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tumorů (prostata, urogenitální trakt, játra, �aludku, střevo, 
atp.)1−6.   

Jeliko� nebyly zatím publikovány informace o význa-
mu stanovení   DAC v moči jako ukazatele přítomnosti 
karcinomu močového měchýře, stalo se cílem na�í práce 
navr�ení, sestavení a validování testu ELISA pro rychlé 
stanovení DAC a ověření efektivity tohoto testu u pacientů 
s karcinomem močového měchýře.    

 
Experimentální část 
 
Vývoj metody ELISA pro stanovení  
N,N�-diacetylsperminu v lidské moči  

  
Byla vytvořena kompetitivní imunoanalytická metoda 

na kvantitativní stanovení  lidského  N,N�-diacetyl-
sperminu v moči s vyu�itím antigenu  značeného enzy-
mem. 

V mikrotitrační desce (Corning Costar, High Binding, 
katalogové číslo 52-00-02) bylo navázáno 0,5 µg protilát-
ky anti-diacetylspermin (Yamasa corporation, Diagnostics 
department)  na 1 jamku v 0,1 M hydrogenuhličitanovém 
pufru o pH 8,5 (následovala inkubace 12 h při 4 °C) a po 
odsátí roztoku byla deska zablokována roztokem TBS 
(Tris Buffered Saline, pH 7,2), 4 % sacharosa (dávkováno 
0,2 ml/jamku, inkubace 30 min při 25 °C). Po odsátí blo-
kovacího roztoku bylo na desku dávkováno 0,1 ml 
příslu�ného standardu nebo 20× ředěného močového 
vzorku (v�echna měření byla prováděna 2×) a následně 
bylo do v�ech jamek desky dávkováno 0,1 ml antigenu 
N-acetylsperminu (Yamasa corporation, Diagnostics de-
partment), který byl značen křenovou peroxidasou (HRP) 
a deska byla inkubována 2 h na třepačce pro mikrotitrační 
desky (TECAN Columbus plus, 300 rpm) při teplotě 25 °C. 
Po 3-násobném promytí desky promývacím roztokem 
(TBS; 0,05 % Tween 20, pH 7,2) bylo do v�ech jamek 
desky dávkováno 0,1 ml substrátu TMB (1,2 mM tetrame-
thylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodíku, KPL, 
katalogové číslo 52-00-01) a reakční směs inkubována 
20 min při teplotě 25 °C. Reakce byla zastavena přídav-
kem 0,1 M roztoku kyseliny sírové a vzniklé �luté zbarve-
ní (produkt) byl změřen fotometricky při vlnové délce 
450 nm, přičem� intenzita �lutého zbarvení byla nepřímo 
úměrná obsahu analytu ve vzorku. Hodnoty DAC 
v neznámých vzorcích byly stanoveny z kalibrační křivky,  
která byla získána vynesením absorbancí standardů oproti 
jejich známé koncentraci  (obr. 1). 

Ředicím roztokem pro standardy, vzorky a antigen 
značený křenovou peroxidasou byl roztok TBS (Tris 
Buffered Saline, pH 7,2), 0,01 % Thimerosal. V testu byla 
pou�ita sada standardů o koncentracích 64, 32, 16, 8, 4 
a 2 nmol l−1, připravená naředěním chemicky syntetizova-
ného lidského N,N�-diacetylsperminu (Yamasa corporati-
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Úvod 

 
Buněčný růst závisí na dostatečné dodávce polyami-

nů, která ovlivňuje jejich biosyntézu, katabolismus i výdej; 
tento proces  je zpětně kontrolován obsahem polyaminů 
v buňkách.   Biosyntézu a transport polyaminů kontrolují 
předev�ím enzymy ornithindekarboxylasa (EC 4.1.1.19)  
a S-adenosylmethionindekarboxylasa (EC 4.1.1.507); je-
jich katabolismus a   export z buněk je naopak kontrolován  
spermidin/spermin N1-acetyltransferasou. Zvý�enou bi-
osyntetickou aktivitu polyaminů lze nalézt typicky u neo-
plastického buněčného růstu1−4. N,N�-diacetylspermin 
(DAC; acetamid, N,N�-[butan-1,4-diylbis(iminopropan-     
-3,1-diyl)]diacetamid) je obsa�en v polyaminech lidské 
moči. Exkrece tohoto   diacetylpolyaminu bývá zvý�ena 
u osob s řadou maligních nádorů (prostata, prs, tlusté stře-
vo, atp.).  Remise maligního onemocnění je přitom typická 
poklesem močového   diacetylpolyaminu na normální hod-
noty.  Zdá se, �e  DAC je víc senzitivní ne� bě�ně pou�í-
vané onkomarkery, např. karcioembryonální antigen 
(CEA), sacharidové antigeny (Ca 19-9,  Ca 15-3), přede-
v�ím pro detekci karcinomu tlustého střeva a prsu5,6 . Je 
mo�né, �e  DAC účinně deteguje maligní choroby 
v časných stadiích, kdy jiná vy�etření selhávají, a mů�e 
slou�it jako prognostický marker i ukazatel recidivy řady 
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on, Diagnostics department). Močové vzorky byly ředěny 
1:19 ředicím roztokem (Biovendor dilution buffer).  

