorji jetrnih parenhimskih celic pa nato odstranijo

desialinizirane proteinske verige (30).

1.3.2 CDT

O transferinu z zmanjSano vsebnostjo ogljikohidratov so prvi¢ porocali ze leta 1976, ko so
njegovo prisotnost dokazali v cerebrospinalni teko€ini in v serumu alkoholikov (4, 30, 32).
Od takrat naprej je bil predmet mnogih raziskav in je danes uporaben kot zanesljiv,
objektiven, biokemi¢ni oznacevalec Skodljive rabe alkoholnih pijac.

CDT je danes definiran kot delez disialo-, monosialo- in asialotransferina glede na
celokupno koli¢ino transferina (4, 19, 33).

CDT torej predstavljajo izooblike transferina z izoelektri¢no tocko > 5,7 (4). Po razvoju
imunometri¢nih metod za dolo¢anje transferina z zmanjSano vsebnostjo ogljikohidratov so
v CDT vkljucevali tudi 50 % trisialotransferina. Ker pa so raziskave pokazale, da ni
korelacije med Skodljivim vnosom alkoholnih pija¢ in trisalotransferinom, da se trisialo-Tf
pojavlja v enakih koncentracijah pri poviSanih in zniZanih vrednostih CDT in da nima
diagnosti¢ne vrednosti pri Skodljivi rabi alkoholnih pijac, se trisialo-Tf od leta 2000 ne
dolo¢a ve¢ v okviru CDT (19, 34). PoviSana vrednost CDT v serumu potrdi sum
prekomernega oziroma Skodljivega uzivanja alkoholnih pija¢ (19). Dnevno uzivanje
60 do 80 g etanola vsaj 14 dni zaporedoma Ze lahko povzroci poviSano serumsko vrednost
CDT. Sestdeset gramov &istega etanola je v treh pollitrskih steklenicah piva (5 vol%),
sedmih decilitrih vina (10 vol%) in dveh decilitrih zZganja (40 vol%) (3, 4, 16). Vrednost
transferina z zmanjSano vsebnostjo ogljikohidratov se normalizira po treh do Stirih tednih
abstinence, odvisno od stopnje povisanja (3, 16, 33, 35).

Transferin z zmanjSano vsebnostjo ogljikohidratov, tako kot Tf, nastaja in razpada v jetrih.
Mehanizmi nastanka CDT S$e vedno niso popolnoma pojasnjeni. Etanol in njegovi
metaboliti sprozijo v telesu Stevilne reakcije. Vpliv na glikozilacijo proteinov je
vecstopenjski proces, ki poteka preko vpliva na transport proteinov in aktivnosti encimov.

Primarni mehanizem okvare presnove proteinov povezane s Skodljivim uzivanjem
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alkoholnih pija¢ bi lahko bila sprememba transporta proteinov med posttranslacijskimi
modifikacijami. Pomembno vlogo v tem procesu verjetno igra acetaldehid, ki je bolj
reaktiven od svoje prekurzorske spojine (30). Etanol in metaboliti med drugim zmanjsajo
aktivnost glikoziltransferaz (sialil-, galaktozil- in N-acetilglukozamin transferaz) v
hepatocitih in s tem vplivajo na normalne procese glikozilacije proteinskih molekul,
katerih sinteza poteka v jetrnih celicah (4, 16, 19, 33). Povecajo pa tudi aktivnost sialidaze,
encima, ki s transferina odstranjuje ogljikohidratne skupine (10, 16, 33). Vplivajo tudi na
fluidnost membrane in s tem povzrocijo spremembo mikrookolja membrane, kar bi lahko
bil vzrok za spremenjene aktivnosti encimov (30). Povzroc¢ijo lahko okvaro oziroma
zmanjSano delovanje Stevilnih receptorjev v jetrni celici (10). Zaradi vseh teh razlogov se
pri vnosu etanola v telo pojavijo nesialinizirane in nizko sialinizirane izooblike transferina
(4, 16, 19, 33). Za natan¢no razumevanje mehanizma vpliva etanola in metabolitov pa so

potrebne nadaljnje raziskave (30).

Transferin z zmanjSano vsebnostjo ogljikohidratov trenutno velja za najbolj specificen
biokemicni oznacevalec Skodljive rabe alkoholnih pija¢. V razli¢nih virih so navedene
razli¢ne vrednosti njegove diagnosti¢ne obcutljivosti in diagnosti¢ne specifi¢nosti. Odvisne
so od preiskovane populacije (abstinenti, zmerni pivci, ljudje, ki tvegano pijejo alkoholne
pijace, ljudje, ki uzivajo prekomerne-Skodljive koli¢ine alkoholnih pijac, Zenska
populacija, moska populacija,...) in od uporabljene metode doloevanja CDT. Stevilne in
obsezne raziskave so v povprecju pokazale veliko diagnosti¢no specifi¢nost 85 % (najvisjo

do 98 %) in diagnosti¢no obcutljivost 65 % (najvisjo do 93 %) (4, 16, 19, 33, 36).

Primarno se CDT uporablja kot biokemi¢ni oznacevalec Skodljive rabe alkoholnih pijac,
njegove vrednosti pa se lahko spremenijo tudi pri doloc¢enih bolezenskih stanjih in s tem
znizajo njegovo diagnosticno specificnost. Lazno pozitivni rezultati transferina z
zmanjS$ano vsebnostjo ogljikohidratov so lahko prisotni pri bolnikih z napredovalo jetrno
boleznijo, npr.: pri bolnikih s primarno biliarno cirozo, kroni¢nim virusnim hepatitisom,
hepatocelularnim karcinomom in pri bolnikih, ki imajo z zdravili povzroceno jetrno
insuficienco. Vrednosti CDT so povisane tudi pri redkih genetskih variantah transferina
(D varianta), CDG sindromu, v nosecnosti, pri uporabi estrogenov, v primeru anemije
zaradi pomanjkanja Zeleza, v primeru zmanjSanih vrednosti feritina, poviSanega

celokupnega transferina in pri socasni presaditvi ledvic in trebusne slinavke (13, 16, 19,
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30, 33). Pri zelo redki B genetski varianti transferina se lahko pojavijo lazno negativni

rezultati CDT (30).

1.3.3 Metode za dolo¢anje CDT

Analiza CDT sodi med zahtevne analize. Vzrok temu je mikroheterogenost samega
transferina, strukturne podobnosti CDT izooblik transferina z izooblikami, ki so normalno
prisotne in zaradi prisotnosti CDT izooblik v zelo nizkih koncentracijah. Zato so za analizo
CDT potrebne selektivne, specificne in obcutljive metode (19, 33). Osnova metod za
dolocanje CDT je kvantifikacija lo¢enih izooblik transferina glede na njihov naboj in
izoelektricno tocko (pl od 5,2 do 5,9) (19). Izooblike transferina se lahko loCijo z
elektroforetskimi  ali  kromatografskimi metodami, nato pa se ovrednotijo z
radioizotopskimi, imunoturbidimetricnimi ali encimskoimunskimi reakcijami. Med
novejSimi metodami pa so bile opisane tudi spektrometricne metode (4, 19). V prvi fazi
analize je potrebna predpriprava vzorcev obi¢ajno z nasi¢enjem transferinskih molekul z
zelezom (3, 4, 19). Popolna in stabilna nasi¢enost transferina z zelezom je temelj zanesljive
analize CDT. Nepopolna nasi¢enost transferina z Zelezom je lahko eden izmed vzrokov za

lazno pozitivne rezultate (33).

Vrednosti CDT se lahko izrazijo kot absolutne vrednosti CDT (vrednosti izooblik
transferina s pl > 5,7), oziroma kot delez nizko sialiniziranih oblik transferina glede na
celokupno koncentracijo transferina. Ker je koncentracija transferina v telesu spremenljiva;
spreminja se ob dolocenih fizioloSkih in patofizioloSkih procesih, je bolj priporocljivo

CDT izraziti kot delez (%CDT) glede na celokupno koncentracijo transferina (30).

Od odkritja povezave CDT s Skodljivo rabo alkoholnih pijac leta 1976 se je za doloCevanje
le-tega razvilo mnogo analitskih metod (37). Sprva se je za dolocevanje CDT uporabljala
metoda izoelektricnega fokusiranja (IEF), ki je dolgo casa veljala za referencno metodo
doloc¢evanja CDT. To je elektroforetska metoda, pri kateri se izooblike transferina med
seboj locijo zaradi razlik v pl. Osnova vseh elektroforetskih metod je potovanje proteinov
v elektricnem polju, v odvisnosti od naboja, velikosti, oblike molekule, jakosti elektri¢nega
polja in narave nosilca uporabljenega za izvedbo elektroforeze. Na potovanje proteinov
vplivajo tudi pH, ionska jakost pufra, napetost in temperatura. Proteini potujejo tako dalec,

dokler ne dosezejo pH, ki je enak pl, v kateri je naboj enak ni¢. Po locbi izooblik sledi
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imunofiksacija in barvanje frakcij ter denzitometri¢na kvantifikacija. Ker gre za zapleteno
in dolgotrajno analizo, je bila le-ta neprimerna za vsakdanjo rutinsko uporabo (3, 4, 37).
Od leta 1986 so zaceli razvijati metode, ki bi bile uporabniku bolj prijazne, vendar je IEF
ostala zlati standard do razvoja tekocinske kromatografije visoke locljivosti (HPLC; High
performance liquid chromatography) in kapilarne elektroforeze (CE; Capillary
electrophoresis) (3).

Leta 1993 so bili na trziSc¢u dostopni prvi komercialno pripravljeni testi za dolocevanje
CDT. Reagenc¢ni kiti so vsebovali anionsko izmenjevalne kolone (mikrokolone) za
lo¢evanje transferinskih izooblik. Detekcija loc¢enih izooblik transferina v eluatu je
potekala z imunokemijskimi metodami (RIA; Radioimmunoassay, EIA; Enzyme
immunoassay, TIA; Turbidimetric immunoassay) (4, 16, 19, 33).

Med prvimi izmed testov so bili CDTect-RIA (Pharmacia & Upjohn), nato je priSel na
trzis¢e test CDT-EIA, kasneje pa so sledili testi %CDT Axis in Tinaquant-
%CDT/transferin (Roche Diagnostics) (16, 19). V komercialno pripravljenih testih prve
generacije, pri katerih je bil rezultat CDT izraZen v mg/l oziroma U/l, je bilo poleg disialo-,
monosialo- in asialotransferina, k rezultatu CDT priStetega tudi 50% trisialotransferina. Pri
testih druge generacije, je bila zaradi modifikacije kolone, izooblika trisialotransferina
izkljuCena iz rezultata CDT (38). Osnova komercialno dostopnih testov je locitev izooblik
transferina z ionsko izmenjevalno kolono.

Kasneje so se pojavile mnoge druge polavtomatizirane kromatografske in elektroforezne
metode, h katerim pristevamo HPLC in kapilarno elektroforezo (3, 4, 19).

Novost na trziscu, ki je bila predstavljena junija leta 2005, je bil direktni lateks imunoloski
test za dolocevanje CDT. Reagencni kit proizvajalca Dade Behring se uporablja za
neposredno dolocanje CDT, brez predhodne predpriprave vzorca s homogenim,
imunonefelometri¢nim principom. Analiza temelji na reakciji monoklonskih protiteles, ki
prepoznajo strukturo CDT izooblik transferina (metoda je specificna za disialo-Tf) ob
socasni dolo€itvi celokupnega transferina. Posebna predpriprava vzorcev ni potrebna.
Rezultat analize je delez CDT, ki je zaradi soCasne dolocitve transferina izracunan

avtomatsko (39, 40).
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Danes se za dolo¢anje CDT najpogosteje uporabljajo tri metode:

1.3.3.1 Ionsko izmenjevalna kromatografija z imunoturbidimetri¢no detekcijo (IEC;
Ion exchange columns with immunoturbidimetric detection) (38, 41)

Sodi med kromatografske metode, katerih temelj je porazdelitev vzorca med stacionarno in
mobilno fazo. V mobilni fazi je raztopljen vzorec, katerega molekule v odvisnosti od
topnosti in adsorpcije, potujejo po stacionarni fazi. Izooblike transferina se lo¢ijo v
anionsko izmenjevalnih kolonah na osnovi razlicnih pl po predhodnem nasienju z
zelezom. Izooblike imajo zaradi razlicnega naboja razli¢no afiniteto do nasprotno nabitih
funkcionalnih skupin stacionarne faze na katere se vezejo.

