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ROZDIELY V ENZYMOVEJ AKTIVITE A V LIPIDOVOM PROFILE U PACIENTOV
S HYPERTENZIOU V ZAVISLOSTI OD POHLAVIA
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SUHRN

Arterialna hypertenzia patri medzi chronické ochore-
nie, ktoré sa zhorSuje s narastajicim vekom. V celosve-
tovej populacii sposobuje vysoky krvny tlak vznik cievne;j
mozgovej prihody a polovicu zo vSetkych ochoreni my-
okardu zapricinuju zvySené hodnoty krvného tlaku. Ce-
losvetovo je prevalencia arteridlnej hypertenzie mierne
vyssSia u muzZov v porovnani so Zzenami. Ciefom prace bolo
zhodnotit antropometrické parametre, enzymovu akti-
vitu AST, ALT, GGT a lipidovy profil (cholesterol, HDL-C,
LDL-C, TAG) u pacientov s arterialnou hypertenziou v za-
vislosti od pohlavia. Krvné sérum bolo podrobené ana-
lyze s vyuZitim absorpcnej fotometrie a enzymovej ko-
lorimetrie. Systolicky tlak a aktivity ALT, AST, GGT boli
signifikantne zvySené u pacientov muiského pohlavia
s arterialnou hypertenziou v porovnani s pacientmi zZen-
ského pohlavia. Naproti tomu, hodnota celkového cho-
lesterolu bola u Zien signifikantne znizena.

Klacové slova: hypertenzia; krvny tlak; biochemicky

skrining; enzymova aktivita

ABSTRACT

Arterial hypertension is a chronic disease that wors-

ens with increasing age. In the global population, high

blood pressure causes stroke and half of all myocardial
diseases are caused by elevated blood pressure. Globally,
the prevalence of arterial hypertension is slightly higher
in men compared to women. The aim of the study was
to evaluate anthropometric parameters, enzyme activity
AST, ALT, GGT and lipid profile (cholesterol, HDL-C, LDL-C,
TAG) in patients with arterial hypertension depending
on gender. Blood serum was analyzed using absorption
photometry and enzymatic colorimetry. Systolic blood
pressure and ALT, AST, GGT activities were significantly
increased in male patients with arterial hypertension
compared to female patients. In opposition, total cho-
lesterol was significantly reduced in women.

Keywords: hypertension; blood pressure; biochemi-
cal screening; enzyme activity

uvoD

Arteridlna hypertenzia je celosvetovym zdravotnym
problém predstavujucim rizikovy faktor kardiovaskular-
nych ochoreni. V. mnohych pripadoch zvysuje riziko vzni-
ku infarktu myokardu, mrtvice alebo zapricinuje zlyha-
nie obli¢iek. Frekvencia vyskytu hypertenzie postupne
a progresivne stUpa so zvysujucim sa vekom. Celosveto-
vo je prevalencia arteridlnej hypertenzie mierne vyssia

u muZov v porovnani so Zenami (WHO 2019). Rozdiely




v hladinach krvného tlaku v zavislosti od pohlavia sa ob-
javuju uZz pocas dospievania, ale u starSich pacientov
dochadza k posunu v relativnej prevalencii hypertenzie
(Gudmundsdottir akol., 2012). Predmenopauzélne
Zeny maju nizsie riziko a incidenciu hypertenzie v porov-
nani s muzmi, ale tato vyhoda pre Zeny postupne mizne
po menopauze. Dévod pohlavného rozdielu v hladinach
krvného tlaku je multifaktoridlny a nie Uplne jasny. Exis-
tuje niekolko hypotéz, vratane potencidlnej tlohy pohlav-
nych hormédnov, renin-angiotenzinového systému (RAS),
oxida¢ného stresu, endotelinu, prirastku hmotnosti a ak-
tivacie sympatika (Oksuzyan a kol. 2015).
Alaninaminotransferaza (ALT), aspartataminotransfera-
za (AST), gamaglutamyltransferaza (GGT) su peceriové en-
zymy, ktoré sa bezne pouzivaju pri krvnych testoch funkcie
pecene. Zvysenie hladin ALT, AST a GGT je indikdtorom po-
ruchy hepatalnych funkcii. Stidie ukazali, ze zvy$ené hladi-
ny v sére su spojené so zdravotnymi stavmi, ako su mftvica,
metabolicky syndrém a poskodenie pecene. Kombinacie
rizikovych faktorov, ako je obezita, hypertenzia a dyslipidé-
mia su dolezitymi prediktormi kardiovaskularnych ochore-
ni (Kim a Han, 2018). Abnormality hladin lipidov v sére
a lipoproteinov su povaZované za hlavné rizikové faktory
modifikovatelného kardiovaskularneho ochorenia a boli
identifikované ako nezavislé rizikové faktory esencialnej
hypertenzie, ktoré vedu k vzniku dyslipidemickej hyper-
tenzie (Osuji akol., 2012; Choudhury akol., 2014).

METODA

Studia bola uskutoénend v roku 2019 v mesiacoch ja-

vo veku 29-50 rokov bol rozdeleny na zaklade pohlavia
muZi (n = 73) a Zeny (n = 77). Vendzna krv bola odoberana
v objeme 10 mL, krvné sérum bolo ziskané centrifugaciou
10 min./9000 rpm a zmrazené az do analyzy pri —8 °C. An-
tropometrické meranie pozostavalo z merania systolic-
kého a diastolického tlaku krvi. Absorpénou fotometriou
a enzymovou kolorimetrickou metddou boli stanovené
hladiny AST, ALT, GGT, cholesterolu, triacylglycerolov,
HDL-C a LDL-C v krvnom sére (Roche Diagnostics, SRN).
Udaje boli vyjadrené ako priemer # $tandardna odchylka
merania (SD), pouZité boli parametricky t-test pre nezavis-
|é vybery a pre porovnanie parametrov navzajom nepara-
metricky neparovy test Mann-Whitneyov U-test.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Podla Reckelhoffa (2018) je povedomie o hy-
pertenzii vacsie u Zien ako u muzov, prevalencia hyperten-
zie je vSak vySSia u muzov ako u Zien. Nové Studie o me-
chanizmoch zodpovednych za medzipohlavné rozdiely
v hypertenzii zahffiaju ulohu napriklad obli¢iek, renin-an-
giotenzinového systému a relaxinu. Zeny maju nizsie hladi-
ny systolického krvného tlaku (STK) ako muzi v dospelosti,
k zmenam dochadza po Siestej dekade Zivota. Diastolicky
krvny tlak (DTK) ma mierne nizsiu tendenciu u Zien v po-

rovnani s muzmi. Po piatej dekade Zivota sa vsak vyskyt

Tabulka 2 Porovnanie biochemickych parametrov medzi siiborom
muzov a Zien

nuar—marec a zucastnilo sa jej 150 pacientov s diagnos- MUZI (n=73) | ZENY (n=77) p
. . \ , . +SD +SD
tikovanou hypertenziou 1. a 2. stupna. Vyskumny subor
AST [pkat/L] 0,36+£0,10 0,31+0,06 0,008**
Tabulka 1. Porovnanie antropometrickych parametrov ALT [pkat/L] 054£034 0.35+0,18 0,003
medzi siborom muzov a Zien
GGT [pkat/L] 0,38+0,30 0,27 £0,12 0,029*
MUZI ZENY CHOL [mmol/L] 564 +1,26 5,00+0,97 0,025*%
(n=73) (n=77) P
+SD +SD LDL-C [mmol/L] 2,94+0,87 3,15+0,88 0,338
DTK [mmHg] 80,73 + 5,64 77,33£9,12 0,106
TAG [mmol/L] 1,36%0,73 1,33£0,78 0,896
BMI 28,96 + 3,30 25,01 £5,50 0,065**

STK-systolicky tlak krv; DTK-diastolicky tlak krvi; BMI-body mass index;
n-pocet jedincov; £ SD - smerodajna odchylka; p-statistickd vyznamnost
(*p<0,01)

AST -aspartataminotransferaza,ALT - alaninaminotransferdza, GGT - gama

glutamyltransferdza, CHOL-cholesterol, TAG-triacylglyceroly, HDL-C-

s vysokou hustotou, LDL-C-s nizkou hustotou, n-pocet jedincov, £SD-
smerodajnd odchylka, p - $tatistickd vyznamnost (**p <0,01; *p <0,05)




hypertenzie zvysuje rychlejSie u Zien ako u muZov a dosa-
huje mieru prevalencie, ktora sa rovna alebo je vyssia ako
u muZov pocas Siestej dekady Zivota (Oparil, Miller,
2005).

Ako ukazali vysledky antropometrickej analyzy v su-
bore muZov a Zien, hladina systolického krvného tla-
ku bola signifikantne vysSia (**p <0,01) v siubore mu-
Zov 126,57 + 14,23 mmHg v porovnani so suborom Zien
118,32+ 10,40 mmHg (tab. 1).
krvného tlaku nebola Statisticky vyznamne vysSia v su-
bore muzov 80,73 5,64 mmHg. Studia
a McCubbina (2001) zamerana na vztah pohlavia a krv-

Hodnota diastolického
Helfera

ného tlaku preukazala statisticky vyznamny rozdiel v suvis-
losti medzi hodnotou systolického krvného tlaku a pohlavia
(***p < 0,001). Avsak vo vztahu medzi pohlavim a hodno-
tou diastolického krvného tlaku Statisticky vyznamna suvis-
lost nebola potvrdend, podobne ako v nasej studi.

Hodnota indexu telesnej hmotnosti (BMI) v sku-
pine muZov bola 28,96 + 3,30, o poukazuje na to, Ze
muzi mali nadvahu az obezitu. NizSiu hodnotu BMI mali
Zeny 25,01 +5,50. Hodnota BMI v subore muZov a Zien
potvrdila signifikantny rozdiel v zavislosti od pohlavia
(**p<0,01). Dua akol. (2014) porovnavali antropomet-
rické parametre vo vztahu k pohlaviu. Priemerné hodnoty
ako vyska, hmotnost, obvod hornej ¢asti ramena, tepova
frekvencia, STK a DTK boli vy$sie u muzov v porovnani so
Zenami, s vynimkou hrabky koZnej riasy. BMI a percento
tuku boli zistené vysSie u Zien v porovnani s muzmi. Bola
zaznamenana vyznamna pozitivna korelacia medzi BMI,
percentom tuku a krvnym tlakom ako STK, tak aj DTK.
Hodnota BMI poukazala, Ze pacienti s nadvahou az obezi-
tou maju Castejsie hypertenziu ako pacienti s normalnou
hodnotou BMI.

Zeny maju odlidny lipidovy profilov ako mufi, ktory je
znacne rozdielny v obdobi menopauzy. Shadid Habib
a kol. (2005) uvadzaju, Ze u Zien boli nizsie hodnoty po-
meru BMI, TAG a vyssie hladiny HDL ako u muZov. Pohla-
vie ovplyviiuje parametre lipidov a tento ucinok je taktiez
zavisly od veku a stavu menopauzy. Pravdepodobne tie-
to rozdiely su spésobené réznymi droviiami cirkulujucich
pohlavnych hormdnov (estrogény a androgény) u Zien
a muzZov. Framinghamskda Studia u Zien vo veku od 29
do 62 rokov, v ktorej boli sledované v dlhodobej studii po-
¢as 18 rokov, preukdzala vyrazny narast hladin sérového
cholesterolu medzi predmenopauzou a postmenopauzou,
pricom ndrast nastal v kratkom ¢ase od zaciatku meno-

pauzy, ¢o svedéi o kauzdlnom Géinku. Statisticky vyznam-

ny rozdiel (p = 0,025) sme zistili pri celkovom cholesterole,
kde boli priemerné hodnoty celkového cholesterolu v sku-
pine muzov 5,00 + 0,97 mmol/L v porovnani so stiborom
Zien 5,64 = 1,26 mmol/L. Vyssiu hladinu celkového choles-
terolu v subore muzov predpokladame, vzhladom k tomu,
Ze subor Zien tvorili Zeny do 50. roku Zivota a zaroven pred
menopauzou. Statisticky vyznamny rozdiel v priemernych
hladinach HDL-C, LDL-C a triacylglycerolov nebol potvrde-
ny. Jalali akol. (2013) sledovali rozdielne hladiny celko-
vého cholesterolu, HDL-C a LDL-C a triacylglycerolov medzi
muZmi a Zenami v iranskej populdcii. Zeny mali nizéie hod-
noty celkového cholesterolu (4,53 £ 0,96 mmol/L) v po-
rovnani s muzmi (4,58 + 1,09 mmol/L). Medzi hodnotami
celkového cholesterolu a pohlavim statistickd vyznamnost
nepotvrdili. Naopak signifikantny rozdiel potvrdili pri po-
rovnani medzi hladinou LDL-C u Zien (2,77 + 0,91 mmol/1)
a muzZov (2,87 +0,85mmol/l). Ugwuja a kol. (2013)
potvrdili Statisticky vyznamny rozdiel v ramci pohlavi
u celkového cholesterolu (*p < 0,05).

Pomocou enzymovej kolorimetrie sme zistili signifi-
kantné rozdiely v ALT, AST a GGT pri porovnavani subo-
ru muzov a zien. Priemerna hladina enzymu ALT v subo-
re muzov (0,54 *0,34 pkat/l) bola signifikantne vyssia
(**p < 0,01) ako v subore Zien (0,35 + 0,18 pkat/L). Signi-
fikantne vyssia hladina enzymu AST bola taktiez potvr-
dend (**p<0,01) v subore muZov. Priemerné hodnoty
AST u muzZov boli 0,36 + 0,10 pkat/L v porovnani so Zena-
mi, u ktorych boli priemerné hodnoty AST nizsie (0,31 +
0,06 pkat/L). Statisticky vyznamny rozdiel sme zistili
aj pri GGT, kde boli priemerné hodnoty u muZov 0,38 +
0,30 pkat/L, u Zien 0,27 +12 pkat/L signifikantne roz-
dielne (*p <0,05). Vyssie hodnoty peceriovych enzymov
v sibore muZov mdzu pravdepodobne suvisiet s vy$sou
priemernou hmotnostou a vac¢sim mnozstvom visceral-
neho tuku. Okrem toho viaceré epidemiologické studie
naznacuju, Ze vysSia koncentracia GGT v sére je spojena
s rozvojom rizikovych faktorov kardiovaskularneho ocho-
renia a nezavislych faktorov pre vznik hypertenzie a dysli-
pidémie (Ruttmann, 2005).

ZAVER

Vzhladom k zvySujucej sa prevalencii vysokého krv-
ného tlaku, nizkemu povedomiu o hypertenzii, medzipo-
hlavnym rozdielom a faktorom prospievajucim k vzniku

ochorenia je potrebné zvysit a zlepsit meneZment hyper-




tenzie s cielom zniZenia rizika kardiovaskuldrneho ocho-
renia. Na urcenie najlepsich moznosti liecCby, ktoré znizia
riziko hypertenzie a naslednych kardiovaskularnych ocho-
reni u oboch pohlavi, je potrebny dalsi vyskum na urcenie
ako pohlavie moduluje délezité fyziologické faktory, ktoré
ovplyviiuju a kontroluju hodnoty krvného tlaku.
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SUHRN

Cielom $tadie je zistit, ¢i hypotyredza a/alebo hyper-
tyre6za maju vplyv na spolahlivost stanovenia LDL-cho-
lesterolu (LDL-C) Friedewaldovym vzorcom a Martino-
vym vzorcom. V komparativnej studii sa porovnavali
odchylky stanovenia LDL-C vzorcami podla Friedewalda
a Martina v skupinach neliecenych pacientov a v sku-
pinach pacientov v stave eutyredzy u 40 novodiagnos-
tikovanych pacientov s autoimunitnou hypotyreézou
(36 zien, 4 muzi) a 30 novo diagnostikovanych pacientov
s autoimunitnou hypertyreézou (25 Zien, 5 muzZov).

Odchylky LDL-C podla Friedewalda ani LDL-C podla
Martina od meraného LDL-C v jednotlivych stiboroch ne-
mali systémovy charakter. Rozdiely v spolahlivosti oproti
meranému LDL-C medzi jednotlivymi subormi je mozné
vysvetlit dobre popisanou variabilitou LDL-C podla Frie-
dewalda v zavislosti od koncentracie TAG a TC. Hodnoty
LDL-C podl'a Martina boli v 6 stiboroch vyssie nez hodno-
ty LDL-C podla Friedewalda, v jednom stibore boli hod-
noty totozné.

Nezistili sme systémové ovplyvnenie presnosti sta-
novenia LDL-cholesterolu podla Friedewalda, ani podla
Martina, hypofunkciou ani hyperfunkciou Stitnej zlazy.

Kl'icové slova: LDL-cholesterol, Friedewaldova rovni-
ca, Martinova rovnica, reliabilita stanovenia, hypertyre-

6za, hypotyredza

ABSTRACT

Objective: The main purpose, intent of the study is
to determine whether hypothyroidism and/or hyper-
thyroidism has any significant effect on the reliability of
the LDL-cholesterol (LDL-C) estimation by the Friedewald
and the Martin equation.

Design: Comparative Study

Material and Methods: 40 patients with newly diag-
nosed autoimmune hypothyroidism (36 female, 4 male).
Comparison of the deviations of the LDL-C assessments
by the Friedewald and the Martin equation in a group of
non-treated patients in an euthyreotic state.

Results: The deviations in the LDL-C levels estimat-
ed by Friedewald or by Martin showed a non-system-
atic character. The differences in reliability from the
measured LDL-C between the individual groups can be
explained with the well-known variability of the LDL-C
estimation by Friedewald in dependence on the TAG and
TC levels. The LDL-C level estimations calculated by the
Martin equation were higher than the estimations cal-
culated by Friedewald in 6 instances, in one instance the
values were identical.

Conclusion: Systematic effect on the reliability of
LDL-Cholesterol estimated either by the Friedewald
or he Martin equation by the hyper- or hypofunction
of the thyroid gland was not discovered.
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Keywords: LDL-cholesterol, reliability of calculation,
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Pri overovani spravnosti stanovenia apolipoproteinu B
(apoB) vypoctom na rozne definovanych stuboroch pa-
cientov (Cibickova et al, 2016) sme zistili, Ze validita
vypoctu u pacientov s novozistenymi poruchami funkcie
stitnej Zlazy, teda nelie¢enymi hypo- aj hypertyredzami,
je podstatne nizSia nez u metabolicky kompenzovanych
poruch (Gasko akol., 2015). Vstupnymi meranymi para-
metrami pre vypocet apoB su hodnoty celkového choles-
terolu (TC), HDL-cholesterolu (HDL-C) a triacylglycerolov
(TAG). Rovnaké vstupné merané parametre sa pouzivaju
na vypocet LDL-cholesterolu podla Friedewalda (LDL-
-C Friedewald), ako aj na sofistikovanejsi novy vypocet
podla Martina (LDL-C Martin) (Martin et al.,, 2013).
Stanovenie LDL-C vypoctom je aj v sucasnosti, napriek
lokdlnym snaham o vylu¢né pouzitie analytickych metdd
stanovenia, odporucané v medzinarodnych pokynoch
(Langlois et al.,, 2018) aj autoritami (Mendes de
Cordova etal, 2018, Quispe et al., 2017). Limity
pouZitia Friedewaldovej rovnice pri niektorych metabolic-
kych chorobach, ktoré maju vplyv na manazment liecby
(Reigner etal., 2017), su za vyse 40 rokov jej masového
pouzivania dobre popisané (Gasko, 2011). Tyreopatie
sme medzi nimi nezaznamenali. Zaujimalo nds preto, i
tyreopatie maju na stanovenie LDL-C vypoctom obdobny

vplyv ako na stanovenie ApoB vypoctom.

Subory pacientov a metodika

Charakteristika pacientov a popis pouZzitych labora-
térnych metdd su podrobne uvedené v praci (Minari-
kova etal., 2014). Skratene, boli vytvorené dve skupiny
pacientov. Do prvej skupiny bolo zaradenych 40 novodiag-
nostikovanych pacientov s autoimunitnou hypotyredzou
(36 Zien, 4 muzi). Druha skupina zahfnala 30 novo diag-
nostikovanych pacientov s autoimunitnou hypertyreé-
zou (25 Zien, 5 muZov). Pacienti boli klasifikovani ako
hypotyroidni ak hladina TSH v sére bola >5 mIU/I alebo
hypertyreoidni ak hladina TSH v sére bola < 0,5 mIU/I, pri-
¢om do uvahy boli brané aj hodnoty FT4. Referencny roz-
sah hodnot v laboratériu je: TSH (0,55-4,78 mIU/l); FT4

(11,5-22,7 pmol/l). Vylu€ovace kritéria pre zaradenie boli:

diabetes mellitus, iné choroby endokrinného systému, fa-
milidrna hypercholesterolémia, ochorenie pecene alebo
obliciek, tehotné Zeny, pacienti po mftvici, srdcovy infarkt,
rakovina, pankreatitidy, zneuzivanie alkoholu a pouzivanie
hypolipidemik.

LDL-C bol merany selektivnou enzymovou metddou
(Erba-Lachema, Brno). Pre vypocet podla Friedewalda
bolo v menovateli pouzité Cislo 2,19. Pre vypocet podla
Martina boli v menovateli pouzité Cisla uvedené v praci
(Martin etal., 2013) prepocitané na jednotky mmol/I.

Porovnavania boli robené na tychto rozne definova-
nych suboroch:

1. Subor vsetkych LDL-C, n =136, ziskany od 68 pa-
cientov pri prvom odbere krvi pred liecbou a dru-
hom pocas liecby.

2. Subor LDL-C od pacientov s hypertyredzou, n = 60,
ziskany od 30 pacientov pri prvom odbere krvi
pred lie¢cbou a druhom pocas liecby.

3. Subor LDL-C od pacientov s hypotyreézou, n =76,
ziskany od 38 pacientov pri prvom odbere krvi
pred liecbou a druhom pocas liecby.

4. Subor LDL-C od pacientov s hypertyredzou, n = 30,
ziskany od 30 pacientov pri prvom odbere krvi
pred liecbou (boli vylicené 2 vzorky s hodnotou
TAG nad 4,5 mmol/l).

