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Suhrn:

Tradiénymi markermi chronického abuzu alkoholu s membrdnovo viazany pecefiovy enzym gamaglutamyltransferdza (GMT) a stredny objem erytrocytov (MCV). V osfatnom obdobi sa
za marker chronickej alkoholovej konzumdcie s najvy$Sou diagnostickou validitou povazuje karbohydrét-deficientny fransferin (CDT). CDT je shrnny ndzov pre fransferinové izoformy,
ktorym v roznej miere chybajd zvySky kyseliny sialovej. Prvykrdt ho identifikovali v roku 1976 tieZ aj ako Standardnd sdéast mozgovomiechového moku. ZvySenie sérovej koncentrdcie CDT
zapriCini dennd spotreba 60 gramov etanolu poéas minimdlne 1 - 2 tyzdiov. Referenénd hodnota CDT samozrejme zdvisi od pouZitej diagnostickej metddy. Biologicky poléas Zivota CDT
je priblizne 14 dni. K normalizécii hladiny CDT dochddza v priebehu 2 - 5 tyZdfov abstinencie.
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Summary:

Diagnosis of chronic alcohol abuse - the significance of CDT transferin

The traditional markers of chronic alcohol abuse are the membrane-bound liver enzyme gamma-glutamylransferase (GMT) and the mean corpuscular volume of red cells (MCV). Recently,
carbohydrate-deficient fransferrin (CDT) has been regarded as a new marker for chronic alcohol consumption with the greatest diagnostic value. CDT is a collective term referring fo the iso-
forms of fransferrin, which are deficient in sialic acid residues. It was first reported in 1976 also as a standard component of cerebrospinal fluid. Daily consumption of 60 grams of ethanol
for a minimum of 1 - 2 weeks causes an increase in the serum CDT concentration. The reference value of the CDT depends on the used diagnostic method. The biological half-life of CDT is

approximately 14 days. Abstinence following alcohol abuse will reduce the serum concentration of CDT fo normal levels within 2 - 5 weeks.
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UvoD

Alkoholizmus, resp. chronicky abtizus
alkoholu, ma dnes vo svete stile stipajicu
tendenciu a konzumadcia alkoholu ma vyz-
namné socialne, etické, ekonomické, forenz-
né a v neposlednom rade pre samotného
jednotlivca najmé zdravotné dosledky.
5- a 10-ro¢né prezivanie u pacientov
s cirhézou pecene na podklade alkoholu
s pretrvavajicim alkoholovym abtizom
predstavuje 23 %, resp. 7 % [1, 2]. Zaroven
stipa pocet pacientov s peceriovou cirhd-
zou alkoholovej genézy, u ktorych by trans-
planticia pecene znamenala Zivot zachra-
nujici vykon. Podmienkou pre zaradenie
na ,,waiting list“ je v§ak nutnd tpln4 absti-
nencia. Upresnenie diagnostiky pretrvava-
nam [2]. Tradi¢nymi diagnostickymi
markermi si membranovo viazany peceiio-

vy enzym gamaglutamyltransferdza (GMT),
stredny objem erytrocytov (MCV), dalej
aspartdtaminotransferdza (AST) a alani-
naminotransferdza (ALT). TieZ alfa-amyla-
za a laktdtdehydrogendza si parametre
ovplyvnené etylizmom. Casto nachidzame
zvySend koncentrdciu kyseliny mocovej,
byva zvySend aktivita myokardidlnej frak-
cie kreatinkindzy (CK-MB), koncentricia
karcinoembryondlneho antigénu (CEA)
a mdze byf vyssia koncentrdcia imunoglo-
bulinu A (IgA). Pritomné su tieZ zmeny
lipidového spektra (stipa HDL cholesterol
a nachddzame hypertriacylglycerolémiu).
Je potrebné uvedomit si, Ze diagnostika
abuzu alkoholu a etylizmu je komplexn4,
tkvie v dobrej medziodborovej spolupraci,
neexistuje jediny Specificky diagnosticky
marker a samozrejmou nevyhnutnostou je
dostupné laboratérne parametre vyhodne