V vzorcu se najprej nasiti transferin z raztopino soli Zeleza, tako da se omogoc¢i locba
transferinskih molekul izklju¢no na osnovi stopnje sialiniziranosti. Del vzorca se prenese
na ionsko izmenjevalno kolono (mikrokolono). Ustrezne frakcije transferina je nato
potrebno sprati iz kolone. Selektivno izpiranje omogoci izbira ustreznega pufra s to¢no
doloc¢eno pH vrednostjo ali ionsko jakostjo. Potrebno je zbrati ustrezno frakcijo eluata ter v
njej kvalitativno in kvantitativno ovrednotiti separacijski postopek. Transferin v ustrezni
frakciji eluata in v primarnem vzorcu nasi¢enemu z Zelezom se lahko doloci
nefelometri¢no ali turbidimetri¢no. S specifi¢nimi antitransferinskimi protitelesi se tvorijo
slabo topni imunski kompleksi, kateri se v prvem primeru doloc¢ijo/detektirajo z intenziteto
odbite svetlobe od imunskih kompleksov, v drugem pa z merjenjem prepustnosti raztopine,
ki je zmanjSana zaradi poveane motnosti.

Delez CDT (%CDT) se izracuna kot razmerje med transferinskimi izooblikami z nizko

vsebnostjo ogljikovih hidratov in celokupno koncentracijo transferina.

1.3.3.2 Kapilarna elektroforeza (CE) (42, 43)

Osnova kapilarne elektroforeze je elektroforetska loc¢ba molekul, ki poteka v tanki kapilari.
Steklene kapilare s Si0,, ki se velikokrat uporabljajo pri kapilarni elektroforezi, so zaradi
polimerne obloge izjemno upogljive. Molekule se lo¢ijo na osnovi naboja in velikosti
zaradi dveh nasprotno usmerjenih tokov: elektroosmoze in elektri¢nega polja. Dolo¢eni
sistemi za kapilarno elektroforezo omogocajo avtomatizirano dolocitev CDT, brez
predhodne predpriprave vzorcev; nasiCenje raztopine vzorca z Zelezom se izvede
avtomaticno v analizatorju. LoCevanje nabitih delcev poteka pri visoki napetosti, ki
omogoc¢i potovanje delcev po kapilari. Gibljivost delcev je odvisna od elektroforetske

gibljivosti samih delcev v alkalnem pufru (kationi potujejo proti katodi, anioni so
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usmerjeni proti anodi) in elektroosmoznega toka raztopine (v smeri od anode h katodi).
Obicajno je elektroosmotska sila zadostna, da usmeri gibanje vseh delcev v vzorcu mimo
detektorja proti katodi, vkljuéno z negativno nabitimi delci, ki so zaradi elektroforetske
gibljivosti usmerjeni proti anodi. Detekcija loCenih izooblik transferina poteka na
katodnem delu kapilare pri ustrezni valovni dolzini (obi¢ajno pri 200 nm). Najhitreje
gibljivi delci prvi potujejo mimo detektorja in najpocasneje gibljivi delci potujejo mimo
detektorja zadnji. Rezultat analize so loCene izooblike transferina, ki so kot lo€ene frakcije
asialo-, disialo-, trisialo-, tetrasialo- in pentasialo-Tf graficno prikazane v
elektroferogramu.

Vrednost %CDT se dolo¢i iz deleza loc¢enih transferinskih izooblik glede na celokupno

povrsino pod krivuljo.

1.3.3.3 Tekoc¢inska kromatografija visoke locljivosti (HPLC) (44, 45)

Tekocinska kromatografija visoke locljivosti prav tako kot IEC sodi med kromatografske
metode. Glede na kemicne in fizikalne interakcije z mobilno in stacionarno fazo se
komponente vzorca locijo med seboj. Reakcije so specificne in odvisne od analita, ter od
sestave obeh faz. Gradientna HPLC je modifikacija klasicnega HPLC postopka pri kateri
gre za stopenjsko spreminjanje elucijske moci mobilne faze.

Vzorce je potrebno pred nanosom na kolono nasititi z Zelezom in oboriti lipoproteine.
Izooblike transferina se lo¢ijo v gradientnem sistemu HPLC z anionsko izmenjevalno
stacionarno fazo in pufrom razli¢nih ionskih moci. Detekcija lo¢enih izooblik poteka pri
valovni dolzini 460 nm, pri kateri ima specificno absorpcijski maksimum kompleks
Tf-Zelezo. Rezultat analize je kromatogram z loCenimi frakcijami izooblik transferina:
asialo-, disialo-, trisialo-, tetrasialo-, pentasialo- in heksasialo-Tf.

Vrednost %CDT se doloci kot delez povrSine pod krivuljo posameznih CDT frakceij glede

na celokupni transferin.

Potreba po pripravi mednarodne standardizirane metode za doloCanje CDT je bila
izpostavljena leta 2000 v Berlinu na mednarodni konferenci, na kateri so bili prisotni
mnogi znanstveniki iz razli¢nih drzav. Sprejet je bil dogovor, da se pripravi standardizirana
HPLC metoda (45).

Leta 2005 je bilo prvo srecanje delovne skupine za standardizacijo CDT na Floridi,

naslednji sestanek pa je bil leta 2006 v Nemciji. Prvotni cilji delovne skupine za
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standardizacijo CDT pod okriljem IFCC (International Federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine) so naslednji: doloCitev najustreznejSega analita za doloCitev
CDT, izbira referenéne metode za dolocevanje CDT in priprava referencnih standardov.
Pozneje pa je potrebna Se validacija analita, referenéne metode in referencnih materialov in
predlog kako uporabljati CDT v kliniki. Prvi predlog delovne skupine je, da je primarna
tar¢na molekula pri dolo¢anju CDT disialo-Tf. To naj bi bil edini analit na katerem bi
temeljila standardizacija metode. Drugi predlog je, da trenutno HPLC velja za prehodno
referencno metodo, ki jo bo zamenjala ustrezna referen¢na masna spektroskopija, ko bo
le-ta na voljo. Priporocilo delovne skupine pa je tudi, da se CDT izraza kot delez (%CDT)

glede na celokupno koncentracijo transferina (40).
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2. Namen dela

CDT je trenutno najbolj specificen biokemi¢ni oznacevalec Skodljive rabe alkoholnih
pijac. Danes je za dolo¢anje CDT na voljo ve¢ metod, s katerimi lahko transferinske
izooblike lo¢imo med seboj. CDT izrazimo kot odstotek (%CDT) glede na celokupno

koncentracijo transferina.

Primerjali bomo tri najpogosteje uporabljene metode za dolo¢anje CDT: ionsko
izmenjevalno kromatografijo z imunoturbidimetricno detekcijo (IEC), kapilarno
elektroforezo (CE) in tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC). Za dolo¢anje
bomo uporabili vzorce seruma nakljucno izbranih preiskovancev, kateri bodo imeli na
Kliniénem institutu za kliniéno kemijo in biokemijo (Univerzitetni klini¢ni center
Ljubljana) redno naroCeno analizo CDT. Znotraj te skupine bomo posebej obravnavali
vzorce iz gastroenteroloske klinike. Vsakemu vzorcu bomo poleg CDT dolocili Se
kataliticne aktivnosti encimov aspartat-aminotransferaza (AST), alanin-aminotransferaza
(ALT), gama-glutamiltransferaza (GGT) in alkalna fosfataza (AP) po priporoc¢enih
postopkih IFCC na biokemi¢nem analizatorju. Za nabor vzorcev in vrednotenje rezultatov
bomo sledili priporo¢ilom NCCLS (46). Na podlagi statisticne analize rezultatov bomo
ugotovili ali metode za doloanje CDT med seboj korelirajo in kaks$na je njihova

uporabnost v skupini gastroenteroloskih bolnikov.
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3. Materiali in metode

3.1 Vzorci

Za dolocanje CDT smo uporabili 127 vzorcev seruma naklju¢no izbranih preiskovancev,
kateri so imeli na Klinicnem institutu za kliniéno kemijo in biokemijo (Univerzitetni
klini¢ni center Ljubljana) naroceno redno analizo %CDT. V obravnavani skupini je bilo
114 preiskovancev moskega spola in 13 Zenskega spola. Vzorci so bili poslani iz
27 razli¢nih zdravstvenih ustanov iz cele Slovenije; med njimi je bilo 20 vzorcev iz
Gastroenteroloske klinike, Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana.

Vzorce seruma smo pridobili po centrifugiranju krvi, ki je bila odvzeta v epruveto brez
dodanega antikoagulanta, 15 minut pri 2500 g in 15 °C. Serum je tekoca frakcija krvi brez
krvnih celic in brez fibrinogena. Vsi vzorci, ki smo jih analizirali, so bili do analize
shranjeni pri 4 °C najvec¢ 7 dni.

Vsem vzorcem smo dolocili CDT s tremi metodami: ionsko izmenjevalno kromatografijo z
imunoturbidimetricno detekcijo (IEC), kapilarno elektroforezo (CE) in tekocinsko
kromatografijo visoke locljivosti (HPLC). Vsakemu vzorcu smo poleg CDT izmerili Se
koncentracijo kataliticne aktivnosti encimov aspartat aminotransferaza (AST), alanin
aminotransferaza (ALT), gama-glutamiltransferaza (GGT) in alkalna fosfataza (AP).

Ves material s katerim smo pri naSem delu rokovali, smo obravnavali kot potencialno
kuZzen in zato smo upoStevali vsa sploSna navodila za varno rokovanje s kuZznim

materialom in analitskim sistemom.

3.2 Metode za dolo¢anje CDT
3.2.1 lonsko izmenjevalna kromatografija z imunoturbidimetricno detekcijo

(41)

Za analizo vzorcev smo uporabili reagenéni kit Tina-quant® %CDT proizvajalca Roche
Diagnostics (Mannheim, Nemc¢ija). Imunoturbidimetricno meritev koncentracije
transferina v vzorcu smo merili na biokemi¢nem analizatorju Hitachi 917 (Roche
Diagnostics). Kalibracijo in nastavitev ustreznih pogojev analizatorja, predpripravo

vzorcev in samo analizo smo izvedli po navodilih proizvajalca.
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3.2.1.1 Reagenti

0 Tina-quant %CDT 2" generation (Roche Diagnostics) vkljucuje:

- Reagent R1: Na,HPO4/NaH,PO4 pufer: 100 mmol/l, pH 7,8; polietilenglikol: 70 g/1;
konzervans;

- Reagent R2: zaj¢ja protitelesa proti humanemu transferinu; Na,HPO4/NaH,PO,4 pufer:
100 mmol/l, pH 7,8; polietilenglikol: 40 g/I; konzervans;

0 Control set %CDT 2" generation (Roche Diagnostics) vkljucuje:
Liofilizat: reaktivna komponenta (CDT v humanem serumu) in nereaktivna komponenta
(natrijev azid (< 1 %));

0 C.fa.s %CDT (kalibrator) 2™ generation (Roche Diagnostics) vkljucuje:

Reaktivno komponento (humani serum) in nereaktivno komponento (BIS-TRIS) pufer,
20 mmol/l; detergent, konzervans);

0 Separation Kit %CDT 2™ generation (Roche Diagnostics) vkljucuje:
- kolone z anionskim izmenjevalcem;
- Raztopino 1: FeCls: 0,18 mmol/l; BIS-TRIS pufer: 20 mmol/l, pH 6,5;
detergent; konzervans;
- Raztopino 2: BIS-TRIS pufer: 20 mmol/l, pH 6,2; NaCl: > 0,6 g/l; detergent;
konzervans;
¢ Fizioloska raztopina (Krka)
0,9 % raztopina NaCl (1000 ml vsebuje 154 mmol Na+ in 154 mmol Cl-; pH = 4,5-7,0);
0 Redestilirana voda (Univerzitetni Klini¢ni center Ljubljana, Lekarna)

(pH = 5,0-7,0).

3.2.1.2 Aparature in pribor

= Analizator Hitachi 917 (Roche Diagnostics, Mannheim, Nemcija);

= Centrifuga Rotanta/S (Hettich, Tuttlingen, Nemcija);

= Elektri¢ni stresalnik Vortex EV-100 (Tehtnica, Zelezniki);

= Avtomatske pipete Proline (Biohit) razli¢nih volumnov: 5-100 pl, 50-1200 pl,
100-5000 pl;

= Nastavki za avtomatske pipete;

= Epruvete;

= Stojalo za epruvete;
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= Stojalo za kolone;
= Posodice za zbiranje eluata;
= Steklena palcka;

= Stoparica.

