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Analytické zhodnoceni a modifikace stanoveni vazebné
kapacity albuminu pro kobalt (ACB) pro jeho rutinni vyuziti

— technicka zprava
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SOUHRN

Autofi popisuji metodu stanoveni ACB a jeji modifikaci pro rutinni vyuziti na automatickém analyzatoru (COBAS MIRA+).
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SUMMARY

Jurakova R., Adamovska S., Lachak B., Stejskal D.: Analytic Evaluation and Modification in Determination of
Albumin Cobalt Binding (ACB) Assessment for its Routine Utilisation Technical Report
Authors comment method for the ACB assessment and its modification for routine analysis on the automatic analyser

(COBAS MIRA+).
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Uvod

V poslednim desetileti se opakované v literature ob-
jevuji zminky o nutnosti hledani novych, citlivych a pre-
devsim ¢asnych testl myokardialni ischémie, které by
umoznily v€asnou a ucinnou terapeutickou ¢i diagnos-
tickou intervenci. Divodem hledani dal$ich diagnostic-
kych testl v problematice myokardialni ischémie jsou
predevsim bézné znameé nevyhody rutinné vyuzivanych
laboratornich ukazatelt myokardialniho postizeni —napf.
srdecnich troponind, které dokazi sice spolehlivé dete-
kovat pfitomnost myokardialni nekrdzy, ale nelze jimi
zjistit pfitomnost myokardialni ischémie bez nekrézy
(1) — a nutnost provadéni zatézovych vysetfeni (napf.
ergometrie, perfuzni scintigrafie myokardu atp.), ktere
jsou Casové i technicky naro¢né.

V roce 2003 uznal FDA stanoveni ACB jako ¢asny
ukazatel myokardialni ischémie (16). Analytické i Kli-
nické zhodnoceni tohoto markeru bylo v témze roce
publikovano v ¢asopise Clinical Chemistry (1).

Jde o test velice potfebny, ktery slouzi k odhadu
myokardialni ischémie jeSté prfed vznikem nekrézy
a ma predevsim vyznam jako statimové vySetreni, pro-
to jsme si v této praci polozili nasledujici otazky:

1. Li§i se nami zméfené hodnoty ACB u jedincl bez
znamek ischemické choroby srde¢ni od udaji pub-
likovanych v ramci citovaného zhodnoceni (1)?

2. Lze modifikovat stanoveni ACB pro kazdodenni ru-
tinni praxi bézného laboratorniho oddéleni pro stati-
mové vysetfeni?

Material a metody

Vysetieni skupiny zdravych jedinct

VySetfeni ACB bylo provedeno u 50 jedincli bez zna-
mek pfitomnosti ischemické choroby velkych cév
v anamnéze nebo bez kombinace rizikovych faktoru

predCasné aterosklerdzy, ktefi nebyli v poslednich mé-
sicich nemocni a nedostavali zadné 1éky. Slo o osoby
vySetifené v ramci preventivnich prohlidek v ordinacich
praktickych lékafi ve Sternberku.

Odbér vzorku a separace séra

K vySetfeni ACB byly pouzity vzorky séra. Vzorky
srazlivé krve byly po odbéru na 60 minut ulozeny pfi
pokojové teploté, poté byla provedena 10minutova
centrifugace pfi 1100 g. Vlastni méfeni ACB nasledo-
valo do 120 minut od centrifugace pfi ulozeni vzorku
pfi 4 °C. Pét minut pfed analyzou byl vzorek séra tem-
perovan na pokojovou teplotu (25 °C).

Pro odhad stability vzorku bylo oddéleny ze dvou
nahodné vybranych vzorkd pomérné podily, z nichz ¢ast
byla ponechana pfi pokojové teploté a mérena kazdou
hodinu, ¢ast pfi teploté 4 °C a méfena kazdy den a ¢ast
byla zamrazena a uskladnéna pfi -80 °C a méfena ta-
ké kazdy den.

