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Uvod

Klusterin je heterodimericky glykoprotein (synony-
mum ApoJ, Rmh 49 kDa), ktery byl nalezen v fadé biolo-
gickych tkéani. V organismu se vyskytuji dvé formy: prvni
se vyskytuje extracelularné a druha v cytoplasmé a jadre.
Extracelularni forma ma cytoprotektivni efekt a vykazuje
inhibi¢ni G¢inky na apoptdézu (inhibuje tzv. programova-
nou smrt bun€k). Je zvySené regulovana pii bunécném
stresu, napf. u osob s malignimi nadory'™*°, neurodegene-
rativnimi chorobami nebo pacienti v sepsi ¢ Soku™’.
Intracelularni forma ma naopak proapoptoticky efekt
(aktivuje programovanou smrt bung¢k).

Tento protein m4 také fadu fyziologickych ucinkt —
napf. reguluje komplement, chrani bunééné membrany,
ovliviuje transport lipidti, maturaci spermii, iniciaci apopto-
zy, endokrinni sekreci, inhibuje t¢inek metaloproteinas®.

Zda se, ze z patologickych chorob ma klusterin vy-
znam predevsim pfi vzniku glomerulonefritid, polycystic-
kych ledvin, renalnich tubularnich onemocnéni, neurode-
generativnich chorob & infarktu myokardu'>™"7.

ZvySenou hladinu klusterinu nachézime v cévach
ikrvi uosob s generalizovanou aterosklerézou, pravdépo-
dobné jako reakci na generalizovany stres. V tomto ptipadé se
vSak hovoti o tom, ze zvySeni klusterinu by mohlo byt znam-
kou a silnym prediktorem cévniho postizeni obecné'' "2, Gen
pro klusterin je také povazovan za jeden z kandidatnich
genti pro aterosklerozu'’.

Samotné zvyseni klusterinu ma vyznamny antiatero-
genni efekt. ZvySeni klusterinu, ke kterému dochazi
v cévach diky laminarnimu proudéni, totiz odstrafiuje
komplementem indukovanou prozanétlivou odpovéd en-
dotelii a zvyuje eflux cholesterolu do jater>™*.
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Stanoveni klusterinu v biologickych tekutinach je
potencidlnim ukazatelem fady onemocnéni. V posledni
dobé¢ se hovoii o mozném vyuziti tohoto stanoveni v krvi
vramci diagnostiky malignit a efektivity protinddorové
terapie i v ramci hodnoceni rizika vzniku ateroskler6zy.
Existuji hypotézy o moZzném stanoveni v likvoru
v diagnostice neurodegenerativnich onemocnéni mozku
nebo v moéi v diagnostice tubulopatii'>'""'?.  Zatim viak
nebyla méfici souprava, ktera by stanovovala jeho koncen-
traci za standardnich podminek, dostupna.

Experimentalni ¢ast

Priprava specifickych protilatek,
pouzity kalibrator

Na desky byla navazana monoklonalni protilatka proti
lidskému klusterinu (Murine Monoclonal Anti-human
SP40, 40 [Clusterin], klon G7).

Jako detek¢ni protilatka byla pouZzita monoklondlni
protilatka proti lidskému klusterinu (Biovendor, Anti-
Human Clusterin Mouse Monoclonal Antibody, klon Hs-3,
RD182034110-H3). Specificnost protilatky byla testovana
pomoci Western-blotu vzorkli seminalni plasmy pii redu-
kovanych a neredukovanych podminkach (obr. 1). Vzorky
semindrni plasmy byly nasledné¢ pouZity jako kalibrator
pro klusterin v testu ELISA.
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Obr. 1. Analyza Hs-3 mysSi monoklonalni protilatky; lyzat
semindlni plasmy byl separovan v SDS-PAGE pii redukovanych
a neredukovanych podminkach. Po pfenosu na PVDF membranu
byl blot inkubovan s testovanou Hs-3 mAb a na vyvoj byl pouzit
anti-mys$i HRP konjugat a chemiluminiscencni detekéni systém
(Amersham)
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Protilatka byla poté znacena biotinem firmy Pierce
(Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, katalogové ¢islo 21338) podle
navodu od vyrobce.