volenym spdsobom kombinovat, rovnako
ako aj vylucif iné pri¢iny ich zmien [3].
V ostatnom obdobi s rozvojom komerc-
nych testov stipa vyuZitie tzv. novsich
markerov abuzu alkoholu, ako si karbohyd-
rat-deficientny transferin (CDT), etylglu-
kuronid (Etc), B-hexézaminidiza (HEX),
hemoglobin-acetaldehyd (HBAI1-Ac), mo-
¢ovy pomer 5-hydroxytryptofolu (5-HTOL)
a 5-hydroxyindoloctovej kyseliny (5-HIAA).
V sticasnom obdobi sa za marker alkoho-
lovej zdvislosti s najvysSou diagnostickou
validitou povaZzuje karbohydrat-deficientny
transferin (CDT). Prvii zmienku o CDT
v odbornej literatire ako Standardnej
stCasti mozgovomiesneho moku, ako aj
v sére pacientov s chronickym abtizom alko-
holu, zaznamenala Stilbernovd a Kjellin
v roku 1976 [4]. Od tohto obdobia sa obom
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ndlezom venovala vynimo¢nd pozornost
a publikovalo sa mnoZstvo Studii.

Pre sprdvnu analyzu a interpretdciu CDT
je zakladom znalosf mikroheterogenity
Tudského sérového transferinu. Transferin
(Tf) je sérovy, velmi doleZity transportny
protein, syntetizovany hlavne v hepatocy-
toch, obsahujici 3 subStrukturdlne do-
mény: jednoduchy polypeptidovy refazec,
2 nezavislé i6n viazuce miesta pre zZelezo
(jedno v N-termindlnej doméne a druhé
v C-termindlnej doméne) a 2 oligosachari-
dové komplexy viazané na N miesta
jednoduchého polypeptidového refazca,
pripdjajice sa na molekulu ,,rodiaceho sa*
transferinu az posttranslacne. Tieto sub-
Struktiry transferinu vykazuji variabilitu
dokonca aj za fyziologickych podmienok
[5, 6]. Preto sa transferin nepovazuje za
homogénnu molekulu. Z analytického
pohladu je skupinou podobnych transfe-
rinovych izoforiem, liSiacich sa obsahom
Zeleza, zloZzenim, resp. substitiiciou amino-
kyselin a stupiom vetvenia N-oligosachari-
dovych komplexov.

Variabilita obsahu viazaného Zeleza

Kazdd molekula transferinu moze viazat
maximdlne 2 i6ny Zeleza, preferenCne
v Fe3+ forme. V zévislosti od prisunu Fe3+
do organizmu moéZu byf transferinové
molekuly z hladiska vizby Zeleza volné,
t. j. nemusia iény Zeleza viazaf (FeO-trans-
ferin), s jednym (Fel) alebo s dvomi (Fe2)
Fe3+ i6nmi Zeleza [5, 6]. U zdravych jedin-
cov je saturdcia transferinu Zelezom pri-
blizne 30 % a v sére mozno stanovif Fe0,
Fel a Fe2 transferinové formy. Pri hemo-
chromatéze (nadbytku Fe3+) sa zvySuje sa-
turdcia transferinu Zelezom a najcastejSie
izoformy v sére su Fe2-transferiny [6].

Diferencidcia N-oligosacharidovych

komplexov

Dva transferinové N-viazané oligosachari-
dové komplexy sa liSia v stupni vetvenia,
teda pritomnosfou naviazanych postran-
nych refazcov. Kazdy postranny refazec
transferinovych  N-oligosacharidovych
komplexov kon¢i molekulou kyseliny
sialovej (N-acetylneuraminovej), teda ne-
gativnym ndbojom. Podla stupiia sialiniz-
cie termindlnych Casti oligosacharidovych
refazcov transferinu rozozndvame asialo-
transferinové a tzv. sialylované formy, od
monosialo- aZ po okta-sialotransferin [2, 6,
71, vyskytujice sa v sére zdravych jedincov
v r6znom percentudlnom zastiipeni: menej

ako 1,5 % heptasialo-Tf, 1 — 3 % hexasialo-
Tf, 12 — 18 % pentasialo-Tf, 64 — 80 %
tetrasialo-Tf, 4,5 — 9 % trisialo-Tf, a menej
ako 2,5 % disialo-Tf [6, 8, 9, 10]. Asialo-,
monosialo-Tf a oktasialo-Tf nie su detego-
vateIné alebo predstavuji menej ako 0,5 %
(asialo-Tf), a menej ako 0,9 % (monosialo-
Tf) celkového transferinu za fyziologic-
kych podmienok [6, 10].