Analyza ACB
K oveéreni vysledkl prezentovaného zhodnoceni (1)

byl pouzit vertikalni fotometr MAX 002 (Dynex Corpo-

ration). Vysledky ACB byly vydavany v jednotkach ab-

sorbance (OD) (1).

Postup méfeni:

1. Do dvou mikrozkumavek (1 ml) se pipetuje 200 pl
Cerstvé separovaného nebo rozmrazeného a tempe-
rovaného séra (vzorek i slepa zkouska).

2. lhned poté se do obou mikrozkumavek pfida 50 pl
0,0034 mol/l CoCl, . 6 H,0 (1 g/I, n = 0,0042 mol),
prudce se po dobu 10 s micha (tfepacka Vibromix
2600 otacek/min) a 10 minut se inkubuje pfi poko-
jové teploteé.

3. Potom se do mikrozkumavky se vzorkem pfida 50 pl
DL-dithiotreitolu (DTT) (1,5g/l, n = 0,0097 mol) a do
mikrozkumavky se slepou zkouskou 50 pl 0,9%
NaCl. Oba vzorky se po dobu 10 s michaji (tfepacka
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Vibromix, 2600 otacek/min) a 2 minuty se inkubuji
pfi pokojoveé teploté.

4. Po dvouminutové inkubaci se do obou mikrozku-
mavek (vzorek i slepa zkouska) pfida 1,0 ml 0,9%
NaCl (minimalizace precipitace proteinu a snizeni
turbidity).

5. 300 pl z kazdé mikrozkumavky (vzorek a slepa

zkouska) se pipetuje do dvou jamek mikrotitracni des-

ticky (1. jamka vzorek, 2. jamka slepa zkouska).

Zméli se absorbance pfi 490 nm.

Vysledek ACB se vydava jako rozdil mezi absor-

banci vzorku a blanku, zaokrouhleny na dvé dese-

tinna mista.

N o

Pro moznost vyuziti stanoveni ACB v rezimu
STATIM (automaticky analyzator COBAS MIRA+) byla
pouzita tato modifikace:

e Do jednoho segmentu pro analyzator COBAS MIRA+
se pipetou doda 230 | Cerstvé separovaného nebo
rozmrazeného a temperovaného séra.

* Pro stanoveni ACB jsou programovany dvé meto-
dy, pro slepou zkousku a pro vzorek.

a) Popis programu a nastaveni v rezimu VZOREK:

1. Reakéni méd: R-S-SR1-SR2 (pro metody se
3 reagenty. Primarni reagent: CoCl,-R; Vzorek: S,
dva nasledujici startovaci regenty — DTT:SR1
a 0,9% NaCl:SR2).

Reagent blank: No blank.

Vinova délka: 500 nm.

Objem vzorku i slepé zkousky: 95 pl, pfidava se

v 1. cyklu.

5. Objem a koncentrace COCI, . 6H,0 (R1): 50 pl
0,0034 mol/l. (0,45g/l; n = 0,0019 mol), pfidava
se v 1. cyklu.

6. Doba inkubace vzorku a R1: 10 minut pfi teploté
37 °C.

7. Objem a koncentrace DTT pro vzorek: 50 pl
1,04 g/l (n=0,0044 mol), pfidava se v 25. cyklu.

8. Doba inkubace vzorku a slepé zkousky: 2 minu-
ty pfi teploté 37 °C.

9. Po inkubaci je pfidano do vzorku i blanku 95 pl
0,9% NaCl, pfidava se ve 30. cyklu.

10. Vypocet: end point.

11. Cteci body: prvni CB (absorbance kyvetového
blanku) — posledni ve 30. cyklu.

b) Popis programu a nastaveni v rezimu BLANK: ana-
logicky se zadava metoda pro méfeni blanku, kdy
se namisto DTT pfida ve stejném cyklu (25. cyklus)
50 pl 0,9% NaCl.

c) Vysledek ACB se vydava jako rozdil mezi absor-
banci vzorku a blanku, zaokrouhleny na dvé dese-
tinna mista.

Na registracnim spektrofotometru HELIOS byly pro-
véreny diference absorbanci pfi rliznych vinovych dél-
kach (450-500 nm) pro CoCl, a DL-DTT.