Popis metody ELISA pro stanoveni
klusterinu v lidském séru a moci

V mikrotitra¢ni desce (Corning Costar, High Binding,
katalogové ¢islo 52-00-02) bylo vazano 0,2 mg protilatky/
jamku v 0,1 M hydrogenkarbonatovém pufru pH 8,5
(inkubace 18 h pii 4 °C).

Po odséati vazného roztoku a promyti promyvacim
roztokem (TBS, 0,05 % Tween 20, pH 7,2) byla deska
zablokovana roztokem TBS (Tris Buffered Saline,
pH 7,2), 0,5 % BSA (Bovine Serum Albumin), 4 % sacha-
rosy (davkovani 0,2 ml/jamka, inkubace 60 min pfi teplo-
t& 25 °C).

Po odsati blokovaciho roztoku bylo na desku davko-
vano 0,1 ml pfislusného kalibratoru, 2500x fedéného séro-
vého vzorku a nebo 5x fedéného mocového vzorku
(vSechna méfeni byla provadéna 2x) a nasledné byla deska
inkubovéna 1 h pfi laboratorni teploté.

Po 5-nasobném promyti desky promyvacim roztokem
(TBS, 0,05 % Tween 20, pH 7,2) bylo do vSech jamek
desky davkovano 0,1 ml monoklonalni protilatky znacené
biotinem (200 pg ™) a deska opét inkubovéna 1 hodinu
pfi laboratorni teploté.

Po druhém 5-nasobném promyti desky bylo do vsech
jamek desky déavkovano 0,1 ml konjugitu streptavidin-
HRP (Roche, katalogové ¢cislo 1089 153) tedéného
20 000 x a deska inkubovana 30 min pfi teploté 25 °C.

Po tfetim 5-nasobném promyti desky promyvacim
roztokem bylo do vSech jamek desky davkovéano 0,1ml
substratu TMB (KPL, katalogové ¢islo 52-00-01) a reakéni
smé&s inkubovédna 10—15 min pfi teplote 25 °C.

Reakce byla zastavena ptidavkem 0,1 M roztoku ky-
seliny sirové a vzniklé zluté zbarveni (produkt) bylo zme-
feno fotometricky pfi vinové délce 450 nm, ptic¢emz inten-
zita Zlutého zbarveni je pfimo Gmérnd obsahu analytu ve
vzorku.

Hodnoty klusterinu v nezndmych vzorcich byly stano-
veny z kalibra¢ni kiivky (obr. 2), ktera byla ziskana vyne-
senim absorbanci kalibratort oproti jejich znamé koncent-
raci.

Redicim roztokem pro kalibratory a vzorky byl roztok
TBS (pH 7,2), 1 % BSA, 0,01 % thimerosal; pro biotinem
znacenou protilatku a pro konjugat steptavidin-HRP roztok
TBS (pH 7,2), 0,2 % BSA, 0,01 % thimerosal.

V testu byla pouzita sada kalibratorti o koncentracich
klusterinu 640, 320, 160, 80, 40,20 a 10 kU 1"

Sérové vzorky byly fedény 2500x ve dvou krocich
podle schématu:
fedéni A: 5 ul vzorku + 245 pl fediciho roztoku,
fedéni B: 5 pl fedéni A + 245 pl fediciho roztoku.
Vzorky moce byly fedény 5x podle schématu 50 pl
vzorku + 200 pl fediciho roztoku.
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Obr. 2. Kalibra¢ni k¥ivka pro metodu Klusterin ELISA

Klinické testovani metody ELISA

Byly vysetfeny tfi skupiny proband:

53 wvysoce asymptomatickych rizikovych jedinct
s podezfenim na myokardialni ischémii, u kterych byl
proveden SPECT (jednofotonova emisni pocitacova
tomografie) myokardu jako diagnosticky prostfedek
pro odhad myokardialni ischémie; klusterin byl odebi-
ran pred, na vrcholu a po 30 i 60 min od ukonceni
testuZI,

93 pacientl s podezienim na karcinom mocového
meéchyie, u kterych byla provedena cystoskopie
s cytologickym hodnocenim a stanovenim klusterinu
v mo&i®,

29 pacientl s podezienim na postizeni parechnymu
ledvin, u nichz byla stanovena hodnota klusterinu
v mogi®.

a)

b)

<)

Vysledky a diskuse
Funk¢éni charakteristika metody ELISA

Kfizova reaktivita v testu ELISA nebyla zjisténa u sér
nasledujicich zvifat: kralik, koza, ovce, prase, mys, kan,
kréva a krysa.

Pro ovéteni funkénosti testu ELISA byla testovéna
také spravnost a presnost metody, a to jak pro sérum, tak
pro moc.

Serum

Spravnost metody byla ovéfena metodou standardni-
ho ptidavku a v testu linearity. Sérové vzorky od 3 pacien-
t byly obohaceny o +40, +80 a +160 U klusterinu a byla
zjiSfovdna vytéZnost, vyjadfend jako pomér ziskané/
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ocekavané hodnoty koncentrace klusterinu. Primérna hod-
nota vytéznosti byla 95 %.

V testu linearity byly testovany 3 sérové vzorky,
které byly fedény 500x, 1000x, 2000x a 4000x a primérna
hodnota vytézku byla 94 %.

Presnost metody byla testovana jako opakovatelnost
vysledkl u 3 sérovych vzorkd o rizné koncentraci kluste-
rinu a vyjadfena jako variacni koeficient v sérii (n=8) i
reprodukovatelnost vysledkli mezi sériemi métfeni (n=8).
Hodnota varia¢niho koeficientu (CV) byla ve vsech ptipa-
dech <9 %.

Mez stanovitelnosti metody byla definovana jako
nejnizsi stanovitelna koncentrace klusterinu, (tato hodnota
je vyjadienim koncentrace klusterinu, odpovidajici absor-
banci vypocitané podle vzorce: primérna absorbance sle-
pého vzorku (n=6)+ 3x smérodatnd odchylka praméru
slepého vzorku). Tato koncentrace odpovidala hodnoté
5kUT". Mez detekce (CV < 10 %), piedstavujici nejnizsi
méfitelnou koncentraci klusterinu s uspokojivymi analytic-
kymi charakteristikami, byla 50 kU/1 (vzorky s hodnotami
klusterinu vys$simi mély hodnoty CV < 10 %).

Moc¢

Vzorky moce vykazovaly v testu linearity a vytéZnos-
ti uspokojivé hodnoty (80-120 %), opakovatelnost i repro-
dukovatelnost byla za stejnych podminek jako v pripadé
séra < 8 %. Mez stanovitelnosti v moci odpovidala hodno-
t& 5 kU I"!, mez detekce hodnoté 50 kU 17,

Klinické testovani metody ELISA

Pfi  klinickém testovani stanoveni klusterinu
v diagnostice myokardidlni ischémie bylo zjiSténo, Zze
klusterin nelze vyuzit v diagnostice latentni myokardialni
ischémie, jelikoz se jeho hodnoty u jedinct s ischémii
vyznamné v pribéhu testu neliSily od osob bez ni
(mediany klusterin v kU 1"": 157069 vs. 171764 v nabéru
1; 182392 vs. 181882 v nabéru 2; 161564 vs. 152347
v nabéru 3; 164429 vs. 157777 v nébéru 4). Celkem byla
myokardialni ischémie zjisténa u 18 osob (37 %). Vstupni
hodnoty klusterinu nesouvisely s vékem, pohlavim ani
pazrlametry SPECT, rozloZeni dat klusterinu nebylo normal-
ni*.