Modifikované polypeptidové refazce
(genetické varianty)

Ludsky transferin, ¢o sa tyka substiticie
jednotlivych aminokyselin v polypepti-
dovom refazci, vykazuje geneticky polymor-
fizmus. Existuje prinajmensom 38 trans-
ferinovych genetickych variantov [6, 11],
napriek tomu, Ze len 4 z nich maji preva-
lenciu viac ako 1 %. Tzv. transferin C je
najbeznejsi fenotyp transferinu, ktorého len
v belosskej populdcii bolo zaznamenanych
az 16 podtypov. Z nich (najma belosska
populécia) ma najvacsiu prevalenciu trans-
ferinu C1 (viac ako 95 %). Transferin B,
tzv. ,busy“ a transferinové D varianty,
md7u interferovaf s analyzou CDT. Izo-
elektricky bod non-CDT transferinovych D
izoforiem je podobny ako izoelektricky
bod CDT transferinovych C variantov, ¢o
mdze viest k faloSne pozitivnym vysled-
kom u o0s6b, ktoré su heterozygétmi,
teda maju transferin CD a konzumuju nor-
malne mnozstvo alkoholu [6, 12, 13]. Ako
sa nedavno zistilo [6, 14], transferinové D
varianty nezapri¢ifiuji nevyhnutne faloSne
pozitivne vysledky pri stanovovani CDT,
¢o skor zavisi od izoelektrického bodu
transferinového D podtypu a od analytickej
Specificity CDT analytickej met6dy.
Naopak transferinové B varianty vykazuju
zniZenie izoelektrického bodu a tak zvySe-
nie elektroforetickej mobility v porovnani
s transferinmi C. Spolo¢né scitanie CDT
izoforiem transferinovych B variantov
s non-CDT izoformami transferinovych C
variantov mdzZe produkovaf faloSne nega-
tivne vysledky u osdb, ktoré su hetero-
zygotmi transferinovych variantov CB a si
chronickymi konzumentmi alkoholu [6].

Paralelné zmeny vo vsetkych troch
substruktirach transferinu

Alteracie vo vsetkych troch substruktirach
sa zvyC€ajne objavuji stcasne [5 — 7], preto
sa Coraz CastejSie hovori o mikroheteroge-
nite Tudského sérového transferinu. Mole-
kuly transferinu s rozdielnym obsahom
Zeleza vykazuji rozdielny obsah kyseliny

sialovej a/alebo modifikdciu polypepti-
dovych refazcov [5, 6]. Obsah Zeleza,
kyseliny sialovej a modifikdcia v polypep-
tidovych refazcoch ovplyviuji izoelek-
tricky bod transferinovej molekuly. Zmeny
v izoelektrickom bode, ked 1 alebo 2 troj-
mocné i6ny Zeleza sui viazané alebo
chybaji, mdze byt vykompenzované pri-
tomnosfou ¢i nepritomnosfou zvyskov
kyseliny sialovej alebo genetickymi vari-
antmi transferinu. TakZe sa v sére zjavuju
molekuly transferinu s rozdielnym obsa-
hom Zeleza a kyseliny sialovej, ale s rov-
nakym izoelektrickym bodom. Disialo-
Fe2-Tf predstavuje hlavnid CDT izoformu
a tetrasialo-Fel-Tf je hlavnd non-CDT izo-
forma [6].

DEFINICIA CDT

Za karbohydrat-deficientny transferin
(CDT) v stcasnosti povaZujeme tie izo-
formy transferinu, ktoré obsahuji jednu
(monosialo-) dve (disialo-) alebo ziadnu
(asialo-) kyselinu sialovi a ich izoelektric-

bola spornd otdzka trisialo-transferinu.
Dibbelt vSak demonstroval [6, 15], Ze kon-
centrécia trisialoformy bola Statisticky rov-
nakd vo vzorkéch ,,patologickych® aj ,,ne-
patologickych® hodndt CDT. ZvySenie
hodnoty CDT izoforiem nebolo vo vse-
obecnosti asociované so zvysenim trisialo-
formy. TakZe Dibbet stanovil, Ze trisialo-
transferin nemd diagnosticki hodnotu
a nemal by sa zahfilat do CDT. Toto ziste-
nie potvrdili aj 2 nasledujice Stadie [6].

