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Uvod

Fetuin-A  (a2-Heremans Schmid glykoprotein,
AHSG) je protein, ktery je produkovan jatry. Sklada se ze
dvou fetézcli (A a B) a jeho homologa byla popsana u fady
zivoci$nych druhti. Gen pro tento protein je umistén na
chromosomu 3q27.

Fetuin-A ma v organismu fadu funkei; zcela zasadni
je jeho schopnost vazat krystaly hydroxyapatitu a inhibo-
vat receptor pro inzulin (inhibice autofosforylace a tyroxin
kinasov¢ aktivity inzulinového receptoru).

V fadé¢ studii bylo prokézano, Ze snizeni koncentrace
fetuinu-A (napf. u osob s nefrotickym syndromem, renalni
insuficienci, u pacientl se zanéty, malnutrici, atp.) vede ke
zvySeni rizika vzniku aterogennich cévnich 1ézi, kardio-
vaskularnich ptihod a vyssi celkové i kardiovaskuldrni
mortalite.

Zvysené hladiny fetuinu-A naopak nachazime typic-
ky u pacienti s metabolickym syndromem (jeho zvySeni
vede k inhibici receptoru pro inzulin a souvisejici inzulino-
vé rezistenci).

Fetuin-A také moduluje fagocytézu apoptotickych
bun¢k makrofagy (ovliviiuje prubéh zanétu) a inhibuje na
cytokinech zavislou osteogenezu. Mysi s deficitnim genem
pro AHSG maji poruchu ristu, zvySenou kostni tvorbu
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zavislou na cytokinech, zvySenou inzulinovou senzitivitu,
mens$i mnozstvi télesného tuku a zvySené vylucovani glu-
kosy.

Experimentalni ¢ast
Piiprava protilatky, pouzity kalibrator

Kozi protilatka proti lidskému fetuinu-A byla pfipra-
vena imunizaci 2 zvifat nativnim lidskym fetuinem-A,
ktery byl izolovany z lidské plasmy (Athens Research &
Technology) (obr.1). Po opakované imunizaci zvitat
(5 x 0,5 mg proteinu, cyklus 1 mésic) bylo odebrano anti-
sérum, z n¢hoz byla precipitaci siranem amonnym izolova-
na imunoglobulinova frakce obsahujici protilatky proti
lidskému fetuinu-A. Z tohoto imunoglubulinového prepa-
ratu byl naslednou dialyzou proti 0,1M fosfatovému pufru
(pH 7,2) odstranén zbytkovy siran, roztok byl stabilizovan
ptidavkem azidu sodného na vyslednou koncentraci
0,15 mM, nafedén fosfaitovym pufrem na pivodni objem
antiséra a pouzivan pro turbidimetrii. Kalibrator byl pfi-
praven fedénim nativniho lidského fetuinu-A na koncent-
raci 12,5 mg I"' v 0,1 M fosfatovému pufru (pH 7,2).

Obr. 1. Detekce fetuinu-A pomoci imunoblotu; Gel: 14 %
PAGE, neredukujici. Primarni protilatka: polyklonalni kozi proti-
latka proti lidskému fetuinu-A, fedéni 1 mg 1™, Sekundarni proti-
latka: konjugat kienové peroxidasy a polyklonalni krali¢i proti-
latky proti kozi protilitce (DAKO), fedéni 0,5 mg1™'. Substrat:
0,08% roztok diaminobenzidinu (DAB), 0,3% peroxid vodiku.
Popis vzorki: 1) fetuin-A: purifikovany protein 1 mg/draha, 2)
fetuin-A: purifikovany protein 0,1 mg/draha, 3) lidské sérum:
fedéno 200x, 4) lidské sérum: fedéno 400x, 5) lidské sérum:
fedéno 800x
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Popis turbidimetrické metody
pro stanoveni fetuinu-A v lidském
séru a moci

Fetuin-A byl stanoven imunoturbidimetricky na ana-
lyzatoru Ilab600 (Instrumentation Laboratory, Italie). Do
kyvety bylo pipetovano 340 pl (reakcni fosfatovy pufr se
7% obsahem polyethylenglykolu 6000) a 40 ul protilatky
(1 mg ml™"). Vznikly zékal byl mé&fen ,two point end*
metodou (méfeni v 5. a 10. minute), primarni vlnova délka
340 nm, sekundarni vinova délka 700 nm. Sérové vzorky
byly fedény 10x avzorky moce byly méfeny nefedéné.
Pro analyzy bylo pouzito 10 pl vzorku.

Klinické testovani nefelometrické
metody

Byly vySetfeny ctyfi skupiny osob: A) 27 vysoce
rizikovych jedincti s anamnézou koronarni piihody, B) 41
obéznich pacientdl s diagnézou diabetes mellitus 2. typu
a rezistenci na inzulin, C) 19 osob zdravych, bez obezity,
D) 36 pacienti s recidivujici urolitidzou v anamnéze ve
srovnani s 20 osobami s negativni urologickou anamné-
Zou.

Vysledky a diskuse

Funkéni charakteristika
imunoturbidimetrické metody

V imunoturbidimetrickém testu nebyla zjiSténa kiizo-
va reaktivita u vzorkd sér nasledujicich zvifat: mys, krysa,
kralik, ovce, koza, krava, prase, kun.

Pro oveéfeni funkénosti metody byla zjisténa jeji
spravnost a presnost jak pfi pouziti vzorkl séra, tak i mo-
ce.