U jedinct s podezienim na karcinom mocového meé-
chyfe byl naopak klusterin v moc¢i ukazatelem vysokou
diagnostickou senzitivitou. Jedinci s karcinomem méli
primér hodnot hodnot 197,2 kU 1! (n=43; normalni rozlo-
zeni), jedinci bez n&j median 167,74 kU I"* (n=50; normal-
ni rozlozeni; P < 0,01). Senzitivita stanoveni pfi cutt-of
>50 kU1 ¢inila 49 % a specifiénost 92 % (AUC ROC
0,75, LR+ 6,1, PPV+ 84 %) (cit.”2, obr. 3).

U osob s podezienim na postizeni renalniho paren-
chymu nebyla diagnosticka efektivita klusterinu dostatecna
(pfedevsim nizka senzitivita 33 %), nicméné za zminku
stoji 100% specificnost pii jakékoliv hodnoté vyssi nez
50 kU I"! (jakakoliv detegovatelna hodnota klusterinu byla
spojena s pritomnosti postizeni ledvinného parenchymu).
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Obr. 3. Klusterin v mo¢i u pacientii podle pFitomnosti karci-
nomu prostaty; na grafu jsou znazornény pramérné hodnoty
s 95% intervalem spolehlivosti

Tento udaj by mohl podpofit vyuziti stanoveni klusterinu
pro potvrzeni piitomnosti onemocnéni ledvinnych tubull
v nejasnych diagnostickych ptipadech®.

Zavérem ke klinickému testovani pro validaci meto-
dy, jak v séru, tak v moci, lze fici, ze byly potvrzeny hy-
potézy o tom, Ze jedinci s karcinomem mocového méchyte
maji vyssi hodnoty klusterinu nez osoby bez néj. Klusterin
z tohoto pohledu vykazuje dostatecnou diagnostickou
efektivitu. Bylo také zjisténo, Ze stanoveni klusterinu
v mo¢i ma vysokou pozitivni prediktivni hodnotu pro pii-
tomnost postizeni renalniho parenchymu, nicméné dia-
gnosticka efektivita tohoto stanoveni nespliiovala vSechna
kritéria spravné diagnostiky (AUC < 0,7). Pfesto 1ze ocCe-
kavat, ze stanoveni klusterinu by mohlo piispét k odhadu
pritomnosti renalniho tubularniho postizeni. Nepodafilo se
vsak prokazat, ze by stanoveni klusterinu v séru mélo né¢ja-
ky vyznam v odhadu latentni myokardialni ischémie.

Zavér

Byla navrzena a optimalizovéna diagnosticka soupra-
va ELISA na stanoveni klusterinu. Jde o prvni soupravu
svého druhu vibec. Analytické charakteristiky metody
jsou uspokojivé a v soucasné dobé byla ukonéena validace
pro ziskani znacky CE, po jejimz ziskani bude tato soupra-
va kdispozici krutinnimu diagnostickému testovani
(IvD).

Prvni vysledky klinického testovani jsou velice zaji-
mavé a odpovidaji hypotézam o tom, Ze klusterin v moci
by mohl byt (i pfes svou nespecifitu) vyznamnym ukazate-
lem pro stanoveni diagn6ézy monitorovani efektu terapie
vybranych tumort a ukazatelem pro potvrzeni pfitomnosti
vybranych onemocnéni ledvin.
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Measurement of Clusterin Concentration by a New
ELISA Method

Development, validation and clinical testing of a rou-
tine method for determination of clusterin by ELISA is
presented. Clinical tests suggest using the concentration
for diagnosis and monitoring of therapy of bladder cancer.
The method may be also useful in diagnosis of other renal
diseases. The method failed in diagnosis of asymptomatic
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