Senzitivita a Specificita CDT

Denny prijem 60 g (rozmedzie od 50 —
80 g) etanolu pocas aspori jedného tyzdia
zvy$i koncentrdciu CDT [16]. Normadlna
hodnota CDT je v rozmedzi 0 — 5 %, pre
abuzus svedCi 6 a viac % [2]. Treba vSak
podotkniit, Ze referen¢nd hodnota zavisi od
pouzivanej metddy stanovovania CDT. Pri
abstinencii aspon 3 tyZdne dochddza k nor-
malizdcii sialinizdcie a zniZeniu hladiny
CDT [16], ¢o uvadzame v tab. 1 [2].
Literdrne tdaje o senzitivite a Specificite
CDT v diagnostike chronického alkoholiz-
mu st rozdielne. Casté s porovnavacie
Stidie diagnostickej vyuZzitelnosti stanovo-
vania CDT a dalSich 2 parametrov:
gamaglutamyltransferazy (GMT) a stred-
ného objemu erytrocytov (MCV), s podob-
ne rozdielnymi vysledkami. Podla posled-
nych zdznamov je senzitivita CDT viac ako
83 % (rozmedzie 70 — 84 %) pri alko-

3/2007 <5



DIAGNOSTIKA CHRONICKEHO ABUZU ALKOHOLU - VYZNAM CDT TRANSFERINU

holickych hepatopatiach a viac ako 94 %
u alkoholikov bez peceriového ochorenia
[6]. Specificita CDT je pomerne nizka.
Hodnota CDT je zdvisld od mnoZstva
Zeleza v organizme, pri nizkej hodnote
Zeleza ma hodnota CDT stipajicu tenden-
ciu. Pri sledovani chorych s hereditarnou
hemochromat6zou bez abtizu alkoholu
bola zistend Statisticky vyznamne niZSia
hodnota CDT oproti zdravym dobrovol-
nikom, u etylikov s vy$§im mnoZstvom
Zeleza bola hodnota CDT rovnako signi-
fikantne niZSia. Preto pri posudzovani hod-
noty CDT je nutné posudif stav metaboliz-
mu Zeleza [2, 17]. CDT je vhodny marker
pre diagnézu akitneho aj chronického
abuzu alkoholu [1, 2, 17, 18]. Ini autori ho
vSak odporicajui skor pre diagnostiku
,»posledného* prijmu alkoholu [2, 19, 20].
Falos$ne pozitivne vysledky sa uvadzaji pri
peceniovych cirhézach virusovej etioldgie
(aZ v 40 % ), primdrnej bilidrnej cirhdze
(46 %), niekedy pri hepatocelularnom
karcinéme (pokrocilé Stadid), pri syndréme
CDG (vzéacna choroba s deficitom karbo-
hydratového glykoproteinu), pri vzécnych
genetickych D-variantoch transferinu [18],
v tehotenstve [21], pri uZivani estrogénov
[22, 23], sideropenickej anémii [17], nizkej
hladine feritinu [24], vysokej hladine
celkového transferinu [25, 26], kombino-
vanej transplantdcii pankreasu a pecene
[27], pravdepodobne aj pri uZzivani antiepi-
leptik [28]. Na druhej strane faloSne nega-
tivne vysledky, okrem abnormdlne nizkej
koncentracie transferinu [26], ako uz bolo
povedané, spdsobuji genetické varianty
transferinu [29].

Patomechanizmus etanolom
indukovaného zvy$enia hladiny CDT
Patomechanizmy zvySenia CDT izoforiem
pocas chronického alkoholového abuzu
nie si v stcasnosti kompletne zndme.
Predpokladd sa, Ze etanol a/alebo jeho
metabolit acetaldehyd poruSuje syntézu
N-oligosacharidovych komplexov v Golgi-
ho apardte inhibiciou posttranslacnej pro-
tefnovej glykozyldcie, desialildciou kom-
pletne  glykozylovanej transferinovej
molekuly a poskodenim vizieb asialo-
glykoproteinov v peceni. Ini autori sa pri-
klanaji k myslienke zvysenej aktivity
peceniovej glykoziddzy a tym k elevacii
hladiny bezsacharidového transferinu
[6, 30, 32].

Ovplyvnenie biologickych markerov
abuzu alkoholu

Faktory ovplyviiujice biologické markery
abuzu vrdtane stanovovania hladiny CDT
st di7ka trvania abstinencie, vek a mnoz-
stvo skonzumovaného alkoholu. Trvanie
abstinencie pred krvnymi skiskami moze
zapriCinif rozdiely vo vysledkoch, hlavne
pre CDT, ktory ma relativne kratky biolo-
gicky polcas. Vplyv veku sa potvrdil v pri-
pade GMT a MCV, ktoré sa v zavislosti od
veku zvySuju. CDT je senzitivnejSi u pa-
cientov po 40. roku Zivota ako u mladsich
pacientov. Senzitivita vSetkych 3 markerov
(GMT, CDT a MCV) je niZsia u pacientov
s ,,hazardnou®, resp. excesivnou spotrebou
alkoholu ako u pacientov od alkoholu
zévislych. Rovnako sa skimal vplyv
pohlavia na vyuZitelnost bezsacharidového
transferinu ako diagnostického markera

Tab. 1. Casové intervaly laboratérnych markerov pri chronickom abtze alkoholu

a v obdobi abstinencie (2).