5. Subor LDL-C od pacientov s hypertyredzou, n =28,
ziskany od 28 pacientov pri druhom odbere krvi
pocas liecby.

6. Subor LDL-C od pacientov s hypotyredzou, n =40,
ziskany od 40 pacientov pri prvom odbere krvi
pred liecbou.

7. Subor LDL-C od pacientov s hypotyredzou, n =40,
ziskany od 40 pacientov pri druhom odbere krvi
pocas liecby.

Porovnavanie dvoch metdd stanovenia bolo vykona-
né Linovym korelaénym koeficientom zhody, Pearsono-
vym koeficientom poradovej koreldcie a metédou pod-
l[a Blanda a Altmana.Prenon-normalnu distribdciu
niektorych suborov bol pre testovanie rozdielov pouzity
neparametricky Wilcoxonov test.

VYSLEDKY

Vysledky su uvedené v tabulke 1 a na obrazku 1.
Odchylky LDL-C Friedewald ani LDL-C Martin od mera-
ného LDL-C v jednotlivych suboroch nemali systémovy cha-
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Tabulka 1. Porovnanie troch metod stanovenia LDL-cholesterolu

. . Priemer/95% Cl s o Wilcoxon Wilcoxon
Skupina Metéda (mmol/L] rozdiel pc/95%Cl r test** testH**
LDL-Cdir | 3,20/3,01-339 0,00%
ci'{ﬂ“;?’ LDL'VCv;ZEde' 3,43/3,22-3,63 7,19% 0,955/0,939-0,967 0,976 p<0,001
LDL-C Martin | 3,45/3,24-3,65 7,81% 0,957/0,942-0,968 0,981 p< 0,001 p=0301
LDL-Cdir | 2,66/243-2,88 0,00%
Hyp:’_t’g:m LDL'VCv;gede' 2,90/2,64-3,17 9,02% 0,936/0,906-0,957 0,982 p< 0,001
LDL-C Martin | 2,90/2,64-3,16 9,02% 0,940/0,911-0,960 0,984 p<0,001 p=0379
LDL-Cdir | 3,64/3,84-3,89 0,00%
Hyp:fy;?za LDL'VS;:‘*de' 3,84/3,58-4,11 5,49% 0,952/0,927-0,968 0,969 p<0,001
LDL-C Martin | 3,88/3,61-4,14 6,59% 0,952/0,928-0,968 0,975 p< 0,001 p=0036
LDL-Cdir | 2,05/1,89-2,20 0,00%
Hypertyreéza P
pred lie¢bou LDt vcvaFIr(;ede 2,17/1,96-2,38 5,85% 0,834/0,712-0,907 0,897 p=0,019
n=30
LDL-C Martin | 2,18/1,99-2,37 6,34% 0,846/0,724-0917 0,900 p=0,006 p=0975
LDL-Cdir | 3,26/2,98-3,55 0,00%
Hypertyredza Eriada.
v stave eutyreézy | O Vi;:;ecie 3,63/3,31-3,95 11,35% 0,891/0,821-0,934 0,990 p < 0,000
n=30
LDL-C Martin | 3,62/3,30-3,94 11,04% 0,895/0,827-0,937 0,990 p < 0,000 p=0285
LDL-Cdir | 3,86/345-4.28 0,00%
Hypotyreéza P
pred lie¢bou LDt chaFIr(;ede 4,06/3,61-4,50 5,18% 0,954/0,915-0,975 0,966 p=0,002
n=38
LDL-C Martin | 4,12/3,68-4,55 6,74% 0,953/0,915-0,974 0,973 p<0,001 p=0,004
LDL-Cdir | 3,41/3,13-3,69 0,00%
Hypotyreéza Eriada.
v stave eutyreézy | O V(;aFlro'le‘je 3,63/3,32-3,93 6,45% 0,942/0,898-0,967 0,973 p <0,001
n=38
LDL-C Martin | 3,64/3,41-3,93 6,74% 0,944/0,903-0,968 0,978 p< 0,001 p=0890

LDL-C dir-LDL-cholesterol merany selektivnou enzymovou metddou (Erba-Lachema, Brno); Cl-interval spolahlivosti; pc - Linov korelacny koeficient
zhody; r-Pearsonov korela¢ny koeficient *Rozdiel v priemere oproti LDL-C dir, pricom LDL-C dir=100%; **Wilcoxonov test oproti LDL-C dir; ***Wil-

coxonov test LDL-C Friedewald proti LDL-C Martin; Ak je vysledna hodnota P <0,05, potom je mozné akceptovat, Ze median rozdielov medzi parovymi

pozorovaniami je $tatisticky vyznamne odlisny od 0
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Obrazok 1. Bland-Altmanove grafy pre cely stibor, 136 merani

Horny graf — porovnanie meraného LDL-C (LDL-C dir) a LDL-C vypocitaného podla Friedewalda (LDL-C Fr).
Dolny graf — porovnanie meraného LDL-C a LDL-C vypocitaného podla Martina (LDL-C M).
Bodkovana ciara = Ciara dokonalej zhody metdd (rozdiel = 0). PIna hruba Ciara = priemer rozdielov.
Hrubé ciarkované ciary = hodnoty 1,96 SD na obe strany

rakter. Rozdiely v reliabilite oproti meranému LDL-C medzi
jednotlivymi sibormi je mozné vysvetlit dobre popisanou
variabilitou LDL-C Friedewald v zavislosti od vysky TAG a TC
(Martin etal.,, 2013, Nauck etal., 2002).

Hodnoty LDL-C Martin boli v 6 siboroch vyssie nez hod-
noty LDL-C Friedewald, v jednom subore boli hodnoty totoz-
né. To je v sulade so zisteniami pri merani LDL-C referen¢nou
metddou (Martin etal, 2013).

ZAVER

Nezistili sme systémové ovplyvnenie presnosti stano-
venia LDL-C podla Friedewald, ani LDL-C Martin, hypo- ani
hyperfunkciou stitnej zlazy.
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SUHRN

Nova metdda stanovenia apolipoproteinu B100 vy-
poctom podla Hwanga vyzaduje verifikaciu.

V analytickej observacnej prierezovej studii sme po-
rovnali merany ApoB (ApoBdir) s rovnicou na vypocet
ApoB autorov Hwang a kol. (ApoBHwang) na dvoch
vzajomne nezavislych suboroch dat, stubor Bratislava2,
n =163 a subor Thilisi, n =1519.

Korelaény koeficient zhody pre subor Bratislava2 bol
0,9624 (95 % C10,9501 az 0,9718). Rovnica Passing-Bablo-
kovej regresie bola nasledovna: y=0,0864 +0,923x,
pricom x=ApoBdir. Korelacny koeficient zhody pre
subor Thilisi bol 0,6370 (95% Cl 0,6094 az 0,6631).
Rovnica Passing-Bablokovej regresie pre tento subor:
y=0,173 +0,771x. Pre zavainé metodické nedostatky
suboru Thilisi vsak nie je mozné vysledky pre tento su-
bor vyhodnocovat.

Upravena rovnica podla Hwanga sa zda byt vhodna
pre odhad apolipoproteinu B v epidemioldgii a v klinic-
kej praxi.

Klucové slova: apolipoprotein B, imunoturbidimet-
rické meranie, stanovenie vypoctom, rovnica podla

Hwanga

ABSTRACT

Introduction: A new method for determination of
apolipoprotein B100 calculation according to Hwang re-
quires verification in various clinical situations. We eval-
uate an agreement between estimated apolipoprotein
B-100 concentration and apolipoprotein B-100 concen-
tration measured by immunoturbidimetric method.

Methods: This study was an analytical observation-
al cross sectional design. We compared the measured
ApoB (ApoBdir) with the equation according Hwang
et al (ApoBHwang). The study was conducted on two in-
terdependent sets of data. Bratislava2, n = 163 and Thili-
si, n=1519.

Results: Concordance correlation coefficient (CCC)
for dataset Bratislava (95 % CI 0,9501 to 0,9718). Pass-
ing-Bablok equationy = 0,0864 + 0,923x, for ApoBdir as x.
CCC for dataset Thilisi 0,6370 (95 % Cl 0,6094 to 0,6631).
Passing-Bablok equationy = 0,173 + 0,7+71x. However, it
is not possible to evaluate the results for this file for the
serious methodological deficiencies of the Thilisi file.

Conclusion: The modified equation by Hwang seems
to be suitable for use in clinical epidemiology and rou-
tine clinical practice.

Keywords: Apolipoprotein B, immunoturbidimetric
measurement, calculation, equation by Hwang
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Dokazy o tom, Ze stanovenie apolipoproteinu B100
(ApoB) ma pri odhade kardiovaskularneho rizika porovna-
telnt az vys$siu vypovedni hodnotu ako LDL-cholesterol a/
alebonon-HDL cholesterol, neustale pribudaju(Pencina
etal., 2015, Sandhu etal, 2016, Sniderman etal,,
2016). ApoB sa v novych verziach pokynov stava suéastou
liecebnych ciefov (Catapano etal, 2016, Ference
etal, 2017, Garber etal, 2017). Obcas je mu dokon-
ca ako primarnemu cielu liecby predpovedana lepsia bu-
ddcnost nez LDL-cholesterolu: ,Hodnoty a preferencie.
PretoZe lekari su najviac oboznameni s LDL-C, nadalej
odporucame jeho pouzitie ako primarneho ciela, ale v bu-
ducnosti o¢akavame posun k prednostnému pouzivaniu
inych ako napriklad non-HDL-C alebo apoB“(Anderson
et al., 2016). Napriek tomu je ApoB v klinickej praxi, aj
na Slovensku, iba zriedkavo merany spolu so Standardny-
mi lipidmi pri hodnoteni dyslipidémie.

Rovnako ako poznatky o klinickom vyzname, aj po-
znatky o mozZnych metddach stanovenia ApoB intenziv-
ne pribudaju. V ostatnych 6 rokoch bolo publikovanych
a overovanych niekolko rovnic na vypocet ApoB zo Stan-
dardnych lipidov. Z nich najvalidnejSia podla naSich pre-
doslych zisteni bola rovnica podfa Hwanga (Gasko,
2015, Hwang etal, 2012, Hwang etal., 2017), v na-
Sej modifikacii (Gasko etal., 2017).

Cielom tejto prace bolo validacia stanovenia ApoB
Hwangovou rovnicou v nasej modifikacii na dalSich dvoch
nezavislych suboroch.

Subory pacientov

Subor Bratislava 2 (upresnenie Cislicou 2 pre zabrane-
nie omylu; jedna sa o iny subor nez subor Bratislava v na-
Sej predoslej praci Gasko etal., 2017)

Subor tvorilo 51 dobrovolnych darcov krvi a 112 pa-
cientov zo vSeobecnej ambulancie v rdmci preventivnej
prehliadky, spolu 163 probandov. Cely subor pozostaval
zo 63 zien (38,7 %) a 100 muzov (61,3 %). Ich vek sa po-
chyboval v rozmedzi 21-74 rokov (priemerny vek 45,9 ro-
kov). Odbery krvi rano nalac¢no, analyza krvnych vzoriek
sa uskutocnila v priebehu jula 2014 aZ decembra 2014
na Oddeleni klinickej biochémie a hematolégie Nemocni-
ce svatého Michala v Bratislave (OKBH NsM).

Biologicky material bol analyzovany prostrednictvom
pristroja Olympus AU400. Pouzité boli fotometrické aimu-

noturbidimetrické metddy. Na stanovenie lipidovych para-

metrov boli pouZzité reagencie firmy Randox. Podrobnejsi
popis suboru a metdd je v uvedeny praci (Kulichova,
Netriova, 2017).

Subor Thilisi

Subor tvorilo 1519 Gruzincov kaukazského pdvodu,
ktori boli vySetreni v National Institute of Endocrinology
(Thilisi State University Affiliated Clinic) a ,Medicore” Ltd.
(Thilisi State Medical University Affiliated Clinic) v rokoch
2012-2013. Boli to muZi a netehotné Zeny vo veku medzi
18 az 80 rokov (653 Zien, 866 muzov). Daléimi exklGznymi
kritériami bol diabetes mellitus a/alebo hodnota glukdzy
nala¢no =7 mmol/L a/alebo postprandialne >11.1 mmol/L.

ApoB bol merany imunoturbidimetrickym setom Ro-
che na analyzatore Roche/Hitachi C311. Ostatné lipidové
parametre boli merané diagnostickymi setmi firmy HU-
MAN Diagnostics (Nemecko) na analyzatore HUMALYZER
2000. Podrobny popis suboru a metdd je v uvedeny praci
(Makaridze et al., 2014). Z pévodného suboru 1522
pacientov boli vyltiéené 3 vzorky s extrémnymi hodnotami

TAG viac nez 5,5 mmol/L.

METODY

Porovnali sme merany ApoB (ApoB) s rovnicou na vy-
pocet ApoB autorov Hwang a spol (Hwang etal., 2012;
ApoBHwang) v nasej Uprave (Gasko etal., 2017).

Rovnica Hwang je vlastne sustavou 2 rovnic, ktoré po-
uZivaju na vypocet ApoB namerané hodnoty celkového
cholesterolu (TC), triacylglycerolov (TAG) a HDL-choleste-
rolu (HDL).

Modifikované rovnice Hwang (ApoB Hwangkorig)
maju takyto tvar:
ApoB (g/L) = ((25,1TC — 22,8HDL + 0,88TG))/100 +
K, ak TAG<=3,05 mmol/L
ApoB (g/L) = ((25,6+22,4TC—14,7HDL-5,3TG))/100 +
K, ak TAG>3,05 mmol/L

Konstanta K sa ziskava v kazdom laboratériu individu-
alne kalibrovanim po porovnani 20 nameranych a vypoci-
tanych ApoB.

Porovndvanie dvoch metdd stanovenia bolo vykonané
metddou podla Passinga a Babloka,svykreslenim
95%-nych intervalov spolahlivosti (konfiden¢nych interva-
lov Cl) pre regresnu priamku (Mikulecky, 2004). Ako
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dalsi spésob vyhodnocovania bol zvoleny Lin-ov korelac-
ny koeficient zhody (concordance correlation coefficient,
CCC; Lin, 1989). Podla nasich vedomosti tento spdsob
vyhodnocovania bol doteraz v slovenskom pisomnictve
pouzity ibaraz (GasSko etal., 2015), a to napriek tomu,
Ze pri Studiach porovnavajucich dve metddy ma podstat-
ne vyssSiu vypovednu hodnotu nez bezne pouZivany Pear-
sonov korelacny koeficient (King, Chinchilli, 2001).
CCC pc obsahuje meranie presnosti (precison) p a meranie
spravnosti (accuracy) Ch. Pismeno p (grécke pismeno ro;
r) je Pearsonov korelacny koeficient, ktory meria ako da-
leko je kazdé meranie vzdialené od priamky zhody, o je
miera presnosti. Cb je korekény faktor na bias, teda sys-
témova odchylka ktora vyjadruje, ako daleko je priamka
zhody odchylena od idedlnej priamky zhody, ktora precha-
dza nulovymi hodnotami osi x aj y a zviera s osou x uhol
45 stupniov. Pre vyhodnocovanie CCC navrhol McBride
(McBride etal, 2005) nasledovnu deskriptivnu stupni-
cu: hodnota pc < 0,90 znamena zly stupen zhody, 0,90 az
0,95 mierny stupen, 0,95 az 0,99 vyborny (v originale
substantial) stupen, > 0,99 takmer dokonaly. V realnych
podmienkach rutinnej laboratérnej prace sa u meraného
apolipoproteinu B medzilaboratdrne dosahuju hodnoty
0,90az0,95(Marcovina,Packard, 2006).

Vypocty a grafy boli vykonané v programe MedCalc
Statistical Software verzia 17.6 (MedCalc Software bvba,
Ostend, Belgicko).

VYSLEDKY

V tabulke 1 su uvedené zakladné charakteristiky me-
ranych a vypocitanych lipidovych a apolipoproteinovych
parametrov oboch suborov.

CCC pre subor Bratislava2 ma hodnotu 0,9624, o je
vyborny stupen zhody. CCC pre subor Thilisi ma hodnotu
0,6370, ¢o je zly stupen zhody.

Na obrdzku 1 je vykreslend Passing-Bablokova regre-
sia. Na obrazku 2 je vykresleny graf rezidui pre Passing-
-Bablokovu regresiu s rovnicou regresnej priamky. Na ob-
razku 3 je vykresleny horsky graf. VSetky 3 obrazky pre
subor Bratislava2.

Na obrazkoch 4, 5 a 6 su obdobne vykreslené grafy pre
subor Thilisi.

K obrazku 2 je pre subor Bratislava2 zostatkova sme-
rodajnd odchylka (residual standard deviation, RSD)=
0,05732, £+1.96 RSD interval —=0,1123 to 0,1123. Ku obraz-

Tabulka 1. Zakladné charakteristiky meranych a vypocitanych
lipidovych a apolipoproteinovych parametrov oboch siborov

pacientov
Stbor
Parameter
Bratislava2 Thilisi
n= 163 1519

Cholesterol 589+ 1,16 4,70+0,79
[mmol/L]
HDL-cholesterol 149 +037 1294025
[mmol/L]
Triacylglyceroly 1,77 +1,30 1,95 + 0,48
[mmol/L]
ApoB

1,19£0,33 081+0,34
[g/L]
ApoBHwangkorig 1,194 0,30 0,81+0,24
[g/L]
CCCApoByvs
ApoBHwangkorig 09624 06370
95% CI 0,9501az0,9718 0,6094 az 0,6631
konstanta K

0,041 0,092

[g/L]

Hodnoty st uvedené ako aritmeticky priemer + smerodajnd odchylka.

ku 5 je pre subor Thilisi RSD = 0,2024, + 1.96 RSD interval
—-0,3966 az +0,3966. Hodnoty RSD pre Bratislava2 su blizke
nule, pre Thilisi su vyssie.

Na horskych grafoch oboch suborov je jasne viditelny
podstatny rozdiel medzi subormi: Obidva subory maju
50. percentil na hodnote rozdielu medzi ApoB a Apo-
BHwangkorig 0 mmol/L, ¢o je spésobené korekciou pri-
danim kon$tanty K ku vzorcu. Av3ak rozptyl rozdielov,
vyjadreny hodnotami 10. a 90. percentilu, je v sibore Bra-
tislava2 velmi nizky, —0,11 mmol/L a +0,12 mmol/L, zatial
¢ovsubore Thilisi je vysoky,—0,30 mmol/La+0,29 mmol/L.
ESte vyraznejsi rozdiel je na urovni 5. a 95. percentilu,
v stbore Bratislava2 —0,12 mmol/L a +0,14 mmol/L, v su-
bore Thilisi 0,39 mmol/L a +0,50 mmol/L.

Pomocnou grafickou metédou, ktora umoznuje optic-
ky odhadnut proporcionalitu rozloZenia hodn6t meranych
lipidovych parametrov, je dvojrozmerny bodovy graf dvo-
jic parametrov.

Na obrazku 7 su dve trojice dvojrozmernych bodovych
grafov pre vzajomny vztah hodnét TC a HDL-C, TC a TAG,
HDL-C a TAG. V prvom stipci st hodnoty z celého stboru
Thilisi, n=1519. Na grafoch sa nejasne ¢rtaju dve krivky

s vy&gou hustotou bodov. V druhom stipci je vyrez, stibor
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Obrdzok 1. Subor Bratislava2, bodovy graf a vykreslenie Passing-

Bablokovej regresnej priamky pre porovnanie dvoch metod stanove-

nia ApoB [g/L], priamym meranim a vypoétom podla modifikovanej
Hwangovej rovnice

Bodkovand ciara = linia identity, hrubd pInd modrd ciara = regresnd
priamka, Ciarkované hnedé Ciary = 95 %-né konfidencné intervaly pre
regresnu priamku

Obrdzok 3. Subor Bratislava 2, horsky graf
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Obrdzok 5. Subor Thilisi, graf rezidui pre Passing-Bablokovu regresiu
s rovnicou regresnej priamky
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Obrdzok 2. Subor Bratislava2, graf rezidui pre Passing-Bablokovu
regresiu s rovnicou regresnej priamky
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Obradzok 4. Subor Thilisi, bodovy graf a vykreslenie Passing a Bablok-

ovej regresnej priamky pre porovnanie dvoch metéd stanovenia

ApoB [g/L], priamym meranim a vypoétom podla modifikovanej
Hwangovej rovnice

Bodkovand ciara = linia identity, hrubd pind Ciara = regresnd priamka,
Ciarkované ciary = 95%-né konfidencné intervaly pre regresnu priamku
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Obrdzok 6. Subor Thilisi, horsky graf.
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Obrdzok 7. Subor Thilisi, dvojrozmerné bodové grafy pre vzdjomny vztah hodnét TC a HDL-C, TC a TAG, HDL-C a TAG

V prvom stlpci st hodnoty z celého stboru, n = 1519. V druhom stipci je vyrez, centrovany na dva podozrivé itvary,
redukovany o okrajové hodnoty, n = 318

Thilisi redukovany o okrajové hodnoty, n = 318. Zviditelnili
sa dve krivky dvojic hodnét, ktoré nemo6zu mat prirodzeny
povod. Ide o priblizne 220 hodn6t, ktoré su vzadjomne zo-
skupené prilis rovhomerne na to, aby boli doveryhodné.
Tym padom je malo doveryhodny cely sibor, a nasledne,
podla principu GIGO (garbage in, garbage out) aj vypocet
ApoB.

Na obrazku 8 prezentujeme dvojice hodnot meraného
ApoB a lipidov. V grafoch je vykresleny vyrez pre hodnoty
TAG 1,5 az 1,7 mmol/L, n = 583.

Na obrazku 9 su krabicovymi grafmi znazornené roz-
sahy hodn6t meraného ApoB, ktoré sme overovali v tejto
apredoslej (Gasko etal., 2017) praci. Krabicové grafy su
konstruované tak, ze v krabici lezi 50 % hodn6t 2. a 3. kvar-
tilu, usecka v krabici predstavuje median hodn6t, vertikal-
ne Usecky nad a pod krabicou predstavuju vsetky hodno-

ty 1. a 4. kvartilu. Posledny obdlznik je, pre porovnanie,
zostrojeny z dostupnych uUdajov povodnej prace Hwanga
(Hwang etal, 2012) a predstavuje rovnako hodnoty 2.
a 3. kvartilu jeho validacného suboru. Cely rozsah hodnét
ApoB v sibore nebol uvedeny. Validacia stanovenia Apo-
BHwangkorig je platna pre rozsah 0,25 az 2,30 mmol/L.
Extrapolacia mimo tohto rozsahu je nepripustna.