Sérum

Spravnost metody byla ovéfena testem standardniho
pfidavku (spiking recovery) a v testu linearity fedéni
(dilution linearity). Sérové vzorky dvou pacientd byly
obohaceny o +5, +10 a +20 mg 1™ fetuinu-A, soudasné
s fedénim 10 000x, a byla zjiStovana zpétna vytéznost,
vyjadirena jako pomér ziskané/oc¢ekavané hodnoty koncen-
trace fetuinu-A. Rozmezi vytéznosti bylo 93,9-98,5 %.
V testu linearity fedéni byly testovany dva sérové vzorky,
které byly nejprve fedény 10 000x, a nasledné dale fedény
20 000x, 40 000x a 80 000x. Rozmezi vytéZznosti bylo
96,0-109,7 %.

Presnost metody byla testovana jako opakovatelnost
vysledkl u 4 vzorki séra o rizné koncentraci fetuinu-A
a vyjadiena jako variacni koeficient v sérii (intra-assay;
n=8) i reprodukovatelnost vysledkii mezi sériemi méteni
(inter-assay; n=5). Hodnota variacniho koeficientu (CV)
byla pro intra-assay < 5,0 % apro inter-assay < 7,5 %.

Mez stanovitelnosti metody je definovana jako nej-
niz§i stanovitelnd koncentrace fetuinu-A; tato hodnota
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vyjadiuje koncentrace fetuinu-A, ktera odpovida absorban-
ci vypocitané podle vzorce: primérna absorbance slepého
vzorku (n=6) £+ 3 x smérodatna odchylka priméru slepého
vzorku. Tato koncentrace odpovidala hodnoté 0,35 mg I

nou koncentraci fetuinu-A, byla 0,5 mg I

Moc

Vzorky moce vykazovaly v testu linearity fedéni
1 v testu standardniho pfidavku uspokojivé hodnoty vytéz-
nosti (85-120 %), opakovatelnost i reprodukovatelnost
byla za stejnych podminek jako v pfipadé¢ séra < 8 %. Mez
stanovitelnosti v mo&i odpovidala hodnoté 0,4 mg 1™, mez
detekce pak hodnoté 0,6 mg 1.

Klinické testovani
imunoturbidimetrické metody

Pii klinickém sledovani sérového fetuinu-A v dia-
gnostice kardiovaskularniho rizika bylo zjisténo, ze osoby
s anamnézou koronarni ptihody maji hodnoty vyznamné
niz§i nez kontrolni skupina (mediany fetuin-A v gl
0,4 vs. 0,7; P<0,01).

U jedinct s obezitou a metabolickym syndromem byl
fetuin-A v séru také ukazatelem s vysokou diagnostickou
senzitivitou. Jedinci s metabolickym syndromem méli
hodnoty fetuinu-A vyznamné vys$i (median hodnot byl
1,1 g1™'; P<0,01).

U osob s recidivujici urolitidzou byla diagnosticka
efektivita fetuinu-A taktéz dostateéna (senzitivita 82 %,
specificita 80 % pii cut-off hodnoté < 0,6 mg 1""). Jedinci
s recidivujici urolitidzou v anamnéze méli niz§i hodnoty
fetuinu-A v moc¢i ve srovnani s osobami bez anamnézy
urolitiazy (mediany 0,65 mg 1" vs. 4,1 mg I''; P< 0,01).

Zaveérem ke klinickému testovani pro validaci meto-
dy, jak v séru, tak v moci, lze fici, ze byly potvrzeny hypo-
tézy o tom, Ze jedinci s metabolickym syndromem maji
vys$si hodnoty fetuinu-A v séru (1, 5, 6, 7) neZ osoby bez
néj a osoby s kardiovaskuldrnimi komplikacemi maji hod-
noty vyrazné nizsi (2, 3, 4). Fetuin-A z tohoto pohledu
vykazuje dostate¢nou diagnostickou efektivitu. Vibec
poprvé jsme prokazali, ze stanoveni fetuinu-A v moci by
mohlo mit diagnosticky vyznam u osob s recidivujici uro-
litiazou.

Zavér

Byla navrZena a optimalizovana diagnostickd soupra-
va na turbidimetrické stanoveni fetuinu-A v séru i moci.
Analytické charakteristiky metody jsou uspokojivé
a v soucasné dobé byla ukoncena validace pro ziskani
znacky CE, po jejimZz ziskani bude tato souprava k dispo-
zici k rutinnimu diagnostickému testovani.

Prvni vysledky klinického testovani jsou velice zaji-
mavé a odpovidaji hypotézam o tom, ze fetuin-A v moci
by mohl byt vyznamnym ukazatelem pro stanoveni dia-
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gnézy monitorovani efektu terapie jedinct s recidivujici
urolitidzou a v séru ukazatelem pro potvrzeni pfitomnosti
metabolického syndromu, resp. rizika kardiovaskularnich
komplikaci.
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P. Solichova® (“ Department of Laboratory Medicine, Hos-
pital, Sternberk, * University of Veterinary Medicine and
Pharmacy, Brno, ©Central Laboratory, Hospital, Sum-
perk, ¢ Biovendor Laboratory Medicine, Modrice): Assess-
ment of Fetuin-A Concentration by a New Immunotur-
bidimetric Method

Development, validation and clinical testing of a rou-
tine immunoturbidimetric method of fetuin-A measure-
ment are presented. First results of its clinical testing con-
firm the hypotheses on the use of serum fetuin A for the
diagnostics of metabolic syndrome and cardiovascular
atherogenic complications. Fetuin-A measurement in urine
is used in recurrent form of urolithiasis.
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