MARKER ZVYSENIE PO ABUZE NORMALIZACIA PRI ABSTINENCII
GMT 5 tyzdiiov 5 yzdiov

CDT 1 -2tyzdne 2 - 31yzdne

McV 6 tyZdrov 2 - 3mesiace

Tab. 2. Met6dy stanovovania karbohydrat-deficientného transferinu.

Elektroforetické mefddy
Chromatografické metody

Imunologické metddy
Turbidimetrické metddy

izoelekfrickd fokusGicia (IEF), kapildrna elekiroforéza (CEF)

vysokotlakovd kvapalinovd chromatografia, aniénvymennd chromatografia (A-EC),
chromatofokusdcia (CF)

radioimmunoassay (RIA), enzymovd immunoassay (EIA)

turbidimetrickd immunoassay

abtzu alkoholu. U Zien sa signifikantné
zvySenie hladiny CDT nepotvrdilo [2].

Koreldcia medzi hodnotou sérového
CDT a konzumdciou alkoholu

Udaje zhritujiice koreldciu medzi mnoz-
stvom konzumovaného alkoholu a hladinou
sérového CDT st nejednotné, ¢o na jednej
strane je dosledkom limitacie kontrolo-
vanych alkoholovych Stidii z etickych
dovodov [6]. Zaujimavé vsak je, Ze pre
zvySenie CDT v sére a alkoholom induko-
vanud pecenovi cirh6zu je kriticky prijem
alkoholu rovnaky (najmenej 50 — 80 g
etanolu za deni pocas 7 dni) [31].

METODY STANOVOVANIA CDT
Odvtedy, ¢o Stilbernovd a Kjellin za
pouzitia izoelektrickej fokusédcie (IEF)
prvykrét stanovili CDT, pouzilo sa mnoho
metdd na oddelenie CDT od non-CDT izo-
foriem, ako aj na samotné stanovovanie
bezsacharidového transferinu. Vsetky vsak
vyZaduji v prvom kroku saturdciu Zelezom
in vitro. Na rutinné stanovovanie sa
vyuzivaju metédy zaloZené na separacii
molekidl CDT podla ich odlisného elek-
trického ndboja, bud’ ibonomenic¢ovou chro-
matografiou, alebo izoelektrickou fokusa-
ciou (IEF), a detekcia CDT izoforiem
technikou radioimmunoassay (RIA), enzy-
moimmunoassay (EIA) alebo turbidimet-
ricky (%CDTri TIA). Paralelne sa uskutoc-
flyje stanovovanie celkového transferinu.
Za ,zlaty Standard” sa povaZzuje imuno-
elektroforetické  stanovovanie  alebo
imunoblotting s laserovou denzitometriou.
STubne sa javia novonavrhované metddy
kapildrnej elektroforézy [4]. Napriek tomu
vSak nadalej hlavnym problémom kon-
trolovanych Stidii v CDT analyze ostdva
schopnost oddelenia CDT od non-CDT
izoforiem. Prehlad metdéd na stanovenie
CDT uvadzame v tab. 2.

ZAVER

CDT sa zd4 byt spolahlivym, i ked” ¢asovo
limitovanym markerom detekcie chronic-
kého alkoholizmu a kontrolovania absti-
nencie. Ako uz sme povedali, v analyze
CDT problémom zostdva separdcia CDT
od non-CDT izoforiem, preto sa vyskum
zaobera mysSlienkou stanovovania len
asialotransferinu ako alternativnej CDT
formy nielen pre jeho jasnejSie definovanud
Struktdru a najvacsi vzostup hladiny pocas
chronického abtzu alkoholu, ale aj pre
zjednoduseni moznost vytvorenia Speci-
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fickych protilatok. Treba vSak podotkndf,
7e diagnostika chronického abtizu alkoholu
by mala byt komplexnd, zaloZzend na kli-
nickom pozadi, dotaznikoch a laboratér-
nych parametroch.
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