3.2.1.3 Opis metode

Doloc¢itev %CDT z ionsko izmenjevalnimi kolonami smo opravili po navodilih
proizvajalca reagencnega kita Tina-quant %CDT 2nd generation. Vse kolone in kontrolni
raztopini smo 1 uro pred zacetkom analize hranili pri sobni temperaturi in jih pustili, da se
ogrejejo na 20-25 °C. Kolone smo namestili v stojalo in jim odstranili najprej zgornji in
Sele nato spodnji zamasSek, s ¢cimer smo preprecili nastanek mehurckov. Frito smo potisnili
navzdol s stekleno palcko in s tem omogocili, da je pufer stekel iz kolon. Tako pripravljene
kolone je bilo potrebno uporabiti v 1 uri.

Vzorcem seruma in kontrolnima vzorcema (100 pl) smo dodali 500 pl FeCls. Epruvete
smo premesali z elektricnim stresalnikom in inkubirali 15 minut pri 20-25 °C. 500 pl z
zelezom nasi¢enega vzorca smo prenesli na ionsko izmenjevalne kolone (mikrokolone) in
spirali s pufrom (BIS-TRIS; pH 6,2) (1000 pl).

Prvi eluat, z izoelektri¢no toc¢ko (pl) nizjo kot 5,7, smo zavrgli, ker so bile v njem prisotne
izooblike transferina, ki se ne priStevajo med CDT. Po ponovnem spiranju kolon z vecjo
koli¢ino pufra (BIS-TRIS; pH 6,2) (2000 pl) smo zbrali eluat s frakcijami transferina s
pl>5,7 in izmerili njihovo koncentracijo imunoturbidimetricno na analizatorju
Hitachi 917 (Roche Diagnostics).

Del preostalega vzorca, nasi¢enega z FeCls, smo razred¢ili s fiziolo§ko raztopino in v njem
dolo¢ili celotno koncentracijo transferina, prav tako na analizatorju Hitachi 917 (Roche
Diagnostics).

V reagentu za dolocanje koncentracije transferina so prisotna specifi¢na antitransferinska
protitelesa, ki s transferinom tvorijo slabo topne imunske komplekse. Koncentracijo
celokupnega transferina in CDT-izooblik transferina smo izmerili turbidimetricno z
merjenjem prepustnosti svetlobe reakcijske zmesi, ki je zmanjSana zaradi povecane
motnosti.

Odstotek CDT smo izracunali iz razmerja med CDT-izooblikami transferina in celokupno
koncentracijo transferina v vzorcu, po enacbi [/]. Referen¢na vrednost, ki jo priporoca

proizvajalec, je do 3,0 %.
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%CDT =322 {%} +01 Enacba: [/]
%CDT.............. delez transferina z zmanj$ano vsebnostjo ogljikohidratov
CDT......ccvnni transferin z zmanjSano vsebnostjo ogljikohidratov
TT.oo celokupni transferin

Foorrrr, faktor red¢enja (= 41)

J |

VZOREC  FeCl

1000 pl 000
100u\ /500u| S00 ¥ g

L1 L1 I

0,9 % ra-;_t. NaCl N gﬂﬁ /

Slika 5: Shema doloc¢anja CDT z ionsko izmenjevalnimi kolonami

3.2.2 Kapilarna elektroforeza (42)

Za doloc¢itev CDT izooblik s kapilarno elektroforezo smo uporabili reagencni kit
Capillarys CDT PN.2008 (Sebia, Francija) in analizator Capillarys 2 (Sebia, Francija).
Postopek za dolocanje CDT je popolnoma avtomatiziran. Analizo smo izvedli po navodilih

proizvajalca (42).
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3.2.2.1 Reagenti

¢ Capillarys CDT kit (Sebia. PN. 2008) vsebuje:

- Alkalni pufer pH 8,8 in aditive;

- Raztopino za red¢enje vzorca;

- Raztopino za spiranje kapilar;

- Segmente za red¢enje vzorca in kontrolnih raztopin;

0 Redestilirana voda (Univerzitetni Klini¢ni center Ljubljana, Lekarna)

(pH = 5,0-7,0).

3.2.2.2 Aparature in pribor

= Capillarys System 2 (Sebia, Francija);

= Stojalo za vzorce;

= Vsebniki za destilirano vodo, raztopino za spiranje in odpad (Container Kit supplied with

Capillarys).

Slika 6: Capillarys 2 (Sebia, Francija)

3.2.2.3 Opis metode (42)
Celoten postopek dolocanja CDT s sistemom kapilarne elektroforeze Capillarys 2 (Sebia,
Francija) je popolnoma avtomatiziran. Serumske vzorce in raztopino Zelezovega klorida

(raztopina za razredcitev in nasicenje vzorca) smo vstavili v stojalo v aparat. Nasicenje
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transferina z raztopino soli Zeleza se je izvedlo avtomati¢no v samem analizatorju. Locba
izooblik transferina je potekala v stekleni kapilari s SiO,, v alkalnem pufru (pH 8,8), pri
konstantni napetosti 9200 V, konstantni temperaturi 40 °C, 8 minut. Izooblike so se locile
na osnovi njihove elektroforetske gibljivosti delcev (EF gibljivosti) v alkalni pufrski
raztopini (kationi potujejo proti katodi, anioni so wusmerjeni proti anodi) in
elektroosmoznega toka pufra (v smeri od anode h katodi). Detekcija je potekala na
katodnem delu kapilare pri 200 nm. Rezultat analize od¢itamo na elektroferogramu, kjer so
bile grafi¢no prikazane transferinske izooblike kot locene frakcije (od desne proti levi):
asialo-, disialo-, trisialo-, tetrasialo- in pentasialo-Tf. Vrhovi od leve proti desni so
razvrS¢eni po padajoCi hitrosti gibljivosti delcev. Prvi rezultati celotnega analiznega
postopka so na voljo v 20 minutah od samega zacetka analize. Odstotek CDT smo dolo¢ili
iz deleza locenih izooblik transferina. PriporoCena referencna vrednost proizvajalca za

%CDT po tej metodi je do 1,3 %.

elektroosmozni tok =
> EF qablwost
+ ) © @ () o Mo @ =
anodg kiatoda
N )
Detektor

pufer

a dolocanje Smo uporabili gradientni sistem Variant 10-Rkad, uncnen,
Za dologanje CDT porabili gradientni HPLC si Variant™ (Bio-Rad, Miinch

- pufer

Slika 7: Shema kapilarne elektroforeze
3.2.3 Tekocinska kromatografija visoke locljivosti (44)

Nemcija) in reagencni kit %CDT by HPLC (Bio-Rad). Nastavitev ustreznih pogojev
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analizatorja, predpripravo vzorcev in samo analizo smo izvedli po navodilih proizvajalca
(44).

3.2.3.1 Reagenti

0 %CDT by HPLC Ragent Kit (Bio-Rad; 195-6660) vkljucuje:

- Reagent 1: FeCls;

- Reagent 2: NaHCO;3;

- Reagent 3: dekstransulfat;

- Reagent 4: MgCl,;

- Reagent 5: BIS-TRIS pufer, natrijev azid (< 0,1 %);

- Mobilna faza 1: BIS-TRIS pufer, natrijev azid (< 0,1 %);

- Mobilna faza 2: BIS-TRIS pufer, natrijev azid (< 0,1 %);

- Mobilna faza 3: BIS-TRIS pufer, natrijev azid (< 0,1 %);
Mobilne faze 1, 2 in 3 se razlikujejo glede ionske jakosti;

- Predkolono (Guard Cartridge);

- Viale za vzorce;

0 %CDT Control Set vkljucuje;

- Kontrolo I in kontrolo II, liofilizirani;

¢ Raztopina za spiranje;

¢ Redestilirana voda (Univerzitetni Klini¢ni center Ljubljana, Lekarna)

(pH = 5,0-7,0).

3.2.3.2 Aparature in pribor

s HPLC sistem VARIANT™ (Bio-Rad, Miinchen, Nemcija);

= Centrifuga Rotanta/S (Hettich, Tuttlingen, Nemcija);

= Elektri¢ni stresalnik Vortex EV-100 (Tehtnica, Zelezniki);

= Avtomatske pipete Proline (Biohit) razli¢nih volumnov: 5-100 pl, 50-1200 pl,
100-5000 pl;

= Analitska kolona %CDT by HPLC Analytical Cartridge (Bio-Rad);

= Nastavki za avtomatske pipete;

o Epruvete;

= Stojalo za epruvete;

= Stoparica.
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Slika 8: HPLC sistem VARIANT™ ( Bio-Rad, Miinchen, Nem¢ija)

3.2.3.3 Opis metode (44)

Dolocanje CDT s tekoc¢insko kromatografijo visoke lo€ljivosti je semiavtomatiziran
postopek, pri katerem je potrebna rocna predpriprava vzorcev. Mesanico reagentov (10 pl
R1, 10 pl R2, 10 pl R3, 10 pl R4 in 500 pl R5) smo dodali vzorcem in kontrolnima
vzorcema (v razmerju 500 pl + 100 pl) in dobro premesali z elektri¢nim stresalnikom. S
tem smo v istem koraku nasitili transferin z zelezom in oborili lipoproteine v vzorcu z
dekstransulfatom. Po inkubaciji od 30 do 60 minut pri sobni temperaturi (20-25 °C) smo
vzorce centrifugirali 10 minut pri 3000 g in s tem odstranili oborjene lipoproteine.
Supernatant (~400 pl) smo prenesli v HPLC viale, katere smo neposredno vstavili v HPLC
sistem. Nato je postopek potekal avtomati¢no. Transferinske izooblike so se locile glede na
stopnjo sialiniziranosti. Locba je potekala 6,3 minute, pri tlaku 10 kg/cm2 in pretoku
1,4 ml/min, pri 35-40 °C, z anionsko izmenjevalno stacionarno fazo in gradientom
BIS-TRIS pufra razli¢nih ionskih moci. Detekcija je potekala pri 460 nm, kjer je blizina
absorbcijskega maksimuma kompleksa Tf-Zelezo. Rezultat analize odc¢itamo iz
kromatograma, v katerem so bile locene vse detektirane izooblike transferina: asialo-,
disialo-, trisialo-, tetrasialo- in pentasialo-Tf. Vrednost %CDT smo dolocili kot delez
povrsine pod krivuljo posameznih CDT frakcij glede na celotni transferin. Priporo¢ena

referencna vrednost proizvajalca za %CDT po tej metodi je do 1,9 %.
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3.3 Metode za doloc¢anje kataliticne aktivnosti encimov AST, ALT,
GGT in AP (47, 48, 49, 50)

Kataliticno aktivnost encimov smo izmerili na analizatorju Hitachi 917 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Nemcija) po priporocilih IFCC. Dolo€ili smo jih z barvnim
testom, s spektrofotometricno detekcijo. Kalibracijo in nastavitev ustreznih pogojev
analizatorja, predpripravo vzorcev in samo analizo smo izvedli po navodilih proizvajalca
(47, 48, 49, 50). Analizator avtomatsko izra¢una vrednosti encimov izrazene v pkat/l (U/l x

1/60).