DISKUSIA

Aké su dovody pre pouzivanie, a teda skimanie vali-
dity vypoctom stanovenych lipidovych parametrov (ale
vseobecne akychkolvek laboratérnych parametrov) ? Mo6-
Zzeme charakterizovat tri, vzajomne sa prelinajlce a viac
alebo menej suvisiace dovody:
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Obrdzok 8. Subor Thilisi, dvojrozmerné bodové grafy pre vzdjomny

1.

vztah hodnét meraného ApoB a TAG, TC a HDL-C

Vyrez pre hodnoty TAG 1,5 a7 1,7 mmol/L, n = 583

Neexistencia (dostato¢ne) presnej analytickej me-
tédy na stanovenie laboratérneho parametra,
pouZitelnej v rutinnej diagnostike. Prikladom je
parameter LDL cholesterol — v nasej klinickobio-
chemickej komunite prevlada opaény nazor, avSak
ani najnovsie sety na stanovenie LDL cholesterolu
nie sU dostato¢ne presné — vid jasné stanovisko

preventivnych kardioldgov v praci(Quispe etal.,
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Obrdzok 9. Krabicové grafy rozsahu hodnét meraného ApoB v stibo-
roch z tejto prdce a nasej predoslej prace (Gasko etal., 2011)

Poslednd krabica pre porovnanie zostrojend z dostupnych tdajov
z pbévodnej prdace Hwanga a spol (G a s k o, 2015)

2017), alebo studia potvrdzujica velmi vysoku mie-
ru variability pri merani LDL cholesterolu v sloven-
skych a ¢eskych laboratériach (Gasko etal.,2011)
— preto sa stdle vyuziva jeho stanovenie vypoctom.
Toto v3ak nie je pripad ApoB, ktorého analytika je
(uz) harmonizovanad (Clouet-Foraison etal,
2017).

2. Snaha o zniZovanie ndkladov na stanovenie labo-
ratérneho parametra. Kazdy vypocet je podstatne
lacnejsi ako akokolvek lacny merany parameter. To
sa vztahuje, aj v naSom zdravotnickom prostredi, aj
na ApoB.

3. Potreba, alebo niekedy mozZno iba akademicky za-
ujem, ziskania laboratérnych parametrov, pouzitel-
nych vreZime POCT (Pecoraro etal, 2017). Vy-
pocet ApoB je pouzitelny v rezime POCT (Bernat
a kol., 2011).

Ulohou porovnavania dvoch metdd stanovenia toho
istého analytu je urcit, ¢i vysledky ziskané novou metédou
su, v priemere, také isté ako vysledky ziskané inou, pres-
nou metddou. Porovnanie predstavuje skimanie klinickej
ekvivalencie tychto dvoch metéd (N oe, 2001). Klinicky
ekvivalentné metddy moézu byt navzidjom volne nahra-
dené. Nahradenie metddy za inu, s ktorou nie je klinicky
ekvivalentna, si vyZaduje stanovenie nového referencné-
ho intervalu pre merany (laboratérny) parameter a vyvoj
konverznej rovnice, ktord sa moze pouZit na porovnanie
vysledkov testov zo starého postupu s vysledkami testov

novou metddou. V praxi to znamena, Ze klinicka ekviva-
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lencia znamena dve veci: Ze vysledky oboch sp6sobov vy-
kazuju vysoky stupen suladu a Ze referenéné rozsahy pre
merany parameter, stanovené pomocou obidvoch metdd,
su v podstate identické.

Pri naSom predoslom overovani Hwangovej rovnice
na troch rozsiahlych, dobre klinicky definovanych subo-
roch pacientov, ktorych merania lipidovych parametrov
vykonali 3 r6zne rutinné laboratéria, vsetky pod Uspesnou
kontrolou EQA, sme zistili, Ze referencné rozsahy ApoB
Hwang sa mozu lisit od referen¢nych rozsahov ApoB me-
ranych v niektorych laboratériach, pricom vsak porovna-
nie oboch metdd vykazuje vysoky stupen suladu — vyjad-
reny pomocou CCC. Po dodani konstanty K ku rovnici sa
referencné rozsahy takmer zhodovali.

Pri terajSom overovani na dalSich dvoch suboroch,
z dalSich dvoch rutinnych laboratérii, sme u oboch do-
siahli priblizne rovnaky referenény rozsah ApoBHwangko-
rig a ApoB. V subore Bratislava2 bol zaroven dosiahnuty
aj velmi vysoky stupen suladu, hodnota CCC 0,9624 je do-
konca vyssia ako ktordkolvek z predoslych troch stiborov.

V subore Thilisi bola hodnota CCC 0,6370, ¢o je vel-
mi nepriaznivd hodnota, ktord spochybriuje vzajomnu
ekvivalenciu oboch metdd. Zistili sme vsak, ze ¢ast zdro-
jovych udajov troch lipidovych parametrov, priblizne 250
z celkovych 1519, Co je viac nez 16%, nie je prirodzeného
povodu. Produkcia a degradacia ApoB je natolko komplex-
na a zavisla od tolkych faktorov (Fisher et al.,, 2014),
Ze distribucia ktoru sme popisali, sa neméze v Ziadnom
subore konsekutivne, ani ndhodne vyberanych pacientov,
vyskytnut. V tejto praci nemame ambiciu tento sibor da-
lej skimat. Z porovnania dvoch metdd stanovenia apoli-
poproteinu B na tomto subore viak na zaklade uvedeného
zrejme nie je mozné robit Ziadne zavery.

Nase zistenia podporuju predoslé spravy o spolahli-
vosti ndhrady stanovenia ApoB meranim nami modifiko-

vanym vypoctom podla Hwanga.
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SUHRN

Karnozin je vdaka svojim réznorodym chemickym
a biologickym vlastnostiam vhodnym aditivom pri vyvoji
novych lieciv. Terapeuticky potencial tohto dipeptidu ako
vyzivového doplinku bol odrazovym mostikom pre usku-
tocnenie klinickych testov v terapii roznych ochoreni.
Tato biomolekula vykazuje ochrannu funkciu pri cukrov-
ke, aplikuje sa pri liecbe nadorov na mozgu ako antineo-
plastikum, spdja sa s liecbou neurologickych portch, ako
su Alzheimerova, Parkinsonova choroba alebo autizmus,
v neposlednom rade sa vyuZiva lokdlne vo forme krémov
kvéli jeho pozoruhodnym schopnostiam omladzovat
bunky. Dipeptid karnozin ma pleiotropné ucinky, ktoré
kladu velké naroky na vyskumnikov pri detekcii a tera-
peutickom vyuZiti tejto molekuly.

Klicové slova: karnozin; biologicka aktivita; analyza

ABSTRACT

Carnosine is a suitable additive in the development
of new drugs due to its diverse chemical and biological
properties. The therapeutic potential of this dipeptide as
a nutritional supplement was a stepping stone for carry-
ing out clinical trials in the treatment of various diseas-

es. This biomolecule exhibits protective function in dia-

betes, is applied in the treatment of brain tumors as an
antineoplastic agent, is associated with the treatment of
neurological disorders such as Alzheimer’s, Parkinson’s
disease or autism, and used locally in the form of creams
because it has remarkable cell rejuvenation capabilities.
The dipeptide carnosine has pleiotropic effects, that im-
poses great challenges to the researchers in detection
and therapeutic utilizing of this molecule.

Keywords: carnosine; biological activity; analysis

uvoD

V sucasnosti je velky dopyt po novych vyZivovych
doplnkoch, ktoré su distribuované na nas trh viacerymi
farmaceutickymi spolo¢nostami. Su to predovsetkym pri-
pravky s vyznamnym obsahom bioaktivnych latok (vitami-
ny, mineraly, stopové prvky, aminokyseliny, antioxidanty
alebo Specifické mastné kyseliny). Najzndmejsimi a zaro-
ven aj najpredavanejsimi pridavnymi latkami su vitamin C,
ginko, zinok, a taktiez karnozin.

Karnozin bol objaveny v roku 1900 ako nebielkovino-
va, dusik obsahujuca zlozka masa. Ide o latku telu vlast-
nu, ktora sa v najvaéSom mnozstve tvori v svalstve, mozgu
a srdci. U vacsiny zvierat sa tvoria aj jeho metylované de-
rivaty, anserin alebo balenin (Boldyrev a kol., 2013).

Tieto a mnohé dalsSie derivaty zaradujeme do skupiny
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histidinové dipeptidy vykazujice bohaté biologické vlast-
nosti. Na uUrovni organel a tkaniv maju silny a Specificky
antioxidacny ucinok (Quinn a kol., 1992). Terapeuticky
potencidl karnozinu ako vyzivového doplnku bol odrazo-
vym mostikom pre uskutocnenie klinickych testov v tera-

pii roznych ochoreni.

Karnozin a jeho derivaty

Karnozin je prekurzorom skupiny analégov prirodze-
ne sa vyskytujucich v organizme. Ide o dipeptid zloZeny
z B-alaninu a L-histidinu. Jeho najbeZnejsie analdgy su me-
tylované, anserin a balenin, v $trukture ktorych je imidazo-
lovy kruh L-histidinu substituovany metylovou skupinou.
Dalsi karnozinovy analég je homokarnozin, v molekule
ktorého je B-alanin nahradeny kyselinou y-aminomaslo-
vou (GABA). Znadmy je tieZ acetylkarnozin, u ktorého je
acetylovana B-alaninovéd ¢ast karnozinu a karcinin, kde
je L-histidinovy zvySok nahradeny histaminom (Obrazok
¢. 1). V pripade neproteinovej dusikatej frakcie su karno-
zin a anserin dve najbohatsie zloZzky vo svalovom tkanive
stavovcov, a teda ajfudi (Boldyrev akol., 2013).

Biosyntéza a degraddcia karnozinu a jeho analégov
je enzymovo riadena. Syntéza karnozinu prebieha za pri-
tomnosti  karnozinsyntdzy. Karnozin-N-metyltransferaza

zodpoveda za vznik metylovanych analégov, anserinu

o H
N
HO \
Qs NH
T :
MNH3

=

a baleninu. Karnozin a jeho derivaty nie su degradované
beznymi dipeptidazami, ale ich metabolizmus prebieha
pomocou vlastnych hydrolytickych enzymov, karnozinaz.
Transport karnozinu cez bunkové membrany je zabezpe-
¢eny mnozstvom POT-transportérov (transportéry pepti-
dov zavislé od proténu) (Bellia akol., 2014).

Karnozin a jeho vyuZitie pri r6znych ochoreniach

Extrapolacia zvieracich ochoreni na cloveka

Vacsina vyskumov terapeutického potencidlu karno-
zinu sa uskutocnuje na zvieracich modeloch, najma na hlo-
davcoch. Vynimku tvoriobmedzeny pocet malych klinickych
pokusov, ktoré neboli samostatne potvrdené, ako napr.
v pripade pacientov s Parkinsonovou chorobou, schizofré-
niou, autistickou poruchou a zrakovou chorobou. Problé-
mom vsak stdle ostdva aplikacia vysledkov klinickych tes-
tov na ludi. Obmedzenie vyplyva z nizkych hladin sérove;j
aktivity karnozindzy u hlodavcov v porovnani s vysokou
hladinou aktivity karnozindzy u ludi. Metabolicka nestabi-
lita v ludskom sére spdsobena pritomnostou karnozinazy
vyvolala velky zaujem o dizajn a chemicki syntézu novych
karnozinovych derivatov, ako aj o vyskum terapeutického
potencialu prirodnych derivatov karnozinu, ako je anserin.
Tieto zlu€eniny st odolnejSie voci karnozinaze tym, Ze udr-

Zuju, a dokonca zlepsuju ucinky povodnej zluceniny, ako
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Obrdzok é. 1. Struktiry karnozinu (1), anserinu (2), baleninu (3), homokarnozinu (4),

acetylkarnozinu (5) a karcininu (6)
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napr. antioxida¢nu a chelaént schopnost alebo aktivitu
s reaktivnymi formami uhlika (Boldyreva kol., 2013).

Diabetes mellitus

Rastlci pocet dokazov naznacCuje ochrannu funkciu
karnozinu voci cukrovke. Tato funkcia vyplyva zo schop-
nosti ovplyvnit glykemicku hladinu a zabranit diabetickym
komplikaciam, ako je nefropatia a oftalmopatia. Aktivita
karnozinu na diabetickych zvieracich modeloch bol prvy-
krat publikovany Le e om a kol. (2005) s pouzitim Balb/
cA (kmene inbrednych mysi) (Bis p o a kol., 2006). Pero-
ralnou aplikaciou karnozinu pocas Styroch tyzdriov doslo
k zniZeniu hladiny glukdzy a fibronektinu v plazme, k zvy-
Seniu hladiny inzulinu a k zniZeniu oxida¢ného poskodenia
(Le e akol.,2005). Schopnost karnozinu kontrolovat hladi-
ny glukdzy v krvi bola dékladne preskimand Nagaiom
a kol., ktori navrhli, Ze takyto ucinok nastava vdaka schop-
nosti karnozinu, ktory je zdrojom histaminu po dekarbo-
xylacii histidinu, regulovat autonémnu latku nervového
systému prostrednictvom H3-receptora. Presnejsie, tento
dipeptid zniZuje neurdnovu aktivitu sympatickych nervov
a umoziuje tak zvySovat aktivitu parasympatickych ner-
vov. Touto aktivitou dochdadza k zvySovaniu sekrécie inzu-
linu a potlaceniu sekrécie glukagdnu z pankreasu, ¢o vedie
k hypoglykemickému tcinku (Nagai akol., 2003).

Je zndme, Ze karnozin je Gc¢inny v inhibicii vyvoja dia-
betickych komplikacii, vratane oftalmopatie a nefropatie.
Jeho ucinkom sa redukuje diabetickd nefropatia a docha-
dza najma k znizeniu glomeruldrnej apoptdzy. Taktiez sa
zistilo, Ze karnozin zlepSuje diabetické neuropatie, najma
abnormalne senzorické vnimanie. Zakladny mechanizmus
bol ¢iastoéne zamerany na jeho schopnost zvratit glykacie
proteinov za inhibicie tvorby koncovych produktov pokro-
Cilej glykacie (AGE) (Boldyrev akol., 2013).

Ischemické-reperfuzne poskodenie

Od roku 1990 niekolko in vivo $tudii uvadza schopnost
karnozinu znizit ischemické-reperfuzne (I/R) poskodenia
na roznych modeloch zvierat a orgdnov, vratane mozgu,
pecene, obli¢iek a semennikov. Ako prva bola pozorova-
na efektivna redukcia mortality u potkanov s ischémiou.
Odévodnenim poutZitia karnozinu ako ochranného cinidla
pri I/R poskodeniach na zvieracich modeloch, bola jeho
antioxida¢nd aktivita, kedZe oxidaény stres indukovany I/R
je zapojeny do poskodenia buniek.

Takyto raciondlny pristup bol potvrdeny niekolkymi

studiami, ktoré dokazuju, Ze ochrana poskytnuta karnozi-

nom proti I/R poskodeniu tkaniva je paralelnd so znizenim
tkanivového oxida¢ného poskodenia a so schopnostou
regeneracie enzymovych a neenzymovych antioxidantov
(Boldyrev akol., 2013).

Okrem antioxidacného ucinku boli navrhnuté dalsie
moznosti k vysvetleniu antiischemickej aktivity karnozinu.
Jednou z nich je aktivacia H3-receptorov a nasledny inhi-
bi¢ny Gcinok na nervovu aktivitu rendlneho sympatického
nervu. Takyto histaminom sprostredkovany mechanizmus
je podloZzeny chybajucou aktivity N-acetylkarnozinu (de-
rivat karnozinu stabilny voci karnozinazam) a potlacenim
aktivity karnozinu H3-antagonistickym tioperamidom
(Fujii akol., 2005).

Rakovina

V slcasnosti vyvolalo velky zaujem pouZit karno-
zin aj ako antineoplastikum, najma na liecbu malignych
Hipkiss, 2012). Prva

sprava o antineoplastickom ucinku bola opisana v roku

nadorov mozgu (Gaunitz,

1986 Nagaiom a Sudom, ktori zistili, Ze liecba
karnozinom (50 mg/kg na den) inhibovala rast nadoru
a mortalitu u mysi. O desat rokov neskér, Holliday
a McFarland (1996) uviedli, Ze fudské fibroblasty rast-
li za pritomnosti karnozinu normalne, kym rast neoplastic-
kych bunkovych linii bol selektivne inhibovany. Nasledne
bola navrhnuta prva hypotéza o mechanizme jeho ucinku,
ktora je zaloZena na schopnosti karnozinu eliminovat me-
dziprodukty glykolyzy (glyceraldehydfosfat a dihydroxya-
cetonfosfat), a tak zniZit tvorbu adenozintrifosfatu (ATP).
Takyto mechanizmus suhlasi s metabolickymi rozdielmi
tychto dvoch bunkovych typov (Warburgov efekt). Vacsina
nadorovych buniek je predovsetkym glykolyticka, zatial ¢o
v diferencovanych fibroblastoch je syntéza ATP prevazne
aerébna, mitochondridlna. Cartwright akol. (2012)
dokazali, ze kym su kvasinkové bunky pre ziskanie energie
zavislé na glykolyze, L-karnozin spomaluje ich rast a zvy-
Suje zanik buniek, ale v pripade oxidacnej fosforylacie sa
stavaju odolnymi vodi inhibicnym u¢inkom L-karnozinu
(Boldyrev akol., 2013).

Neurologické poruchy

Alzheimerova choroba

Koncom devatdesiatych rokov 20. storocia bol prvykrat
navrhnuty mozny ochranny u¢inok karnozinu v suvislosti
s Alzheimerovou chorobou (AD). Studie in vitro preuka-
zali schopnost tohto dipeptidu inhibovat na jednej strane

B-amyloidnu polymerizaciu a na druhej strane bunkovu
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toxicitu. Preston a kol. uviedli, Ze karnozin poskytuje istu
ochranu proti ucinku neurotoxin-amyloidného peptidu
(A B25-35) na cievnych endotelovych bunkach mozgu pot-
kana. Bunkovy ochranny ucinok karnozinu proti B-amylo-
idmi sprostredkovanej toxicite bol potvrdeny aj v pripade
inych bunkovych modelov (Preston akol., 1998).

Iba niekolko in vivo studii bolo doteraz publikovanych
o ucinku karnozinu na zvieracich modeloch s AD. Niekto-
ré podporné dokazy u ludi pochddzaju z metabolomickej
Studie skriningu zmien volnych koncentracii aminokyse-
lin a dipeptidov u pacientov s AD v porovnani s kontrol-
nymi skupinami. Zistilo sa, Ze hladiny karnozinu boli vy-
razne nizSie v plazme pacientovs AD (Fonteh a kol.,
2007).

V pripade mechanizmu terapeutického ucinku kar-
nozinu pri AD, karnozin-histidin-histaminova draha bola
vylucena pouzitim antagonistov histaminovych recep-
torov a inhibitorov histidindekarboxyldzy. Podobne, an-
tioxida¢nd aktivita karnozinu je nepravdepodobna, ke-
dZe B-amyloidom indukované bunkové poskodenie nie
je vyvolané generovanim reaktivnej formy kyslika (RFK).
Ostatné hypotézy boli navrhnuté s ohladom na antigly-
ka¢nu aktivitu, aéast na regulacii uvolfiovania glutamatu
a prenose N-metyl-D-aspartatovych receptorov. Studie
in vitro a in vivo tiez naznacuju, Ze mozny mechanizmus
neuroprotekcie karnozinom je sprostredkovany jeho che-
lacnou aktivitou (Hipkiss, 2007). Pri AD bola potvrde-
na zvysena koncentracia zinku. Zistilo sa, ze Zn(ll) méze
indukovat agregaciu a oligomerizaciu B-amyloidov, a tak-
tiez aj bunkovu toxicitu. Cytoprotektivny ucinok bol po-
tvrdeny StudiouHorninga akol. (2000), ktori zistili, ze
fyziologicky relevantné koncentrdcie karnozinu poskytuju
ochranny ucinok proti toxicite vyvolanej zinkom a medou
v kultivovanych neurénoch (Boldyrev akol., 2013).

Parkinsonova choroba

Aplikacia neuropeptidu, karnozinu ako doplnku pri
liecbe Parkinsonovej choroby vyustilo k znaénému zlepse-
niu neurologickych symptomov (Fujii a kol., 2005). Zis-
tilo sa, Zze karnozin inhibuje oligomerizaciu a-synukleinu
v modelovych systémoch a potlaca niektoré zmeny v zvie-
racich modeloch s Parkinsonovou chorobou. V klinickej
studii Boldyrev a kol. potvrdili, Ze pri liecbe karnozinom
(1,5 g/den) v kombinacii s L-DOPA sa pacientom vyrazne
zlepsili neurologické priznaky, zniZila sa stuhnutost a zvy-
Sila pohyblivost koncatin (Gaunitz, Hipkiss, 2012).

Na biochemickej Urovni doslo k poklesu proteinovych kar-

bonylov v krvnej plazme a pozoroval sa narast superoxid-
dismutazy (SOD) (Boldyrev akol., 2013).

Autizmus

Dalsou klinickou $tudiou Gcinku karnozinu na neu-
rologické poruchy bol placebom kontrolovany vyskum
u 31 deti s autizmom. Po O6smich tyZzdnoch liecby karno-
zinom (800 mg/den) deti prejavili Statisticky vyznamné
zlepsenie na Gilliamovej autistickej stupnici a aj v teste Re-
ceptive One-Word Picture Vocabulary. Zaujimavostou je,
Ze metabolomicka studia potvrdila pokles hladiny karnozi-
nu, alaninu a L-histidinu v moci deti (Min g a kol., 2012).