Vysledky méfeni ACB od 50 jedincd, zjiSténé obé-
ma uvedenymi metodami, byly poté srovnany.

~wn

Statistické zpracovani
V8echna data byla zpracovana softwarem Medcalc
a GraphPadPrism4. Rozlozeni méfenych dat ACB bylo

hodnoceno Komolgorovym-Smirnym testem. Rozloze-
ni dat ACB se blizilo gaussovskému, proto byly hodno-
ty ACB na obou analyzatorech srovnavany para-
metrickym parovym Studentovym t-testem i F-testem
a jejich vztah byl popsan Pearsonovym korelaénim ko-
eficientem a Passing-Bablokovou regresni analyzou. Po-
rovnatelnost obou méficich postupl byla hodnocena
Blandovym-Altmanovym diferenénim diagramem.

Vysledky

Hodnoty ACB ¢&inily u 50 jedincti 0,36 + 0,15 (X + 2 s),
vykazovaly normalni rozdéleni a nevykazovaly zavis-
lost na véku ani pohlavi. Nase nalezy odpovidaly dfive
prezentovanym vysledkdm a neliSily se od hodnot pub-
likovanych v ramci citovaného zhodnoceni — viz tab. 2
(1,2, 3,4,5,6).

Analytické charakteristiky pfi méreni na pfistroji
MAX 002
1. CV % v sérii:

a) 3,4% (n=10,0D =0,61),

b) 4,1 % (n=10, OD=0,61).

2. Celkova nepresnost (CV % mezi sériemi pfi zamra-
zeni vzorku séra na -80 °C):

a) 5,0% (n=10, OD =0,42),

b) 4,1 % (n=10, OD = 0,60).

Analytické charakteristiky pfi méreni na pfistroji
COBAS MIRA+
1. CV % v sérii:

a) 2,4 % (n=10, 0D = 0,37),

b) 3,9 % (n=10, OD =0,33).

2. Celkova nepfesnost (CV % mezi sériemi pfi zamra-
zeni vzorku séra na -80 °C):

a) 8,9 % (n=8,0D =0,58),

b) 3,6 % (n =8, OD =0,34).

Pfi analyze ACB na pfistroji COBAS MIRA+ jsme
pouzili jinou koncentraci CoCl, a DTT a jiné mnozstvi
0,9% NaCl; tyto zmény byly optimalizovany na snize-
ny objem vzorku (pomeéry mezi CoCl,a DTT zlstaly
zachovany podle jejich molarnich koncentraci). Pfi uve-
dené modifikaci jsme také zachovali pomér hmotnosti
vzorku a CoCl.,.

Na registracnim spektrofotometru HELIOS jsme si
také oveérili, ze absorbance 450-500 nm pro CoCl,
a DL-DTT se vyznamné nemeéni (odchylka na vysle-
dek méreni je zanedbatelna) (tab. 1).

Table 1. Optical Density: CoCl, and DTT in the Different Wave-
lenghts, HELIOS Device

Wavelenght CoCl, DTT
450 nm 0.008 1.778
470 nm 0.007 1.806
490 nm 0.008 1.829
500 nm 0.009 1.817

Stabilita vzork

Vzorky séra byly stabilni 4 hodiny pfi pokojoveé tep-
loté, 3 dny pfi 4 °C a 14 dnl pfi zamraZeni na -80 °C,
poté hodnoty OD vyznamné klesaly.
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Srovnani s dfive publikovanou metodou (1)

Byla provedena analyza 50 vzorkd od jedincl bez
myokardialni ischémie a nemoci. Namérené hodnoty
ACB se na obou vySe jmenovanych analyzatorech
(MAX 002, COBAS MIRA+) vyznamné neliSily (t-test:
t=-1,378, DF =49, p = 0,18; F-test: variance ratio 1,01,
p = 0,97) a vykazovaly normalni rozdéleni (tab. 2).