3.3.1 Reagenti

O AST po priporocilih IFCC s piridoksal-5-fosfatom (Roche Diagnostics)

- Reagent R1 (steklenic¢ki 1 in la, tablete piridoksal fosfata): TRIS pufer: 100 mmol/l,
pH 7,8; L-aspartat: 300 mmol/l; NADH (kvas): 0,23 mmol/l; MDH (malat dehidrogenaza)
(prasicje srce): > 0,53 U/ml (8,83 pkat/l); LDH (laktat dehidrogenaza) (mikroorganizmi):
> 0,75 U/ml (12,5 pkat/l); piridoksal fosfat: > 120 umol/l; konzervans;

- Reagent R2 (steklenicka 2): a-ketoglutarat: 75 mmol/l; konzervans;

O ALT po priporocilih IFCC s piridoksal-5-fosfatom (Roche Diagnostics)

- Reagent R1 (stekleni¢ki 1 in 1la, tablete piridoksal fosfata): TRIS® pufer: 100 mmol/l,
pH 7,8; L-aspartat: 300 mmol/l; NADH (kvas): 0,23 mmol/l; MDH (prasi¢je srce): > 0,53
U/ml (8,83 pkat/l); LDH (mikroorganizmi): > 0,75 U/ml (12,5 pkat/l); piridoksal fosfat:
> 120 pmol/l; konzervans;

- Reagent R2 (steklenicka 2): a-ketoglutarat: 75 mmol/l; konzervans;

O GGT po priporocilih IFCC (Roche Diagnostics)

- Reagent R1: NaOH/glicilglicin pufer (steklenicki 1 in 1a); NaOH: 76 mmol/l; glicilglicin:
215 mmol/l, pH 7,7 (37 °C);

- Reagent R2: Substrat (steklenicki 2 in 2a) L-y-glutamil-3-karboksi-4-nitroanilid: 38
mmol/l; konzervans;

¢ AP po priporocilih IFCC (Roche Diagnostics)

- Reagent R1: 2-amino-2-metil-1-propanol: 1,12 mol/l, pH 10,44 (30 °C); magnezijev
acetat: 2,49 mmol/l; cinkov sulfat: 0,50 mmol/l; N-(2-hidroksietil)-etilendiamin triocetna
kislina: 2,49 mmol/l;

- Reagent R2: p-nitrofenil fosfat: 99,5 mmol/l, pH 8,5 (25 °C); konzervans;
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¢ Kalibrator: C.F.A.S. (Roche Diagnostics);
¢ Kontroli: PreciNorm U (QCS) (Roche Diagnostics) in PreciPath U (QCS) (Roche
Diagnostics);
¢ Fizioloska raztopina (Krka)
0,9 % raztopina NaCl (1000 ml vsebuje 154 mmol Na+ in 154 mmol Cl-; pH = 4,5-7,0).

3.3.2 Aparature in pribor
= Analizator Hitachi 917 (Roche Diagnostics, Mannheim, Nemcija);
= Epruvete;

= Stojalo za epruvete.

Slika 9: Analizator Hitachi 917 (Roche Diagnostics, Mannheim, Nemcija)

3.3.3 Opis metode (47, 48, 49, 50)
Vzorce za merjenje kataliti¢ne aktivnosti encimov smo vstavili v analizator Hitachi 917.

Analiza je potekla avtomati¢no po naslednjih reakcijah:

Aspartat-aminotransferaza:
L — aspartat + 2 — ketoglutarat <> oksaloacetat + L — glutamat
dodan piridoksal fosfat

oksaloacetat + NADH + H™ <22 5 I, — malat + NAD"*
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Z reagentom 1 smo vzorcu dodali koencim piridoksal fosfat, ki prenasa amino skupino iz
ene aminokisline (aspartat) na drugo aminokislino (glutamat) preko ustrezne ketokisline.
Katalizator reakcije je AST. Porast oksaloacetata se dolo¢a z indikatorsko reakcijo
katalizirano z malat dehidrogenazo (MDH, malate dehydrogenase). Oksaloacetat smo
reducirali z NADH v prisotnosti malat-dehidrogenaze. Analizator izmeri padec absorbance
zaradi nastalega NAD" pri valovni dolZzini 340 nm, ki je premosorazmeren encimski
aktivnosti aspartat-aminotransferaze v vzorcu.

Priporocene referen¢ne vrednosti so navedene v preglednici II.

Alanin-aminotransferaza:

L — alanin + 2 — ketoglutarat < piruvat + L — glutamat
dodan piridoksal fosfat

piruvat + NADH + H* <22 laktat + NAD*

Z reagentom 1 smo vzorcu dodali koencim piridoksal fosfat, ki prenasa amino skupino iz
ene aminokisline (alanin) na ustrezno ketokislino, ketoglutarat, ki se posledi¢no pretvori v
L-glutamat. So€asno potece pretvorba alanina v piruvat. Katalizator reakcije je ALT.
Porast piruvata se dolo¢a z indikatorsko reakcijo katalizirano z laktat dehidrogenazo.
Piruvat smo reducirali z NADH v prisotnosti laktat-dehidrogenaze. Analizator izmeri
padec absorbance zaradi nastalega NAD' pri valovni dolzini 340 nm, ki je
premosorazmeren encimski aktivnosti alanin-aminotransferaze v vzorcu.

Priporocene referen¢ne vrednosti so navedene v preglednici II.

Gama-glutamiltransferaza:

L — gamaglutamil — 3 — karboksi — 4 — nitroanilid + gliciglicin—*—5— amino —2 —
nitrobenzoat + L — gamaglutamilglicilglicin

Gama-glutamiltransferaza prenaSa gama-glutaminsko skupino L-gama-glutamil-3-
karboksi-4-nitroanilida na glicilglicin. Nastala produkta reakcije sta obarvani 5-amino-2-
nitrobenzoat in gama-glutamilglicilglicin. Analizator izmeri absorbanco obarvanega
produkta pri valovni dolzini 415 nm, ki je premosorazmerna encimski aktivnosti gama-
glutamiltransferaze v vzorcu.

Priporocene referen¢ne vrednosti so navedene v preglednici II.
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Alkalna fosfataza:

p — nitrofenilfosfat + H,0 + AMP <« 4 —nitrofenol + H,PO, + AMP — PO,

dodana Mg(OAc); in ZnSO4

V prisotnosti Mg in Zn ionov se 4-nitrofenilfosfat z alkalno fosfatazo cepi do nitrofenola in
fosfata. Pri valovni dolzini 450 nm izmeri analizator absorbanco 4-nitrofenola, ki je
premosorazmerna encimski aktivnosti alkalne fosfataze v vzorcu.

Priporocene referenc¢ne vrednosti so navedene v preglednici I1.

Preglednica II: Priporocene referencne vrednosti AST, ALT, GGT in AP

Zenske moski
AST 0,52 pkat/l 0,58 pkat/l
ALT 0,56 pkat/l 0,74 pkat/l
GGT 0,63 pkat/l 0,92 pkat/l
AP 1,74 pkat/l 2,15 pkat/l

3.4 Vrednotenje rezultatov

Povezavo med rezultati %CDT dobljenimi s tremi razliénimi metodami smo izrazili z
linearno regresijo in jo ocenili s Pearsonovim korelacijskim koeficientom. Za primerjavo
metod smo uporabili tudi t-test. Metode smo primerjali tudi tako, da smo doloc¢ili
odstopanje rezultatov med metodami in preverili vrednosti sipanja rezultatov odstopanja,
¢e so ustrezne. V statisticno vrednotenje rezultatov nismo vkljucili vzorca, ki je kazal
genetsko varianto transferina in vzorca, kjer je bil prisoten CDG sindrom. Skupino vzorcev
seruma i1z Gastroenteroloske klinike, Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana, smo

obravnavali lo¢eno.
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4. Rezultati in razprava

Pri naSem delu smo obravnavali 127 vzorcev seruma naklju¢no izbranih preiskovancev, ki
so imeli na Klinicnem institutu za klinicno kemijo in biokemijo (Univerzitetni klini¢ni
center Ljubljana) naro¢eno redno analizo %CDT. Statistiéno smo vrednotili 105 vzorcev
seruma (skupina A). Vzorca, ki je kazal genetsko varianto transferina in vzorca, pri
katerem je bil dokazan CDG sindrom, nismo vkljucili v statistiéno vrednotenje rezultatov.
Prav tako smo iz statisticne analize rezultatov izkljucili skupino 20 vzorcev seruma iz
Gastroenteroloske klinike, Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana, katere smo

obravnavali loceno (skupina B).

4.1 Statisti¢no vrednotenje rezultatov %CDT

V skupini A smo primerjali rezultate %CDT izmerjene s tremi najpogosteje uporabljenimi
metodami za dolocCanje transferina z zmanjSano vsebnostjo ogljikohidratov: separacija z
ionsko izmenjevalnimi kolonami z imunoturbidimetricno detekcijo (IEC), kapilarna
elektroforeza (CE) in tekocCinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC). Za vse tri pare
kombinacij (CE-IEC, HPLC-IEC in HPLC-CE) smo izracunali enacbo regresijske premice

in Pearsonov korelacijski koeficient. Rezultati so prikazani na slikah 10, 11 in 12.

IEC=0,875CE+2,019 r =0,981
25

20 -7
/

o /M

10

IEC (% CDT)

0 5 10 15 20 25
CE (% CDT)

Slika 10: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti %CDT izmerjene s CE in [EC.
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IEC =0,824 HPLC + 1,620 r =0,982

IEC (% CDT)

0 5 10 15 20 25
HPLC (% CDT)

Slika 11: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti %CDT izmerjene s HPLC in IEC.
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Slika 12: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti %CDT izmerjene s HPLC in CE.

Metoda najmanjSih kvadratov je pokazala zelo dobro korelacijo rezultatov med vsemi
Pearsonov korelacijski koeficient.

Primerljivost rezultatov razliénih metod se lahko poda tudi z odstopanjem rezultatov
testirane metode od referencne metode. V primeru, da imata primerjani metodi enake
referencne vrednosti in se razlike sipajo okoli abscise, dajeta metodi primerljive rezultate.

Kadar pa imata primerjani metodi razli¢ne referen¢ne vrednosti, se rezultati odstopanja ne
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sipajo okoli abscise, temveC okoli vrednosti razlike med obema referencnima vrednostma.
Vse tri metode za dolo¢anje CDT, ki smo jih pri naSem delu primerjali, imajo razli¢ne
referen¢ne vrednosti in zato se rezultati odstopanja sipajo okoli razlike med priporo¢enimi

referencnimi vrednostmi in ne okoli abscise. Za vse tri pare kombinacij (IEC-CE,
IEC-HPLC in CE-HPLC) je graficen prikaz odstopanj prikazan na slikah 13, 14 in 15. Pri
vsakem od parov je vidno sipanje okoli vrednosti razlike med referenénima vrednostma
obeh primerjanih metod. Rezultati odstopanja vrednosti %CDT izmerjene z IEC in CE se
sipajo okoli vrednosti 1,7, kar je razvidno iz grafa 13. Rezultati odstopanja vrednosti
%CDT izmerjene z IEC in HPLC se sipajo okoli vrednosti 1,1, kar je razvidno iz grafa 14.
Rezultati odstopanja vrednosti %CDT izmerjene s CE in HPLC pa se sipajo okoli
vrednosti -0,6, kar je prikazano v grafu 15. NajmanjSe sipanje rezultatov odstopanja je
opazno med %CDT rezultati izmerjenimi s CE in HPLC metodama, kar tudi sovpada s

korelacijo med omenjenima metodama.

bias IEC-CE (%CDT)

CE (%CDT)

Slika 13: Sipanje rezultatov odstopanja vrednosti %CDT izmerjenih z IEC in CE.
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HPLC (%CDT)
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Slika 14: Sipanje rezultatov odstopanja vrednosti %CDT izmerjenih z IEC in HPLC.
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Slika 15: Sipanje rezultatov odstopanja vrednosti %CDT izmerjenih s CE in HPLC.

Oviro pri primerjavi rezultatov %CDT izmerjenih z razlicnimi metodami med laboratoriji

predstavljajo razli¢ne referencne vrednosti samih metod in razli¢ne referen¢ne vrednosti za

%CDT v posameznih laboratorijih. Vsak laboratorij mora preveriti prenosljivost

proizvajalCevih pricakovanih referencnih vrednosti na lastno populacijo in na podlagi tega,

¢e je potrebno, tudi spremeniti in dolociti svoje referencne vrednosti (41, 42, 44). V

vsakem laboratoriju morajo poleg vrednosti rezultata %CDT vedno navesti e metodo s

katero je bil CDT dolocen oziroma referen¢no vrednost. S tem je vsaj deloma olajSana
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primerjava rezultatov med laboratoriji (19, 30). Ker CDT trenutno velja za najbolj
specificen laboratorijski oznacevalec Skodljive rabe alkoholnih pijag, se pojavlja vedno
vecja potreba po harmonizaciji in uskladitvi metod za dolocanje CDT (19, 40, 51). Z
namenom uskladitve dolocevanja CDT z razlicnimi metodami, so Stevilne raziskovalne
skupine poskusile v prakso uvesti razlicne faktorje. Eden izmed teh je bil izraCun razmerja
disialo-/tetrasialo-Tf in tudi disialo-Tf/celotni Tf (30, 40, 51). Velika pomanjkljivost teh
faktorjev je, da se lahko izraCunajo samo pri metodah, pri katerih se lahko dolo¢ijo
posamezne izooblike transferina, torej HPLC in CE. Pri metodi IEC teh faktorjev ni mo¢
izracunati. Ostaja pa nejasno ali ti faktorji sploh predstavljajo kak$no prednost pred
doloCanjem celotnega CDT (30). Danes potreba po mednarodnem CDT standardu Se
ostaja, kljub temu da je k pravilnejSemu podajanju rezultatov CDT pripomogla uvedba

kontrolnih materialov (13, 51, 52).

