Postepy Hig Med Dosw. (online), 2006; 60: 101-112 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2005.11.15
Accepted:  2006.01.31
Published: 2006.02.17

Review

Nowe metody oznaczania izoform transferyny
w diagnostyce uzaleznienia od alkoholu

New methods for the determination of transferrin
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Nowym biochemicznym markerem przewleklego naduzywania alkoholu sa izoformy transferyny
ze zmniejszona iloscia kwasu sialowego (asialo-, monosialo- i disialotransferyna) zwane trans-
feryna desialowang — CDT. W ciagu ostatnich lat jednoznacznie potwierdzono przydatnos¢ tego
wskaznika w diagnostyce uzaleznienia od alkoholu. Czutos¢ i swoisto§¢ CDT jako markera prze-
wlektego naduzywania alkoholu sa wigksze od czulosci i swoisto$ci powszechnie stosowanych
testéw. Od 10 lat CDT jest rutynowo oznaczane w laboratoriach. Wspétczesne techniki pozwa-
laja na oznaczanie catkowitego st¢zenia CDT (ilos¢ bezwzgledna i/lub wzgledna) i daja mozli-
wos¢ badania jej izoform. W pracy przedstawiono strukturg czasteczki transferyny i r6zne me-
tody oznaczania CDT ze zwrdceniem szczegdlnej uwagi na testy komercyjne. W tabeli podano
swoistos$¢ analityczng 1 wartosci prawidtowe w zaleznosci od metod (elektroforetyczne i chroma-
tograficzne) lub punkty odcigcia stgzenia CDT w surowicy wskazujace na przewlekte naduzywa-
nie alkoholu. Metody elektroforetyczne cechuja si¢ wigksza rozdzielczoscia (odmiany genetyczne)
i wigksza czutoscia niz techniki chromatograficzne. Do metod referencyjnych lub potwierdzaja-
cych zalicza si¢ ogniskowanie izoelektryczne, elektroforeze kapilarng i chromatografie jonowy-
mienna wysokocisnieniowa. Procedury komercyjne polegaja na wysyceniu transferyny zelazem,
frakcjonowaniu biatka (oddzielenie CDT od nie-CDT) na mikrokolumnach metoda chromatogra-
fii jonowymiennej i iloSciowym pomiarze izoform CDT metodami immunologicznymi (radioim-
munologiczna, enzymoimmunoenzymatyczna i immunoturbidymetryczna). Z powodu wystgpo-
wania réznych metod analitycznych niezbedna jest dalsza standaryzacja oznaczeii CDT, a takze
redefinicja CDT.

naduzywania alkoholu ° transferyna desialowana * metody oznaczania

Summary

The new biochemical marker of chronic alcohol abuse are transferrin isoforms with a reduced
number of sialic acids (asialo-, monosialo-, and disialotransferrin) called carbohydrate-deficient
transferrins (CDTs). The usefulness of this indicator in the diagnostics of alcohol abuse has cle-
arly been confirmed during the last years. The sensitivity and specificity of the CDT method as
a marker of chronic alcohol abuse are higher than those found in commonly used tests. In routine
analysis, CDTs have been assayed in the laboratories for ten years. Current CDT techniques allow
for the determination of total CDT concentration (the absolute and/or relative amount) and pro-
vide the possibility of assaying its isoforms. In this paper the molecular structure of transferrin
and different methods of CDT analysis are shown, with particular attention given to commercial
tests. Analytical specificity and method-dependent (electrophoretic and chromatographic) refe-
rence values or cut-offs for serum CDT concentrations indicating chronic alcohol abuse are given

101



Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 101-112

in a table. Electrophoretic methods are characterized by higher selectivity (genetic variants) and
higher sensitivity than chromatographic techniques. Isoelectric focusing, capillary electrophore-
sis, and high-performance liquid chromatography are used as the reference methods. Commercial
procedures are based on transferrin saturation with iron followed by fractionation of protein (se-
parating CDTs from non-CDT forms) by ion-exchange chromatography using microcolumns and
a quantitative determination of CDT isoforms by immunological methods (radioimmunoassay,
enzyme immunoassay, and turbidimetric immunoassay). Due to the different existing analytical
methods, further standardization of CDT analysis and a redefinition of CDTs are necessary.
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Narastajacy problem uzaleznienia od alkoholu (etanolu),
a co za tym idzie wysokie naklady finansowe zwiazane
z jego leczeniem prowadza do wzmozenia badan epide-
miologicznych. Metody przesiewowe w kierunku wykry-
wania naduzywania alkoholu oparte na kwestionariuszach
sgq mato wiarygodne, stad wigksza uwage przywiazuje si¢
do bardziej obiektywnych testéw laboratoryjnych. Wynika
to z tego, iz szkodliwe oddziatywanie alkoholu na organizm
zmienia poziom wielu parametréw biochemicznych krwi,
wsrdd ktérych poszukuje sig potencjalnych wskaznikéw nad-
miernego picia. Do standardowych markeréw przewlektego
naduzywania alkoholu naleza wskazniki uszkodzenia funk-
cji watroby, tj. y-glutamylotransferaza (GGT), aminotran-
sferaza asparaginianowa (AST), aminotransferaza alanino-
wa (ALT) oraz Srednia objgtos¢ krwinki czerwonej (MCV).
Ze wzgledu na mata swoistos¢ tych testow ich przydatnosé
w diagnostyce alkoholizmu jest ograniczona.

Nowym, uznanym juz testem w diagnostyce uzaleznienia
od alkoholu stata si¢ transferyna desialowana (CDT), kt6-
rej swoisto$S¢ wynosi 82—100%, a czutos¢ 39-94% [12].
Zainteresowanie transferyna jako potencjalnym markerem
przewleklego naduzywania alkoholu sigga 1976 roku, kie-
dy to po raz pierwszy wykryto zwiazek migdzy budowa
czasteczki tego surowiczego biatka, a spozyciem alkoholu
[53]. Stibler i wsp. w czasie rozdziatu biatek ptynu mézgo-
wo-rdzeniowego i surowicy u pacjentéw z chorobami neu-
rologicznymi, zwrdécili uwage na to, iz u niektérych cho-
rych z alkoholowa ataksja mézdzkowa wystepuja zmiany
w strukturze transferyny. Polegaly one na obecnosci sil-
nie zaznaczonego pasma o punkcie izoelektrycznym (pl)
réwnym 5,7. Zmiany te byty odwracalne i ustgpowaty po
7—14 dniach po odstawieniu alkoholu [50,53]. Wykazano,
iz istnieje zaleznos$¢ migdzy obecnoscia patologicznej kom-
ponenty transferyny, a dzienna konsumpcja u oséb nad-
uzywajacych alkoholu. Stwierdzono, iz w grupie pacjen-
téw pijacych alkohol w dawce 20-60 g i powyzej 60 g na
dobe w okresie tygodnia poprzedzajacego badanie, odse-
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tek nieprawidtowej frakcji tego biatka wynosit odpowied-
nio: 751 81%. W okresie abstynencji, trwajacym przynaj-
mniej 10 dni, zmiany te ustgpowaty. U chorych leczonych
z powodu niealkoholowych choréb watroby zmian takich
nie wykryto [51]. Pomiarem densytometrycznym wykaza-
no, iz u 0séb zdrowych odsetek tzw. ,.katodowej transfery-
ny” wynosit 3,7%, a w grupie uzaleznionych od alkoholu
byt istotnie podwyzszony do 9,5% [54].