Schizofrénia

Biologicky ucinok karnozinu (2 g denne pocas 3 me-
siacov) bol tiez monitorovany u dospelych pacientov
s chronickou schizofréniou. Zistilo sa, Ze karnozin zlepsuje
niektoré kognitivne testy, napr. test strategického zistova-
nia ciela. Z vysledkov studii vyplyva, Ze karnozin si zaslu-
Zi dalsie klinické posudenie ako doplnok liecby pri tomto
type ochorenia (Chengappa a kol, 2012). Mierne
pozitivne Gcinky liecby karnozinom (1,5 g denne pocas
12 tyzdnov) na kognitivne funkcie boli tiez sledované po-
Cas Studie s Ucastou veteranov z vojny v Perzskom zélive
postihnutych kognitivnou dysfunkciou oznacovanou ako
syndrém Perzského zalivu (Baraniuk akol., 2013).

Oftalmopatia

Je zndme, Ze karnozin pozitivne ovplyvnuje niektoré
o¢né choroby suvisiace s vekom, a tiez s cukrovkou. Stu-
die in vitro potvrdili schopnost karnozinu inhibovat me-
tylglyoxalom indukovanu agregaciu a-krystalinu, ako aj
disagregaciu glykovaného o-krystalinu. Dal$im Gcinkom
karnozinu je zvy$enie mobility peptidového retazca, kto-
ré vedie k rozlozeniu glykovaného proteinu (Seidler
a kol., 2004).

U¢inok N-acetylkarnozinu bol tudovany aj pri katarak-
te oka. Topicka aplikacia N-acetylkarnozinu do oka Udajne
viedla k lepsej akumuldcii karnozinu v porovnani s jeho
priamou aplikdciou. U dobrovolnikov so senilnym kata-
raktom po liecbe s N-acetylkarnozinom bolo preukazané
vizudlne zlepsenie oka, a predovsetkym zlepsenie zrakovej

ostrosti a citlivostinasvetlo(Babizhayev akol., 2002).

Starnutie
Karnozin je latka s ucinkom proti starnutiu, kto-

ra ovplyviuje Siroku skalu procesov a funkcii suvisia-
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Tabulka ¢. 1. Mozné protistarnuce tcinky karnozinu

Dokazané vlastnosti karnozinu H

Mozné protistarnuce ucinky

Poméha udrziavat dlzku telomér

UdrZiava funkciu/integritu DNA

Vlychytéva RFK a RNS

Potlaca makromolekularnu modifikaciu/dysfunkciu

Vychytéva reaktivne karbonylové druhy

Spomaluje syntézu proteinov (vratane aberantnych foriem)

Inhibuje iniciacny faktor fosforylacie

Znizuje hladinu toxickych metabolitov

Inhibuje glykolyzu

Znizuje hladinu RFK

Stimuluje mitochondridlnu aktivitu

Redukuje hladinu aberantnych polypeptidov

Aktivuje proteolyzu

Udrzuje bunkovu Zivotaschopnost

Obnovuje senescentné bunky

Redukuje tvorbu nadoru

Inhibuje rast transformovanych buniek

Znizuje tvorbu metylglyoxalu

cich s vekom (Tabulka 1). V roku 1994 McFarland
a Holliday (1999) prvykrat opisali schopnost karno-
zinu predfZit maximalnu bunkovu deliacu kapacitu kulti-
vovanych ludskych fibroblastov transformaciou senes-
centnych buniek na juvenilné fenotypy. O niekolko rokov
neskor sa potvrdili tieto Udaje aj s pridanim karnozinu
do fibroblastového média za sic¢asnej zmeny ich fenotypu
zo senescentného na juvenilny a rovnako dokazali, ze ten-
to ucinok bol potlaceny po odstraneni peptidu (Mc F ar-
land, Holliday, 1999).

Niektoré studie pripisuju ucinok karnozinu proti star-
nutiu jeho antioxida¢nej aktivite, alebo jeho schopnosti za-
branit karbonylacii proteinov a modulovat degradaciu sta-
rych proteinov (Hipkiss akol., 2016;Hipkiss akol.,
2009; Hip kissakol., 2006).

Moznosti stanovenia karnozinu

Pritomnost karnozinu a anserinu v masovych vyrob-
koch, vo vzorkdach mocu a v biologickych materialoch
mozno stanovit réznymi metddami, ako napriklad
prostrednictvom kapilarnej elektroforézy s UV detek
ciou (Huang a kol.,, 2006; Huang a kol.,, 2007;
Zinellu a kol., 2011), laserom indukovanou fluores-
cenciou (LIF) (Huang akol., 2005), detekciou elektro-
sprejovou hmotnostnou spektrometriou (Stanova
a kol., 2011) a mikrocipovou elektroforézou s chemi-
luminiscencnou detekciou (Z h a o a kol., 2009).

Najviac vyuzivanymi spdsobmi stanovenia histidino-

vych dipeptidov pritomnych v masovych vyrobkoch, bio-

logickych materidloch su chromatografické metody. Naj-
CastejsSie pouZivanou analyzou histidinovych dipeptidov je
vysoko ucinna kvapalinova chromatografia (HPLC). Medzi
takéto techniky patri:

a) HPLCsUV/VIS(Kantha akol., 2000) alebo fluo-
rescenénou detekciou (Hu an g a kol., 2005),

b) HPLC-HILIC (hydrofilnd interakéna chromatografia)
(Mora akol., 2007),

c) nova metdda HPLC-RP (gradientova reverzna faza)
(Khalikova akol., 2014),

d) HPLC-ESI-MS (reverznd faza s pouZitim elektro-
sprejovej ionizacnej hmotnostnej spektrometrie)
(Szterk akol., 2014),

e) vysokovykonnd anidn-vymennd chromatografia
(HPAEC) s integrovanou amperometrickou detek-
cioupulzov(Nardiello akol., 2014)

f) miceldrna kvapalinovd chromatografia (MLC) s UV
detekciou (Gil-Agusti akol., 2008).

ZAVER

Karnozin a jeho derivaty, ktoré sa prirodzene vysky-
tuju v organizme zvierat a ludi, maju zaujimavy farmako-
terapeuticky potencial. Vdaka tomu sa vyuziva pri liecbe
réznych ochoreni. V tomto ¢lanku boli opisané poznatky
o jeho bioaktivite pri terapii cukrovky, neurologickych
ochoreniach, rakovine a dalSich. BlizSie bol popisany aj

ucinok proti starnutiu a moznosti jeho mechanizmu ucin-
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ku.

Diagnostika réznych ochoreni, stidium moznosti ana-

lyzy a identifikacie novych biomolekul je motivaciou pre

vyvoj dalSieho vyskumu biologicky aktivnych latok.
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SUHRN

Mitochondrie su bunkové organely nevyhnutné pre
zivot, ktoré su hlavnymi producentmi energie v organiz-
me. Velké mnozstvo studii poukazuje na to, Ze mitochon-
drie nie su len statické, pasivne bunkové organely pro-
dukujice energiu vo forme adenozin 5’-trifosfatu (ATP),
ale zZe interaguju s meniacim sa bunkovym prostredim
a stresom. Mitochondrialna dysfunkcia sa podiela na pa-
tofyziologii roznych ochoreni akymi su napriklad neuro-
degenerativne ochorenia, vratane Alzheimerovej choro-
by a Parkinsonovej choroby, metabolické poruchy, ako
je diabetes a obezita, rakovina, a dokonca aj na normal-
nom bunkovom starnuti. Mitochondrie zohravaju kltuco-
vu ulohu v bunkovej bioenergetike a apoptodze, a reakcie
prebiehajice v mitochondriach si vyznamnym zdrojom
reaktivnych foriem kyslika. Periférna krv poskytuje I'ah-
ko dostupny zdroj primarnych ludskych buniek, konkrét-
ne mononuklearnych buniek periférnej krvi (peripheral
blood mononuclear cells—PBMC) a krvnych dosticiek
(platelets—PLT), ktoré mozu byt pouzité ako senzitivny
biomarker, odrazZajuci systémové zmeny v organizme
v zdravi aj v chorobe. Mononuklearne bunky periférne;j
krvi a krvné dosticky predstavuju vyznamné bunkové

modely pre stanovenie mitochondridlnej respiracnej

funkcie a dysfunkcie ziskané minimalne invazivhym pri-
stupom v porovnani s tkanivovymi biopsiami.
Klicové slova: mitochondria; krvné bunky; mito-

chondridlna respiracia

ABSTRACT

Mitochondria are cellular organelles essential for
life, which are considered to be the major energy pro-
ducers in the body. A large number of studies suggest
that mitochondria are not simply static, passive organ-
elles producing energy in the form of adenosine 5’-tri-
phosphate (ATP), but that they perceive and respond to
changing cellular environment and stress. Mitochondrial
dysfunction is involved in the pathophysiology of various
diseases such as neurodegenerative diseases, including
Alzheimer’s disease and Parkinson’s disease, metabol-
ic disorders such as diabetes and obesity, cancer, and
even in cell aging. Mitochondria play a key role in cellu-
lar bioenergetics and apoptosis and are also producers
of reactive oxygen species. Peripheral blood provides an
easily accessible source of primary human cells, namely
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and plate-
lets (PLT), which can be used as a sensitive biomarker,
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reflecting systemic changes in the body in health and dis-
ease. Peripheral blood mononuclear cells and platelets
represent important models determining mitochondrial
respiratory function and dysfunction offering a minimally
invasive approach compared to tissue biopsies.
Keywords: mitochondrion; blood cells; mitochondri-

al respiration

uvoD

Zaujem o mitochondrie ako také a zdroven o mito-
chondridlne respiracné funkcie sa neustale zvysuje vzhla-
dom na ich vyznam vo fyzioldgii a patofyzioldgii celého
organizmu. Mitochondrie su semi-autondmne organe-
ly, s rozhodujicou ulohou pri tvorbe energie v bunkach.
Okrem bunkovej bioenergetiky vsak zohravaju velmi
dolezitu ulohu aj pri apoptdze a tym, Ze su vyznamnymi
producentmi reaktivnych foriem kyslika (ROS) zasahuju
do redoxnej rovnovahy. Dysfunkcie mitochondrii zohra-
vaju ustrednu Ulohu pri starnuti, v patofyzioldgii réznych
chordb, napr. pri degenerativnych ochoreniach alebo ra-
kovine. Napriek déleZitosti mitochondrii v fludskom zdravi
a chorobach neexistuju Ziadne schvalené lieky, ktoré by
sa zameriavali priamo na ovplyvnovanie funkcii mitochon-
drii (Wang a kol.,, 2016). Mitochondridlne ochorenia
predstavuju klinicky heterogénnu skupinu, su spajané
s dysfunkciou mitochondridlneho respiraéného retazca,
¢o moze byt spdsobené muticiou génov kédovanych bud’
nukledrnou DNA alebo mitochondridlnou DNA (mtDNA).
Zatial ¢o niektoré mitochondrialne ochorenia postihuju
len jeden orgdn napriklad oko pri Leberovej hereditarnej
optickej neuropatii (LHON), mnohé iné zasahuju viaceré
organové systémy a €asto sa vyskytuju s prominentnymi
neurologickymi a myopatickymi znakmi (Chinnery,
2000).

Mononuklearne bunky periférnej krvi
a krvné dosticky

Hodnotenie mitochondridlnej funkcie je dblezitym as-
pektom v patogenéze roznych ochoreni. Kvoli klinickej he-
terogenite je identifikdcia pacientov s mitochondridlnym
ochorenim a nasledné stanovenie diagndzy jednou z vy-
ziev v mitochondridlnej medicine (Ko e ne a kol., 2011).
A to je aj dévod dalSieho zavadzania roznych biologickych
vzoriek v oblasti mitochondridlneho vyskumu. Mononuk-

ledrne bunky periférnej krvi a krvné dosticky predstavuju

slubny material pre stanovenie mitochondridlnej respi-
racie (fyziologickych aj patologickych vzoriek), odrazajtci
systémové zmeny organizmu v zdravi aj v chorobe, a zaro-
ven ponukaju ovela menej invazivny pristup ziskania bu-
niek v porovnani napriklad s tkanivovymi biopsiami.

Mononukledrne bunky periférnej krvi (PBMC) pred-
stavuju heterogénnu populaciu buniek vratane monocy-
tov, lymfocytov (T- a B-bunky, NK bunky) a dendritickych
buniek, na rozdiel od relativne homogénnej populacie
krvnych dosticiek (PLT) (Cizmarova akol., 2017). Sle-
dovanie respiracie krvnych buniek sa v poslednom obdo-
bi dostava do popredia, jednak kvoli tomu, Zze odber krvi
predstavuje jeden z menej invazivnych pristupov odberu
vzorky, a zarovenl zmeny respirdcie krvnych buniek maju
potencial stat sa citlivym markerom mitochondridlnej dys-
funkcie v Sirokom spektre patologickych stavov.

Respiracia krvnych buniek v patogenéze chorob

Karabatsiakis akol. (2014) savo svojej studii ve-
noval porovnaniu zakladnych respira¢nych funkcii PBMC
v skupine depresivnych [udi oproti kontrolnej skupine.
Depresia sa vyznacuje nedostatkom energie, problémami
s koncentraciou a Unavou. V skupine pacientov s diagnos-
tikovanou depresiou boli preukdzané vyrazne nizsie res-
piracné funkcie mitochondrii v porovnani s kontrolnou
skupinou. Depresivne symptomy tak mézu byt Ciastoéne
vysvetlené redukciou dostupnosti ATP nasledkom zhor-
seného fungovania mitochondrii (Karabatsiakis
a kol., 2014). Parker a kol. (1990) testovali aktivitu cy-
tochrém c oxidazy a inych komplexov dychacieho retazca
v mitochondriach krvnych dosticiek izolovanych od pacien-
tov s Alzheimerovou chorobou (AD). Pozorovali znizenu ak-
tivitu cytochrom c oxidazy v skupine pacientov s AD v po-
rovnani s kontrolnou skupinou. Aj v $tudii Mosconiho
a spol. (2011) boli na identifikaciu defektov cytochrom
¢ oxidazy u pacientov s Alzheimerovou chorobou pouzité
krvné dosticky (Mosconi akol., 2011).

Stidia Japiassu a kol (2011) poukazuje na to, 7e
mitochondridlna dysfunkcia monocytov koreluje s mor-
talitou nasledkom septického Soku. Podla ich vysledkov
mitochondriadlna dysfunkcia pritomna v imunitnych bun-
kach pacientov so septickym Sokom je charakterizovana
poklesom respiracie a je spojena so znizenou syntézou
ATP. Molekularny zaklad tohto fenotypu zahfia redukciu
aktivity F1Fo ATP syntazy, ktord pravdepodobne prispie-
va k energetickému zlyhaniu pocas sepsy (Japiassu
a kol., 2011).
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Vo svojej praci Li a kol. (2016) stanovili respiraciu
PBMC u pacientov s rannym Stadiom srdcového zlyha-
nia v porovnani s kontrolnou skupinou. Pozorovali signi-
fikantne znizené hodnoty respiracnych funkcii mito-
chondrii u pacientov so srdcovym zlyhanim. Pozorované
mitochondridlne funkcie korelovali so zdpalom a anti-
oxidacnou kapacitou v jednotlivych skupinach. Zaroven
aj kardiometabolické rizikové faktory, ako je prijem soli
a hypertenzia, suviseli s mitochondridlnymi respiracnymi
dysfunkciami, ¢o bolo dalej potvrdené experimentami
in vitro (Li a kol., 2016). Widlansky a kol. (2010)
zistili, Ze relativna mitochondrialna hyperpolarizacia spre-
vadza nizSiu mitochondridlnu hmotnost a v morfoldgii
mitochondrii cirkulujacich mononukledrnych krvnych bu-
niek ziskanych od pacientov s diabetes mellitus typu 2 su
v porovnani s nediabetickymi kontrolami vyznamné zme-
ny (Widlansky akol., 2010).

ZAVER

Oblast mitochondridlnej mediciny zaznamenala v po-
slednych rokoch rychly pokrok, ¢o by mohlo priniest mno-
ho prilezitosti preniest nové poznatky do klinickej medi-
ciny. Pocet patologickych stavov u fudi, ktoré sa spajaju
s mitochondridlnou dysfunkciou neustale narasta. Pocas
poslednych niekolkych rokov sa krvné bunky, ako si mo-
nonukledrne bunky periférnej krvi (PBMC) a krvné dos-
ticky, stali cielovymi modelmi vo vyskume mitochondrial-
nych funkcii v suvislosti s roznym typom patoldgii. Stale
vSak chybaju standardné operacné postupy pre stanovo-
vanie mitochondrialnej respiracie krvnych buniek. R6zno-
rodost pouzitych antikoagulancii, aplikacia roznych metéd
izolacie, skladovania a réznych respirac¢nych protokolov
znemoznuju porovnanie vysledkov na kvantitativnom za-
klade. Standardizacia metdd pre izolaciu a podmienky pre
respirometrické merania by poskytla zadklad pre porovna-
telnost vysledkov v translatnom vyskume.
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SUHRN

Najvacsou vyzvou na zaciatku proteomického vysku-
mu je separacia a precistenie proteinov. Afinitna chro-
matografia je metdda separacie bioorganickych latok
na zaklade vysokej Specifickej interakcie biologickych
makromolekul, ako su antigén a protilatka, enzym a sub-
strat, receptor a ligand alebo protein a nukleova kyse-
lina. Tato metdda vyuZiva naviazanie proteinov pros-
trednictvom reverzibilnej interakcie na Specificky ligand,
ktory je naviazany na pevny chromatograficky nosic. Ne-
naviazany, neSpecificky materidl sa vymyva a studované
proteiny su z pevnej fazy eluované zmenou podmienok
timivého roztoku. Zdokonalenie afinitnej chromatografie
umozni vyskumnikom ziskat mnoZstvo proteinov s vyso-
kou cistotou pre rozne analytické techniky. Moze sa apli-
kovat pre Eistenie histidinom znaéenych proteinov, priro-
dzenych kovy-viazucich proteinov a protilatok. Zvycajne
sa vyuziva v spojeni s hmotnostnou spektroskopiou.

Klacové slova: afinitna chromatografia; protein; pro-

teomika; purifikacia

ABSTRACT

The biggest challenge at the beginning of proteomic

research is protein separation and purification. Affinity

chromatography is a method of separating biochemical
mixture based on the highly specific interaction between
biological macromolecules such as antigen and antibody,
enzyme and substrate, receptor and ligand, or protein
and nucleic acid. The method utilizes protein binding
by reversible interactions with a specific ligand that is
bound to a solid chromatographic matrix. Unbound,
nonspecific material is washed out and the proteins
studied are eluted from the solid phase by changing the
buffer conditions. Improvement of affinity chromatogra-
phy will allow researchers to obtain a number of high
purity proteins for various analytical techniques. It can
be applied for purification of histidine-tagged proteins,
natural metal-binding proteins and antibodies and is
usually followed by mass spectroscopy.

Keywords: affinity chromatography; protein; pro-
teomics; purification

uvoD

Proteiny su vysokomolekulové Ilatky, ktoré patria
k zakladnym organickym zlucenindm Zivych sustav. Vac-
Sinu bunkovych funkcii plnia viazané v makromolekulo-
vych komplexoch, pricom rovnaky protein ¢asto partici-
puje v roznych komplexoch a vykazuje rozlicné funkcie
(Kostecka akol,2013; Jain etal., 2012).
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& Cielovy protein
@ Nespecificky protein

Ligand imobilizovany na
chromatografickej matrici

Obrdzok 1. Postup pri afinitnej purifikdcii.

Na cCistenie skimanych proteinov od dalSich proteinov
a inych komponentov vzoriek sa pouzivaju rézne purifikac-
né metddy. Najviac vyuZivanou je afinitnd chromatogra-
fia, tiez nazyvana afinitna purifikacia, zaloZzena na Specific-
kej interakcii medzi imobilizovanymi ligandmi a cielovymi
proteinmi. Schopnost tejto metddy selektivne viazat a Cis-
tit cielové komponenty je zaloZena na Specifickych, rever-
zibilnych interakciach pritomnych v mnohych biologickych
systémoch, ako je viazanie hormdnov na receptory alebo
protilatok na antigén (Walters, 1985; Puig et al,
2001; Wen-Chien, Kelvin, 2004; Hage, Ruhn,
2005; Thermofisher, n. d.).

Afinitnd chromatografia je typ kvapalinovej chroma-
tografie, kde jeden z parov interakcie je imobilizovany
na pevnom nosici, ako su agardézové guldcky alebo silika-
gélové Castice. Imobilizovana castica, nazyvana afinitny
ligand, pdsobi ako stacionarna faza. Druhd interaguju-
ca zlozka je aplikovana priamo do afinitnej koldny alebo
aplikovana v tlmivom roztoku, ktory umoini naviazanie
cielového proteinu na imobilizovany ligand. Nenaviaza-
né zlozky vzorky sa z koldny vymyju a zachyteny ciefovy
analyt sa uvolni v pritomnosti elu¢ného timivého roztoku
(Turkova, 1978, Walters, 1985, Hage, Ruhn,
2005; Hage etal., 2005).

Afinitnd purifikacia vSeobecne zahffia nasledujuce
kroky (Obrazok 1):

¢ inkubacia vzorky (napr. bunkovy lyzat, sérum) s chro-

matografickou matricou, ¢o umozni naviazanie cie-
fovych molekul vo vzorke na imobilizovany ligand;

e premytie nenaviazanych komponentov vzorky z no-

sica pouZzitim vhodnych tImivych roztokov;

¢ ellcia (disociacia) cielovej molekuly z imobilizova-

ného ligandu zmenou podmienok timivého rozto-
ku, ¢im sa zrusia vazobné interakcie.

V zavislosti od cielov, ktoré je potrebné dosiahnut pri
precisteni proteinov sa vyvinulo niekolko typov purifikac-
nych systémov. Medzi najbeznejsie patri purifikacia proti-
latok, imunoprecipitacia a ko-imunoprecipitacia, metdda
»pull-down”, imobilizovana kovy-viaZzuca afinitna chroma-
tografia, avidin-biotin systém a iné.