Preglednica III: Priporocene referencne vrednosti, meje kvantifikacije, interval vrednosti
%CDT rezultatov uporabljenih pri nasem delu (po NCCLS priporo€ilih) in obmocje

linearnosti testirano s strani proizvajalca za vse tri metode (41, 42, 44).

obmocje linearnosti
ref. meja interval
(testirano s strani
vred. | kvantifikacije (po NCCLYS)

proizvajalca)

IEC 3,0% | konc. Tf 1 mg/l 1,8-19,6 %CDT 1,3-8,9 %CDT
CE 1,3 % 0,4 % 0,3-21,5 %CDT 0,35-8,74 %CDT

HPLC | 1.9% 0,3 % 0,8-23,4 %CDT 0,8-23,5 %CDT

Za nabor vzorcev seruma smo sledili NCCLS priporocilom, zato smo vrednotili vzorce z
vrednostmi %CDT v SirSem obmocju glede na obmoc¢je linearnosti, ki ga je testiral
proizvajalec. Slednje so omejene samo na diagnostiéno pomembno obmocje %CDT
rezultatov. Zato smo pri naSem delu obravnavali tudi vzorce, katerim smo z IEC in CE
dolocili vi§je vrednosti %CDT, kot so maksimalne mejne vrednosti obmocja linearnosti
testiranega s strani proizvajalca. Primerjava intervalov vrednosti %CDT je prikazana v

preglednici III.

Pri statisticni obravnavi smo iz skupine vzorcev izlocili vse vzorce z rezultati %CDT nad

in pod obmoc¢jem linearnosti testiranim s strani proizvajalca, ter preverili korelacijo
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96 vzorcev znotraj tega obmocja (skupina C). Primerjava enacb regresijskih premic in
Pearsonovih korelacijskih koeficientov je zbrana v preglednici IV. Na slikah 16, 17 in 18
pa je korelacija skupine vzorcev s %CDT rezultati znotraj obmocja linearnosti testiranega s

strani proizvajalca prikazana tudi grafi¢no.

IEC = 0,934 CE+ 1,917 r =0,936
10
8 /.
= O am
o 6
< =
o 4 m
o
2 |
0 T T T T
0 2 4 6 8 10
CE (% CDT)

Slika 16: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti %CDT izmerjene s CE in I[EC pri skupini C.

IEC =0,860 HPLC + 1,540 r =0,937

10

IEC (% CDT)

0 T T T T
0 2 4 6 8 10

HPLC (% CDT)

Slika 17: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti %CDT izmerjene s HPLC in IEC pri skupini C.
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CE=0,881HPLC-0,338 r =0,973

CE (% CDT)

HPLC (% CDT)

10

Slika 18: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti %CDT izmerjene s HPLC in CE pri skupini C.

Preglednica IV: Primerjava enacb regresijskih premic in Pearsonovih korelacijskih

koeficientov za vrednosti %CDT v skupini 105 vzorcev naklju¢no izbranih preiskovancev

(skupina A) in 96 vzorcev z rezultati %CDT znotraj proizvajalcevega testiranega obmocja

linearnosti (skupina C) izmerjene z IEC, CE in HPLC.

skupina A skupina C
(N=105) (N=96)
reg. prem. | [EC=0,875- CE+ 2,019 IEC=0,934 - CE + 1,917
CE in IEC
r 0,981 0,936
reg. prem. | [EC =0,824 - HPLC + 1,620 | IEC = 0,860 - HPLC + 1,540
HPLC in IEC
r 0,982 0,937
reg. prem. | CE=0,932 - HPLC-0,460 | CE =0,881 - HPLC - 0,338
HPLC in CE
r 0,993 0,973

Ugotovili smo, da metode med seboj korelirajo tudi izven obmocja linearnosti, ki ga je

testiral proizvajalec. Metoda najmanjsih kvadratov je pokazala zelo dobro korelacijo

rezultatov med vsemi tremi metodami. NajboljSa korelacija je bila prav tako med CE in

HPLC. Ker smo pri izboru vzorcev in analizi rezultatov sledili priporo¢ilom NCCLS, smo

torej za nadaljnje statisticno vrednotenje rezultatov upostevali vseh 105 vzorcev, vkljucno

z 9 vzorci z vrednostmi %CDT izven obmocja linearnosti testiranega s strani proizvajalca.

46




Melita Pignar Rezultati in razprava

Preglednica V: PriporoCene referencne vrednosti, aritmeti¢ne sredine (X), standardni
odkloni (sd), najnizje vrednosti (min), najvi§je vrednosti (max), najpogostejSe vrednosti
(modus) in mediane vrednosti za rezultate %CDT v skupini A dolo¢ene s tremi testiranimi

metodami (IEC, CE in HPLC).

ref. vred. X +sd min max modus | mediana
IEC [%] 3,0 4,4 +3,1 1,8 19,6 3,0 3.4
CE [%] 1,3 2,7+3,5 0,3 21,5 0,8 1,5
HPLC [%] 1,9 3,4+3)7 0,8 23,4 1,4 2,2

Za vse tri metode smo izracunali aritmeticno sredino in standardni odklon, s katerim
merimo statisti€no razprSenost enot. Iz rezultatov zbranih v preglednici V je razvidno, da
aritmeticne sredine korelirajo s priporocenimi referenénimi vrednostmi in so standardni
odkloni pri vseh treh metodah primerljivi. V preglednici so prikazane tudi najnizje in

najvisje vrednosti, ki smo jih izmerili s posameznimi metodami.

Statisticna analiza %CDT rezultatov 105 vzorcev s t-testom je pokazala znacilno razliko
med parom IEC in CE (P<0,01), ter med parom IEC in HPLC (P<0,01). Med CE in HPLC

pa ni statisti¢no znacilne razlike (P>0,05), torej so rezultati metod med seboj primerljivi.

Metodi HPLC in CE imata v primerjavi z IEC nizji meji detekcije. Z obema metodama
lahko zaznamo veliko nizje koncentracije CDT kot z metodo IEC. Meja kvantifikacije, to
je najmanjSa koliCina, ki jo lahko kvantificiramo z dolo¢eno stopnjo natan¢nosti in
tocnosti, je za CE do 0,4 % in za HPLC do 0,3 % (53) (glej Preglednica III). Metodi imata
zelo podobni meji kvantifikacije, vendar pa imata glede na priporoceni referencni vrednosti
razliéni detekcijski obmocji. Ker je priporocena referen¢na vrednost HPLC (do 1,9 %)
vi§ja od priporocene referencne vrednosti CE (do 1,3 %) lahko sklepamo, da ima HPLC
SirSe detekcijsko obmocje. Pri metodi IEC je meja kvantifikacije dolocena s koncentracijo
transferina do 1 mg/l. HPLC in CE imata v primerjavi z IEC nizji meji kvantifikacije. To je
povezano z dejstvom, da lahko z obema metodama dolo¢imo tudi asialo-Tf, ki je prisoten v
redkih primerih in v zelo nizkih koncentracijah. Z obema metodama se lahko dolocijo
posamezne izooblike transferina, medtem ko z IEC metodo posameznih izooblik ne
moremo doloc¢iti. Na slikah 19, 20, 21, 22 in 23 je graficno prikazana korelacija za

vrednosti posameznih izooblik transferina izmerjenih s CE in HPLC.
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CE(5) = 0,624 HPLC(5) + 5,42 r = 0,382
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Slika 19: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti pentasialo-Tf izmerjene s CE in HPLC.

CE(4) = 0,817 HPLC (4)+ 15,07 r =0,864
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Slika 20: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti tetrasialo-Tf izmerjene s CE in HPLC.

CE(3) = 0,895 HPLC (3) - 0,340 r =0,956
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Slika 21: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti trisialo-Tf izmerjene s CE in HPLC.
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CE(2) = 0,990 HPLC(2) - 0,514 r = 0,993
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Slika 22: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti disialo-Tf izmerjene s CE in HPLC.

CE(a) = 0,834 HPLC(a) - 0,271 r =0,993
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Slika 23: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti asialo-Tf izmerjene s CE in HPLC.

Metoda najmanjSih kvadratov je pokazala dobro korelacijo rezultatov pri primerjavi
asialo-, disialo-, trisialo- in tetrasialo-Tf izmerjenih s HPLC in CE. Pri primerjavi
pentasialotransferina je bila korelacija rezultatov slaba. Ker je CDT definiran kot delez
disialo-, monosialo- in asialotransferina glede na celokupno koli¢ino transferina, so za
doloc¢itev CDT najpomembnejSe samo izooblike disialo-, asialo- ter tetrasialo-Tf (ki
predstavlja ~80% celokupne koncentracije transferina). Med prvima izooblikama je bila
korelacija najboljsa. Kot pricakovano, smo v primerjavi disialotransferina in
asialotransferina dolocili enak Pearsonov korelacijski koeficient kot pri primerjavi skupne
vrednosti %CDT (Slika 12). Po razvoju imunometri¢nih metod za dolo¢anje transferina z
zmanjSano vsebnostjo ogljikohidratov je bil v CDT vkljucen tudi trisialo-Tf, ki pa se od
leta 2000 ne pristeva ve¢ med CDT izooblike, ker se koncentracija le-tega ne spreminja

pod vplivom etanola. Trisialo-Tf se pojavlja v enakih koncentracijah pri poviSanih in
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znizanih vrednostih CDT in nima diagnosti¢ne vrednosti pri Skodljivi rabi alkoholnih pijac¢
(19, 34). Njegova vkljucitev v CDT bi lahko celo zmanjSala diagnosticno tocnost
biokemi¢nega oznacevalca Skodljive rabe alkoholnih pija¢ (10). Metodi HPLC in CE
temeljita na razli¢nih principih lo¢evanja transferinskih izooblik, vendar sta kljub temu

med seboj primerljivi.

Sama analiza CDT je zahtevna, ker je Tf izredno mikroheterogena molekula. Poleg tega so
CDT izooblike normalno prisotne v telesu v zelo nizkih koncentracijah, ter so strukturno
zelo podobne ostalim prisotnim izooblikam. Vpliv na sam izid analize pa lahko imajo tudi
preanalitski faktorji. NajpomembnejSa med njimi sta Cas in temperatura shranjevanja
vzorcev, zato so za analizo CDT najbolj primerni sveze odvzeti vzorci (4, 19, 33).
Stabilnost Tf v vzorcih je izrednega pomena za analizo CDT in je zagotovljena s
shranjevanjem vzorcev seruma 48 ur pri 20-25 °C, 7 dni pri 2-8 °C ali 1 leto pri - 20 °C
(41). Vzorcem, ki so shranjeni predolgo Casa na neustrezni temperaturi, ne moremo
dolociti verodostojnih rezultatov. Vrednosti %CDT v tak$nih vzorcih bi bile laZzno

povisane zaradi razgradnje stranske ogljikohidratne verige in razgradnje proteinov (19, 33).

delez vzorcev s poviSanimi vrednostmi %CDT

|I|Ec OCE OHPLC |

Slika 24: S stolpnim grafikonom so predstavljeni delezi vzorcev s poviSanimi vrednostmi

%CDT v skupini A (N=105) doloc¢enimi z [EC, CE in HPLC.
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Pri vrednotenju rezultatov smo bili pozorni na vzorce s poviSanimi vrednostmi %CDT.
Nabor vzorcev s poviSano vrednostjo %CDT med 105 testiranimi vzorci je predstavljen na
sliki 24. Z 1IEC smo dolo¢ili 10 % ve¢ povisanih vrednosti nad priporoc¢eno referen¢no
vrednostjo kot z ostalima dvema metodama. Ce bi poznali klini¢no ozadje teh 10 %
primerov, bi verjetno lahko sklepali, da smo z IEC dobili lazno pozitivne rezultate. Vzrok
za dolocitev lazno pozitivnih rezultatov bi lahko bila v neznani specifi¢nosti reakcije
antigen-protitelo, v samem postopku kromatografske locbe in vplivih okolja ter v
obseznem ro¢nem delu. Vzrok bi lahko bila soasna dolocitev izooblik transferina, ki jih
ne priStevamo med CDT (trisialo- in ali tetrasialo-Tf), zaradi neustrezne elucije izooblik
transferina. Te izooblike se lahko eluirajo so¢asno s CDT izooblikami, vendar med samim
postopkom IEC nimamo vpogleda ter nadzora katere izooblike smo eluirali s pomocjo
anionsko izmenjevalnih kolon (4, 53). Vendar so nekatere Studije z IEF in HPLC
metodama pokazale, da sta lo¢ba in elucija ustrezni, tako da se med imunoturbidimetri¢no

reakcijo detektirajo le CDT specifi¢ne izooblike (39, 52).

