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Uvod

Bunécny rust zavisi na dostatecné dodavce polyami-
nil, kterd ovliviiuje jejich biosyntézu, katabolismus i vydej;
tento proces je zpétné kontrolovan obsahem polyamind
v buiikdch. Biosyntézu a transport polyamini kontroluji
pfedev§sim enzymy ornithindekarboxylasa (EC 4.1.1.19)
a S-adenosylmethionindekarboxylasa (EC 4.1.1.507); je-
jich katabolismus a export z bunék je naopak kontrolovan
spermidin/spermin  N'-acetyltransferasou. Zvysenou bi-
osyntetickou aktivitu polyamind lze nalézt typicky u neo-
plastického  bunééného rastu'™.  N,N’-diacetylspermin
(DAC; acetamid, N,N’-[butan-1,4-diylbis(iminopropan-
-3,1-diyl)]diacetamid) je obsazen v polyaminech lidské
moci. Exkrece tohoto diacetylpolyaminu byva zvySena
u osob s fadou malignich nadort (prostata, prs, tlusté stre-
vo, atp.). Remise maligniho onemocnéni je pfitom typicka
poklesem mocového diacetylpolyaminu na normalni hod-
noty. Zda se, ze DAC je vic senzitivni nez bézné pouzi-
vané onkomarkery, napf. karcioembryondlni antigen
(CEA), sacharidové antigeny (Ca 19-9, Ca 15-3), prede-
vim pro detekci karcinomu tlustého stfeva a prsu™® . Je
mozné, ze DAC ucinné deteguje maligni choroby
v Casnych stadiich, kdy jind vySetfeni selhavaji, a muze
slouZit jako prognosticky marker i ukazatel recidivy fady

73

tumort (prostata, urogenitalni trakt, jatra, zaludku, stievo,
atp.)'™®.

Jelikoz nebyly zatim publikovany informace o vyzna-
mu stanoveni DAC v moci jako ukazatele ptitomnosti
karcinomu mocového méchyrte, stalo se cilem nasi prace
navrzeni, sestaveni a validovani testu ELISA pro rychlé
stanoveni DAC a ovéfeni efektivity tohoto testu u pacienttl
s karcinomem mocového méchyfe.

Experimentalni ¢ast

Vyvoj metody ELISA pro stanoveni
N,N’-diacetylsperminu v lidské moci

Byla vytvofena kompetitivni imunoanalytickd metoda
na kvantitativni stanoveni  lidského  N,N’-diacetyl-
sperminu v moc¢i s vyuzitim antigenu znaceného enzy-
mem.

V mikrotitra¢ni desce (Corning Costar, High Binding,
katalogové Cislo 52-00-02) bylo navazano 0,5 pg protilat-
ky anti-diacetylspermin (Yamasa corporation, Diagnostics
department) na 1 jamku v 0,1 M hydrogenuhli¢itanovém
pufru o pH 8,5 (nasledovala inkubace 12 h pti 4 °C) a po
odsati roztoku byla deska zablokovana roztokem TBS
(Tris Buffered Saline, pH 7,2), 4 % sacharosa (davkovano
0,2 ml/jamku, inkubace 30 min pii 25 °C). Po odsati blo-
kovaciho roztoku bylo na desku davkovano 0,1 ml
pfislusného standardu nebo 20x fedéného mocového
vzorku (vSechna méfeni byla provadéna 2x) a nasledné
bylo do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml antigenu
N-acetylsperminu (Yamasa corporation, Diagnostics de-
partment), ktery byl znacen kienovou peroxidasou (HRP)
a deska byla inkubovana 2 h na tfepacce pro mikrotitracni
desky (TECAN Columbus plus, 300 rpm) pfi teploté 25 °C.
Po 3-nidsobném promyti desky promyvacim roztokem
(TBS; 0,05 % Tween 20, pH 7,2) bylo do vSech jamek
desky davkovano 0,1 ml substratu TMB (1,2 mM tetrame-
thylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL,
katalogové cislo 52-00-01) a reakéni smés inkubovana
20 min pfi teploté 25 °C. Reakce byla zastavena pridav-
kem 0,1 M roztoku kyseliny sirové a vzniklé zluté zbarve-
ni (produkt) byl zméfen fotometricky pii vinové délce
450 nm, pfi¢emz intenzita zlutého zbarveni byla nepfimo
umérnd obsahu analytu ve vzorku. Hodnoty DAC
v neznamych vzorcich byly stanoveny z kalibracni kiivky,
ktera byla ziskana vynesenim absorbanci standardt oproti
jejich znamé koncentraci (obr. 1).