W ciagu ostatnich 30 lat, jakie mingty od pierwszych badan
nad CDT, okreslono jej przydatnos¢ w diagnostyce uzaleznie-
nia od alkoholu oraz wprowadzono wiele testéw komercyj-
nych, ktére od 10 lat sa rutynowo stosowane w laboratoriach.
Wspdlczesne techniki pozwalaja nie tylko na oznaczanie
catkowitego st¢zenia CDT, ale daja mozliwos¢ badania po-
szczegolnych izoform. Mimo wielu lat badan nadal wiele
spraw wymaga uporzadkowania np. standaryzacja metody,
definicja CDT. Podstawowym celem pracy jest przedstawie-
nie metod i zapoznanie si¢ z aktualnymi problemami zwig-
zanymi z oznaczaniem CDT, a zarazem wypelnienie luki
dotyczacej tego tematu w piSmiennictwie polskim. Badanie
CDT jako markera przewlektego naduzywania alkoholu jest
juz od dawna stosowane na §wiecie, natomiast w Polsce tyl-
ko nieliczne laboratoria wykorzystuja ten test, gtéwnie do
celéw naukowych. Wigksze zainteresowanie tym badaniem
mogtoby utatwi¢ wprowadzenie tego testu do rutynowego
wykorzystania w laboratoriach diagnostycznych.

StrukTURA CDT

Transferyna (Tf) — jest glikoproteing transportujaca zela-
zo (masa molekularna 79,6 kDa), gléwnie syntetyzowana
w watrobie [7]. Czasteczka Tf jest zbudowana z 3 podjed-
nostek strukturalnych: pojedynczego taficucha polipepty-
dowego (zawierajacego dwa niezalezne miejsca wigzace
zelazo) oraz dwéch bocznych, rozgatezionych taficuchéw
oligosacharydowych (ryc.1).

Kazda z tych podjednostek cechuje si¢ zmiennoscia budo-
Wy, co jest powodem wystgpowania wielu izoform (mikro-
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Ryc. 1. Schemat struktury CDT (np. disialo-Fe,-transferyna)

heterogennos¢). Z punktu widzenia analitycznego, moz-
na wiegc stwierdzié, iz Tf nie jest homogenna czasteczka,
a stanowi grupeg izoform zwanych wspdélnie transferyna.
Zmienno$¢ taricucha polipeptydowego prowadzi do wyste-
powania 38 odmian genetycznych biatka (np. Tf-B, Tf-C,
Tf-D) [30]. Transferyna, majac 2 miejsca wigzania zelaza
moze tworzy¢ 4 nastepujace odmiany biatka: Fe -Tf (trans-
feryna pozbawiona atomu Fe), Fe, -Tf (transferyna z jed-
nym atomem Fe zwigzanym z N-koricowym aminokwa-
sem), Fe, -Tf (transferyna z jednym atomem Fe zwigzanym
z C-koficowym aminokwasem) i Fe -Tf (transferyna z dwo-
ma atomami Fe zwiazanymi z N- i C-koficowymi amino-
kwasami). W zwiazku z tym, iz u oséb zdrowych jedynie
30—40% Tf jest wysycone zelazem, w surowicy wystgpu-
ja wszystkie jej odmiany (Fe -Tf, Fe -Tf, Fe,-Tf). Z punk-
tu widzenia metodycznego, obecnosé zelaza w czastecz-
ce Tf jest bardzo wazna, gdyz wplywa na wartos¢ punktu
izoelektrycznego (pl) biatka. Kazdy przylaczony atom ze-
laza powoduje zmniejszenie pl o prawie 0,2 jednostki pH
[17]. Zmienno$¢ budowy tancuchéw oligosacharydowych
polega na r6znym stopniu rozgal¢zienia, tworzac struktu-
ry dwu-, tréj- i czteroantenowe. W sktad taiicucha oligo-
sacharydowego wchodzi N-acetyloglukozamina, manno-
za, galaktoza i na konicu kwas sialowy (SA). W zaleznosci
od liczby przylaczonych reszt kwasu sialowego wystepuje
9 nastepujacych izoform: asialo-Tf (transferyna pozbawio-
na kwasu sialowego), monosialo-Tf (transferyna z 1 resz-
ta SA), disialo-Tf (transferyna z 2 resztami SA), trisialo-
Tf (transferyna z 3 resztami SA), tetrasialo-Tf (transferyna
z 4 resztami SA), pentasialo-TTf (transferyna z 5 resztami
SA), heksasialo-Tf (transferyna z 6 resztami SA), hep-
tasialo-Tf (transferyna z 7 resztami SA) oraz oktasialo-
Tf (transferyna z 8 resztami SA) [41,60,61]. Reszty kwa-
su sialowego warunkuja ujemny tadunek Tf i decyduja
o warto$ci punktu izoelektrycznego pl. Kazda przytaczo-

na reszta SA obniza pl o okoto 0,1 jednostki pH. W tabe-
li 1 przedstawiono izoformy Tf wraz z ich punktami izo-
elektrycznymi i procentowa zawartoscia we krwi. U os6b
zdrowych dominujacg izoforma transferyny jest tetrasialo-
Tf (64-80%). 1zoformy transferyny ze zmniejszona ilos-
cig kwasu sialowego (asialo-Tf, monosialo-Tf, disialo-Tf)
nazwane zostaly transferyna desialowana (ubogoweglowo-
danowa) (CDT: carbohydrate-deficient transferrin), a ich
zwigkszone stgzenie obserwowano w surowicy uzaleznio-
nych od alkoholu [49].

Meropy oznaczania CDT

Duza zmienno$¢ w budowie czasteczki transferyny, struk-
turalne podobiernistwo izoform CDT do izoform nie-CDT,
a takze dosy¢ mate stgzenie CDT w surowicy (<2,5-2,7%
u 0s6b zdrowych 1 <20% u os6b uzaleznionych od alko-
holu), powoduje, ze metodom oznaczania CDT stawiane
sg duze wymagania swoistosci i czutosci analitycznej [7].
W zwiazku z tym, iz nieznane sg bezposrednie metody, ani
swoiste przeciwciata do oznaczania CDT, w rutynowych
badaniach laboratoryjnych niezbedna jest izolacja biatka.
Ma ona na celu oddzielenie CDT od izoform nie-CDT,
a takze od innych biatek surowicy. Stuza do tego metody
chromatograficzne lub elektroforetyczne, w ktérych pod-
stawg rozdziatu izoform jest wielkos¢ tadunku elektrycz-
nego i wartos¢ punktow izoelektrycznych (pl), zalezne od
roznej liczby reszt kwasu sialowego. Nalezy tez pamig-
ta¢, iz warto$¢ pl zmienia si¢ wraz z zawartoscia zelaza
w czasteczce transferyny, a chcac usuna¢ te réznice nale-
zy wyréwnac (wysycic) jego ilos¢ we wszystkich izofor-
mach do dwoch atoméw metalu. Stad pierwszym etapem
oznaczania CDT jest saturacja transferyny zelazem (Fe*?),
ktéra ma na celu przeprowadzenie izoform Fe -Tf i Fe -Tf
do jednej — Fe,-Tf. Mozna wigc stwierdzic, ze proces wy-
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Tabela 1. Izoformy transferyny we krwi [20]