4.2 Graficni prikaz izooblik transferina

Velika prednost HPLC in CE metod, ki ju obe nudita v nasprotju z IEC, je nedvomno
graficni prikaz locenih izooblik transferina. To omogoca ogled in neposredno

dokumentiranje vsake analize posebe;.

Z analizo %CDT s HPLC in CE metodama lahko torej dolofimo delez posameznih
izooblik transferina, ki so se med analizo loCile ter jih tudi grafi¢no prikazemo v
kromatogramu in elektroferogramu. Grafi¢ni prikaz nam omogoca, da lahko preverimo
kakovost same locbe, pridobimo podatke o prisotnosti razlicnih izooblik transferina in
genetskih variant (sliki 30, 31), ter lahko graf tudi shranimo za nadaljnjo obravnavo in
arhiviranje (slike od 25-27 in 30-34). Pri postopku z IEC nimamo vpogleda kako je
separacija izooblik transferina potekala, ker se z antitransferinskimi protitelesi detektirajo
eluirane izooblike transferina v isti reakcijski zmesi. Poleg tega, je specificnost reakcije
protitelo-Tf neznana, posledica Cesar so lahko lazni rezultati (lazno pozitivni oziroma lazno
negativni). Lazne rezultate lahko dobimo v primerih, ko so v vzorcu prisotne snovi, ki se
nespecificno vezejo na protitelesa proti transferinu. Specifi¢nost celotnega postopka je
torej odvisna od ucinkovitosti locbe na anionsko izmenjevalnih kolonah in specifi¢nosti

uporabljenih protiteles.
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Na slikah od 25-27 in 30-34 so predstavljeni nekateri primeri elektroferogramov in

kromatogramov vzorcev, ki smo jih testirali pri naSem delu.
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Slika 25: Elektroferogram (levo) in kromatogram (desno) vzorca z vrednostmi %CDT
znotraj priporoc¢enih referencnih vrednosti. Izmerjene vrednosti %CDT z vsemi tremi

testiranimi metodami so bile znotraj referenénih vrednosti (CE ocpr = 0,5 %,

HPLC °%CDT — 1,0 %, IEC °%CDT — 1,9 %).

Na sliki 25 je predstavljena referencna razporeditev izooblik transferina pri vzorcu z

vrednostjo %CDT znotraj priporocenih referencnih vrednosti.
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Slika 26: Elektroferogram (levo) in kromatogram (desno) vzorca s poviSanimi vrednostmi
%CDT dolo¢enimi z vsemi tremi testiranimi metodami (CE o,cpr = 3,1 %,

HPLC °% CDT — 3,3 %, IEC °% CDT — 6,1 %).

V primeru povecanega vnosa etanola, 60 do 80 g vsaj 14 dni zaporedoma, se vrednost

CDT povisa (3, 4, 16). Na sliki 26 je prikazana razporeditev izooblik Tf v primeru
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poviSanih vrednosti CDT na racun poviSanega deleza disialotransferina. Na sliki 27 pa je
vrednost %CDT poviSana na raun poviSanega deleza disialo- in asialotransferina. Asialo-
Tf je prisoten le redko in v nizkih koncentracijah. Prisotnost asialotransferina je povezana s
kroni¢nim alkoholizmom, zato je pomembno v laboratorijski izvid vkljuciti ob vrednost

%CDT tudi podatek o detektiranem asialotransferinu (4, 54).
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Slika 27: Elektroferogram (levo) in kromatogram (desno) vzorca s poviSanimi vrednostmi
%CDT in s prisotnim asialo-Tf (CE «,cpr = 12,6 %, HPLC o,cpr = 13,7 %). Z metodo
IEC ne moremo dolo¢iti, da je v vzorcu prisoten asialo-Tf, vrednost %CDT pa je bila v tem

primeru povi$ana (IEC «,cpr = 13,0 %).

Pri nasem delu smo znotraj skupine A dolo¢ili asialo-Tf z metodo HPLC 24 % vzorcem in
z metodo CE 16 % vzorcem (slika 28). HPLC je bolj obcutljiva metoda za dolocanje
asialotransferina kot CE (53). Vzrok temu je lahko tudi niZja meja kvantifikacije metode

HPLC (do 0,3 %) v primerjavi s CE (do 0,4 %).
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delez vzorcev, ki smo jim izmerili asialo-Tf

HPLC CE

Slika 28: S stolp¢nim grafikonom sta predstavljena deleza vzorcev, katerim smo izmerili

asialo-Tfs HPLC in CE.

Stevilo vzorcev, ki smo jim izmerili asialo-Tf

I
N

HPLC CE

|I z obema metodama B Samo z vsako posamezno metodo |

Slika 29: S stolpcnim grafikonom so predstavljena Stevila vzorcev, katerim smo izmerili

asialo-Tf z obema metodama, samo s HPLC ali samo s CE.

Pri 14 vzorcih sta prisotnost asialotransferina zaznali obe metodi HPLC in CE. V
11 primerih smo prisotnost asialotransferina detektirali samo s HPLC in ne hkrati s CE.
Samo v 2 primerih pa je bil asialo-Tf viden na elektroferogramu, medtem ko na

kromatogramu ni bil viden (slika 29). Majhne razlike v rezultatih pri teh vzorcih, kjer smo
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detektirali asialo-Tf niso imele velikega vpliva na klinicno interpretacijo izvida in

podajanje rezultata %CDT, saj je bil %CDT v vseh primerih povisan in primerljiv.
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Slika 30: Elektroferogram (levo) in kromatogram (desno) vzorca z BC genetsko varianto
transferina. S CE in HPLC izmerjene vrednosti %CDT so bile CE o,cpr = 0,9 %,
HPLC o,cpr = 4,2 %. Vrednost %CDT izmerjena z IEC je bila IEC o,cpr = 2,6 %.
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Slika 31: Elektroferogram (levo) in kromatogram (desno) vzorca z do danes Se
nedefinirano genetsko varianto transferina. Z metodama CE in HPLC smo dolo¢ili %CDT
znotraj referen¢nih mej (CE «,cpr = 0,3 %, HPLC o, cpr = 0,8 %), medtem ko z IEC
%CDT nismo doloc¢ili IEC ¢,cpr =/).

Prednost metod, ki nudijo grafi¢ni prikaz izooblik je tudi v tem, da lahko z njimi
detektiramo in doloCimo prisotnost genetskih variant transferina. Tudi pri naSem delu smo
se srecali z vzorcem z genetsko varianto molekule transferina in le-to smo tudi potrdili z

graficnim prikazom (slika 30). Analiza z eno izmed metod, ki omogoca grafi¢ni prikaz
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locenih transferinskih izooblik (HPLC ali CE), je pri doloCanju genetskih variant
nenadomestljiva. Sami rezultati %CDT dolo¢eni z IEC niso dovolj natan¢ni, da bi z njimi
lahko potrdili genetsko varianto. V primeru, ko je rezultat %CDT, dolo¢en z IEC metodo
izredno visok, jetrni encimi pa ne kazejo patofizioloskih poskodb jeter, lahko posumimo na
genetsko varianto, vendar je za njeno potrditev potrebna graficna analiza izooblik
transferina. Genetska varianta je lahko prisotna tudi pri vzorcih, pri katerih so vrednosti
%CDT, dolo¢ene z IEC nizke, poviSane pa so vrednosti dolo¢ene z ostalima dvema
metodama (HPLC in CE). Leta 1957 so z izoelektricnim fokusiranjem prvi¢ zasledili
genetske variante transferina. V serumu so odkrili najmanj 38 razli¢nih genetskih variant
transferina. Najpogostejsa skupina so TfC (common) variante. Poleg njih so bile odkrite Se
anodne TfB (izjemno nizki pl v primerjavi s TfC) in zelo redke katodne TfD variante (vis§ji
pl kot pri TfC) (30, 54, 55). Variante nastanejo lahko kot posledica sprememb v
polipeptidni verigi (prave genetske variante), razlik v vsebnosti zeleza in razlik v sestavi
N-glikanskih verig (izooblike). Samo 4 genetske variante pa se pojavljajo pri vec kot 1 %
ljudi. Najpogostejsa pri kavkazijski populaciji je TfC, znotraj katere je bilo dolocenih 16
podtipov (19). V naravi so najpogostejSe mesane (heterozigotne) genetske variante, ki
lahko motijo analizo CDT. Izoelektricne tocke izooblik Tf-D, ki jih ne pristevamo med
CDT imajo podobne izoelektricne tocke, kot CDT izooblike TfC, kar lahko vodi do
koelucije s CDT izooblikami in posledicno do lazno pozitivnih rezultatov pri
posameznikih, ki so TfCD heterozigoti in ne uzivajo $kodljivih koli¢in alkoholnih pijac.
Tezava lazno pozitivnih rezultatov zaradi TfD variant je bila Se vecja, ko so k CDT
pristevali Se trisialo-Tf. V primeru koelucije CDT izooblik TfB variante z izooblikami T{C,
ki jih ne pristevamo k CDT, lahko analiza pokaze lazno negativne rezultate pri
posameznikih, ki so TfCB heterozigoti in kroni¢no uzivajo Skodljive koli¢ine alkoholnih
pijac (19, 52).

Na grafih so transferinske variante prepoznavne kot kombinacija dveh homozigotnih
variant, kjer se posamezne frakcije izooblik Tf med seboj prekrivajo. Pri BC genetski
varianti se disialo-TfB koeluira na priblizno istem mestu kot trisialo-TfC ter trisialo-TfB s
tetrasialo-TfC (52). Dolocitev genetskih variant z metodami, kjer so na voljo grafi¢ni
prikazi izooblik, ni zahtevna, ker imajo BC in CD genetske variante zanje znacilne
kromatograme, z znacilnimi retencijskimi €asi in viSinami pikov C, B ali D. Pri BC

genetski varianti so vrednosti CDT izmerjene z IEC metodo nizje v primerjavi z
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dolocitvijo CDT z metodama HPLC in CE. Pri CD genetski varianti so vrednosti CDT

izmerjene z IEC metodo povisane, s HPLC in CE pa so v mejah referen¢nih vrednosti (52).
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Slika 32: Elektroferogram (levo) in kromatogram (desno) vzorca pri katerem sta zdruzena
trisialo- in disialo-Tf; primer preiskovanca s cirozo jeter. Vrednosti %CDT ni bilo mo¢
dolociti s CE, medtem ko je bila vrednost dolo¢ena s HPLC znotraj referen¢nih mej

(CE ocpr =/, HPLC o,cpr = 1,5 %); z IEC smo dolocili povisano vrednost %CDT
(IEC o,cpr = 4,2 %).

Na sliki 32 je primer analize, pri kateri ni priSlo do locitve med disialotransferinom in
trisialotransferinom. To je znacilno za redko genetsko varianto C2C3, ki je definirana z
nizko vrednostjo CDT doloceno s HPLC in CE in hkrati z visokimi vrednostmi CDT z [EC
(52, 55). Vendar pa je v tem primeru pri interpretaciji in izdajanju rezultata potrebna
previdnost. Pri vzorcu smo doloc€ili tudi poviSane koncentracije katalitinih aktivnosti
jetrnih encimov, ki so skupaj s kliniénim ozadjem preiskovanca potrdili sum na cirozo
jeter. Torej je pri izdajanju rezultata za vzorce, pri katerih ne pride do locitve med
disialotransferinom in trisialotransferinom, poleg vrednosti %CDT in grafi¢nega prikaza,

potrebno upostevati tudi vrednosti jetrnih encimov in ¢e je le mogoce, tudi klini¢no ozadje

preiskovanca.
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Slika 33: Elektroferogram (levo) in kromatogram (desno) vzorca pri katerem monoklonski
imunoglobulini zakrivajo asialo-Tf. Vrednosti %CDT nismo dolo¢ili z IEC metodo
(IEC o,cpr =/ ); medtem ko smo z obema metodama, ki omogocata grafi¢ni izpis lo¢enih
izooblik transferina, dolocili poviSane vrednosti %CDT (CE e«cpr = 3,7 %

HPLC °%CDT — 7,0 %).