Table 2. ACB values, MAX 002 and COBAS MIRA + analysers

(N = 50)
Analyser X Median | SD | Minimum | Maximum
COBAS MIRA+ | 0.37 | 0.38 0.09|0.14 0.53
MAX 002 0.37 | 0.37 0.08|0.18 0.56

X — average, SD — standard deviation

Hodnoty ACB namérfené na obou pfistrojich navza-
jem Uzce korelovaly (Pearsontv korelaéni koeficient 0,92;
95% interval spolehlivosti 0,8675-0,9574).

Rovnice linearni regrese bylaY = -0,02 + 1,02 . X
(Y = hodnota na COBAS MIRA+; X = hodnota na MAX
002). Vyznamné odchylky od linearity nebyly zazna-
menany (obr. 1). Na zakladé vysledk( Blandova-Altma-
nova diferenéniho histogramu Ize konstatovat, ze obé
metody poskytuji v oblasti blizké hodnoté cut-off srov-
natelné vysledky (obr. 2).

08

Fig.1. Passing-Bablock regression of ACB; MAX002 and COBAS
MIRA+ analysers (N = 50)

Y = -0.020 + 1.020 . X (Y = OD on COBAS MIRA + analyser;
X = OD on MAX 002+ analyse; F-ratio 517, P < 0.001)
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Fig. 2. Bland-Altman plot of ACB; MAX002 and COBAS MIRA+
analysers, N = 50

Diskuse

Do soucasnosti bylo provedeno pouze malé mnoz-
stvi klinickych studii, které vyuzivaly stanoveni ACB.
Jednou z moznych pficin je nedostatek odbornych in-
formaci, které se vénuiji této problematice (v Cervenci
2003 napt. pouze 2 odkazy v databazi PubMed) a pre-
devsSim skutec€nost, ze souprava byla komeréné do-
stupna jesté na jafe 2004 pouze v USA (patentovano
firmou Ischemia Technologies Inc., nazev vySetfeni
ACB-IMA). Teprve v poslednim roce se rozbéhla distri-
buce iv Evropé. Na druhé strané je nutno uvést, ze
existuje jednoducha nekomeréni aplikace tohoto vySet-
feni, jehoz zhodnoceni bylo publikovano v bfeznu 2003,
ktera je levna a rychla a Ize ji jednoduse modifikovat
a zavést do rutinni praxe (1).

V publikovanych sdélenich bylo prezentovano, ze
jedinci s akutnim infarktem myokardu nebo ICHS méli
oproti pacientim bez ICHS hodnoty ACB vyznamné
vysSi. Stanovenim ACB bylo mozno rozhodovat mezi
kardiogenni ischemickou a neischemickou bolesti za
sternem. Senzitivita stanoveni ACB se pohybovala mezi
83-96 % a specificita mezi 69-94 %, pozitivni pre-
diktivni hodnota 92-97 % a negativni prediktivni hod-
nota 91-96 % (2, 6-8).

Pro odliSeni mezi infarktem myokardu a nestabilni
anginou pectoris vSak nebylo mozno stanoveni ACB
vyuzit (8). Stanoveni ACB bylo mozno s 6—-24hodino-
vym predstihem odhadovat pozitivni a negativni tropo-
nin jedince (tedy predikovat pacienty s naslednym vzni-
kem nekrézy myokardu) (11) a sériové méreni ACB se
osvedcilo pfi odhadu efektivity koronarni cirkulace (2).

Pokud byla pro odhad pfitomnosti AKS pouzita kom-
binace stanoveni srde¢niho troponinu | a ACB, podafi-
lo se pozitivni diagnézu jiz pfi pfijmu pacienta zjistit
u 60 % nemocnych (pfi pouhém stanoveni troponinu to
bylo jen u 23 % jedinct). Pfi pouZiti kombinace diagnos-
tickych metod pro odhad AKS se pfi vstupnim vySet-
feni také vyznamné zvysila specificita (pfi kombinaci
EKG + cTnl + ACB ¢inila 70 %; pokud byla pouzita
kombinace cTnl+EKG ¢inila specificita pouhych 50 %)
(14-16).