I1zoforma Liczba reszt kwasu sialowego Punkt izoelektryczny (pl) Zawartosc (%)
Heptasialotransferyna 7 51 <15
Heksasialotransferyna 6 5,2 1-3
Pentasialotransferyna 5 53 12-18
Tetrasialotransferyna 4 54 64-80

Trisialotransferyna 3 5,6 45-9,0

Disialotransferyna 2 5,7 <25
Monosialotransferyna 1 58 <09

Asialotransferyna 0 5,9 <0,5

sycania transferyny zelazem z jednej strony redukuje licz-
be izoform wystepujacych w natywnej surowicy (z 36 do
9 u homozygot i z 72 do 18 u heterozygot), a z drugiej —
wyklucza wystgpowanie obok siebie CDT i nie-CDT o pl
o tej samej wartosci [17]. Okazuje si¢ bowiem, iz w punk-
tach izoelektrycznych o tych samych lub zblizonych war-
tosciach wystepuja obok siebie zaréwno izoformy CDT
i nie-CDT, czego przyktadem jest disialo-Fe,-Tf (gléwna
izoforma CDT) oraz tetrasialo-Fe -Tf (podstawowa izo-
forma nie-CDT), pentasialo-Fe -Tf i heptasialo-Fe -Tf
[7]. Niekompletnie przeprowadzona saturacja moze by¢
powodem zawyzenia wynikdw oznaczania CDT [27]. Po
rozdziale CDT od innych biatek surowicy i od nie-CDT
przeprowadza si¢ pomiary ilosciowe (oznaczanie bez-
wzglednego lub wzglednego stezenia CDT i poszczegdl-
nych izoform CDT) w oparciu m.in. o techniki radioim-
munologiczne (RIA), immunoenzymatyczne (EIA) lub
turbidymetryczne. Rycina 2 przedstawia etapy postgpo-
wania zwiazane z oznaczaniem CDT, a tabela 2 metody
oznaczania CDT, ich swoisto$¢ analityczna i wartosci pra-
widtowe lub punkty odcigcia dla chorych przewlekle nad-
uzywajacych alkoholu.

METODY ELEKTROFORETYCZNE

Do metod elektroforetycznych zalicza si¢ ogniskowanie
izoelektryczne (IEF — isoelectric focusing), elektroforeze
kapilarng (CE — capillary electrophoresis) i strefowa elek-
troforeze kapilarng (CZE — capillary zone electrophoresis)
[19,23]. Metody te cechuja si¢ duza rozdzielczoscia i wy-
soka czutoscia.

Ogniskowanie izoelektryczne

Metoda referencyjna rozdziatu transferyny na poszczegdl-
ne frakcje jest ogniskowanie izoelektryczne, pozwalajace
na oddzielenie wszystkich izoform CDT, w tym réwniez
wariantéw genetycznych [19,22,23]. W latach 80. ub.w.
technika IEF wykazano po raz pierwszy nieprawidlowe
frakcje transferyny, jakie wystgpowaty w surowicy oséb
uzaleznionych od alkoholu [51]. Pierwszy etap IEF pole-
ga na wysyceniu transferyny tréjwartosciowym zelazem.
Nastgpnie frakcje biatkowe sa rozdzielane na zelu polia-
krylamidowym z odpowiednio dobranym gradientem pH
do punktéw izoelektrycznych izoform. Frakcje transferyny,
dzigki swojemu ujemnemu tfadunkowi wedruja do anody.

W miarg wzrostu pH Srodowiska, ujemnie natadowane gru-
py karboksylowe ulegaja redysocjacji. Izoformy transferyny
koricza swoja migracje w tych punktach zelu, w ktérych pH
jestrowne ich punktom izoelektrycznym (pl). Identyfikacja
frakcji elektroforetycznych odbywa si¢ metoda immuno-
fiksacji po natozeniu na rozdzialty przeciwciat skierowa-
nych przeciwko ludzkiej transferynie (przeciwciata poli-
klonalne klasy IgG) i powstaniu komplekséw Tf-anty-Tf
(w tym CDT-anty-Tf), ktore sa z kolei wybarwiane sola-
mi srebra. Izoformy transferyny (w tym CDT) oznacza si¢
densytometrycznie [23]. W zwiazku z tym, iz transferyna
moze zawiera¢ 0-8 reszt kwasu sialowego, tworzy 8 i wig-
cej izoform o réznych punktach izoelektrycznych (5,1-5,9)
(tabela 1). U oséb zdrowych okoto 80% izoform stanowi
tetrasialotransferyna o pl 5.4. Z kolei w surowicy oséb uza-
leznionych od alkoholu stwierdzono zwigkszone stezenie
asialo-, monosialo- i gtéwnie disialo-Tf [2,49]. Po natoze-
niu na zel wymaganej objgtosci materiatu (1 ul surowicy
rozcieficzony 400-krotnie) potrzebnej do detekcji izoform
CDT, dochodzi do tzw. ,,przetadowania” podioza tetrasia-
lo-Fe,-Tf, ktéra nie koreluje z iloscig transferyny zawartej
w tym pasmie. Przejawia si¢ to intensywnym zabarwie-
niem prazka i wysokim pikiem w obrazach elektroforetycz-
nych. Utrudnia to w znacznym stopniu ilo§ciowe oznaczanie
tej, jak i pozostatych frakcji transferyny. Z analitycznego
punktu widzenia problem ten mozna usunaé przez wpro-
wadzenie wskaznikéw, ktére okreslatyby wzajemne rela-
cje pomigdzy izoformami CDT, np. disialo-/asialo-Fe,-Tf
[9,22,46]. Jakkolwiek technika IEF mozna takze okresli¢
stezenia bezwzgledne CDT uzywajac krzywa kalibracyj-
na dla réznych ilosci asialo-Fe -Tf [66]. Ogniskowanie
izoelektryczne moze by¢ potaczone z technika Western-
blotingu (IEF/WB) [66]. Technika blotingu opiera si¢ na
wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego na zelu agarozo-
wym metoda IEF (amfolit o pH 5,0-8,0), a nastgpnie prze-
niesieniu i trwatym zwiazaniu rozdzielonego w procesie
elektroforezy materiatu ze statym podtozem (filtry nitro-
celulozowe). Utrwalone na podiozu statym izoformy trans-
feryny sa wykrywane immunochemicznie przez przeciw-
ciata skierowane przeciwko ludzkiej transferynie (przy pl
5,7-5.,9). Obrazy densytometryczne odczytuje si¢ poprzez
komputerowe skanowanie immunoblotéw i pomiar stgze-
nia bezwzglednego CDT (mg/l). Wartosci CDT wynosity:
u naduzywajacych alkoholu: 139+54, u uzaleznionych od
alkoholu w okresie abstynencji: 81+8 i u 0s6b zdrowych:
68+16 mg/l, zas korelacja metody IEF/WB z IEF/RIA (IEF
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1. Wysycanie transferyny zelazem