Imobilizovana kovy-viazuca afinitnd chromatografia
(Metal lon Affinity Chromatography—IMAC) predstavuje
relativne novu separa¢nu techniku vhodnu predovsetkym
na purifikaciu proteinov s prirodzene sa vyskytujicimi re-
ziduami histidinu na povrchu a pre rekombinantné pro-
teiny s vcélenenymi zvySkami histidinu alebo histidinovy-
mi zhlukmi (Wen-Chien, Kelvin, 2004). IMAC je

zaloZend na interakcii medzi Specifickym boénym retaz-
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com aminokyseliny (najcastejsie hexa-histidin) v protei-
noch a prechodnym kovovym iénom (Cu?*, Ni**, Zn?*, Co?*
a Fe%), ktory je imobilizovany na matrici.

V poslednej dobe sa IMAC vyuzZiva vo zvySenej miere
v oblasti predpripravy vzoriek na detekciu lieciv ako tet-
racykliny, chinolény, makrolidy, B-laktamy a aminoglyko-
zidy (Takeda etal., 2010) a biomarkerov v sére, moci
a tkanivach v kombinacii s hmotnostnou spektrometriou
v klinicko-biochemickej diagnostike ochoreni (Felix
etal, 2011; Wu et al., 2009).

Pull-down assay je in vitro metdda pouZivana na sta-
novenie fyzikdlnych interakcii medzi dvoma a viac prote-
inmi. Vychytdvany protein je znaceny a zachyteny na imo-
bilizovany afinitny ligand Specifickym volnym koncom, ¢im
vytvara zaklad pre purifikaciu inych proteinov, ktoré inte-
raguju s vychytdvanym proteinom. Zdroj vychytavaného
proteinu v tomto kroku zavisi od toho, ¢i bola konfirmova-
na predchdadzajica suspektnd interakcia protein-protein,
alebo bola identifikovana neznama interakcia. Pouziva sa
aj na konfirmdciu vyskytu protein-protein interakcii dete-
govanych inymi technikami (napr. ko-imunoprecipitacia)
a ako uvodna skriningova metdda pre identifikaciu pred-
tym neznamych protein-protein interakcii. Tato metdda
moéze odhalit kolko proteinov a akého druhu je pritom-
nych v in vivo komplexe v biologickych drahach. Zaroven
umozni bez dal$ej pripravy rychlo a citlivo analyzovat vel-
ki mnoZinu proteinov biochemického vyskumu bez dalsej
pripravy (Jain etal.,, 2012; Thermofisher, n. d.).

ZAVER

Metddy afinitnej chromatografie (t. ). afinitnej purifi-
kdcie) zvysuju rychlost a efektivitu proteinovej purifikacie
a simultanne poskytuju technologicku platformu na usku-
tocnenie pull-down alebo ko-purifikacie potencidlne via-
Zucich proteinov (Thermofisher, n. d.).

Afinitnd chromatografia bola od svojho objavenia apli-
kovana v mnohych aspektoch biologického vyskumu. Vyu-
Ziva sa na identifikaciu proteinov a interakcii protein-pro-
tein, ktoré hraju délezité ulohy v biologickych procesoch.
Prostrednictvom vyuZitia peptidovo-Specifického ligandu
mbZu byt efektivne separované aj peptidy (Lerman,
1953; Figeys etal, 2001; Wen-Chien, Kelvin
2004).

Dvojdimenzionalna elektroforéza (Two-dimensional

Gel Electrophoresis—2-DE), a tiez proteomika, ktora nie

je zaloZzena na dvojdimenzionalnej elektroforéze, vyuzi-
va benefity aplikacie afinitnej chromatografie. Pred pro-
teinovou separaciou pomocou 2-DE sa primarne vyuziva
afinitnd separdcia na zakoncentrovanie a Upravu vzorky.
Afinitnd purifikacia proteinovych komplexov nasledo-
vana identifikdciou proteinov pomocou hmotnostnej
spektrometrie sluzi ako nastroj tvorby mapovania inte-
rakcii protein-protein a bunkovej lokalizacie komplexov.
Objavenie interakcii medzi proteinmi umozZnia objasnit
ich funkcie a zmeny v interakcidch protein-protein mézu
poskytnit cenné informéacie o mechanizme ochoreni
(Wen-Chien,Kelvin,2004; Bonetta,2010).
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SUHRN

Genetické asociacné studie predstavuju zvlastny typ
genetického, v sticasnosti najma molekularno-genetické-
ho vyskumu, pri ktorom maju podstatnu tilohu matema-
ticko-Statistické metédy skiimania. Prezentujeme nase
skusenosti s vypoctom ROC kriviek a plochy pod krivkou
(AUC) v testovani dvoch polymorfizmov podla literatury
asociovanych s vytrvalostnym a rychlostnym profilom
(ACTN3 R577X (rs1815739); HIF1A P582S (rs11549465))
u dospelych aj detskych vykonnostnych Sportovcov.
Potvrdili sme v literatire popisované mozné rozdielne
vysledky, ziskané pri genetickych asociacnych studiach
vyhodnocovanim neparovym t-testom a ROC krivkami,
hlavne v hrani¢nych stavoch. ROC krivky a AUC pokla-
dame za vhodné statisticko-analytické inStrumenty (aj)
v tychto typoch vyskumu.

metddy, ROC krivka, plocha pod krivkou

ABSTRACT

Genetic association studies represent a special type
of genetic, currently mainly molecular genetic research
in which play an essential role mathematical-statistical

methods of investigation. We present our experience

with the calculation of receiver operator curves and area
under the curve for genotyping two polymorphisms pre-
viously associated with an endurance or speed profile
(ACTN3 R577X (rs1815739); HIF1A P582S (rs11549465))
in adult and children‘s performance athletes. We con-
firmed that the previously described, different results
may be obtained for genetic association studies in the
evaluation with the unpaired t-test and the ROC, espe-
cially in the borderline states. ROC’s and AUC deems ap-
propriate for statistical and analytical instruments even
in these types of research.

Keywords: genetic association studies, statistical
methods, receiver operator characteristic curve, area

under the curve

DEDIKACIA

,8. februdra 1865 Mendel precital pracu s ndzvom
Versuche liber Pflanzen-Hybriden (Pokusy s rastlinnymi
hybridmi) pred Naturforschender Verein (Prirodovednym
spolkom) v Brne. Posluchdcov bolo okolo Styridsat; nikto
nediskutoval. Na nasledujiucom stretnuti 8. marca Mendel
diskutoval interpretdciu svojich vysledkov a ich vyznam.
Nie je prilis odvdzne tvrdit, Ze tieto predndsky, ktoré boli
zdkladom vedy genetiky, a matematika a tedria pravde-
podobnosti nimi vstupili do studia dedicnosti, predstavuju
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pokrok vo vedomostiach v oblasti biologickych vied velko-
stou porovnatelny s tym o evoldcii prirodzenym vyberom.”
Uvodné vety prace (de Beer etal., 1964).

»~Matematika ma dlhu tradiciu v bioldgii a medicine,
pocnuc prdcou Gregora Mendela v genetike a pracou The-
odora Boveriho o podstate chromozémov.” Uvodna veta
prace (Castro etal., 2016).

»Najvyznamnejsim Mendelovym prinosom v bioldgii je
to, Ze ako prvy biolog zacal tvrdit, Ze popis genetického
chovania sa je v zdklade pravdepodobnostny, a Ze napriek
zloZitosti, ktord bioldgiu charakterizuje, pravdepodob-
nostny fenomén mozZno skutocne opisat s pozoruhodnou
presnostou.”(Bolf, Barta, 1988)

»~Mendelove zdkony boli znovuobjavené nezadvisle tro-
ma réznymi botanikmi, ktori sa zaoberali studiom rastlin-
nych hybridov — de Vries, Correns a Tschermak — v roku
1900.“(Castle, 1903)

Touto pracou si pripominame Gregora Johanna Men-
dela (1822-1884), zakladatela genetiky a jedného zo za-
kladatelov bioStatistiky — nauky o pouZziti matematicko-
-Statistickych vyskumnych metéd v biologickych vedach.
Pred 4 rokmi si vedecky svet pripomenul 150. vyrocie
zverejnenia jeho genetickych objavov, onedlho o 3 roky si
pripomenie 200. vyrocie jeho narodenia.

[A] Predictive Ability No Greater Than Chance

.
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Mendelova praca Pokusy s rastlinnymi hybridmi, pi-
somne zverejnend v roku 1866, je k dispozicii v moder-
nom ceskom preklade v knihe (Snustad, Simmons,
2017a), ako apendix ceského prekladu svetoznamej uceb-
nice genetiky. V slovencine je popis tejto prace uverejneny
v knihe (Tom s ka et al.,, 2015), ktora bola déstojnym
slovenskym vedeckym prispevkom ku oslave 150 rokov
Mendelovych prednasok.

uvoD

Nase chapanie genetického vplyvu na rézne fyzické
danosti ¢loveka, ktoré v minulosti mohli byt vyhodou
v boji o potravu a preZitie, a dneska mdzu byt vyhodou
pri podavani vrcholového vykonu v réznych Sportovych
odvetviach, sa intenzivne rozvija v ostatnych necelych
dvoch desatrociach. Tento vyskum je v podstate obdob-
ny ako vyskum, zamerany na objasnovanie genetického
zékladu ochoreni, ktory sa vykondva o niekolko desatro-
¢i dlhsie. Pri merani genetického vplyvu na ochorenia,
alebo Sportovy vykon, nazyvanom genetické asocia¢né
studie, hraju podstatni Ulohu matematicko-Statistické

metddy skimania.

Perfect Predictive Test

Specificity
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Obrdzok 1. A. Priklad ROC krivky pre test, ktory nemd Ziadnu vypovednu hodnotu. B. Priklad ROC krivky s absolttnou
prediktivnou schopnostou (senzitivita = 100 %, $pecifita = 100 %). Prevzaté z Thanabalasingham etal. (2013)
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Zakladnymi, a daleko najCastejSie pouzivanymi v aso-
ciacnych Studiach su testy hypotéz, predovsetkym chi-
-kvadrat test (jeho elegantny popis je uvedeny v knihe —
Snustad, Simmons, 2017b) a prislusna varianta
t-testu (pre testovanie Statistickej vyznamnosti rozdielov
medzi frekvenciou pritomnosti a nepritomnosti sledova-
ného ochorenia, resp. dosiahnutia alebo nedosiahnutia
vrcholového Sportového vykonu, a nosi¢stvom konkrétnej
alely u sledovaného génu, alebo konkrétnych alel u kom-
bindcie viacerych génov).

MoZnosti pouZitia spravnej metddy su vsak podstatne
bohatsie. Vo vystiznom prehlade (Witte et al.,, 2014)
autori popisuju 5 roznych metodickych postupov pri pia-
tich rézne postavenych vyskumnych otdzkach. Jednou
z nich je metdda ROC krivky (receiver operating characte-
ristic curve, do slovenciny aj cestiny sa vyraz preklada ako
ROC krivka) s meranim plochy pod krivkou (area under the
curve, AUC). Tato metdda je pre asociacné studie rozobe-
rand aj v pracach Attia akol. (2009), Jakobsdottir
a kol. (2009), Wray akol. (2010).

Podla nasich vedomosti, slovenski autori, zaoberajuci
sa asocia¢nymi Studiami, vo svojich ¢asopiseckych publi-
kaciach — ktoré su, z logiky vyznamu vyskumu, publikova-
né hlavne v angli¢tine a hlavne v medzinarodnych ¢asopi-
soch —doteraz nepoutzili metddu ROC krivky. V zriedkavych
pripadoch boli ¢lenmi medzinarodnych timov, ktorych
publikacie touto krivkou svoje merania vyhodnocovali
(Thanabalasingham etal, 2013). Tym, samozrej-
me, nechceme generalizovat, Ze slovenski autori nepouzi-
vaju iné sofistikovanejSie Statistické metddy.

V tomto prispevku chceme poukazat na moznosti, kto-
ré ROC krivka ponuka, a zaroveri demonstrovat, ze rézne
metddy spracovania mézu vyustit do réznych vysledkoy,
ktoré mozu priniest rozdielnu interpretaciu.

METODIKA

Sportova vykonnost je multifaktorialny polygénovy
znak ovplyvnovany tréningom, environmentdlnou a ge-
netickou predispoziciou. Spickovi $portovci st viacmenej
extrémnymi produktami genetickej variability a ich vyni-
mocnost spociva v tom, Ze sa vyrazne odlisuju od bezného
priemeru. Otazkou je, €i, a ak ano, s akou pravdepodob-
nostou, je mozné uz v detskom veku medzi Sportovymi
nadejami identifikovat tych, ktori su svojou genetickou

vybavou vhodnejsi ku rychlostnym alebo vytrvalostnym

Sportovym disciplinam. Vo vyberovych stiboroch muzov
triatlonistov (dalej MT), priemerny vek 33,32 + 5,56 ro-
kov, n = 97; chlapcov Sportovcov triatlonistov (dalej CHS),
priemerny vek 10,4 £ 0,40 rokov, n=87; a chlapcov ha-
dzanarov (dalej CHH), priemerny vek 10,6 + 0,88 rokov,
n =77, sme vykonali testovanie ich fyzickej vykonnosti
sadami Standardizovanych motorickych testov. Probandi
boli ¢lenmi viacerych Sportovych oddielov z zemia celého
Slovenska. Mali vysetrené polymorfizmy R577, rs1818739,
ACTN3 génu a P582S, rs 11549465, HIF1IA génu (Eynon
et al,, 2010; McKay et al., 2016). Pre rs1815739 je ge-
notyp TT pokladany za ,vytrvalostny”. Pre rs11549465
je genotyp CC kandidatsky ,vytrvalostny” (zatial nebolo
overené). Presné charakteristiky vySetrovanych suborov,
popisy metodiky molekulovo-genetického testovania, ako
aj popisy vykondvania motorickych testov nie su pre tato
pracu podstatné, su uvedené v praci (Horvath etal,
2010).

Vyskumné otazky: ,Je rozdiel medzi nositelmi rych-
lostného genotypu pre rs1815739 a nositelmi ostatnych
genotypov vo vysledkoch motorickych testov SKOK, LS,
CBEH, VBEH, HODzem a HODvys, a to v skupine chlapcov
hddzandrov, Statisticky vyznamny ?*; , Je rozdiel medzi no-
sitelmi vytrvalostného genotypu pre rs1815739 a nositel-
mi ostatnych genotypov vo vysledkoch motorickych testov
PLAVANIE, VBEH, SKOK, LS, TAP, a to v skupine dospelych
triatlonistov aj v skupine chlapcov sportovcov, statisticky
vyznamny ?“ Rozlozenie hodnotenych dat bolo normalne.
Primarne testovanie bolo vykonané neparovym t-testom,
p < 0,05 bolo zvolené za hranicu Statistickej vyznamnosti.

Pouzitie ROC kriviek a AUC

V sibore CHH, boli hodnotené vysledky 6 motorickych
testov v asocidcii na gén rs1815739, u nositelov genotypu
TT oproti nositefom genotypov CC a TC. (Genotyp TT je
vytrvalostny“.) Statisticky vyznamny rozdiel bol zisteny
pre test CBEH.

Vykreslili sme teraz ROC krivky pre motoricky test
CBEH a pre vsetkych 6 motorickych testov.

Hodnota p (resp. P podla anglického tGzusu) je pravde-
podobnost, Ze hodnota AUC je rozdielna od hodnoty 0,5.
Ak je p<0,05, je namerana hodnota AUC Statisticky vy-
znamne rozdielna od 0,5, teda od testu so Ziadnou vy-
povednou hodnotou (pozri Obrazok 1). Pre AUC su zaro-
ven vypocitané 95 % Cl, v tomto pripade maju hodnotu
0,571-0,787. Dolna hodnota je vyssia nez 0,5, ¢o potvr-

dzuje rozdiel od tejto hodnoty. Hodnoty senzitivity a Spe-
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Tabulka 1. Subor CHH, gén 1815739, genotyp TT vs CC + TC,
hodnotenie vykonov neparovym t-testom

H t-testova Statistika stupne volnosti p
CBEH -2,305 75 0,0239
HODvys 0,798 74 0,4273
HODzem 0,888 75 0,3776
LS -0,873 75 0,3853
SKOK -0,334 75 0,7390
VBEH 0,558 73 0,5785
CBEH
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Obrdzok 2. ROC krivka pre motoricky test CBEH
s hodnotami AUC, senzitivity, Specifity a hranicnej hodnoty,
pre ktoru senzitivity a Specifita platia

cificity platia pre hrani¢nu hodnotu (criterion) dosiahnutu
pri CBEH 19,9 (v tomto pripade jednotkou su sekundy).

Opticky sa zda, Ze aj ROC krivka pre motoricky test
LS moze byt vyznamne odlisnd od hodnoty 0,5, a to pri
t-testom dosiahnutej hodnote p=0,3853. Skutocne,
jej hodnota AUC=0,609, avsak s 95% ClI 0,489-0,702
a p =0,073. Nebol dokazany statisticky vyznamny rozdiel
od hodnoty 0,5.

V subore CHS, boli hodnotené vysledky 5 motorickych
testov v asociacii na gén rs11549465, nositelia genotypu
CC oproti nositelom genotypov TT a CT. (Genotyp CC je
kandidatsky ,vytrvalostny”, zatial nebolo overené.)

Opticky sa zda, Ze aj ROC krivka pre motoricky test
LS moze byt vyznamne odlisnd od hodnoty 0,5, a to pri

100-Specificity

Obrdzok 3. Porovnanie vsetkych 6 ROC kriviek

t-testom dosiahnutej hodnote p =0,0647. Jej hodnota
AUC =0,661, s 95 % CI 0,551-0,759, avsak p = 0,071. Ne-
bol dokazany statisticky vyznamny rozdiel od hodnoty 0,5.

V stbore MT, rovnako ako v subore CHS, boli hod-
notené vysledky 5 motorickych testov v asociacii na gén
rs11549465, nositelia genotypu CC oproti nositelom ge-
notypov TT a CT. (Genotyp CC je kandidatsky ,vytrvalost-
ny“, zatial nebolo overené.)

Opticky sa zda, Ze aj ROC krivka pre motoricky test
VBEH mdzZe byt vyznamne odlisnd od hodnoty 0,5, a to
pri t-testom dosiahnutej hodnote p = 0,1208. Jej hodnota
AUC = 0,616, s 95 % CI 0,512-0,713, avsak p = 0,063. Ne-
bol dokazany statisticky vyznamny rozdiel od hodnoty 0,5.
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Tabulka 2. Stibor CHS, gén rs11549465, genotyp CCvs TT + CT,
hodnotenie vykonov neparovym t-testom

H t-testova Statistika stupne volnosti p
LS 1,871 85 0,0647
PLAV 0,151 85 0,8804
SKOK 2,273 85 0,0256
TAP 0,798 85 0,4273
VBEH 1,427 85 0,1572
SKOK
100 - 100 =
B0 - 80 =
E 60 |- E 60 =
e | s |
“  4of @ a0

! AUC = 0,696
20 P = 0,008
- sensitivity = 37,8
specificity = 92,3
j criterion < 162
0 b o 0 g o g 1 5 5 4 M
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100-Specificity

Obrazok 4. ROC krivka pre motoricky test SKOK
s hodnotami AUC, senzitivity, Specifity a hraniénej hodnoty,
pre ktoru senzitivity a Specifita platia
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20
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Obrdzok 5. Porovnanie vsetkych 5 ROC kriviek
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AUC = 0,681
P=0,071
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specificity = 53,8
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40 60 a0 100
100-Specificity

Obradzok 6. ROC krivka pre motoricky test LS
s hodnotami AUC, senzitivity, Specifity a hraniénej hodnoty,
pre ktoru senzitivity a Specifita platia
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Tabulka 3. Stibor MT, gén rs11549465, genotyp CCvs TT + CT,
hodnotenie vykonov neparovym t-testom

Sensitivity

t-testova Statistika stupne volnosti p
LS 0,620 95 0,5366
PLAV 0,042 95 0,9664
SKOK 2,464 95 0,0155
TAP 0,637 95 0,5255
VBEH 1,565 95 0,1208
SKOK 100
100 -
i BO
80 |-
g0l E &0
I 2
i @
40 |- 40
- AUC =0,633
20 P =0,026 20
B sensitivity = 75,8
specificity = 45,2
criterion < 230
0 Loa o b a oy PRI I 0
0 20 40 &0 80 100 0 20 40 &0 80 100
100-Specificity 100-Specificity
Obradzok 7. ROC krivka pre motoricky test SKOK Obrazok 8. Porovnanie vsetkych 5 ROC kriviek.

s hodnotami AUC, senzitivity, Specifity a hraniénej hodnoty,
pre ktoru senzitivity a Specifita platia
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Obrdzok 9. ROC krivka pre motoricky test VBEH
s hodnotami AUC, senzitivity, Specifity a hrani¢nej hodnoty,
pre ktoru senzitivity a Specifita platia
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DISKUSIA

ROC krivky sa vo vedeckom vyskume v laboratérnej
a Ciastocne aj klinickej medicine Standardne vyuZivaju.
Klasické prehladové c¢lanky o ROC Hanley-ho a McNeila
(1982) a Zweiga a Campbella (1993) maju podla Scholar
Google citovanost vyse 17300, resp. vyse 6300-krat.

V asociacnych Studidch, zameranych na identifikaciu
»Sportovych génov” sa ROC krivky s vyhodou poutzili napr.
na porovnavanie pri polygénnom profilovani (Grealy
etal, 2015; Contro etal, 2018).

Vypocitané hodnoty senzitivity a Specifity, pri optimal-
ne (programom) urcenej hrani¢nej hodnote — tu oznace-
prinosnou informaciou.

Pokladdme za potrebné zdéraznit, v zhode s Wray
et al. (2010), Ze ani silnd asociacia, nech je doloZena ako-
ukolvek Statistickou metddou, a je akokolvek cenna pre
posudenie etiologickych hypotéz, nezarucuje efektivnu
diskrimindciu medzi pacientmi a kontrolami, resp. me-
dzi dvoma vykonnostnymi skupinami Sportovcov. Vzletne
povedané, svaty gral bioldgie prelomu tisicro¢i v podobe
osekvenovaného ludského gendmu obratil nadeje biold-
gov v prach a biedu tym, Ze ukazal, Ze namiesto pohodIné-
ho zoznamu struktdrnych génov na nas caka frustrujuca
hastina regulacnych sieti, kde vsetko suvisi so vsetkym.