Zda se, ze diky znalosti hodnot ACB Ize také vy-
znamné zkratit hospitalizaci/observaci pacientl na né-
kolik hodin (prdmérné na 2 hodiny); pozitivni vysledky
by mély vést ke zméné léCebné intervence (7, 14).

Stanoveni ACB se osvédCilo také pfi odhadu latentni
ischémie. VySetfeni se provadélo pfed ukon&enim ergo-
metrie a po ni, pficemz se ukazalo, Ze jedinci s latent-
ni ischémii maji vy§Si hodnoty ACB na vrcholu zatéze
nez pacienti bez ischémie. Senzitivita stanoveni ACB
se pohybovala v rozmezi 75-100 % a specificita mezi
72-73 % (4-6).

Stanoveni ACB se osvédcilo také pfi odhadu ucin-
nosti provedeni PTCA (implantace a priichodnost sten-
tu). U jedincl s prolongovanou myokardialni ischémii
byly hodnoty ACB vySSi; senzitivita ¢inila 96 % (10).
Za zajimavé lze také povazovat nalezy, které hovori
0 moznosti vyuziti ACB v diferencialni diagnostice moz-
kovych pfihod. Bylo totiz zjiSténo, Zze osoby s ische-
mickou mozkovou pfihodou nebo prechodnou ischémii
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CNS (TIA) maji vyssi hodnoty ACB nez jedinci s he-
moragickou mozkovou ptihodou (4).

Soucasné je vSak nutno upozornit, ze stanoveni ACB
neni pro myokard specifické vySetfeni. Teoreticky by-
chom méli nalézat zvySeni ACB pfi jakékoliv tkariové
ischémii; v praxi byly vSak podobné nalezy prezento-
vany pouze ojedinéle, a az s velkym odstupem po je-
jim vzniku (napt. 24—48 hodin po vyCerpavajici zatézi
pfi gastrointestinalni ischémii).

FaleSné pozitivni hodnoty ACB také nalézame u ma-
Iého procenta jedincl s deleé¢nim defektem N- termi-
nalniho konce albuminu (1-3 %). Uvedeny vyskyt fa-
leSné pozitivnich nalezll je vSak vzhledem k vyznam-
né diagnostické senzitivité a vysoké specificité zane-
dbatelny (1, 5-8, 13).

Vyhody klinického pouziti stanoveni ACB v ¢asné
diagnostice AKS a latentni myokardialni ischémie jsme
potvrdili i na naSem pracovisti. Vysledky pouzité modi-
fikace i zavéry z nich vyplyvajici odpovidaji vysledkiim
i zavérdm prezentovanych jinymi autory (1, 11, 17-19).
V soucasné praci potvrzujeme, ze se pfi této pouzité
modifikaci vysledky ACB u jedincl bez znamek myo-
kardialni ischémie pohybuji v podobnych mezich jako
v dfive prezentovanych studiich — tedy pod hodnotou
OD 0,5.

Jsme si védomi skute¢nosti, Zze pro kvalifikovanéj-
§i rozhodnuti o srovnatelnosti popsané metody s me-
todou prezentovanou v roce 2003 (1) by bylo potfeba
vice méreni v celé Sifi obvykle ziskavanych vysledkl
(0,2-0,9 OD). Na druhé strané je témér jisté, ze pro
rozhodovaci algoritmus budou mit vyznam pravdépo-
dobné pouze hodnoty OD mezi 0,35-0,65 (1, 4-5).

Zavérem lze konstatovat, Ze byla pfedloZzena modifi-
kace metodiky na stanoveni ACB v rutinni praxi bézné-
ho laboratorniho provozu, ktera by mohla byt levnou al-
ternativou vysSetfeni ACB-IMA (Ischemia Modified Albu-
min, vyrobce Ischemia Technologies). Prvni klinické vy-
sledky odpovidaji zavérim publikovanym v odborné li-
teratufe a v souladu s nimi by mohly svédgit pro pouzi-
telnost tohoto vySetfeni v bézné klinické praxi.
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