FEO-Tf

Fez-Tf

Fe1 -Tf

)

-

2. Metody rozdziatu CDT od nie-(DT

Metody chromatograficzne:

- chromatografia jonowymieniowa

- chromatografia wysokocisnieniowa (HPLC):
Test: Clin-Rep-CDT (Recipe)

- chromatografia powinowactwa (AC):
- z lektynami (LAC)
- immunopowinactwa ze spektometrig

masowg (LC-MS)

Metody elektroforetyczne:

- ogniskowanie izoelektryczne (IEF)

- ogniskowanie izoelektryczne
i Western-bloting (IEF/WB)

- elektroforeza kapilarna (CE):
Test: CAPILLARYSTM(DT (Sebia)

- elektroforeza kapilarna strefowa (CZE):
Test: CEofix™(DT (Analis)

- elektroforeza powinowactwa z lektynami

3. Metody oznaczania (DT

Metoda RIA Metoda EIA Metoda TIA
Testy: Testy: Testy:
- (DTect-RIA - (DTect-EIA - %(CDT (Axis-Shield)
(Pharmacia & Upjohn) (Pharmacia & Upjohn) - %(CDT-TIA (Bio-Rad)
- %CDT-RIA (Axis) -Tinaquant %(DT (Roche)
- ChronAlcol.D (Sanqui)

Ryc. 2. Etapy postepowania w oznaczeniach (DT

polaczona z immunofiksacja, chromatografig jonowymien-
na i odczytem immunoradiologicznym) byta bardzo wy-
soka i wynosita r=0,962 [66]. Cotton i wsp. opisali prosta
i szybka metode IEF z uzyciem zelu agarozowego, ktéra
nie wymagata immunofiksacji, ani Western-blotingu [15].
W 1995 r. proces IEF poddano automatyzacji z uzyciem tzw.
PhastSystemu, ktéry w nastgpnych latach zmodyfikowano
[10,22,23]. Rozdzial biatek prowadzono na zelu poliakry-
lamidowym (pH 5-6), ktéry byt umieszczony na plastiko-
wym nosniku (GelBond™PAG film, Biozym-Diagnostik),
a surowice aplikowano (jednoczesnie naktadano 8 probek

po 1 ul) specjalnym ramieniem tzw. Sample Applicator™
(Pharmacia/LKB). Po IEF prowadzono immunofiksacje,
gdzie na zel naktadano przeciwciata poliklonalne klasy
IgG skierowane przeciwko transferynie, dalej nastgpowa-
ta 40 min inkubacja w temp. pokojowej. Biatka, ktére nie
ulegty precypitacji (nie-Tf) byly wyptukiwane sola fizjo-
logiczna. Barwienie solami srebra wykonano z uzyciem
jednostki PhastSystem Development Unit™. Identyfikacja
prazkéw (frakcji) transferyny odbywala si¢ przez porow-
nanie ich z obrazem elektroforetycznym ptynu mézgo-
wo-rdzeniowego. W warunkach fizjologicznych w roz-
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Tabela 2. Charakterystyka metod oznaczania (DT

Wartosci prawidtowe/punkty odcigcia

Metoda Swoistos¢ analityczna Pismiennictwo
Kobiety Mezczyzni
Chromatografia jonowymienna z RIA e o
(oryginalna metoda Stiblera) 74 mg/L 74 mg/L asialo-, mono- i disialo-Tf [52]
Chromatografia jonowymienna z RIA
(CDTect-RIA; Pharmacia; zmodyfikowana 26-28 U/L 18-20 U/L asialo-, mono- i disialo-Tf [11,49]
metoda Stiblera)
Chromatografia jonowymienna z EIA 8 i e o
(CDTect-EIA; Pharmacia) 26-28 U/L 18-20U/L asialo-, mono- i disialo-Tf [11,49]
(DTect/Tf 1,3/1,0% 1,3/0,6% asialo-, mono- i disialo-Tf [10,34]
) . Jyp—
Chromatografia Jon%ﬁi}; r)nlenna ZRIA (%CDT; 2,5% 2,5% asialo-, mono- i disialo-Tf instr. techn.
Chromatografia jonowymienna z TIA : i asialo-, mono-, disialo- i 50% trisialo- .

(%CDT-TIA lub %CDTi-TIA: Axis) >-6% 6% Tt instr. fechn.
Chromatografia jonowymienna z TIA asialo-, mono-, disialo- i 50% trisialo- .
(Tina-quant%(DT/transferrin; Roche) 6% 6% Tf instr. techn.
Chromatografia jonowymienna z TIA 2,5-2,7% 2,5-2,7% asialo-. mono-i disialo-Tf [8]

(ChronAlcol.D; Sangui) 100-110 mg/L 100-110 mg/L ! [8]
(ZE 3% 3% asialo-, mono- i disialo-Tf [43]
(ZE 45% 4,5% asialo-, mono-, disialo- i trisialo-Tf [58]
5 5 asialo-, mono-
e 3%(0) 3%(7) i di-/trisialo-Tf [65]
HPLC 80 mg/L 80 mg/L asialo-, mono- i disialo-Tf [44]
HPLC 0,8% 0,8% asialo-, mono- i disialo-Tf [29]
HPLC ? ? asialo-, mono-, disialo- i trisialo-Tf [24]
HPLC 1% 1% asialo-, mono- i disialo-Tf [63]
HPLC (Clin-Rep-CDT; Recipe) 1,75-2,5% 1,75-2,5% asialo- i disialo-Tf instr. techn.
IEF-immunobloting z densytometrig laserowg 4DU 4DU asialo-, mono- i disialo-Tf [14]
[EF zimmunofiksagja (IF) 4,4% 4.4% asialo-, mono- i disialo-Tf [46]
[EF zimmunofiksagja (IF) 5% 5% disialo-Tf [19]
[EF-Western-bloting 100 mg/L 100 mg/L asialo-, mono- i disialo-Tf [66]
|EF bez IF 8,4% 8,4% asialo-, mono- i disialo-Tf [15]
Chromatografia powinowactwa z lektyna 1,4% 1,4% (DT-Allo A [68]
Chromatografia powinowactwa z lektyna 1,3% 1,3% (DT-TIA [68]
>5,>6,15%, >5,>6,15%, . o
LC-MS odpowiednio odpowiednio asialo-, mono- i disialo-Tf [35]

dziale ptynu mézgowo-rdzeniowego widoczne sa frakcje
transferyny, od asialo- do heksasialo-Fe,-Tf (w tym izo-
formy CDT) [22]. Z powodu duzej rozdzielczosci techni-
ka IEF moze wykrywaé genetyczne odmiany transferyny
bez uprzedniego dodawania neuraminidazy [14,22]. Ma to
swoje istotne znaczenie dlatego, iz warianty Tf-B (,,busy”)
i Tf-D moga interferowac¢ w oznaczanie CDT, dajac wyni-