Matematicko-Statistické inStrumentarium je stale
vo vyvoji. Nové Statistické metddy su vSeobecne, celosve-
tovo, v medicinskej literature malo vyuzivané a pouzivané
(Pullenayegum etal,2016; Kalina, Zvarov3,
2017). Tymto prispevkom by sme chceli skromne prispiet
ku zlepSeniu tohto stavu.

ZAVER

Potvrdili sme v literatire popisovani moznost roz-
dielnych vysledkov, ziskanych pri genetickych asocia¢nych
studiach vyhodnocovanim neparovym t-testom a ROC
krivkami, hlavne v hrani¢nych stavoch. ROC krivky a AUC
pokladame za vhodné Statisticko-analytické instrumenty

(aj) v tychto typoch vyskumu.
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SUHRN

Vyskum chorob ustnej dutiny je v poslednych dvoch
desatroéiach cielene ststredeny a metodicky orientova-
ny k odhaleniu sSpecifickych biomarkerov vhodnych pre
skoru a tcinnu diagnostiku parodontalnych ochoreni. Sli-
ny, pre neinvazivny odber I'ahko dostupna a na proteiny
bohata telova tekutina, predstavuju vynikajtici monito-
rovaci material a potencidlne miesto, i uz tvorby alebo
metabolickej premeny pravdepodobnych proteinovych
biomarkerov. Tieto markery by mali spifiat kritéria kla-
dené na latky vhodné pri monitorovani terapeutickej
odpovede alebo predikcii moznej progresie ochoreni pa-
rodontu v buducnosti.

Klticové slova: parodontitida, slina, markery

ABSTRACT

Research in oral cavity diseases has been focused and
methodically oriented to detect specific biomarkers suit-
able for early and effective diagnosis of periodontal dis-
eases over the last two decades. Saliva, an easily available
and protein-rich body fluid for non-invasive harvesting,
is an excellent monitoring material and a potential site
for both the formation or metabolic conversion of prob-
able protein biomarkers. These markers should meet the

criteria for the substances useful in monitoring the ther-
apeutic response or predicting the possible progression
of periodontal disease in the future.

Keywords: periodontitis, saliva, markers

uvoD

Parodontalne ochorenia su celosvetovo vyrazne roz-
Sirené a mozu postihnut az 90 % celosvetovej populécie.
Predstavuju multifaktoridlne chronické zapalové ocho-
renie postihujlice tkanivd obklopujice zuby (Meghil
et al., 2019). Patria medzi najcastejSiu pricinu straty tr-
valych zubov. Z parodontalnych ochoreni je klinicky naj-
vyznamnejSia gingivitida a parodontitida. Parodontitida
¢asom spoésobuje ireverzibilné poskodenie zdvesného
aparatu zuba. Okrem toho ma parodontitida negativny
vplyv na mnoZstvo inych orgdnov a tkaniv. Pritomnost pa-
rodontitidy pozitivne koreluje so zvySenou prevalenciou
kardiovaskularnych ochoreni, cukrovky, zapalov dychacie-
ho traktu, reumatoidnou artritidou, pred¢asnym p6rodom
novorodencov, znizenou pérodnou hmotnostou novoro-
dencov, osteopordzou, chronickym ochorenim obliciek,
kognitivnym poskodenim a niektorych druhov rakovin.
Pre priaznivy terapeuticky vysledok je najdolezitejSia sko-
ra diagnostika a terapia tohto ochorenia. Na dosiahnutie

tohto ciela mdZzeme pouzit Specifické a citlivé biomarke-
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ry, ktoré mézu urcéovat druh a stuperi ochorenia a reakciu
pacienta na danu lie¢bu. Jeden z lahko dostupnych diag-
nostickych nastrojov predstavuju sliny, ktoré reprezentuju
stdle vonkajsie prostredie pre tkaniva ustnej dutiny. Po-
znanie prirodzenych obrannych systémov slin vyznamne

determinuje cielenu fokusaciu vyskumnych snah.

OBRANNE ZLOZKY SLINY

Slinné muciny

Klasické sekre€né muciny tvoria uz pri nizkych koncen-
traciach hydrofilné viskoelastické gély. Tieto gély funguju
ako bariéry, chrania zakladny epitel pred mechanickym
poskodenim a zabranuju priamemu vniknutiu Skodlivych
Cinidiel, vratane baktérii a virusov, do zakladného zrani-
telného epitelu. Ludské sliny obsahuju dva geneticky od-
liSné typy mucinu, oligomérny glykoprotein MG1 s mole-
kulovou hmotnostou 1 MDa a monomérny glykoprotein
MG2 s molekulovou hmotnostou 200-250 kDa. Zistilo sa,
Ze MG2 existuje najmenej v dvoch glykoformach, MG2a
a MG2b. Slinny MG1 existuje v najmenej troch réznych
glykoformach, ktoré sa lisSia v obsahu kyseliny sialovej
a siranov. Dokonca aj v ramci jednej Zlazy boli rozpozna-
né rozne glykoformy MG1, ktoré ukazuji na extrémnu
inter- a intra- molekuldrnu heterogenitu tejto triedy gly-
koproteinov v slindch. MG1 patri funkcne a Strukturalne
ku klasickym mucinom, ktoré su hlavnymi zlozkami sli-
zovych vrstiev. Pokryvaju sliznicové epitely v celom tele,
napr. v gastrointestinalnom trakte, urogenitdlnom trakte
a dychacich cestach (Ukkonen et al., 2017). V ustnej du-
tine je MG1 pritomny v proteinovych filmoch (pelikulach)
pokryvajucich povrchy skloviny a epitely, chrani ich pred
ucinkom kyselin a moduluje mikrobialnu kolonizaciu tych-
to povrchov (K h o, 2018).

Aglutininy

Slinny aglutinin (SAG) je glykoprotein s molekulovou
hmotnostou priblizne 340 kDa a extrémne lepivymi vlast-
nostami, ktory je exprimovany v seréznych bunkéch sub-
mandibuldrnych, sublingvalnych a labidlnych Zliaz. Slinny
aglutinin sa na rozdiel od MG1 syntetizuje aj v serdznej
priusnej zlaze. V pripade priusnej zlazy bol aglutinin loka-
lizovany iba v duktalnych bunkdch, zatial ¢o v subman-
dibuldrnej zlaze bol aglutinin detegovany v serdznych
acinadrnych bunkdch a v seréznych demilunovych bun-

kach zakryvajucich sliznicu acinov. V slinach sa SAG viaze

na Siroké spektrum oralnych patogénov vratane baktérii
a virusov a taktiez na slinné proteiny, vratane IgA a mu-
cinu MG1.Tento slinny glykoprotein je tiez zlozkou slinnej
pelikuly na povrchu zubov (Zhan g et al.,, 2019). Okrem
ucinnych antibakterialnych a antivirusovych vlastnosti,
aglutinin v slinach vykazuje aj urcité aktivity imunitného

aktivatora/modulatora.

Cystatiny

V slinach sa vyluuje najmenej desat izoforiem cys-
tatinov, zahffajuc neutralny cystatin SN, mierne anio-
nové izoformy cystatinu SA, 4 izoformy aniénového
cystatinu S, cystatin C, katidnovy cystatin a cystatin D
(Manconietal., 2017). Existuju experimentalne doka-
zy, ktoré naznacuju, ze cystatin C, aj ked’ predstavuje malu
Cast celkovej populédcie perordlnych cystatinov, najviac
prispieva k cysteinovej inhibicnej aktivite sliny. Zo vset-
kych slinnych cystatinov, cystatin C vykazuje najsilnejsiu
inhibiciu cysteinovych proteinaz (katepsiny a papain). Slin-
né cystatiny su u fudi vylu€ované konstitutivne, ale bolo
dokazané, Ze hladiny cystatinu C su zvysené pri tazkom
zapale parodontu. Ukazalo sa, Ze cystatiny mozu up-re-
gulovat aj sekréciu cytokinov v gingivalnych fibroblastoch
(lwasvaki etal., 2016).

VEGh

VEGh (lipocalin from the human Von Ebner’s gland
of the tongue) je slinny protein vylu¢ovany Von Ebnero-
vymi Zfazami. VEGh patri do lipokalinovej superrodiny,
ktorej ¢lenovia maju velmi podobné Strukturne ¢Erty na-
priek takmer Uplnej absencii sekvencnej homoldgie. VEGh
mbze pobsobit ako inhibitor cysteinovych protedz. Tato
aktivita bola pripisand pritomnosti inhibicnej domény
na jeho N-konci. Zistilo sa tiez, Ze VEGh vykazuje peroxi-
dacénd schopnost indukovani oxidaénym stresom. VEGh
ma tieZz endonukledzovu aktivitu, ktorou inhibuje replika-
ciu RNA a DNA virusov (Olson etal., 2019).

Sekrecny inhibitor leukocytovej proteazy

Sekrec¢ny inhibitor leukocytovej proteazy (SLPI) je inhi-
bitor serinovej proteazy 117 kDa (107 aminokyselin), kto-
ry riadi nadmernu proteolyzu spdsobenu protedzami (t. j.
elastazou, katepsinom G) neutrofilnych granulocytov. Ex-
primuje sa v roznych sekre¢nych tkanivach, vratane sub-
mandibularnych, sublingvalnych, priusnych a malych slin-
nych Zlazach. Okrem inhibi¢nych vlastnosti proteinov ma
SLPI antimikrobidlne a antivirusové vlastnosti. Zaujimavé
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je, ze mysi bez génu kdédujuceho SLPI vykazuju zhorsené
hojenie koznych poraneni so zvySenou aktivitou zapalu
a elastazy, o ukazuje na klicovu ulohu SLPI v procese ho-
jenia (Xie etal., 2019).

Tkanivové inhibitory metaloproteinaz

V sekrétoch, ktoré su produkované priusnymi a sub-
mandikuldrnymi zlazami bol identifikovany TIMP-1, kto-
ry je ¢lenom rodiny tkanivovych inhibitorov matrixovych
metaloproteinaz (MMP). Vzhladom na ich silny inhibi¢ny
ucinok na MMP, vratane kolagenazy, gelatindzy a stro-
melyzinu sa predpoklada, Zze TIMP hraju délezitu ulohu
pri obnove a remodelacii extracelularnej matrix. Hladiny
TIMP v slinach pacientov s parodontitidou, ktoré maju
zvySenu aktivitu kolagendzy, su nizSie v porovnani s hladi-
nami v zdravych kontrolach. Boli vSak publikované aj dalsie
unikatne funkcie TIMP vratane erytroidnej potenciacnej
aktivity, aktivity podporujucej bunkovy rast a stimuldciu

osteoklastickej kostnej resorpcie (Freitas etal., 2018).

Extraparotidovy glykoprotein (EP-GP)

EP-GP je protein, ktory sa podiela na tvorbe zubnej pe-
likuly, pretoZze ma vysoku afinitu k hydroxyapatitu. Protein
EP-GP je pritomny aj v niekolkych inych telesnych tekuti-
nach, vratane potu, semena a slz a je takmer totozny so
sekreénym proteinom viazicim aktin (SABP) a s glykopro-
teinom (GCDFP-15). Pritomnost v mukdznych sekrétoch
poukazala na vSeobecnejsSiu ochrannu ulohu pre EP-GP,
ktory bol podporeny poznatkom, Ze tento protein sa viaze
na mikroorganizmy, rovnako ako na receptor CD4 na mo-
nocytoch. Za fyziologickych podmienok méze byt EP-
-GP zapojeny do vymeny sliznic buniek prostrednictvom
ulahcenia odlucenia epitelidlnych buniek (Bhat, Bhat,
2019).

Laktoferin

Laktoferin je antimikrobidlny glykoprotein zo sku-
piny transferinov. Pritomnost laktoferinu v sekrétoch,
ako su slzy, mlieko a sliny je zvycajne spojena so schop-
nostou viazat Zelezo. Bakteriostatické ucinky laktoferinu
su vysledkom jeho Ucinkov, ktoré vytvaraju nepriaznivé
podmienky pre rast Skodlivych mikroorganizmov, ktoré
potrebuju pre svoj rast Zzelezo. Okrem toho ludsky lakto-
ferin obsahuje skrytu antimikrobidlnu doménu, ktora sa
uvolfiuje z molekuly po proteolytickom sStiepeni pepsi-
nom. Jednym z cielfovych mikroorganizmov laktoferinu je

baktéria A. actinomycetemcomitans. U pacientov s paro-

dontitidou, u ktorych sa vyskytuje A. actinomycetemcomi-
tans existuje negativna koreldacia medzi mnozstvom sub-
gingivalnych A. actinomycetemcomitans a koncentraciou
laktoferinu v sline. Predpoklada sa, Ze antimikrobidlne
domény sa uvolnia pocas travenia laktoferinu v gastroin-
testindlnom trakte. To by podporilo myslienku, Ze slinné
proteiny sa okrem Ust zapajaju do ochrany organizmu aj
v distalnejsich ¢astiach gastrointestindlneho traktu. Lakto-
ferin je multifunkény protein s bakteriostatickymi, bakte-
ricidnymi, fungicidnymi, protivirusovymi, protizapalovymi
a imunomodulaénymi vlastnostami (Giansanti etal,
2018).

Peroxidazy

Peroxidazovu aktivitu v slinach vykazuji 2 enzymy:
fudska slinna laktoperoxidaza (HS-LPO) syntetizovana
a vylucovana slinnymi zlazami a myeloperoxidaza (MPQO)
pochadzajuca z polymorfonukledrnych leukocytov (PMN),
ktoré migruju do Ustnej dutiny v oblasti lymfatickych
strbin. Podiel MPO na celkovej peroxidazovej aktivite sa
modze pohybovat medzi 30 a 75 %, ¢o zavisi na Ustnom
zdravi pacientov. Slinné peroxidazy katalyzuju tvorbu bak-
tericidnych zlucenin, napr. hypothiokyanatu. Kvoli tymto
antimikrobidlnym Gcinkom sa laktoperoxidazy pridavaju
do niektorych pripravkov na cistenie zubov, ktoré podpo-
ruju endogénnu aktivitu slinnej laktoperoxidazy (Sarr
et al.,, 2018).

Lyzozym

tane slin, slz, bronchidlneho hlienu a potu. Znama anti-
mikrobidlna aktivita lyzozymu je vo vSeobecnosti spojend
s jeho lytickym p&sobenim na baktérie. Lyzozym vykazuje
aktivitu muramiddzy hydrolyzou B-(1->4)-glykozidovych
vazieb medzi kyselinou N-acetylmuramovou a N-acetyl-
-D-glukozaminom bakteridlnej bunkovej steny peptidogly-
kanu. Lyzozym zabija hlavne grampozitivne baktérie. Ly-
zozym sa viaZe aj na bakteridlny lipopolysacharid (LPS),
bakteridlnu povrchovu strukturu a bakterialny toxin, ktoré
su Casto zodpovedné za zdpalové reakcie poSkodzujuce
tkanivo. Ocakava sa tieZ, Ze lyzozym moze ovplyvnit funk-
ciu fudskych granulocytov a lymfocytov a moze inaktivo-
vat virusy (Ho n g et al., 2019).

Chitinaza
Nedavno sa preukazalo, Ze chitinaza, ktora katalyzuje
hydrolytické Stiepenie B-(1->4) glykozidovej vazby chiti-
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nu (GIcNAc) je pritomna nielen v sére, ale aj v slinach. Je
tvorend v parotidovych, submandibuldrnych, sublingval-
nych a palatinalnych Zlazach. KedZe chitin je zlozkou kva-
sinkovych bunkovych stien, chitinazova aktivita hrad ulohu
pri kolonizacii oralnych epitelidlnych sliznic kvasinkami.
Zaujimavé je, Ze v slindch pacientov s parodontitidou su
hladiny chitindzy signifikantne zvySené v porovnani so
zdravymi kontrolnymi skupinami. Po parodontalnej liecbe
sa zistilo zniZenie aktivity chitinazy, co poukazuje na za-
palovymi mediatormi regulovanu expresiu (Ziatabar
etal., 2018).

Histatiny

Histatiny su vylu¢ované priusnou Zfazou, ako aj sub-
lingvalnymi a submandibularnymi Zzlazami. Existuje asi
12 histatinov (HRP), z ktorych najdéleZitejsie su: hista-
tin-1, histatin-2, histatin-3 a histatin-5 (tento posledny je
proteolytickym Stiepnym derivatom histatinu-3). Histatiny
maju Sirokospektralne antibakterialne aj protiplesniové
vlastnosti a tieZ vykazuju antivirusové vlastnosti. Ako ka-
tionové peptidy sa histatiny adsorbuju prostrednictvom
elektrostatickych sil na negativne nabité membrany bak-
teridlnych buniek, ¢o vedie k naslednej agregacii histatinu,
po ktorej nasleduje ich integracia do lipidovej dvojvrstvy.
Ich integracia do bakteridlnej membrany pravdepodobne
vedie k tvorbe i6novych kandlov, transmembranovych pé-
rov, presakovaniu membran a prasknutiu membrany, co
sposobi destrukciu baktérii. Histatiny sa viazu a vytvaraju
komplexy s idnmi Cu?* a Ni**, ¢o vedie k elimindcii idbnov
kovov a naslednej inhibicii enzymoy, ich kofaktorov a mik-
robidlneho rastu. Histatin 5 sa okrem usmrcovania bakté-
rii, ako je S. mutans a kvasiniek, podiela na réznych pro-
cesoch, vratane tvorby pelikal, neutralizacie potencialne
Skodlivych latok, napr. polyfenolov, chelatacie kovovych
idnov, inhibicie indukcie tvorby zapalovych cytokinov a in-
hibicie hostitelskych a bakteridlnych proteindz, vratane
metaloproteinaz a cysteinovych proteinaz.

Molekula histatinu 5 ma flexibilnud Struktdru: vo vode
ma Struktdru nahodného klbka, zatial ¢o v nepolarnych
médiach méze ziskat a-helikalnu Struktdru. Nepritomnost
striktnej sekundarnej Struktury je pravdepodobne klti¢om
k multiviazicim sa schopnostiam histatinov (Khurshid
etal., 2018).

Defenziny
Defenziny su antimikrobialne katiénové peptidy, ktoré

su indukované v epitelialnych tkanivach pri zapale a tiez

exprimované v bunkovych vyvodoch slinnych Zliaz. Boli
popisané 2 rodiny defenzinov — a-defenziny (HNP1, HNP2,
HNP3, HNP4), ktoré su produkované neutrofilnymi granu-
locytmi a B-defenziny (hBD1, hBD2, hBD3, hBD4 ), produ-
kované mukdznymi bunkami. Tieto peptidy su stcastou
vrodeného imunitného systému, maju antibakteridlnu
a protiplesniovu aktivitu. Defenziny vykazuju aj rézne imu-
noaktivacné a modulacné aktivity, vratane indukcie urci-
tych cytokinov a chemoatraktivity pre nezrelé dendritické
a pamatové T-bunky (Hancock etal., 2016).

Kalprotektin

Kalprotektin je dimérom kalgranulinu-A a kalgranu-
linu-B s vazbovymi vlastnostami kovovych iénov, hlavne
vapnika a zinku. Hlavnym zdrojom slinného kalprotektinu
je gingivalna sulkuldrna tekutina a oralny povrchovy epi-
tel. KedZe koncentrdcia kalprotektinu vyznamne vzrastie
pri niektorych zdpalovych ochoreniach, povazuje sa tento
protein za marker zapalového ochorenia. Pri parodontiti-
de sa kalprotektin objavuje v gingivalnej sulkularnej teku-
tine a v inych vzorkach z Gstnych slinnych Zliaz vo vzostup-
nej koncentracii(Besold etal., 2018).

Chromogranin A

Chromogranin A je hlavny protein v bunkach nadobli-
Ciek a adrenergnych neurénov. V submandibularnych Zla-
zach sa chromogranin A uchovava v exokrinnych bunkach
a vylucuje sa do slin stimuldciou noradrenalinu a acetyl-
cholinu. Voci gram-pozitivnym baktériam vykazuje anti-
bakteridlnu aktivitu aj v nizSich koncentracidch a je tieZ
schopny zabit velké mnozZstvo filamentdznych hub a kva-
siniek (Mizuhashi etal., 2016).

ZAVER

Sucasnd medicina orientuje nemalld cast svojho vy-
skumu na vcéasnu a ¢o najpresnejsSiu diagnostiku rozlic-
nych choréb a poskodeni, ako aj identifikaciu a racional-
nu selekciu rizikovych pacientov s ciefom minimalizovat
pripadné neskorsSie nasledky ochoreni. Nie inac je tomu
i v dentdlnej medicine, ktorej vyrazné percento vysku-
mu sa zameriava na skoré rozpoznanie parodontdlnych
ochoreni. Ciefom aktualneho vyskumu je preto selekcia
vhodnych proteinovych markerov v skriningu rozmanitych
ochoreni parodontu.
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SUHRN

Pritomnost pooperaénej rezidualnej kurarizacie
po pouziti nedepolarizujicich neuromuskularnych blo-
katorov je spojena s pooperacnymi komplikaciami ako
s slabost, hypoxia a respiraéné tazkosti. Vzhladom
na potencidlne problémy je pouiZitie neuromuskular-
neho monitora svalovej blokady opodstatnené a malo
by viest k zabrane ¢&i jej uéinnej reverzii. V praci sme sa
na vzorke 150 pacientov zaoberali zistovanim redlneho
vyskytu rezidualnej kurarizacie v zotavovacej miestnosti
v zavislosti od rizikovych faktorov ako su vek, pohlavie,
savislost s pridruZenymi ochoreniami a dizkou trvania
operacného vykonu.

Klticové slova: pooperacnad rezidualna kurarizacia,
svalové relaxancia, monitorovanie nervovosvalovej blo-
kady

ABSTRACT

The presence of postoperative residual curarization
following the use of non-depolarizing neuromuscular
blockers is associated with postoperative complications
such as weakness, hypoxia and respiratory distress. Giv-
en the potential problems, the use of a neuromuscular

block monitoring is justified and should lead to it’s inhi-

bition or effective reversion. In a study of 150 patients
we examined the real occurrence of residual curarization
in the recovery room depending on risk factors such as
age, sex, associated diseases and duration of surgery.