Kljub temu, da je pri obeh metodah (HPLC in CE) omogocen grafi¢ni izpis izooblik, sama
detekcija transferina poteka pri razli¢nih valovnih dolzinah. Detekcija pri HPLC poteka pri
460 nm, kjer selektivno absorbira kompleks Tf-zelezo (44). Detekcija pri CE pa poteka pri
valovni dolzini 200 nm, pri absorpcijskem maksimumu peptidne vezi in zato lahko pri tem
postopku detektiramo vse beljakovine (42). To je vzrok za vecjo selektivnost metode
HPLC v primerjavi s CE. Mnogo ve¢ snovi lahko moti detekcijo in tudi kvantifikacijo
izooblik transferina pri dolocanju %CDT s CE. Transferin se nahaja v B-globulinski
frakciji serumskih beljakovin in zato je treba upostevati predvsem elektroforezno gibljivost
tudi drugih beljakovin (kot npr. monoklonska protitelesa, visoko poliklonsko ozadje), ki se
gibljejo v obmocju B-2 proteinov, tako kot Tf (slika 33). Torej je v takih primerih potrebna

dodatna previdnost pri interpretaciji in dolo¢itvi %CDT.
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Slika 34: Elektroferogram (levo) in kromatogram (desno) vzorca s CDG sindromom
tipa II. Vrednost %CDT ni bilo mogoce izmeriti ne z metodo CE in ne s HPLC; z IEC smo

dobili znatno povisane vrednosti (IEC o,cpr = 18,9 %).

Pri nasem delu smo pri enem vzorcu dolocili razpored izooblik transferina, ki je znacilen
za izredno redek CDG sindrom (congenital disorder of glycosilation), prirojena motnja
glikozilacije. Elektroferogram in kromatogram na sliki 34 bi lahko na prvi pogled
interpretirali kot genetsko varianto, vendar je bil v tem primeru dokazan CDG sindrom.
Gre za redko dedno motnjo glikozilacije, ki je posledica mutacij v genskem zapisu za
encime, ki sodelujejo v biosintezi glikoproteinov in drugih glikokonjugatov. Pri tej motnji
ne gre za spremembe v proteinski strukturi transferina, ampak je motena glikozilacija vseh
beljakovin, ki se tvorijo in glikozilirajo v jetrih. Loc¢imo dva tipa CDG sindroma; pri tipu I
gre za moteno vezavo ali prenos glikozidov na peptidno molekulo, pri tipu II pa za moteno
procesiranje glikozidnih verig, katerih posledica je popolna odsotnost ogljikohidratnih
verig (tip ) ali prisotnost nenormalnih ogljikohidratnih verig (tip II). Klini¢ni znaki CDG
sindroma so prisotni ze v zgodnjem otrostvu in se kazejo s hudo zaostalostjo v rasti z
manj$o dusevno razvitostjo.

V nasem primeru (CDG sindrom tipa II) gre za moteno procesiranje glikozidnih verig, zato
je vrednost tetrasialotransferina zmanjSana na racun povecanega deleza trisialotransferina
in tudi ostalih nizkosialiniziranih izooblik transferina. Ce bi imeli vzorec, kjer bi bil

prisoten CDG sindrom tipa I, bi bila frakcija tetrasialotransferina odsotna ali prisotna v
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zelo nizkem delezu, medtem ko bi bil prisoten izredno visok delez asialotransferina (30,

56).

4.3 Primerjave aktivnosti encimov in vrednosti %CDT

Poleg dolocitve %CDT s tremi razlicnimi metodami, smo v vzorcih izmerili Se
koncentracijo kataliticne aktivnosti encimov aspartat aminotransferaze, alanin
aminotransferaze, gama-glutamiltransferaze in alkalne fosfataze.

Koncentracije kataliticnih aktivnosti encimov smo primerjali z vrednostmi %CDT
doloCenimi z vsemi tremi metodami. Za vse pare kombinacij (IEC-AP, IEC-AST, IEC-
ALT, IEC-GGT, CE-AP, CE-AST, CE-ALT, CE-GGT, HPLC-AP, HPLC-AST, HPLC-
ALT in HPLC-GGT) rezultatov v skupini A smo izracunali enacbo regresijske premice in

Pearsonov korelacijski koeficient. Rezultati so prikazani na slikah 35-37.

IEC = 1,562 AP +2,450 r =0,206 IEC = 1,146 AST + 3,502 r =0,260

IEC (%CDT)
o b» I’\j
! I
IEC (%CDT)
o b~ 0 K‘)
|

AP (pkat/l) AST (ukat/l)

IEC =-0,107 ALT +4,531 r =0,02 IEC = 0,116 GGT + 4,184 r =0,146

IEC (%CDT)
IEC (%CDT)

L o

0 1 2 3 4 5 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

ALT (pkat/l) GGT (pkat/l)

Slika 35: Grafi korelacije z enacbami regresijskih premic in Pearsonovimi korelacijskimi
koeficienti za vrednosti %CDT izmerjene z IEC v primerjavi z vrednostmi kataliticnih

aktivnosti AP, AST, ALT in GGT.
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Slika 36: Grafi korelacije z enacbami regresijskih premic in Pearsonovimi korelacijskimi
koeficienti za vrednosti %CDT izmerjene s CE v primerjavi z vrednostmi kataliticnih

aktivnosti AP, AST, ALT in GGT.
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Slika 37: Grafi korelacije z enacbami regresijskih premic in Pearsonovimi korelacijskimi
koeficienti za vrednosti %CDT izmerjene s HPLC v primerjavi z vrednostmi kataliticnih

aktivnosti AP, AST, ALT in GGT.
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Med %CDT dolo€enimi z razliénimi metodami in aktivnostmi jetrnih encimov ni nobene
statisti¢no znacilne povezave. To je bilo pricakovano in o tem so porocali ter tudi dokazali
ze v mnogih raziskavah, kjer so primerjali vrednosti %CDT z vrednostmi kataliticnih
aktivnosti jetrnih encimov (3, 4, 19, 57).

V preglednici VI so zbrani opazovani parametri za encime v skupini vzorcev 105
nakljuéno izbranih preiskovancev (skupina A) in skupini 20 gastroenteroloskih bolnikov
(skupina B) skupaj z referencnimi vrednostmi za posamezne parametre.

Za vse encime smo izracunali aritmeti¢no sredino in standardni odklon v skupini A in jih
primerjali z aritmeti¢no sredino in standardnimi odkloni pri skupini B. Iz rezultatov je
razvidno, da so vrednosti kataliticnih aktivnosti jetrnih encimov bolj poviSane v skupini B.
V preglednici so prikazane tudi najnizje in najvi§je vrednosti, ki smo jih dolocili

posameznim encimom.

Preglednica VI: PriporoCene referen¢ne vrednosti, aritmeticne sredine (X), standardni
odkloni (sd), najnizje vrednosti (min), najvisje vrednosti (max) in najpogostejSe vrednosti
(modus) za vrednosti %CDT dolocene s tremi testiranimi metodami (IEC, CE in HPLC) in

za izmerjene kataliti¢ne aktivnosti jetrnih encimov (GGT, ALT, AST, AP) v skupini A in v

skupini B.
skupina A skupina B
(N=105) (N=20)
ref. vred. | X *sd min | max | mod. X +£sd min | max | mod.
IEC [%] 3,0 44 +£3,1 1,8 19,6 3,0 39+1,7 1,4 7,8 5,7
CE [%] 1,3 2,7+3,5 0,3 21,5 0,8 1,0+ 0,7 0,4 2,7 0,6
HPLC [%] 1,9 3,4+3,7 0,8 23,4 1,4 1,8+0.8 0,7 3,0 1,3

GGT[pkat/1] <0,92 22+40 | 0,2 36,1 1,0 | 5,0£52 | 0,5 15,6 1,6

ALT[pkat/1] <0,74 0,8+0,6 | 02 4,0 0,5 | 0.8+£0,6 | 0,2 2,6 0,4

AST[pkat/l] <0,58 0,8+0,7 | 03 6,1 0,5 1,714 | 0,2 6,1 1,8

AP[pkatl] | <215 | 1,304 | 0,6 | 3,0 | 1,3 | 2,108 | 1,0 | 3.6 | 12

Aritmeti¢ne sredine kataliti¢nih aktivnosti encimov GGT, ALT in AST so bile v skupini A
nad priporocenimi referenénimi vrednostmi. Samo aritmeti¢na sredina za AP je bila znotraj

priporocenih referen¢nih vrednosti.
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delez vzorcev s poviSanimi vrednostmi jetrnih encimov pri skupini

||:|AP OAST OALT BGGT |

Slika 38: S stolpcnim grafikonom so predstavljeni delezi vzorcev v skupini A (N=105) s

poviSanimi vrednostmi kataliti¢nih aktivnosti encimov AP, AST, ALT in GGT.

Kataliti¢na aktivnost GGT je bila povisana nad referen¢no vrednostjo pri najvecjem Stevilu
vzorcev (slika 38). Pred uvedbo preiskave CDT, je GGT veljal za najbolj zanesljiv
pokazatelj kroni¢nega alkoholizma. Od odkritja CDT leta 1976 je bilo objavljenih mnogo
primerjalnih $tudij med GGT in CDT. Nekateri avtorji so predlagali kombinacijo obeh, s
¢imer bi se povecala zanesljivost samega diagnosticiranja kroni¢nega uzivanja alkoholnih
pijac (4, 10). Pri naSem delu nismo med vrednostmi %CDT izmerjenimi s katerokoli izmed

treh metod in vrednostmi GGT dokazali statisti¢no znacilne povezave.

4.4 Skupina gastroenteroloSkih bolnikov

Loceno smo statisticno ovrednotili tudi skupino vzorcev 20 gastroenteroloskih bolnikov
(skupina B), znotraj katere se je pokazala vecja variabilnost rezultatov %CDT.

Primerjali smo vrednosti %CDT izmerjene s tremi opazovanimi metodami za dolo¢anje
transferina z zmanjSano vsebnostjo ogljikohidratov in za vse tri pare kombinacij (CE-IEC,
HPLC-IEC in HPLC-CE) izracunali enacbo regresijske premice in Pearsonov korelacijski

koeficient. Rezultati so prikazani na slikah 39, 40 in 41.
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Slika 39: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti %CDT izmerjene s CE in IEC pri skupini B, (N=20).

IEC =1,141 HPLC + 1,262 r =0,651

IEC (%CDT)
O P N W > 01 O

HPLC (%CDT)

Slika 40: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti %CDT izmerjene s HPLC in IEC pri skupini B, (N=20).

CE=0,753HPLC - 0,208 r =0,730

0 1 2 3 4
HPLC (% CDT)

Slika 41: Graf korelacije z enacbo regresijske premice in s Pearsonovim korelacijskim

koeficientom za vrednosti %CDT izmerjene s HPLC in CE pri skupini B (N=20).
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Metoda najmanjsSih kvadratov ni pokazala tako dobre korelacije rezultatov med vsemi
tremi metodami, kot znotraj skupine A. Najboljsa korelacija v skupini B je bila med IEC in
variabilnost rezultatov bi lahko pripisali premajhnemu $tevilu vzorcev za primerjavo. Ce bi
zeleli dokazati, da vse tri opazovane metode za dolocanje %CDT med seboj korelirajo tudi
v skupini B, bi morali vrednotiti ve¢je Stevilo vzorcev. Ker pa smo vrednotili samo
20 vzorcev bolnikov iz gastroenteroloske klinike, pri katerih vrednosti %CDT zaradi
prisotnih bolezni oziroma motecih snovi nismo mogli dolo€iti z vsemi tremi metodami, ne
moremo trditi, da metode med seboj korelirajo tudi pri obravnavanju skupine

gastroenteroloskih bolnikov.
Statisticna analiza 20 vzorcev s t-testom je pokazala znalilno razliko med vsemi tremi
primerjanimi pari IEC in CE (P<0,01), med parom IEC in HPLC (P<0,01) ter med parom

CE in HPLC (P<0,01).