ki falszywie dodatnie. I tak, u oséb bedacych heterozygo-
tami Tf-CD i spozywajacych niewielkie ilosci alkoholu, ze
wzgledu na podobieristwo punktéw izoelektrycznych izo-
form Tf-D (nie-CDT) i Tf-C (CDT) obserwowano 2 prazki
na nosniku, ktére byty powodem podwyzszonych wartosci
CDT [14]. W literaturze podawany jest przypadek osoby
kierujacej pojazdem, ktéra spowodowata wypadek i po-
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niosta pelne konsekwencje dlatego, ze wynik testu CDT
byt u niej podwyzszony. Jak si¢ pdZniej okazalo nie byt to
wynik uzaleznienia od alkoholu (jak sadzono wczesniej),
a jedynie wynik falszywy spowodowany obecnoscia od-
miany genetycznej Tf-D [47]. Mozna to bylo stwierdzic¢
dopiero technika IEF. W innej pracy IEF uzyto do zrézni-
cowania CDT od wariantu D3 transferyny, ktéry wedrowat
do tego samego punktu pl, co CDT [14]. Stad IEF jest re-
komendowana do weryfikacji wynikéw nieoczekiwanych
i watpliwych [9]. Ogniskowanie izoelektryczne jest odpo-
wiednia technika do wizualizacji i sprawdzania obrazéw
elektroforetycznych (na obecnos¢ izoform transferyny)
w eluatach otrzymywanych po przejsciu przez kolumny
jonowymienne przy opracowywaniu testow komercyjnych
do oznaczania CDT. Jest podstawowa metoda do spraw-
dzania skutecznosci rozdziatu izoform CDT od nie-CDT
przy oznaczeniach CDT opartych na chromatografii jono-
wymiennej [9,22]. Proponuje si¢ stosowanie IEF do wali-
dacji innych metod i nowo wprowadzanych testéw komer-
cyjnych [22]. Technika IEF rozdziatu izoform transferyny
moze by¢ takze przydatna w diagnostyce wrodzonych za-
burzen glikozylacji (CDG — congenital disorders of glyco-
sylation) [28]. Do celéw rutynowych oniskowanie izoelek-
tryczne jest technika zbyt ztozona i pracochtonna.

Elektroforeza

Poza technika IEF, do oznaczania CDT wykorzystuje si¢
metody elektroforezy kapilarnej [31,42,58] i strefowej elek-
troforezy kapilarnej [16,43,57]. Po raz pierwszy ilosciowe
oznaczanie CDT metoda CE w technice ogniskowania izo-
elektrycznego przeprowadzono w 1989 r. [31]. Rozdziat
bialek w elektroforezie kapilarnej zachodzi w waskich
rurkach wykonanych ze szkla krzemianowego. W srodo-
wisku buforu wypetniajacego wnetrze kapilary jony krze-
mianowe dysocjuja i oddaja do roztworu dodatnie kationy.
Wytwarza si¢ podwdjna warstwa elektryczna. W rucho-
mej warstwie buforu znajduja si¢ uwodnione jony dodat-
nie, a nieruchoma Sciana kapilary ma tfadunek ujemny. Po
przylozeniu zewngtrznego pola elektrycznego przyscien-
na warstwa jonéw dodatnich wraz z cala objetoscia bufo-
ru jaki wypetnia kapilare, przesuwa si¢ w kierunku kato-
dy (przeptyw elektroosmotyczny). Jednoczesnie dochodzi
do wedréwki biatek zgodnie z warto$ciami ich tadunkéw
elektrycznych i ruchliwosci elektroforetycznych. Detektory
UV wykrywaja rozdzielone frakcje poprzez spektrofoto-
metryczny pomiar absorpcji Swiatla o charakterystycznej
dtugosci fali dla analizowanego biatka. Sygnaty dla po-
szczegblnych izoform CDT sa rejestrowane w postaci pi-
kéw, a otrzymany elektroferogram pozwala na jakosciowe
iilosciowe oznaczanie CDT. Sprawnos¢ rozdzielania opisy-
wana jest liczba tzw. pélek teoretycznych. Jednym z gléw-
nych probleméw tych technik, utrudniajacych rozdziat, jest
adsorpcja biatek surowicy do wewngtrznej Sciany kapila-
ry [57]. Zjawisko to mozna ograniczac przez modyfikacje
wewngetrznych powierzchni Scian kapilary (permanent co-
ating) lub przez zmiang wtasciwosci buforu (dynamic co-
ating), co jest rozwiazaniem bardziej korzystnym i czgs-
ciej stosowanym. I tak, wykazano, iz dodanie do buforu
prowadzacego (running buffer) np. diaminobutanu i wy-
dluzenie kapilary, poprawia czulo$¢ analityczna i zdol-
nos¢ rozdzielcza elektroforezy kapilarnej strefowej [16].
Jednak czutos¢ i wybidrczosé elektroforezy byty w dal-
szym ciagu mniejsze, anizeli techniki IEF. Przy stezeniu

CDT wynoszacym 61 U/l (warto$¢ charakterystyczna dla
przewlektego naduzywania alkoholu), metoda starsza nie
pozwalata na wykrycie izoform asialo- i monosialo-Tf
[57], a ulepszona nie wykrywata juz tylko asialo-Tf [16].
Dla poréwnania, technika IEF juz przy wartosci stezenia
25 U/1 CDT wykrywata zaréwno jedna, jak i druga izo-
forme [10]. Celem osiagnigcia odpowiedniej rozdzielczo-
Sci w jak najkrétszym czasie dokonuje si¢ optymalizacji
szybkosci przeptywu elektroosmotycznego. Mozna tego
dokona¢ przez zmiang sity jonowej buforu i wartosci pH,
a takze przez wprowadzenie podwdjnej warstwy polimeru,
ktéry powoduje wzrost tadunku ujemnego na $ciankach ka-
pilary i zarazem wzrost przeptywu [65]. Przed rozdziatem
elektroforetycznym biatka na ogét wymagane jest wstgp-
ne wysycenie transferyny zelazem. W nowszej metodzie
CZE etap saturacji przebiega wspdlnie z rozdzialem elek-
troforetycznym biatka, gdyz zelazo umieszczono w bu-
forze kapilary (CEofix CDT commercial buffer system,
Analis, Belgia) [65]. Wprowadzony w ostatnich latach ze-
staw Ceofix™CDT (Analis, Belgia) pozwala na catkowite
zautomatyzowanie procesu separacji i iloSciowego ozna-
czania CDT w surowicy metoda CZE z uzyciem aparatu
Beckman-Coulter P/ACE 5000 (40 oznaczen w zestawie)
i MDQ (100 oznaczen w zestawie) [36]. Zaleta elektro-
forezy kapilarnej jest szybki rozdziat biatek (w tym od-
mian genetycznych CDT), mata objgtos$¢ probki, oszczed-
no$¢ odczynnikéw oraz mozliwos$¢ automatyzacji. Wada
moze by¢ wysoki koszt aparatury. Ciggle doskonalenie me-
tod CE i CZE sprawia, iz staja si¢ one wygodnym narze-
dziem do oznaczania CDT nie tylko w celach naukowych,
ale réwniez w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej (ba-
dania kliniczne, medycyna sadowa, standaryzacja innych
testéw) [36,37,40,64]. Proponuje si¢ takze technike CZE
jako metodg referencyjna oznaczania CDT [64]. W 2005
r. pojawit si¢ na rynku nowy zestaw przeznaczony do roz-
dziatu, identyfikacji i ilosciowego oznaczania CDT me-
toda CE o nazwie CAPILLARYS™ CDT test (245 ozna-
czen) (Sebia, USA). Badanie jest w petni zautomatyzowane
(CAPILLARYS™2 system), a wydajnos¢ aparatu wyno-
si 38 oznaczen na godzing. Do metod elektroforetycznych
mozna zaliczy¢ takze elektroforez¢ powinowactwa z uzy-
ciem lektyn [27].