Keywords: post-operative residual curarization, mus-
cle relaxants, monitoring of neuromuscular blockade

uvoD

Pooperacna rezidudlna kurarizacia (PORC, Post-Ope-
rative Residual Curarization) je charakterizovand pritom-
nostou svalovej Unavy, vyCerpania alebo nedostatocnosti
nasledkom pouZitia svalovych relaxancii s predizenym
pooperacnym ucinkom. Mechanizmus pdsobenia spoci-
va v obsadeni nikotinovych acetylcholinovych recepto-
rov molekulami NMBA (NeuroMuscular Blocking Agent).
NMBA, v zavislosti od mechanizmu uUcinku, su delené
na depolarizujuce a nedepolarizujuce. Molekuly NMBA,
ktoré su dnes bezne pouzivané, maju Strukturnu podob-
nost s neurosvalovym transmiterom, acetylcholinom
(Ach).

Aplikaciou nedepolarizacnych relaxancii (NDMR) do-
chadza formou kompetetivnej blokady k obsadeniu re-
ceptora. Podla chemickej Struktldry su steroidy alebo
benzylizochinoliny. Medzi kratkodobo posobiace patri

mivacurium (Mivacron) s dizkou G&inku intubaénej davky
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cca 15-20 min. Dalsie su intermediarne pésobiace ako
napriklad atracurium (Tracrium), vecuronium (Norcuron)
a rocuronium (Esmeron) a dlhodobo p&sobiace NMBA —
pipecuronium (Arduan) a pancuronium (Pavulon). Vplyv
na posobenie svalovych myorelaxancii maju rozne cCinite-
le. Osobitna skupina su liekové interakcie a tiez komorbi-
dity a kondi¢ny stav organizmu pacienta podstupujuceho
anestéziu. Ako antidéta pre NDMR sa pouZzivaju inhibi-
tory acetylcholinesterazy (AChE) v zastUpeni neostigmi-
nom. Dochddza k spomaleniu aktivity AChE a spomaleniu
hydrolyzy ACh s jeho nadbytkom. Neostigmin sa poddva
v kombindcii s atropinom (parasympatikolytikum), aby sa
predislo bradykardii aktivovanej muskarinovymi receptor-
mivsrdci(Firment akol., 2009). Vecuronium a rocuro-
nium su eliminované bilidarnym systémom. Pancuronium
a pipecuronium su z vac¢sej ¢asti vylu€ované mocom a ich
posobenie Ucinku sa u pacientov s renalnym postihnutim
predlZzuje (Morgan a kol., 2006). Jednym zo spGsobov
degradacie atracuria je hydrolyza, ktoru katalyzuje nespe-
cifickd esteraza. Druhou cestou je Hofmannova elimina-
cia, o je spontanna degradacia prebiehajica v plazme
a tkanivach pod vplyvom stdleho vnatorného prostredia
predovsetkym konstantnej teploty a stabilnej acidobazic-
kej rovnovahy (Fisher a kol.,, 1986). Menej ako 10 %
atracuria je vyli¢eného v nezmenenej forme renalnou
a hepatalnou cestou.

Dévodov pre¢o monitorovat hibku svalovej blokady
je niekolko. Po podani NMBA dochadza k iatrogénne na-
vodenému zlyhaniu Zivotne délezitej funkcie — dychania.
Efekt svalovych relaxancii je niekedy, aj napriek skisenos-
tiam a vedomostiam anestézioldga, obtiazne predpovedat
z dévodu velkej interindividudlnej citlivosti jednotlivych
pacientov. Ani dostatocne dlhy ¢as po podani samostatnej
davky NDMR nie je garanciou k odozneniu svalovej bloka-
dy a plnej rekonvalescencie svalove; sily. Klinické vysetre-
nie Castokrat nie je postacujuce k objektivnemu urceniu
Casu, kedy boli NMBA zmetabolizované a ich ucinok nebol
dalej pritomny (Adamus, 2013). Prenos elektrickej sti-
muldcie prostrednictvom elektréd umiestnenych na kozi
pozdl? priebehu periférnych nervov vyvolava svalovi od-
poved a zrychlenie, ktoré je mozné merat. Odpoved vyvo-
lana stimuldciou zavisi na pouZitom prude, trvani stimu-
lu, polohy elektrédy, stavu koZe (sucha alebo navlhcena)
a od kondicie stimulovanych svalov. Obnova neuromusku-
larnej funkcie zavisi na type pouzitého svalového relaxac-
ného agens, opakovanej aplikacie a individualnej variabi-

lite pacienta (Castagnoli akol., 2012). K stimulacii je

pouzivany jednosmerny prud supramaximalnej intenzity,
¢o znamena, Ze pri nerelaxovanom svale, napriek zvyso-
vaniu prudu nad danu hodnotu, sila svalovej kontrakcie uz
dalej nerastie. Medzi najcastejSie stimulované nervy patri
ulndrny nerv, zadny tibialny nerv a facialny nerv. Z praktic-
kého hladiska neexistuje Ziadny rozdiel v citlivosti medzi
rukou (m. adductor pollicis) a nohou (m. flexor hallucis
brevis).

Pri pouziti pristroja na objektivne stanovenie neuro-
muskuldrnej blokddy su k dispozicii viaceré rezimy ale-
bo vzorce. Tie najcastejSie su: jednotlivy impulz (single
twitch), tetanicka stimulacia, posttetanicky pocet (PTC,
Post Tetanic Count), séria Styroch (TOF, Train Of Four)
a stimulacia dvojitym vybojom (DBS, Double Burst Stimu-
lation) (19). V mnohych ¢lankoch publikovanych na danu
tému je TOF stimulacny vzorec povazovany za zlaty Stan-
dard v monitore Uc¢inku NMBA na nervovosvalovy prenos
(Adamus, 2013; Castagnoli a kol.,, 2012). Zaro-
ven tato metdda je najrozSirenejSou spomedzi vsetkych
ostatnych rezimov. Tato technika zaznamenava odpoved’
svalu na elektricky stimul a ciselne kvantifikuje stupen
svalovej relaxacie. Frekvenciou 2 Hz su podané Styri sup-
ramaximalne impulzy v trvani 0,2 ms, s vystupmi T1 -T2
-T3 -T4. Sekvenciu je mozné aplikovat v pravidelnych in-
tervaloch s prestavkou niekolko desiatok sekind az mi-
nut. Touto metddou je mozné ziskat tri vystupy, z ktorych
kazdy ma svoj osobitny vyznam. Su to tieto parametre T1,
TOF-count a TOF-ratio. T1 velkost zndzorriuje percentu-
alne znizenie muskularnej odpovede na prvy stimul TOF
v porovnani s reakciou ur€enou pred podanim NMBA.
TOF-count mdze nadobudat hodnoty 0, 1, 2, 3, 4. Postup-
ne ako dochddza k nastupu ucinku NMBA a vytvdra sa ne-
depolarizacna blokada, svalova reakcia postupne vymizne
na vsetky Styri stimuly. Ak na svale nie je mozné vybavit
ani jednu odpoved zo Styroch stimulov, ide o hlboku svalo-
vu relaxaciu. Pri vybaveni jednej odozvy zo Styroch pretr-
vava stale dostatocna paralyza. Pri odozve dvoch stimulov
je indikované podanie novej davky relaxancia, v zavislosti
od fazy operacie. Ak su pritomné tri odpovede, postupne
prichadzame do $tadia zotavovania z ucinku blokady a pri
prebudzani je mozné podanie anticholinesterazy ako an-
tidéta NDMR. Styri odpovede zo $tyroch evokuju signal,
Ze pacient sa nachadza v pokrocilom Stadiu zotavovania
a dekurarizicie. Ked'su pritomné vsetky Styri odpovede, je
mozny prepocet pomeru T4/T1, ¢im dostavame hodnotu
TOF-ratio.

V odbornej literature je vyskyt PORC jednoznacne pre-
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ukazany. Cielom tejto prace bolo zistit vyskyt pooperacnej

kurarizacie v zotavovacej miestnosti na naSom pracovisku.

MATERIAL A METODY

Studiu mozeme kategorizovat ako prospektivnu, ne-
randomizovanl a observacnu. Ide o vzorku populdcie
zo spadove]j oblasti UNLP Kogice. Studia bola schvélena
Etickou komisiou UNLP KoSice po ¢islom 115/EK/18. Vsetci
G&astnici museli spifiat nasledujice podmienky. Podstupi-
li operacny vykon v celkovej anestézii s pouzitim NDMR.
Bol vytvoreny zapisny list, do ktorého lekar prideleny
na zotavovaciu izbu, zaznamenal vSetky namerané hod-
noty. VSetci Ucastnici boli extubovani na operacnej sale
a v doprovode anestézioldga a anestéziologickej sestry
transportovani do zotavovacej izby. Tu boli pacienti ihned'
napojeni na monitor vitalnych funkcii. Bol im aplikovany
kyslik tvarovou maskou v ramci oxygenoterapie a na pred-
laktie, podla platnych odporucani, pripevneny monitor
svalovej relaxacie TOF-Watch (Organon, Swords Co., Dub-
lin, irsko). TOF stimulaciou bol stimulovany ulnarny nerv
(4 pulzy v trvani 0,2 ms a s frekvenciou 2 Hz). Tri po sebe
iduce merania TOF boli vykonané s odstupom 15 sekund.
Nasledne boli tieto merania spriemerované.

Do protokolu boli zapisané zakladné informacie o pa-
cientovi. Bola zaznamenana operacna sala, respektive na-
kladové stredisko. Nezaoberali sme sa operaénym vyko-
nom, lebo z hladiska nasich sledovanych udajov, to nebola
relevantnd informdcia. Zapisané boli dalej pohlavie pa-
cienta, vek a ASA (American Society of Anaesthesiologist
physical status classification). Z informacii z predaneste-
ziologického vysetrenia (vaha a vyska) bolo vypocitané
BMI. Na naSom pracovisku v danom obdobi boli vyuzivané

dve nedepolarizujice myorelaxancia — rocuronium a atra-
curium. Obidve intermediarne pdsobiace z hladiska diz-
ky Ucinku. Bola zaznamenana informacia, ktoré relaxans
bolo poutzité, ¢i bolo pouZzité iba jednorazovo pri Uvode
do anestézie alebo opakovane v priebehu vykonu. Dalej
nés zaujimala diZka operaéného vykonu a telesna teplota.
Do protokolu sa zaznamenali informacie aj o dekurarizacii
pacienta, ¢i mu bola podana iba takzvana , mala dekura-
rizacia“, alebo ,velka dekurarizacia”. Zaznamenali sme aj
podanie sugammadexu. Samozrejme, posledna informa-
cia bola informdcia TOF-ratio. Pri nizkych hodnotach ziste-
nych v zotavovacej miestnosti boli pacienti dlhodobejsie
sledovani. Bol monitorovany ich klinicky stav a aZz po do-
siahnuti hodn6t TOF-ratio > 0,9 boli prepusteni zo zotavo-

vacej miestnosti.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Tabulka €. 1 zobrazuje celkovy pocet 150 pacientov
rozdelenych podla pohlavia, ktori boli zaradeni do na-
Sich merani. 37 % pacientov podstupilo operacny vykon
na chirurgickej operacnej sale, neurochirurgicku interven-
ciu 34 %, urologicko-gynekologicku operaciu 16 % a zvys-
nych 23 % operacny vykon na dalSich pracoviskach UNLP.
Z toho bolo 71 muzov (47 %) a 79 Zien (53 %).

Tabulka ¢. 1. Vyskyt PORC v zavislosti od pohlavia

H pocet % TOF-ratio<0,9
Zeny 79 52,7 60,8
Muzi 71 473 50,7
spolu/ 150 100 55,3
priemer
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Graf & 1. Zavislost rezidudlnej kurarizdcie od veku pacienta
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Tabulka ¢. 2. Vyskyt PORC v zavislosti od pouzitého NDMR

y TOF-ratio < 0,9 TOF-ratio < 0,9
NDMR pocet [pocet] (%]
Atracurium 40 25 62,5
Rocuronium 110 50 45,5
76
pda kg 77,24 PO
’ 72,00 ocet
pacientov
s danym ASA
s Priemernd
hodnota TOF-ratio
pre dané ASA
3
—trend
1 2  ASA 3 4

Graf ¢. 2. Pocet pacientov v skupindch podla ASA klasifikdcie

Tabulka ¢. 3: Farmakologicka dekurarizacia

a priemerné hodnoty TOF ratio, ktoré dosahovali

oéet TOF-ratio < 0,9 TOF-ratio < 0,9 TOF-ratio < 0,7 TOF-ratio < 0,7
P [pocet] [%] [pocet] (%]
neostigmin 1,5 mg 12 3 25 5 41,6
neostigmin 2,5 mg 30 10 333 9 30
neostigmin > 3 1 333 1 333
2,5mg
sugammadex 2 0 0 0 0
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Graf & 3. Zdvislost PORC od dlzky vykonu




Vek pacienta bol dalsi zo sledovanych parametrov. V li-
terature sa popisuje priama Umera medzi PORC a vekom.
To sme preukazali aj v naSom subore pacientov (linearna
trendova spojnica v grafe €. 1). Suvisi to s pomalSim meta-
bolizmom a teda dlhSou elimindciou NDMR.

Na tomto grafe su zndzornené vysledky troch pacien-
tov, ktori sa odchyluju od normy. Dvaja mali primarne
nizke hodnoty TOF-ratio, no s dobrou svalovou silou. Tito
pacienti boli podrobnejsie sledovani a s odstupom 5 mi-
nat im uz boli namerané hodnoty TOF-ratio 0,85-0,87
(85—87 %) aj bez farmakologického zasahu. Jeden pacient
mal viak aj klinické prejavy PORC a bol farmakologicky de-
kurarizovany, no aj napriek tomu boli pretrvavajuce nizke
hodnoty TOF-ratio aj s odstupom casu. U neho bolo in-
dikované podanie sugammadexu s dobrou odozvou. ISlo
o 17-ro¢ného pacienta, najmladsieho zo vzorky. V jeho
pripade mohlo ist o narusenu funkciu enzymu cholines-
terdzy.

Na grafe €. 2 je porovnanie pacientov s rozdielnymi ko-
morbiditami, ktori boli pri predanesteziologickom vyset-
reni zaradeni do ASA klasifikacie. Na zaklade nasich zisteni
(podla linedrnej trendovej spojnice) mbzeme tvrdit, Ze
s pridruzenymi ochoreniami je vacsi predpoklad pre PORC.
Tabulka €. 2 zobrazuje prehlad pouzitych relaxancii pocas
operacnych vykonov. V danom case boli na naSom praco-
visku k dispozicii atracurium a rocuronium. Podla tychto
vysledkov sa zd3, Ze vacsina lekarov pouziva rocuronium
v pomere takmer 3 : 1. Hlavné nezZiaduce ucinky atracuria
su uvolfovanie histaminu, bronchospazmus, kozny vysev
a v neposlednom rade nemozZnost vyuZit sugammadex
na reverziu blokady. Nase merania preukazali aj Castejsi
vyskyt TOF-ratio pod 0,9 u pacientov relaxovanych prave
atracuriom.

Graf €. 3 znazorfiuje vyskyt PORC v zavislosti od dizky
trvania operacného vykonu. Trendova krivka naznacuje
nizSie hodnoty nameranych hodnét TOF pri dlhSie trvaju-
cich operaciach.

Dalsia tabulka ¢. 3 informuje o pocetnosti farmakolo-
gickej dekurarizacie v tejto vzorke pacientov. Na nasom
pracovisku sa aplikuju dve formy dekurarizacie. Takzvana
»,mala dekurarizacia“, ktora pozostava z 1,5 mg neostigmi-
nu a 0,5 mg atropinu. Dalej ,velka dekurarizacia“ obsahu-
je 2,5 mg neostigminu a 1 mg atropinu. Podla odporucani,
davky neostigminu by nemali byt nizsie ako 2,5 mg ale je
to zvyklost nasho pracoviska.

NizsSie davky neostigminu sa neodporuicaju pre ne-

dostatocny efekt na rekonvalescenciu nervovosvalového

prenosu. To sme preukazali aj na nasej skupine. Skutoc¢ne
vacsina pacientov s PORC vyZzaduje davku 2,5 mg neostig-
minu na reverziu bloku. Napriek tomu aj v tomto pripade
bolo az 9 pacientov s TOF-ratio < 0,7, s odstupom ¢asu
cca 10-15 min bol zaznamenany vystup k normalnym
hodnotam.

Na zaklade nasich merani sme preukazali, Ze vyskyt
PORC je realny a nezanedbatelny. Nasledujuci graf zna-
zoriuje percentualne vyjadrenie PORC na zotavovacej
izbe. V nadej vzorke bola rezidualna kurarizacia pritomna
az v 57 % pripadov. Tieto vysledky sme porovnali s Udajmi
z roku 2010, kde bol v skupine 157 pacientov vyskyt PORC
v 51 % pripadoch na zotavovacej izbe (Firment, 2013).
Pacienti boli rozdeleni podla vykonu na brusnu operati-
vu a int. Podobne sledoval zavislost PORC od veku, dizky
operacného vykonu. V nasej skupine pacientov sme mali
iba jeden pripad pooperacnej hypotermie s potrebou ak-
tivneho zohrievania pacienta, preto sme tento sledovany
parameter nezaradili do Statistiky. Z pozorovani vyclenil
pacientov s hepato- a nefropatiou a tiez dekurarizovanych
na operacnej sale. V nasich meraniach sme ponechali aj
tychto pacientov, lebo aj oni su ohrozeni komplikdaciami
PORC. Redlne bola dekurarizacia pouzita celkovo v 45 pri-
padoch. Prevazne na operacnej séle (lekari boli obozna-
meni o prebiehajlicich meraniach na zotavovacej izbe a aj
preto pristupovali k farmakologickej dekurarizacii), ale aj
v zotavovacej miestnosti. Oba pripady podania sugam-
madexu boli aplikované na rekonvalescencnej izbe. Re-
laxometria nie je povinnou vybavou anestéziologického
pristroja. Napriek tomu, Ze su na naSom pracovisku k dis-
pozicii celkovo dva samostatné pristroje na monitor rela-
xometrie a jeden modul, v priebehu tejto Studie nebola
relaxometria pocas vykonu pouZita ani v jednom pripade.

Svalové relaxancid maju svoje pevné postavenie
v anestézioldgii. Ani v najblizSej budicnosti sa tento fakt
nebude menit. Nie je dovod sa ich obévat, treba sa na nich
divat komplexne. S ich vyhodami i neZiaducimi ucinkami.
V nasej praci sme preukazali skuto¢ne znepokojivé vysled-
ky. Vyskyt PORC na zotavovacej izbe sa pohybuje aZ v oko-
lo 57 % (predosly vyskum na nasom pracovisku preukazal
51 %). Stale sme v rozmedzi, ktoré sa uvadza v odbornej
literature, ale Zial pri hornej hranici. Faktorov, preco je
tomu tak, je viacero. Od fudskej chyby zo strany anestézio-
I6ga, cez nedostatoénu komunikaciu v rdmci opera¢ného

timu, aZ po nedostatoc¢né technické vybavenie.
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ZAVER

Komplikacia pretrvavajucej kurarizacie, ako pneumo-
nia vzniknuta niekolko dni po operaénom vykone, sa ma-
lokedy dava do suvislosti s PORC. Jedinym sp6sobom ako
tomu predist je monitorovanie svalovej relaxacie. Anesté-
zioldg ma indicie, ktori pacienti predisponuju k prolongo-
vanému ucinku svalovych relaxancii. Vek, klasifikacia ASA,
di?ka operacie, nizka telesnd teplota su rizikové faktory
vyskytu PORC. Ale ani v pripadoch mladého pacienta bez
komorbidit nie je moZné objektivne v ylicenie rezidudlnej
kurarizacie bez merania TOF. Ak tento monitor nie je moz-
né aplikovat, je vhodné podanie dekurarizicie. V zévere
je nutné povedat, Ze su¢asna medicina zalozena na doka-
zoch sa skratka nezaobide bez monitoringu svalovej re-
laxacie a bez promptnej a adekvatnej lieCby pooperacnej

rezidualnej kurarizacie.
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SUHRN

Bolest je zdvainym socioekonomickym problémom.
Liecba bolesti silnymi opioidmi je vhodna a bezpecna
u pacientov s nadorovou aj nenadorovou chronickou
bolestou. DIhodoba lie¢ba opioidmi sa viak méze po-
dielat na vzniku oxidaéného stresu, ktory je zavainym
patologickym problémom nakolko ma klucové posta-
venie v patogenéze mnohych ochoreni. Ciefom studie je
monitorovat klinicky stav pacientov, zmeny aktivit anti-
oxidacnych enzymov po zacati liecby opioidmi pre silnu
bolest a v priebehu ich uZivania. Cieflom tohto prispevku
je priniest prvé vysledky z merani antioxidaénych kapa-
cit pacientov v priebehu pol roka od zaciatku uzivania
opioidov. Hodnotenie po Siestich mesiacoch uzivania
opioidov pre silni bolest bolo moiné vykonat na 36 pa-
cientoch. Tito patrili do skupiny s podavanym morfinom,
hydromorfénom alebo oxykodénom a skupiny s trans-
dermdlne podavanym fentanylom. Na zaklade zmien
v aktivitach sledovanych antioxida¢nych enzymov a kon-
centracii redukovaného glutatiénu v plazme boli po pol
roku od zaciatku liecby zistené podmienky oxidacného
stresu u pacientov liecenych morfinom, hydromorfénom
alebo oxykodénom.

Kliéové slova: antioxidaéné enzymy, bolest, gluta-
tidn, silné opioidy, oxidacny stres

ABSTRACT

Pain is a serious socio-economic problem. Strong opi-
oid pain management is appropriate and safe in patients
with both cancer and non-cancerous chronic pain. How-
ever, long-term opioid treatment can contribute to the
formation of oxidative stress, which is a serious patho-
logical problem, as it has a key role in the pathogenesis
of many diseases. The aim of the study is to monitor pa-
tients’ clinical status, changes in antioxidant enzyme ac-
tivities after initiation of opioid therapy for severe pain
and during their use. The aim of this paper is to bring
the initial results from the measurement of antioxidant
capacities of patients within half a year from the start
of opioid use. Six months of opioid use for severe pain
was evaluated in 36 patients. These belonged to the
morphine, hydromorphone or oxycodone treated group
and the transdermally applied fentanyl group. Based on
the changes in the activities of the antioxidant enzymes
and the concentration of reduced glutathione in plasma,
conditions of oxidative stress in patients treated with
morphine, hydromorphone or oxycodone were found
after half a year of treatment.