 
Klinické testování metody ELISA  

 
Byly vy�etřeny dvě skupiny jedinců, pacientů urolo-

gické kliniky FN Olomouc. Do první skupiny bylo zařaze-
no 36 pacientů Urologické kliniky FN Olomouc s diagnó-
zou karcinomu močového měchýře (endoskopická a ná-
sledně histologická verifikace). Do druhé skupiny bylo 

zařazeno 30 osob s benigním urologickým onemocněním 
a negativní anamnézou tumoru.   U v�ech byla vy�etřena 
hladina DAC v moči. 

 
 

Výsledky 
 
Analytická charakteristika metody ELISA  

 
Nebyla zji�těna reaktivita s rekombinantním N1,N8-di-

acetylspermidinem (ELISA, BioVendor-Laboratorní medi-
cína a.s.).  Pro ověření funkčnosti testu byla verifikována 
správnost a přesnost metody. Správnost metody byla ově-
řena metodou standardního přídavku  a byla zji�ťována 
výtě�nost, vyjádřená jako poměr získané/očekávané hod-
noty koncentrace DAC. Vzorky  moče od 2 pacientů byly 
obohaceny o +16, + 8  a + 2 nmol l−1 DAC. Průměrná hod-
nota výtě�nosti byla 105 %. V testu linearity  byly testová-
ny dva vzorky moče, které byly sériově ředěny ředícím 
roztokem, který obsahoval   TBS a  0,01 % Thimerosal  
(viz vý�e) 10×, 20×, 40× a 80×, přičem� průměrná hodnota 
výtě�ku byla 104 %.  

Přesnost metody byla testována jako reprodukovatel-
nost výsledků u 2 vzorků moče a vyjádřena jako variační 
koeficient v sérii (n = 8) i mezi sériemi měření (n = 6). 
Hodnota variačního koeficientu (CV) byla ve v�ech přípa-
dech < 6 %. 

Mez stanovitelnosti metody, představující nejni��í 
stanovitelnou koncentraci DAC, činila 0,23 nmol l−1 (tato 
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Obr. 1. Standardní kalibrační křivka pro stanovení diacetyl-
sperminu v moči metodou  ELISA    

Tabulka I  
Koncentrace diacetylsperminu v moči u testovaných osob  

Ukazatel Aritmetický 
průměr 

Medián Směrodatná 
odchylka 

Rozlo�ení dat RR n 

DAC-A 303,1 171,5 391,8 abnormální A-B; P = 0,5; Z = 0,64 36 

DAC-B 353,3 143,8 743,3 abnormální   30 

DAC-A � hodnoty diacetylsperminu u osob s karcinomem močového měchýře, DAC-B � hodnoty diacetylsperminu v moči 
u osob s benigním urologickým onemocněním, RR � významnost rozdílu mezi sklupinou A a B, (hodnoceno pomocí   
Mannova-Whitneyova testu)  

Tabulka  II  
Pacienti rozděleni podle přítomnosti karcinomu a podle hodnot diacetylsperminu v moči  (Skupiny: 1 = < 80, 2 = 80−210, 
3 = 210−340, 4 = > 40 nmol l−1) 

  < 80 (1) 80−210 (2) 210−340 (3) >340 (4) Celkem (%) 
Karcinom ano 8 12 6 10 36 (54,5 %) 
Karcinom ne 7 12 3 8 30 (45,5 %) 
Celkem (%) 15 (22,7 %) 24 (36,4 %) 9 (13,6 %) 18 (27,3 %) 66 (100 %) 

χ2 = 0,13; P = 0,71 
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hodnota je vyjádřením koncentrace DAC, odpovídající 
absorbanci vypočítané podle vzorce: průměrná absorbance 
slepého vzorku (n = 8) + 3× směrodatná odchylka průměru 
slepého vzorku).  

 
Klinické testování výsledků DAC získaných  
stanovením ELISA  

 
Hodnoty DAC v moči u pacientů s karcinomem mo-

čového měchýře se významně neli�ily od hodnot DAC 
u jedinců s benigním urologickým onemocněním (mediány 
171,5 vs. 143,8; P = 0,64) a efektivita testu pro klinické 
účely nebyla dostatečná (plocha pod operační křivkou 
ROC < 0,7) (tab. I, tab. II). 

 
 

Závěr 
 
Závěrem lze konstatovat, �e byla navr�ena, sestavena, 

validována a zavedena do klinické praxe nová metoda 
ELISA, slou�ící ke klinickému testování pro stanovení 
DAC v moči. Současně je v�ak nutno říci, �e nebyly potvr-
zeny hypotézy o mo�ném rutinním diagnostickém vyu�ití 
DAC v moči v diagnostice pacientů s karcinomem močo-
vého měchýře.   
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A new ELISA method of analysis of N,N�-di-

acetylspermine in urine and a test for urinary bladder can-
cer were developed and validated. However, the com-
pound does not seem to be a useful marker for urinary 
bladder cancer. 