METODY CHROMATOGRAFICZNE

Do metod chromatograficznych zalicza si¢ chromatogra-
fi¢ jonowymienna, wysokocisnieniowa (HPLC) i chroma-
tografi¢ powinowactwa (AC) [45, 46]. W poréwnaniu do
IEF wymagaja wigkszej objgtosci surowicy (100-500 pul),
sq mniej czute i mniej wybidrcze. Chromatografia jono-
wymienna stosowana zwykle w testach komercyjnych
do oznaczania CDT nie wykrywa odmian genetycznych.
Z kolei HPLC wykrywa warianty genetyczne transfery-
ny i moze by¢ stosowana do weryfikacji wynikow watpli-
wych otrzymywanych metoda chromatografii jonowymien-
nej [47]. Technika IEF ma jednak przewage nad metoda
HPLC w zakresie detekcji i fenotypowania odmian gene-
tycznych transferyny, szczegdlnie tych wariantéw, ktérych
warto$¢ pl jest zblizona do wartosci pl frakcji tetrasialo-
Fe,-Tf (Tf-C1). Kolumnowa chromatografia powinowa-
ctwa z lektynami (LAC — lectin affinity chromatography)
pozwala skutecznie rozdzieli¢ frakcje disialo-Tf i asialo-
Tf w surowicy [68]. W technice tej podtozem jest sefaro-
za zwigzana ze swoistymi lektynami Allo A (Allomyrina
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dichotomia) i TIA (Trichosanthes Japonica). 1zoforma
disialo-Tf ma powinowactwo do Allo-A (CDT-Allo A),
a asialo-Tf do TJA (CDT-TJA). Wydajnos¢ diagnostyczna
tej techniki byta wigksza od wydajnosci testu %CDT-TIA
(Axis), ktéry obejmowat réwniez frakcje trisialo-Fe -Tf
[68]. Inng technika jest kolumnowa chromatografia im-
munopowinowactwa potaczona ze spektrometria maso-
wa (LC-MS: immunoaffinity liquid chromatography and
mass spektrometry) [35]. Zaleta metody jest mata objgtos¢
surowicy (25 pl), krétki czas oznaczenia (okoto 10 min,
po uprzednim przygotowaniu kolumny) i petna automaty-
zacja (mozliwos¢ analizy powyzej 100 prébek dziennie).
Metody chromatograficzne sa czasochtonne, pracochton-
ne, dosy¢ drogie i wymagaja specjalnej aparatury, stad nie
nadaja si¢ do pomiaréw rutynowych.

TESTY KOMERCYINE

W 1993 r. pojawit si¢ pierwszy test komercyjny CDTect-
RIA (Pharmacia & Upjohn, Szwecja) do rutynowego
oznaczania CDT, a w latach nastgpnych kolejne: %CDT
(Axis, Norwegia), CDTect-EIA (Pharmacia & Upjohn,
Szwecja),%CDT-TTA (Axis-Shield, Norwegia),%CDTri-
TIA (Bio-Rad, USA), Tinaquant-%CDT/transferrin (Roche,
Niemcy), ChronAlcol.D (Sangui, USA) oraz Clin-Rep-
CDT-HPLC (Recipe, Niemcy) (tabela 2). Procedury ko-
mercyjne polegaja na frakcjonowaniu biatka (oddzielenie
CDT od nie-CDT) na mikrokolumnach, giéwnie metoda
chromatografii jonowymiennej i ilo§ciowym pomiarze izo-
form CDT w eluacie metodami immunologicznymi (np.
RIA, EIA, turbidymetria). Metoda rozdziatu w tescie Clin-
Rep-CDT (jako jedynym) jest HPLC. Przed natozeniem
materialu na kolumng przeprowadza si¢ wysycenie trans-
feryny zelazem (usunigcie form Fe - i Fe-Tf). Testy ko-
mercyjne pozwalaja na oznaczenie 3 izoform CDT: asialo-,
monosialo- i disialo-Tf (CDTect-RIA, %CDT, CDT-EIA,
ChronAlcol.D, Clin-Recipe-CDT) lub 4: asialo-, monosia-
lo-, disialo- i okoto 50% trisialo-Tf (%CDT-TIA,%CDTri-
TIA, Tinaquant%CDT/transferrin). Zaleta testéw komercyj-
nych jest mozliwos$¢ prowadzenia oznaczeri w rutynowym
laboratorium, fatwo$¢ wykonania, automatyzacja (pétauto-
matyzacja) badan (np. w tescie %CDT-TIA pomiary turbi-
dymetryczne moga by¢ prowadzone na analizatorach bio-
chemicznych Cobas Mira S, Hitachi 911, Dade Behring BN
II, Kone Optima, IL 1800), co skraca czas analizy i obni-
za koszty badania.

CDTect

CDTect byt pierwszym testem komercyjnym do ozna-
czania CDT wprowadzonym przez firme¢ Pharmacia &
Upjohn (Szwecja) na poczatku lat 90. XX w. Test CDTect-
RIA (wprowadzony w 1993 r.) polegal na rozdziale frak-
¢ji CDT od nie-CDT na mikrokolumnach (chromatogra-
fia jonowymienna) i iloSciowym oznaczaniu izoform CDT
(asialo-, monosialo-, disialo-Tf) metoda radioimmunolo-
giczna (kompetycyjna, z uzyciem podwdjnych przeciwceiat)
[34]. Wkrétce na rynku pojawit si¢ zestaw CDTect-EIA
z metoda immunoenzymatyczng (na mikroptytkach), ktéry
stopniowo zaczatl wypiera¢ RIA [11]. Miedzylaboratoryjna
analiza poréwnawcza testow CDTect-RIA i CDTect-EIA
wykazata, iZ oba maja podobna powtarzalnos$¢ (odpowied-
nio: WZ=5,2 1 6,2%) oraz odtwarzalnos¢ (odpowiednio:
9,81 10,9%) i moga by¢ stosowane zamiennie w oznacza-