Za preiskovance iz skupine B smo dobili podatke o klinicnem stanju posameznikov, ki je

prikazano v preglednici VII.
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Preglednica VII: Pregled klinicnega stanja posameznikov v skupini B.

klini¢na slika Stevilo primerov
steatoza jeter (maScobna infiltracija jeter) 2
alkoholni hepatitis 4
akutni pankreatitis (bolezen pankreasa z nenadno hudo

bolecino v trebuhu, s siljenjem na bruhanje in

bruhanjem, ki jo povzrocajo zloraba alkohola, zol¢ni :
kamni, virusi)

hepatopatija (katerakoli bolezen jeter) 3
jetrna ciroza 4
alkoholna jetrna ciroza 4
alkoholna odpoved jeter 1
patoloski jetrni testi 1
nenormalna izguba telesne teze 1
sindrom odvisnosti zaradi uzivanja alkohola 2
duodenalni ulkus (razjeda dvanajstnika) 1
akutna anemija po krvavitvi 1
arterijska hipertenzija 1
putika 1
sepsa 1
akutni peritonitis (vnetje peritoneja s hudo bolecino v

trebuhu) 2
kroni¢ni alkoholni pankreatitis 1
mikrocitna anemija 1

Pri nekaterih posameznikih je bilo diagnosticiranih ve¢ razli¢nih stanj in ne samo eno.
Pri vzorcih bolnikov z jetrno cirozo (alkoholno/nealkoholno) vrednosti %CDT nismo
mogli dolo€iti z vsemi tremi metodami. V primerih, ko smo %CDT lahko dolo¢ili z IEC
metodo, smo dobili poviSane vrednosti %CDT, pri drugih dveh metodah (CE in HPLC) pa
smo dobili znacilno sliko izooblik transferina; v elektroferogramu in kromatogramu se pika
disialotransferina in trisialotransferina nista lo€ila (slika 32). Pri teh vzorcih smo hkrati

dolocili povisane vrednosti kataliti¢nih aktivnosti opazovanih jetrnih encimov. Iz nasega
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dela sledi, da lahko Ze iz same analize CDT z eno izmed metod z grafi¢nim prikazom

rezultatov, sklepamo na prisotnost jetrne ciroze.

Aritmeti¢ne sredine kataliticnih aktivnosti encimov GGT, ALT in AST so bile prav tako
kot v skupini A tudi v skupini B nad priporocenimi referen¢nimi vrednostmi (preglednica
VI). Samo aritmeti¢na sredina za AP je bila nekoliko pod priporocenimi referen¢nimi
vrednostmi.

Iz primerjave povisanih vrednosti %CDT in poviSanih kataliticnih aktivnosti encimov pri
skupini B je razvidno, da so vrednosti jetrnih encimov povisane v ve¢jem Stevilu primerov
kot vrednosti %CDT (slika 42). Vrednosti jetrnih encimov se spremenijo ob vsaki
spremembi v delovanju jeter, ne glede na vzrok. To je tudi razlog, da so jetrni encimi manj

specifi¢ni pri dokazovanju skodljive rabe alkoholnih pija¢ od vrednosti CDT.

deleZ vzorcev s poviSanimi vrednostmi %CDT oziroma poviSanimi
vrednostmi jetrnih encimov pri skupini B

85 %

S%N .
‘ ] 45 %

O EC ECE OHPLC OAP EAST OALT OGGT

Slika 42: S stolp¢énim grafikonom so predstavljeni delezi vzorcev s poviSanimi vrednostmi
%CDT dolocenimi z IEC, CE in HPLC ter delezi vzorcev s poviSanimi kataliticnimi

aktivnostmi jetrnih encimov AP, AST, ALT in GGT pri skupini B (N=20).

Iz preglednice VIII je razvidno, da so pri skupini A kataliticne aktivnosti opazovanih

encimov nad priporocenimi referencnimi vrednostmi manj pogoste kot pri skupini B. Iz
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klini¢ne slike gastroenteroloskih preiskovancev je razvidno, da so vrednosti %CDT

povisane le pri boleznih jeter povezanimi z uzivanjem alkoholnih pijac.

Preglednica VIII: Primerjava deleza vzorcev s poviSanimi vrednostmi %CDT in

poviSanimi vrednostmi jetrnih encimov v skupini A in v skupini B.

skupina A skupina B
(N=105) (N=20)
ref. vred. DelezZ povisanih vrednosti
1IEC [%] 3,0 65 % 58 %
CE [%] 1,3 55% 33 %
HPLC [%] 1,9 55 % 45 %
GGT[pkat/l] | <0,92 64 % 85 %
ALT[pkat/l] <0,74 42 % 50 %
AST[pkat/1] <0,58 62 % 85 %
AP [pkat/1] <2,15 5% 45 %
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CDT velja za izredno dober pokazatelj Skodljive rabe alkoholnih pijac. PovpraSevanje in
potreba po doloCanju le-tega sta vedno vecja, zato morajo biti metode hitre, zanesljive,
omogociti analizo ¢im vecjega Stevila vzorcev v ¢im krajSem casu ter hkrati omogocati
sledenje in dokumentacijo vseh rezultatov. Vse tri opazovane metode za dolocanje CDT so
primerne za rutinsko uporabo v klini¢nih laboratorijih in so bolj ali manj avtomatizirane.
Pri metodi HPLC s sistemom Variant je sicer potrebna ro¢na predpriprava vzorcev seruma,
ki je nezahtevna in standardizirana. Dolocanje CDT s CE na Capillarys 2 pa je popolnoma
avtomatiziran postopek; ro¢na predpriprava vzorcev seruma (nasicenje transferina z
zelezom) ni potrebna, ker poteka v samem analizatorju. Pri postopku IEC je potrebnega
vec roCnega dela. Vzorce je potrebno inkubirati (nasititi molekule transferina z zelezom),
nato sledi elucija na anionsko izmenjevalnih kolonah, red¢enje vzorca, merjenje
koncentracije izooblik transferina v eluatu ter tudi kon¢no ra¢unanje vrednosti %CDT.
Slabost IEC metode je prav tako analiza omejenega Stevila vzorcev; zaradi vecje kolicine
rocnega dela z vzorci je analiza 8 vzorcev kon¢ana najprej v 2,5 urah. Z metodo HPLC
lahko analiziramo 6 vzorcev na uro, medtem ko lahko s testirano metodo CE analiziramo
38 vzorcev na uro. Najbolj ucinkovita metoda s staliS¢a Stevila analiz opravljenih v
dolo¢enem casu je torej CE, kar nedvomno predstavlja veliko prednost pred ostalima
metodama za uporabnost v klini¢nem laboratoriju.

Glavna prednost HPLC in CE v primerjavi z IEC je grafi¢ni izpis loCenih izooblik
transferina, kjer lahko poleg same vrednosti %CDT dobimo tudi vpogled na prisotne
izooblike Tf v vzorcu in njihovo razporeditev. Samo s pomocjo metod, ki omogocajo
graficen prikaz (CE in HPLC) izooblik transferina, lahko dobimo podatke o genetskih
variantah in CDG sindromu. Tega z metodo IEC, kjer je rezultat samo $teviléna vrednost,
ne moremo dolociti.

Z metodo IEC smo dolo¢ili ve¢ pozitivnih rezultatov %CDT, kot s CE in HPLC. Verjetno
smo z [EC dobili doloc¢en delez lazno pozitivnih rezultatov. Nedvomno je potrebno vsak
povisan rezultat %CDT dolocen z IEC metodo, ki ni skladen s klini¢no sliko preiskovanca,
preveriti z eno izmed ustreznih metod, ki omogoca grafi¢ni izpis loc¢enih izooblik
transferina (HPLC ali CE).

Metodi HPLC in CE sta, kot smo pri nasem delu dokazali, med seboj enakovredni. Metoda
HPLC trenutno velja za prehodno referen¢no metodo, ki jo bo zamenjala ustrezna
referen¢na masna spektroskopija, ko bo le-ta na voljo. Vzrok temu je valovna dolzina, pri

kateri poteka detekcija transferinskih izooblik. Pri metodi CE le-ta poteka pri valovni
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dolzini 200 nm, kjer lahko detekcijo motijo vse beljakovine z elektroforezno gibljivostjo v
obmocju B-proteinov. Pri HPLC metodi pa poteka detekcija pri valovni dolzini 460 nm,
kjer selektivno absorbira samo kompleks Tf-Zelezo. Zaradi detekcije pri kateri je verjetnost
za lazno pozitivne vrednosti manjsa je bila za prehodno referen¢no metodo izbrana metoda
HPLC. Po priporocilih s strani IFCC bi morala biti referencna metoda za dolocanje CDT
taksna, da bi jo lahko uporabljali v vseh laboratorijih, da bi z njo lahko dolocali tudi vzorce
z genetskimi variantami transferina oziroma da bi lahko z njo prepoznali takSne vzorce.
Najbolj primerna za referen¢no metodo je masna spektrometrija. Dokler pa le-ta ne bo na
voljo, je najblizja referenéni metodi metoda HPLC, ki velja za prehodno referencno

metodo.
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5. Sklep

Pri nasem delu smo primerjali tri najpogosteje uporabljanje metode za doloc¢anje CDT:
ionsko izmenjevalno kromatografijo z imunoturbidimetricno detekcijo (IEC), kapilarno
elektroforezo (CE) in tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC). Pri primerjavi
vrednosti CDT dolo€enimi s tremi razlicnimi metodami smo ugotovili, da so vse metode
zanesljive in med seboj korelirajo ter so ustrezne za uporabo v klini¢nih laboratorijih.
Metode med seboj korelirajo tako znotraj kot tudi izven obmocja vrednosti CDT, v
katerem je proizvajalec testiral linearnost.

Nedvomno je velika prednost metod HPLC in CE grafiéni prikaz locenih izooblik
transferina, ki pri IEC ni mogo¢. Pri obeh metodah (HPLC in CE) lahko spremljamo
lo¢evanje izooblik transferina, kar nam je omogocilo vpogled na prisotnost razli¢nih
izooblik transferina, genetskih variant in CDG sindroma. Rezultat pri metodi IEC je samo
Stevil¢na vrednost, pri kateri je v primeru poviSanih vrednosti CDT potrebna previdnost pri
interpretaciji. Pri naSem delu smo dolocili z metodo IEC vecji delez vzorcev s poviSanimi
vrednostmi CDT, kot smo jih dolocili s HPLC in CE. S poznavanjem klinicnega ozadja
preiskovancev testiranih vzorcev bi lahko sklepali ali so ti rezultati lazno pozitivni.
Vrednosti CDT, dolo¢ene z IEC, so lahko lazno poviSane zaradi vpliva motecih snovi,
genetskih variant, hudih poskodb jeter, vzrok katerih pa ni Skodljivo uzivanje alkoholnih
pijac. Zato priporo¢amo, da se vsak poviSan rezultat %CDT, ki je bil dolocen z metodo, s
katero dobimo kot rezultat samo Steviléno vrednost in ni v skladu s klini¢no sliko
preiskovanca, preveri z eno izmed ustreznih metod, pri kateri so rezultati prikazani z
grafi¢nim izpisom locenih izooblik transferina (HPLC ali CE).

Prav tako smo ugotovili, da sta metodi HPLC in CE med seboj enakovredni. Testirana CE
metoda je bolj primerna za vsakdanjo rabo v klini¢nih laboratorijih zaradi vec¢je kapacitete
opravljenih analiz v ¢asovni enoti, kot HPLC. Vendar slednja trenutno velja za prehodno
referen¢no metodo in je lahko v dolo¢enih primerih uporabna za razjasnitev dvomljivih
rezultatov dolocenih s CE. Metodo HPLC bo zamenjala ustrezna referencna masna
spektroskopija, ko bo le-ta na voljo.

Znacilne povezave med vrednostmi CDT, dolocenimi s tremi razlicnimi metodami in
kataliticnimi aktivnostmi encimov aspartat aminotransferaza, alanin aminotransferaza,

gama-glutamiltransferaza in alkalna fosfataza nismo ugotovili.
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V skupini gastroenteroloSkih bolnikov nismo uspeli dokazati, da metode med seboj
korelirajo. Vzrok temu bi lahko pripisali premajhnemu $tevilu vzorcev za primerjavo. Pri
vzorcih bolnikov z jetrno cirozo vrednosti CDT nismo mogli dolociti v vseh primerih z
vsemi tremi metodami. Vendar pa smo ugotovili, da lahko nanjo sklepamo ze iz same
analize CDT z eno izmed metod, ki omogoca graficni prikaz locenih transferinskih
izooblik; pri preiskovancih z jetrno cirozo se v kromatogramu in elektroferogramu
izoobliki disialo- in trisialotransferina ne locita. V skupini gastroenteroloSkih bolnikov smo
ugotovili, da so bile vrednosti jetrnih encimov pogosteje in bolj poviSane kot vrednosti
CDT. Vrednosti CDT so bile povisane le pri boleznih jeter, povezanimi z uzivanjem
alkoholnih pija¢. Prav tako sta bila pri bolnikih z jetrno cirozo vedno prisotna znacilen

elektroferogram in kromatogram.
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