Redicim roztokem pro standardy, vzorky a antigen
znaCeny kienovou peroxidasou byl roztok TBS (Tris
Buffered Saline, pH 7,2), 0,01 % Thimerosal. V testu byla
pouzita sada standardd o koncentracich 64, 32, 16, 8§, 4
a2 nmol "}, pfipravena nafedénim chemicky syntetizova-
ného lidského N,N’-diacetylsperminu (Yamasa corporati-
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Tabulka I

Koncentrace diacetylsperminu v moci u testovanych osob

Ukazatel Aritmeticky Median Smérodatna RozloZeni dat RR n
pramér odchylka

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

DAC-B 3533 143,8 7433 abnormalni 30

DAC-A — hodnoty diacetylsperminu u osob s karcinomem mocového méchyie, DAC-B — hodnoty diacetylsperminu v moci
u osob s benignim urologickym onemocnénim, RR — vyznamnost rozdilu mezi sklupinou A a B, (hodnoceno pomoci

Mannova-Whitneyova testu)
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Obr. 1. Standardni kalibraéni kiivka pro stanoveni diacetyl-
sperminu v mo¢i metodou ELISA

on, Diagnostics department). Mocové vzorky byly fedény
1:19 fedicim roztokem (Biovendor dilution buffer).

Klinické testovani metody ELISA

Byly vysetieny dvé skupiny jedinci, pacientii urolo-
gické kliniky FN Olomouc. Do prvni skupiny bylo zafaze-
no 36 pacienttt Urologické kliniky FN Olomouc s diagno-
zou karcinomu mocového méchyie (endoskopicka a na-
sledn¢ histologicka verifikace). Do druhé skupiny bylo

Tabulka II

zatazeno 30 osob s benignim urologickym onemocnénim
a negativni anamnézou tumoru. U vsech byla vysSetfena
hladina DAC v mo¢i.

Vysledky
Analyticka charakteristika metody ELISA

Nebyla zjisténa reaktivita s rekombinantnim N',N*-di-
acetylspermidinem (ELISA, BioVendor-Laboratorni medi-
cina a.s.). Pro ovéfeni funkCnosti testu byla verifikovana
spravnost a presnost metody. Spradvnost metody byla ové-
fena metodou standardniho ptfidavku a byla zjistovana
vytéznost, vyjadiend jako pomeér ziskané/ofekdvané hod-
noty koncentrace DAC. Vzorky moce od 2 pacienti byly
obohaceny 0 +16, + 8 a+2 nmol I"' DAC. Primérna hod-
nota vytéznosti byla 105 %. V testu linearity byly testova-
ny dva vzorky moce, které byly sériové fedény fedicim
roztokem, ktery obsahoval TBS a 0,01 % Thimerosal
(viz vyse) 10x, 20x, 40x a 80x, pfiCemz pramérna hodnota
vytézku byla 104 %.

Piesnost metody byla testovana jako reprodukovatel-
nost vysledkl u 2 vzorki moce a vyjadiena jako varia¢ni
koeficient v sérii (n=8) 1 mezi sériemi méfeni (n=6).
Hodnota variacniho koeficientu (CV) byla ve vsech ptipa-
dech <6 %.

stanovitelnou koncentraci DAC, ¢&inila 0,23 nmol 1™ (tato

Pacienti rozdéleni podle ptitomnosti karcinomu a podle hodnot diacetylsperminu v mo¢i (Skupiny: 1 =< 80, 2 = 80-210,

3 =210-340, 4 => 40 nmol I™")

<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 %)

¥'=0,13; P=0,71
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hodnota je vyjadienim koncentrace DAC, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna absorbance
slepého vzorku (n = 8) + 3x smérodatna odchylka praméru
slepého vzorku).

Klinické testovani vysledktt DAC ziskanych
stanovenim ELISA

Hodnoty DAC v mo¢i u pacienti s karcinomem mo-
¢ového méchytfe se vyznamné neliSily od hodnot DAC
u jedinct s benignim urologickym onemocnénim (mediany
171,5 vs. 143,8; P = 0,64) a efektivita testu pro klinické
ucely nebyla dostateéna (plocha pod opera¢ni kiivkou
ROC < 0,7) (tab. I, tab. II).

Zavér

Zavérem lze konstatovat, ze byla navrzena, sestavena,
validovana a zavedena do klinické praxe nova metoda
ELISA, slouzici ke klinickému testovdni pro stanoveni
DAC v moci. Soucasné je vSak nutno fici, Ze nebyly potvr-
zeny hypotézy o mozném rutinnim diagnostickém vyuziti
DAC v mo¢i v diagnostice pacientll s karcinomem moco-
vého méchyfte.
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D. Stejskal®, V. Humenanska®, R. Vrtal’, P. Soli-
chova?, and M. KarpiSek®, M. Petzel’, and M. Svestak®
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berk, ° Veterinary Faculty, University of Veterinary and
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Olomouc, Czech Republic, ¢ Faculty Hospital, Ostrava-
Poruba, Czech Republic): ELISA analysis of N,/V-di-
acetylspermine in Urine

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.