niu CDT, np. w tzw. badaniach podtuznych (longitudinal
study) [11]. Prawidtowy poziom CDT mierzony testami
CDTect wynosit zwykle ponizej 20 U/l u m¢zczyzn i po-
nizej 26 U/l u kobiet [32]. Niektére dane producentéw te-
stow byly wyzsze i punkty odcigcia zawieraly si¢ w za-
kresie 20-23 U/l u mgzczyzn i 26-29 U/l u kobiet [20].
W medycynie sadowej istotne znaczenie miata warto$¢
30 U/11i powyzej, uznawana za patologiczng [26]. Czutos¢
diagnostyczna testow CDTect zawierata si¢ w zakresie od
20 (przy konsumpcji alkoholu 44 g/dobg) do 85% (spo-
zycie alkoholu 60 g/dobg) u mezczyzn i od 26 (spozycie
20 g/dobe) do 71% (80 g alkoholu/dobeg) u kobiet, przy
swoistosci diagnostycznej odpowiednio: 90 i 83% u mez-
czyzn oraz 96 i 87% u kobiet [32]. Z kolei swoistos¢ diag-
nostyczna testow CDTect byta w zakresie 69-100% (czu-
tos¢ odpowiednio: 55 i 43%) u mezczyzn oraz 80-99%
(czutos¢ odpowiednio: 45 1 50%) u kobiet [32]. Walidacja
testu CDTect technika IEF potwierdzita: catkowite wysy-
cenie transferyny zelazem, wystarczajaca stabilnos$¢ kom-
pleksu w czasie pasazu przez kolumng, skuteczny rozdziat
frakcji CDT od nie-CDT oraz czgsciowa retencje disia-
lo-Tf, co moze dawa¢ wyniki falszywie ujemne w gor-
nych granicach normy [9]. Na podstawie oznaczen disia-
lo-Tf metoda HPLC i zestawem CDTect-RIA, wykazano,
iz HPLC jest lepsza technika do wykrywania oséb natogo-
wo spozywajacych etanol (czutos¢ wynosita odpowiednio:
63 1 33%, przy swoistosci 90%) [59]. Pod koniec 2003 r.
w wigkszosci krajow europejskich zaniechano dystrybu-
cji testéw CDTect [20].

% CDT

W 1995 r. firma Axis (Norwegia) wprowadzita na rynek
test %CDT-TIA, ktéry w USA byt znany pod nazwa CDT
UltraQuant [12]. Separacja frakcji CDT od nie-CDT odby-
wata si¢ na minikolumnach podobnych do kolumn z zesta-
wu CDTect firmy Pharmacia & Upjohn (Szwecja). [zoformy
CDT (asialo-, monosialo-, disialo- i 50% frakcji trisialo-Tf)
w eluatach, po dodaniu przeciwciat skierowanych przeciwko
ludzkiej transferynie, oznaczano metoda turbidymetryczna
(manualnie lub z uzyciem analizatora Hitachi), a wyniki
podawano jako odsetek izoform CDT do transferyny cat-
kowitej (stgzenia wzgledne) [12,13]. Wartosci CDT powy-
zej 6% w tym tescie Swiadcza o duzej konsumpcji alkoholu
(60 g/dobg) [13]. Nowsza wersja testu %CDT-TIA, wpro-
wadzona w 1999 r., jest zestaw %CDTri-TIA firmy Bio-Rad
(USA), w ktérym wartosci CDT byty nizsze w stosunku do
testu poprzedniego (2,6% dla kobiet i mgzczyzn) ze wzgle-
du na to, iz jako CDT oznaczano sumg 3 izoform (asialo-,
monosialo- i disialo-Tf) [1]. W innym tescie, %CDT-RIA
(Axis, dostgpnym do roku 1999) (z pomiarem radioimmu-
nologicznym), gérny limit dla CDT (suma tych samych izo-
form co w tescie poprzednim) wynosit 2,5% [25]. Analiza
poréwnawcza zestawow %CDT-TIA (Axis) i CDTect-RIA
(Pharmacia & Upjohn) wykazata, iz w wykrywaniu proble-
moéw alkoholowych (osoby uzaleznione od alkoholu w r6z-
nym stadium picia z/bez objawéw uszkodzenia watroby)
test CDTect-RIA byt bardziej czuty od %CDT-TIA (czu-
1o$¢ odpowiednio 861 61%) [62]. Wydajnos¢ diagnostyczna
CDTect-RIA byta lepsza od wydajnosci testu %CDT-TIA
dla mezczyzn (wielkos¢ pola pod krzywa ROC wynosita
odpowiednio: 0,99 vs. 0,94), natomiast dla kobiet r6zni-
ca ta byla nieistotna statystycznie (odpowiednio: 0,92 vs.
0,90) [62]. Jednak %CDT-TIA jest bardziej swoisty u pa-
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Prébka surowicy Roztwor 1 Roztwor 2 Roztwor 2
200 ul 1000 ul 1000 ul 2000
)
Vol
500l 5min 5min
Inkubaga 15 min d Kolumna izolacyjna Kol izolacyj
wysycanie transferyn olumna zolacyjna
ielzz)ém Fed) - (oddzielenie frakgji
(DT od nie-CDT
- metoda chromatografii
jonowymiennej) Eluat
) vs (CDT:
Pozostaty roztwér - asialo-Tf
700 ul ) .
Zlewki Zlewki ] g:;’;:’;'#‘; T
Do oznaczania Analizator / Do oznaczania

catkowitej transferyny

Hitachi 912 (Roche)

(DT (immunoturbidymetria)

Ryc. 3. Zasada testu Tina-quant%CDT drugiej generacji (Roche) do oznaczania (DT i catkowitej transferyny

cjentéw z duzym stgzeniem transferyny w surowicy [62].
Zmodyfikowana wersja testu 2CDT-TIA (Axis) (z wyklu-
czeniem frakcji trisialo-Tf) moze mie¢ wigksza warto$¢
diagnostyczna w wykrywaniu probleméw alkoholowych
u kobiet, 0séb pijacych z chorobami watroby oraz pacjen-
téw z duzym st¢zeniem transferyny w surowicy, w porow-
naniu z zestawem CDTect-RIA [4]. Badania ostatnich lat
wykazuja, iz %CDT-TIA (Axis) moze mie¢ lepsza czu-
os¢ diagnostyczna od testu CDTect-RIA (a takze od GGT,
AST i MCV), u 0s6b uzaleznionych od alkoholu w chwili
przyjecia ich do szpitala [S]. Wykazano réwniez, iz kore-
lacja migdzy oznaczeniami CDT, a iloscia spozytego alko-
holu w miesiacu poprzedzajacym badanie byta silniejsza
w tescie %CDT-TIA, niz CDTect-RIA [5]. W okresie abs-
tynencji (hospitalizacja) szybsza dynamik¢ spadku CDT
zanotowano w tescie CDTect-RIA [5]. Oznaczanie GGT
i CDT z wykorzystaniem odpowiedniej formuty, tzw. me-
toda 7-%CDT-TIA (Axis), pozwala na poprawe doktad-
nosci diagnostycznej w rozpoznawaniu nadmiernego spo-
zywania alkoholu u pijacych z chorobami watroby [3].
Poréwnanie zestawoéw %CDT-TIA i %CDT-HPLC firmy
Axis (oba testy mierza asialo-, monosialo-, disialo- 1 50%
trisialo-Tf) z metoda IEF/IB/LD (technika IEF potaczona
z immunoblotingiem oraz laserowa densytometria doko-
nujaca pomiaru tylko frakcji asialo- i disialo-Tf) wykaza-
fo, iz oba testy komercyjne maja wigksza wydajnos¢ diag-
nostyczna niz procedura IEF/IB/LD [13]. Por6wnanie testu
%CDT-RIA (Axis) i CDTect-RIA (Pharmacia), ktére wy-
korzystuja ten sam pomiar radioimmunologiczny, wykaza-
fo jednakowa przydatnos¢ obu testow w wykrywaniu prze-
wleklego naduzywania alkoholu (60 g/dobg) u starszych
mezczyzn (Srednia wieku 41 lat) (czutos¢ odpowiednio: 78
i 83% oraz swoisto$¢ 94 i 88%), natomiast oba zestawy

