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Transferin

m transportni glykoprotein pro zelezo, vaze 2
atomy Fes3*
m syntézav jatrech, M.=80 kDa

m struktura: 2 oligosacharidoveé retezce (679 AK),
konce jednotlivych fetézcu zaujimaji negativné
nabité zbytky sialové kyseliny



Transferin

m zbytky kyseliny sialové umoznuji separaci
transferinu na nekolik izoforem
m zelezem saturovany transferin muze byt

separovan do nejmené Sesti izoforem, a-, mono-
, di-, tri-, tetra- a pentasialo.



Aslalotransferin

m beta2-trf, carbohydrate-free transferin

m syntéza asialo-trf z transferinu v mozku pomoci
neuraminidazy

m nachazi se prevazné v mozkomisnim moku -
specificky marker pro CSF

m vyuziti pri detekci likvorey v biologickém
materialu (nejCasteji tekutina z usi nebo nosu)



"
Vyznam stanoveni asialotransferinu
v CSF

m Stanoveni asialo-trf v CSF je povazovano za za
vysoce senznitivni a specifické pro diagnostiku
pacientu CACH (childhood —onset ataxia),
znama take jako vanishing white matter disease
(VWM), mutace na 3927 locusu

m Soucastné diagnostiké metody: stanoveni
asialotransferinu v CSF pomoci 2 — DGE/MS/MS

» Asialotransferin je snizen 0,5-5% (Vanderberg) v
porovnani s kontrolni skupinou (8-35%)



"
Vyznam stanoveni asialotransferinu
v CSF

m Zmeny asiolotransferinu v CSF jsou popisovany
pfi jinych onemocnénich CNS- roztrousena
skleroza, Parkinsonova nemoc, Alzheimerova
choroba.



Cil prace

Vyuzit metodu HPLC pro stanoveni CDT v séru,
ktera meéri relativni mnozstvi jednotlivych izoforem
transferinu v poméru k celkovému transferinu (%
plochy pod peakem) pro stanoveni
aslalotransferinu v likvoru



"
Stanoveni metodou HPLC - systém
Bio-Rad Variant ™

m Princip

gradiantovy HPLC system, deleni na kolone s
vymenou aniontu

m  Chromatografie

pro analyzu nastfikovano 100 pl supernatantu,
doba separace 6.5 min
m UV/VIS detekce pri 460 nm — vysoce

specifické, detekuje selektivhe vyhradne
zelezem saturované transferiny
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Stanoveni asialo-transferinu v
mozkomisnim moku

Uprava vzorku CSF p fed analyzou:

» zakoncentrovani vzorku CSF (10-20x)— podle
hodnoty celk. TRF (na koncetraci asi 0,2 g/l) ,
zkumavky Vivaspin 2 (Santorius), pri g / po dobu
10 min.

» stanoveni TRF/CSF nefelometricky na IMMAGE

800, diagnostickou soupravou TRU Beckman
Coulter

> 150 pl vzorku +450 pl reagencniho mixu:
saturace transferinu ve vzorku Fe3* a eliminace
lipoproteinu
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Stanoveni asialo-transferinu v
mozkomisnim moku

Analytické znaky metody

Opakovatelnost : 6,8% (n=20)

% CV stanovena mérenim smeéesného likvoru v serii
Reprodukovetelnost : 10 % (n=20)

0% CV stanoveno mérenim smésného likvoru
béhem 20 dni

Stabilita smésného likvoru: 2 mésice, pri -20°C

Stupe i zakoncentrovani vzorku v rozsahul0-50x nemél
vliv na % asialotransferinu: CV=7,2%



" S
HPLC chromatogram v séru a

mozkomisnim moku

0.0160
0.0150
0.0140
0.0130 3
00120 3
0.010 3

00100 3
0.0030 3 2
3 -

3 oo .
0.0080 3 5 2 g : J
0.0070 3 - o o

1 . | | //\

0.0060 -

Valts

sérum

00060 -
00050 -]

00040

likvor 00030
u.unzu—f

IZI.IIIIII1IZI—E E

] o

- 1504 44—
4290

Voiis




ldentifikace peaku - aslailotransferin

Pri analyze zakoncentrovaného smesného likvoru
jsme jimali frakci odpovidajici asialotransferinu
mezi 1,2 — 1,8 minutou analyzy

|dentifikace peaku
m pomoci elektroforézy s naslednou imunofixaci
m metodou MALDI-TOF MS/MS



ldentifikace peaku pomoci elektroforézy
s naslednou imunofixaci

m Ziskana frakce

» separace na agardozovéem gelu (Hydrogel 3 CSF
SEBIA, poloautomat HYDRASYS SEBIA)

» Imunofixace s antisérem znacenym peroxidazou
(ANTI-TRANSFERIN —PER, SEBIA)

» Detekcni limit: 350 ug/l

m VVyhodnoceni: v analyzované vzorku jsme
detekovali asialo-transferin



ldentifikace peaku pomoci elektroforézy s
naslednou imunofixaci

Elektroforeogram
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Vysledky stanoveni

Analyza 60 vzorku CSF- s normalni hodnotou
transferinu, normalni cytologicky a biochemicky
nalez v CSF, bez znamek neurologickeho
onemocnéni

B 23 mMuzu : 22-68 let
m 37 zen: 18-68 let

Stanoveno referen ¢ni rozmezi: 8,8% - 41,6%
(prameér+SD)

(srovnatelné s 2DGE metodou: 8,0%-35.0%,
Vanderberq)



Souhrn

m Komercne dostupna HPLC metoda pro
stanoveni % CDT v séru Je pouzitelna pro
stanoveni asialotransferinu v likvoru

m VVyhody:nenaroCna na provedeni, rychla a
dostupna

m Peak odpovidajici asialo- izoforme transferinu
oyl identifikovan pomoci imunofixace a
nmotnostni spektrometrie ( MALDI-TOF
MS/MS)

m Stanoveny referencni interval (8,7-41,6%) se
shoduje s literarnimi udaji (Vanderberg,2-DGE)




Publikace

Scandinavian Journal of Clinical &Laboratory
Investigantion, 2010,70: 87-91.

Determination of asialotransferin in the
cerebrospinal fluid with the HPLC
method

Milan Dastych, Jana Gottwaldova, Michal
Pohludka, Petr Prikryl, Miroslava Benovska



Dekujl za pozornost