okazaly si¢ nieskuteczne w rozpoznaniu picia mniejszych
ilosci alkoholu u kobiet i mgzczyzn w miodszym wieku
($rednia 21 lat) (przy swoistosci powyzej 83%, czutos¢ od-
powiednio 44 1 43%) [55]. Sadzi sig, iz CDTect-RIA jest
bardziej czutym testem w wykrywaniu przewleklego pi-
cia, jednak wzrost st¢zenia transferyny w surowicy, moze
znaczaco obnizaé jego swoistos¢é [48].

Tinaquant- % CDT/transferrin

Tinaquant-%CDT/transferrin (Roche, Niemcy). Test im-
munoturbidymetryczny do iloSciowego oznaczania CDT
w surowicy (50 oznaczen w zestawie, st¢zenia wzgled-
ne) z wykorzystaniem analizatoréw biochemicznych (np.
Hitachi, Modular). W tescie pierwszej generacji mianem
CDT okreslano sumg 4 izoform: asialo-, monosialo-, disia-
lo- i 50% trisialo-Tf (wartosci dla kobiet i m¢zczyzn po-
wyzej 6%), a w drugiej generacji — jedynie sume 3 frakcji:
asialo-, monosialo- i disialo-Tf (wartosci powyzej 2,6%).
Zasadg testu przedstawiono na rycinie 3.

ChronAlcol.D

ChronAlcol.D (Sangui, USA). Wyniki oznaczern CDT poda-
wane sa jednoczesnie w stezeniach bezwzglednych i wzgled-
nych (CDT/catkowita transferyna). Mianem CDT okreslono
sumg 3 izoform: asialo-, monosialo- i disialo-Tf zgodnie z tra-
dycyjna definicja Stibler i wsp. [30]. Wartosci prawidtowe
podano w tabeli 2. W tescie wyrdzniamy nastgpujace etapy:
saturacja transferyny zelazem, separacja CDT od nie-CDT
metoda chromatografii jonowymiennej na mikrokolumnach,
pomiar immunoturbidymetryczny z uzyciem czytnika [46].
Test ten byt walidowany analitycznie i klinicznie [22,33].
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Clin-Rep-CDT-HPLC

Clin-Rep-CDT-HPLC (Recipe, Niemcy). Pierwszy komer-
cyjny test do oznaczania CDT z rozdziatem izoform tech-
nikg HPLC (100 oznaczen w zestawie). Pozwala on na eli-
minacj¢ wynikow fatszywie dodatnich (np. wptyw odmian
genetycznych transferyny) i fatszywie ujemnych (np. zespét
CDG). Wartosci testu znajduja si¢ w tabeli 2. Wyniki po-
dawane sa w stezeniach wzglednych: CDT (suma asialo-,
monosialo- i disialo-Tf)/catkowita transferyna.

Do dostepnych na rynku testéw komercyjnych do oznaczania
CDT naleza zestawy %CDT (Axis-Shield, Norwegia, 50 ozna-
czen), %CDT-TIA (Bio-Rad, USA, 50 oznaczen) i Tinaquant-
%CDT/transferrin (Roche, Niemcy, 50 oznaczen).

Pobsumowanie

W ciagu ostatnich lat zwigkszyta si¢ dostgpnos¢ oznaczania
CDT w rutynowych laboratoriach diagnostycznych w wy-
niku opracowania i wprowadzenia wielu nowych testow
komercyjnych. Pozwolito to jednoczesnie na zwigkszenie
liczby badan i utwierdzenie znaczenia CDT jako swoistego
markera przewlektego naduzywania alkoholu. Nadal jednak
nie rozwigzano podstawowego problemu jakim jest defini-
cja CDT. Wigkszos¢ badaczy mianem CDT okresla sumeg 3
izoform transferyny, tj.: asialo-, monosialo- i disialo-Tf [30]
(tabela 2). Czgs¢ testow oznacza jednak 4 frakcje, tj. asia-
lo-, monosialo-, disialo- i 50% trisialo-Tf (sa to tzw. ,,tri-
sialo-testy”, tabela 2). Sadzi sig, iz izoforma trisialo-Tf nie
ma warto$ci diagnostycznej i nie powinna by¢ zaliczana do

PismiennicTwo

CDT [18,33]. Sugeruje si¢ réwniez, iz badaniem alterna-
tywnym do CDT mogtaby by¢ sama frakcja asialo-Tf [6].
Inny problem to wybér jednostek stgzenia CDT: czy wyra-
zaé je w stezeniach wzglednych (%CDT) (CDT/catkowita
transferyna), czy w st¢zeniach bezwzglednych (mg/l) (U/
1)? [21]. W metodach referencyjnych lub potwierdzajacych
(np. IEF, HPLC, CZE) stosowane sa jednostki wzgledne,
a w testach komercyjnych wzgledne i/lub bezwzgledne.
Wielu autoréw wskazuje na lepsza wydajnos¢ klinicz-
na oznaczen CDT, gdy wyniki podawano w postaci st¢zen
wzglednych, chociazby ze wzgledu na eliminacj¢ wplywu
zmiennego stg¢zenia transferyny [38,39,56,67]. Z powodu
r6znych metod oznaczania CDT stosowanych w laborato-
riach (tabela 2) zachodzi potrzeba standaryzacji badania.
Dotad nie opracowano migdzynarodowego wzorca CDT,
ani tez odpowiedniego materiatu kontrolnego. W rozwia-
zaniu tych probleméw moze si¢ okaza¢ pomocna redefini-
cja CDT, jak i zastosowanie odpowiedniej metody ozna-
czania. Na konferencji w Berlinie (maj 2000) dotyczacej
standaryzacji oznaczen CDT, wskazano na HPLC, jako
wysoce czula technike, ktéra moze by¢ standardowa pro-
cedura uzywana np. do kalibracji testéw CDT na analiza-
torach biochemicznych.

W czasie oznaczania CDT nalezy pamigtad, iz nie jest on
badaniem przesiewowym w kierunku wykrycia zwigkszo-
nego picia, ale swoistym markerem przewleklego naduzy-
wania alkoholu, a diagnostyka przewlektego naduzywania
alkoholu powinna zawsze opiera¢ si¢ jednoczesnie na bada-
niach klinicznych (wywiad, kwestionariusz) i laboratoryj-
nych (CDT, GGT), a nigdy na pojedynczym tescie CDT.
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