Keywords: antioxidant enzymes, pain, glutathione,
opioids, oxidative stress
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Chronicka bolest nadorova aj nenadorova je zdvaznym
problémom verejného zdravia (Breivik et al., 2006;
Ripamonti, 2012). V Eurdpskej unii nie su k dispozicii
jednoznacné epidemiologické studie, chronicka bolest je
velmi rozSirenym ochorenim. Priblizne polovica dospe-
lych trpi jednou alebo viacerymi chronickymi bolestami.
Vyskyt stredne silnej az silnej bolesti je u eurdpskej po-
pulacii 20 %. Az 70 % pacientov je v aktivhom veku, 11 %
pacientov je nelieCenych a 50 % nema dostatocne liecCe-
nu bolest. Prevalencia je vyssia u Zien. Vekom sa zvysuje
pocet pacientov, v skupine geriatrickych pacientov je to
az 80 %. Nezanedbatelnym su ekonomické naklady a to
nepriame (praceneschopnost, invalidita) a priame (nakla-
dy na liecbu). Najrozsirenejsie chronické bolesti (bolesti
chrbta, artrozy, bolesti hlavy, neuralgie) su ¢asto povazo-
vané za normalnu sucast zZivota. Cielom lie€by chronickej
bolesti je odstranenie bolesti a obnova vsetkych funkcii
(pohybovych, psychickych, socidlnych) v optimalnom pri-
pade mozZnost opatovného navratu do pracovného proce-
su(Breivik etal., 2006; 2013). Montrealska deklaracia
uvadza, Ze liecba bolesti takmer na celom svete je nedo-
statocna (IASP, 2012).

Volba a vedenie analgetickej liecby vychadza z pacien-
tovho Udaja o intenzite a charaktere bolesti a z konkrétne-
ho klinického stavu. Nerozhoduje povod bolesti (nadorova,
nenadorova), ale u chronickej bolesti: postup ,,zdola—hore”
(step up). U intenzivnej akutnej bolesti je namieste paren-
terdlne podanie analgetika eventudlne aj opioidu (angi-
na pektoris, srdcovy infarkt, oblickova a Zl¢nikova kolika),
inak ma prednost neinvazivne podavanie analgetik (p. os.,
transdermalne, p.r.). Z hladiska ¢asového faktoru su pri
akutnej bolesti najvyhodnejsSie analgetika s rychlym nastu-
pom ucinku, pri chronickej bolesti sa analgetika podavaju
»podla hodin” a predchadza sa tak rozvoju bolesti.

Opioidné analgetika si nevyhnutné pre manaZment
bolesti (Gilson et al, 2011), su vysoko G¢inné a bez-
pecné pri liecbe vedenej kompetentnymi lekarmi. Pri zva-
Zovani zacatia alebo pokrac¢ovanie podavania opioidov
u neterminalne chorého s chronickou bolestou by mali
lekéri vziat do uUvahy biopsychosocialny status pacien-
ta a urcit lieCebny plan motivujlci chorého na stanove-
nie a dosiahnutie funkénych ciefov (Von Korff et al,
2011; Kalso et al.,, 2004). Za zlaty Standard opioidnej
lie¢by sa povazuje morfin, od jeho vlastnosti st odvodené

vlastnosti ostatnych opioidov.

Mnohé vedlajsie ucinky liecby opioidmi su ddokladne
preskimané. Novsie poznatky naznacuju, Ze dlhodoba
lie¢ba opioidmi sa mdzZe podielat na vzniku oxidacné-
ho stresu, ktory je zdvaznym patologickym problémom
nakolko ma kltcové postavenie v patogenéze mnohych
ochoreni(Cacciapuoti, 2016). Nedavne studie odha-
lili aj nové ulohy oxidac¢ného stresu alebo zniZenej anti-
oxidacnej obrany v patogenéze migrény, ktora Ciasto¢ne
suvisi s mitochondridlnou dysfunkciou (Ferroni etal.,
2018). Klinické sledovania so zameranim na sledovanie re-
doxného stravu pacientov s chronickou bolestou uZivaju-
cich opioidy zatial chybaju.

Z dovodu nejasnych dokazov o intenzite oxidacného
stresu u pacientov s chronickou bolestou lie¢enych opio-
idmi pre silnd bolest bola navrhnuta realizicia prospek-
tivnej observaénej multicentrickej klinickej studie. Cielom
Studie je monitorovat klinicky stav pacientov, zmeny akti-
vit antioxidaénych enzymov po zacati lieCby opioidmi pre
silnt bolest a v priebehu ich uZivania a cielom tohto pri-
spevku je priniest prvé vysledky z merani antioxidac¢nych
kapacit pacientov v priebehu pol roka od zaciatku uzivania
opioidov.

MATERIAL A METODY

Studia je realizovana v spolupraci s Klinikou algezio-
l6gie Fakultnej nemocnice s poliklinikou F. D. Roosevelta
v Banskej Bystrici, Ambulanciou bolesti Algmed v Kosi-
ciach, Ustavom lekarskej biochémie Univerzity Pavla Jozefa
Safarika v Kosiciach a Vychodoslovenskym tGstavom srdco-
vocievnych chordb a. s. v Kosiciach. Studia bola schvélend
prislunymi etickymi komisiami (EK LF UPJS ¢&. 1N/2017,
EK SZU Banskd Bystrica, EK VUSCH a. s. Kosice) a zaregis-
trovand v medzinarodnej databaze U.S. National Institutes
of Health Clinical Trials.gov. NCT03105232.

Potencialni Ucastnici Studie su pred zaradenim do Stu-
die podrobne oboznameni s priebehom vyskumu a po pod-
pisani informovaného suhlasu su vysSetreni algeziologom.
Sledované klinické parametre: doterajsSia spotreba anal-
getik, vySetrenie typu bolesti (nociceptivna vs. neuropa-
tickd — vyplnenie dotaznikov pre PainDetect, DN4, a Nu-
merickej stupnice bolesti), antropometrické Udaje (vaha,
vyska, vek). Vysetrenie biochemickych parametrov: (ALT,
AST, GMT, bilirubin, mocovina, kreatinin, aloumin), klirens
kreatininu, pacientom je odobratd vendzna krv za uc¢elom

vySetrenia antioxidacnych enzymov a glutationu. Na zak-
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lade Statistickej analyzy aktivit tychto enzymov je stano-
veny interval spolahlivosti 95 %. Pacienti, ktorych vstupné
hodnoty sa nachadzaju v tomto intervale pokracuju v stu-
dii, ostatni mimo ClI 95 % su zo Studie vyluceni. Pacienti
zaradeni do Studie st rozdeleni do 4 skupin:

skupina 1: pacienti s chronickou bolestou uZivajici

(Morfin, Hydromorfén, Oxykoddn);

skupina 2: pacienti s chronickou bolestou uZivajici

transdermalnu naplast (Buprenorfin);

skupina 3: pacienti s chronickou bolestou uzivajici

transdermalnu naplast (Fentanyl);

skupina 4: kontrolnd skupina — zdravi ludia.

Prvé kontrolné vysetrenie (l) nasleduje po 6 mesiacoch
od zaciatku uzivania opioidov pre silnu bolest. V priebehu
vySetrenia budud zaznamenavané klinické parametre ako
aj biochemické parametre podobne ako pri prvom vyset-
reni pacienta. Pacient vyplni dotazniky PainDetect, DN4,
a LANSS Pain 3kaly. Druhé kontrolné vysetrenie (l1) je vyko-
nané po 12 mesiacoch od zaciatku uZivania opioidov pre
silnu bolest. V priebehu vysetrenia st zaznamenavané kli-
nické parametre ako aj biochemické parametre podobne
ako pri predoslych dvoch vysetreniach pacienta. Pacient
vyplni dotazniky PainDetect, DN4, a LANSS Pain skaly.

V krvnej plazme je stanovena koncentrdcia proteinov
kyselinou bicinchoninovou. Aktivity glutationperoxidazy
(GPx, E.C. 1.19.1.9), glutatidonreduktéazy (GR, E.C. 1.8.1.7)
a glutation-S-transferazy (GST, E.C. 2.5.1.18) su stanovova-
né podla postupov uvedenych vyrobcom kitov (Sigma-al-
drich, Nemecko). Aktivity superoxiddizmutazy (SOD, E.C.
1.15.1.1) sa stanovené kitom SOD-Assay Kit-WST (Fluka,
Japonsko). Koncentracia redukovaného glutatiéonu (GSH)
je stanovena metdédou podla Floreani a kol. (1997).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Do studie bolo dosial v skupinach 1 a 3 zaradenych cel-
kovo 36 pacientov, ktori podstupili aj prvé kontrolné vyset-
renie po Siestich mesiacoch. Z vysledkov uvedenych v ta-
bulke €. 1 vyplyva, Ze pri zaCiatku liecby boli rozdiely medzi
skupinami pacientov 1 a 3 iba v koncentraciach reduko-
vaného glutationu. V skupine 3 bola priemerna hodnota
signifikantne niZsia ako u pacientov v skupine 1. Sest me-
siacov po zahajeni lieCby uz su rozdiely medzi skupinami vo
vsetkych sledovanych parametroch, dokonca pri SOD, GR,
GSH aj GST pri p < 0,001. Aktivita SOD bola zniZena a aktivi-
ty GPx, GR, GST, aj koncentracia GSH bola vyssia v skupine
3, kde bol podavany fentanyl v porovnani so skupinou 1,
kde bol pacientom podavany morfin, hydromorfén alebo
oxykoddn. Vzhladom k charakteru reakcii, ktoré tieto enzy-
my katalyzuju je zrejmé, Ze v skupine 1 su po Siestich me-
siacoch vyssie podmienky oxida¢ného stresu.

Na rozdiel od inych opioidov je morfin viac spajany
s indukciou oxida¢ného stresu. Vo vSeobecnosti existuju
dva mozné spOsoby, ako by sa mohol podielat na rozvoji
oxida¢ného stresu. Moze bud podporovat tvorbu reaktiv-
nych foriem kyslika (ROS) alebo zniZit aktivitu réznych zlo-
Ziek antioxidacnych systémov, pricom oba tieto spdsoby
pbdsobenia sa mozu kombinovat (Skrabalova et al,
2013). Niekolko studii preukazalo, Ze akutna aj chronic-
kad expozicia morfinu moze viest k vyznamnému znize-
niu hladin GSH v mozgu hlodavcov a ludi, ako aj v mysej
peceni (Guzman et al., 2006; Payabvash et al,
2006; Ozmen et al, 2007; Abdel-Zaher et al,
2010; Sumathi et al., 2011). TieZ sa ukazalo, ze chro-
nickd lieCba morfinom ovplyviiuje enzymové aktivity en-

Tabulka <. 1: Aktivity antioxidaénych enzymov a koncentracia glutationu u pacientov liecenych silnymi opioidmi
v skupinach 1 a 3 pred (0) a 6 mesiacov po zaciatku liecby (1). Statisticka vyznamnost pri **p < 0,01 a ***p < 0,001

Cas sk SoD GPx GR GSH GST
[ukat/mg prot] [ukat/mg prot] [ukat/mg prot] [nmol SH/mg prot] [ukat/mg prot]
0 1 0,3656 + 0,195 6,7505+ 1,910 12,555+3,316 3,078+0,171 5,190+ 1,027
3 0,4253+0,210 59309+ 1,763 10,678 £2,917 2,542 £0,161%*** 5,251+0,570
1 0,5230+ 0,288 3,4820 + 0,985 8,906 + 0,798 2,775+0,270 1,120 £ 0,326
3 0,2450 £ 0,135*** 4,884 £ 1,447%* 11,838 £ 2,541*** 3,945+ 0,015%** 5434 + 0,465***
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Obrdzok €. 1. Zndzornenie rozdielov v aktivitach antioxidacnych enzymov a koncentrdcie redukovaného glutationu
na zaciatku (0) a po Siestich mesiacoch liecby (1) v skupine 1 (A) a v skupine 3 (B)
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dogénnych antioxidantov ako SOD, CAT a GPx. Aj ked' sa
zistilo, Ze makaky rhesus zavislé od morfinu maju po 20
tyzdiioch lieCby morfinom zvySené hladiny SOD a GPx
(Pérez-Casanova et al., 2008), z v inych studii vy-
plynulo, Ze aktivity tychto enzymov sa po expozicii mor-
finom znizuju (Payabvash etal., 2006; Sumathi
etal.,, 2011; Zhou etal, 2011; Rozisky etal, 2013)
Zda sa, Ze ucinok morfinu na antioxida¢né enzymy moze
ovplyvnit mnoho réznych faktorov ako davkovanie, ¢as ex-
pozicie a exponovany druh.

Z porovnania aktivit antioxidacnych enzymov a kon-

centracie redukovaného glutatiénu vyplyva, Ze v skupi-

ne 1, kde bol pacientom podavany morfin, hydromorfén
alebo oxykodon doslo po Siestich mesiacoch k vyraznym
zmenam, zvacsia pri hladine vyznamnosti p < 0,001 (Graf
€. 1A). Aktivity enzymov, okrem SOD ako aj koncentracia
GSH boli znizené. Avsak v skupine 3, kde bol poddvany
vo forme transdermalnej ndaplaste fentanyl, sme pozoro-
vali vyrazné zmeny (p < 0,001) iba v koncentraciach redu-
kovaného glutationu (Graf ¢. 1B), ktoré boli zvySené v po-
rovnani so zaCiatkom liecby.

V samotnej skupine 1 po Siestich mesiacoch zodpove-
daju aktivity enzymov a znizené koncentracie GSH pod-

mienkam vysSieho oxidacného stresu. Tvorba ROS bola
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pozorovana po kratkodobej alebo dlhodobej liecbe, aj
pri nizkych ddvkach morfinu v ludskych alebo mysich vas-
kuldarnych endotelovych bunkach (Hsiao et al.,, 2009).
Tvorba superoxidového radikalu (O,~) indukovana morfi-
nom bola zistena aj v makrofagoch (B h at et al., 2004).

V zdsade moZe tvorba ROS v suvislosti s uzivanim
morfinu prebiehat aktivaciou syntdzy oxidu dusnatého
(NOS). Aktivacia NADPH-oxidazy indukovana morfinom
vedie k zvySenej tvorbe O,~. Aktivacia NOS vedie zvy3e-
nej tvorbe NO, a naslednej nitracii SOD. Inaktivacia SOD
md za nasledok tvorbu peroxinitritu v reakcii O, a NO.
Aj ked O,~ je iniciatorom tvorby inych ROS, Skodlivé ugin-
ky na tkaniva a ich funkcie ma peroxinitrit a nedostatok
NO (Vaskova etal, 2016). Za zmienku stoji, Ze vSetky
tieto molekuly sa podielaju na rozvoji bolesti, hyperalgézii
vyvolanej opiatmi a opidtovej antinociceptivnej tolerancii
(Salvemini et al, 2009). Inaktivaciou NOS alebo in-
hibiciou nitracie a inaktivacie SOD bolo mozné zabranit
vzniku morfinom indukovanej antinociceptivnej toleran-
cie(Muscoli etal., 2007).

ZAVER

Ciastoéné vysledky $tudie ziskané zo vzorky 36 pacien-
tov, ktorym boli podavané opioidy pre silnd bolest potvr-
dzuju indukciu podmienok oxidacného stresu u pacientov
lie¢enych morfinom, hydromorfénom alebo oxykodénom.
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CHOOSING WISELY ALEBO VYBERAJME
ROZUMNE

Pastrnakova3, E.%, Laztrova, I.2

1IV. Interna klinika UNLP KoSice

2, Interna klinika UNLP a LF UPJS KosSice

Prednaska v kratkosti predstavuje globalnu kampan
Choosing wisely alebo Vyberajme rozumne, ktora sa za-
¢ala v roku 2012 v Spojenych Statoch americkych a v na-
sledujucich rokoch sa pripajaju postupne Staty rozvinuté-
ho sveta. Ku vzniku iniciativy viedol mohutny rozvoj vedy
a techniky, ktory v oblasti mediciny” so sebou priniesol
velké mnozZstvo vySetrovacich moznosti. Ich prehnané vy-
uzivanie vSak okrem mimoriadnej financnej narocnosti
pre pacienta nemusi byt prinosné a méze ho az poskodit.
Aj Slovenska internistickd spolocnost (SIS) Slovenskej le-
kérskej spolo¢nosti si uvedomuje zavaznost problematiky
a od r. 2017 sa pripaja do tohto projektu organizovaného
Eurdpskou federaciou internej mediciny. Vybor SIS s po-
mocou odbornikov na krajskej a okresnej Urovni vypra-
coval TOP 7 odporucani pre diagnostiku a lieCbu s cielom
nevykonavat nadbytoéné a zbytoéné vySetrenia a nepo-
skodzovat pacienta. Tieto odporuc¢ania budd uvedené

a komentované v prednaske.

* %k k

TROMBOFILNE STAVY

Lukacova, L.

Oddelenie klinickej hematoldgie, FNsP J. A. Reimana
PreSov

Trombofilné stavy su vrodené a ziskané ochorenia
spbsobené poruchou funkcie hemostazy na viacerych
urovniach. Vo vseobecnosti predstavuju velmi variabilnu
skupinu stavov, ktora sa klinicky prejavuje trombotickymi
prejavmi v rozlicnych ¢astiach krvného rieciska.

V sucasnosti sa stalo vySetrenie na trombofilné stavy
velmi popularnym, vySetruju sa vsetci pacienti bez ohla-
du na vek, okolnosti vzniku trombotickej prihody, bez
ohladu na faktory, ktoré ovplyvniuju konecny vysledok
a jeho interpretdciu. V prednaske sa zaoberam indikacia-
mi na vySetrenie trombofilnych stavov podla odporucani
medzindrodnych odbornych spolo¢nosti aj vplyvmi preda-

nalytickych faktorov na vysledky vysetreni.

HARMONIZACIA PREANALYTICKEJ FAZY
Pivovarnikova, H.

synlab slovakia s.r.o., PreSov

Prednaska sa zaobera preanalytickymi vyzvami a ca-
som na ich rieSenie z poslednej konferencie preanalytickej
fazy v Zahrebe v marci 2019, harmonizaciou preanalytic-
kej fazy; novymi odporucaniami EFLM a r6znymi formami
edukacie klinickych partnerov.

Pri spravnej indikacii testov je potrebné a mozné vy-
uzit odpordacania z kampane Choosing wisely alebo napr.
aj publikaciu Laboratory diagnostic pathways (Hofman
et al,, 2016). Az v 14,7 % laboratérnych testov lekari uva-
dzaju, ze im neboli jasné indikacie a v 8,3 % nevedeli in-
terpretovat vysledky. Na indikacie laboratérnych testov
maju vplyv odborné odporucania, ceny a zdravotné pois-
tovne. Dal$im najcastejsim zdrojom problémov je pomala
akceptacia abnormalnych laboratérnych vysledkov, z ¢coho
rezultuje aj kli¢ovy problém a potreba laboratérnej me-
diciny - neustdla edukacia klinickych partnerov. Dolezité je
maximalne sustredenie na medicinu, poZadovanie vyssej
kvalifikacie laboratérneho personalu, ktoré vyrazne suvisi
s nizSou chybovostou, sledovanie aktualizacii odbornych
odporucani (napr. oGTT u gravidnych z r. 2019 od autora
Friedecky a kol., 2019) ktorych pocet je vysoky, vystipenie
z laboratérii a aktivna a intenzivna komunikacia s lekarmi
a sestrami a v neposlednej miere stat sa v oCiach inych
skutocnym, reSpektovanym expertom.

V prednaske sa zdodrazriuje potreba vysvetlit klinic-
kym partnerom déleZitost znalosti presného ¢asu odbe-
ru. Vyzaduje to STN EN ISO 15189:2012 a je to aj jeden
z dolezitych indikatorov kvality v systéme manaZzérstva
kvality. Presny ¢as odberu je potrebné poznat kvoli sta-
bilite niektorych parametrov, dalej pre c¢asovo zavislé
referencné intervaly a pre terapeutické monitorovanie
lieCiv (TDM) a ich interpretaciu. Situacia v Eurépe ukazu-
je, Ze iba v malom percente je znamy ¢as odberu, napr.
u hospitalizovanych pacientov je uvedeny cas odberu
pre vsetky vzorky v 49 % a u ambulantnych pacientov
iba v 36 %. Medzi najcastejSie chyby v preanalytickej
faze patri hemolyza vzoriek, ktord sa podiela na vSetkych
preanalytickych chybach az v 60 %. Hemolyza je najviac
sa vyskytujucou preanalytickou chybou, ovplyviiujucou
mnoho analytov, postupy s hemolytickou vzorkou su he-
terogénne a nestandardizované, vytvara to riziko na re-

port nespravnych vysledkov, ¢o je prileZitost na diag-
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nostické chyby (chybajuica, oneskorena alebo nespravna
diagndza).

O prehlade znalosti preanalytickej fazy pojednava ana-
lyza ziskand z dotaznikov ambulancii praktickych lekarov
a zo Specializovanych ambulancii.

Odborné spoloénosti vyzyvaju podporit Standardizo-
vané kritéria podla novych odporucani: Practical recom-
mendations for managing hemolyzed samples in clinical
chemistry testing (Lippi et al., 2018a) a Local quality assu-
rance of serum or plasma (HIL) indices (Lippi et al., 2018b).

1. Friedecky, B. a kol. (2019): Diabetes mellitus-laboratérni
diagnostika a sledovani stavu pacientt. Klinickd biochemie
a metabolismus, 2019, ro¢. 27, ¢.1, s.32-47, ISSN 1210-7921.

2. Hofmann, W. et al. (2016): Laboratory Diagnostic Pathways.
2nd edn. Edited by Hofmann, W., Aufenanger, J., Hoff-
mann. Berlin Germany, Walter de Gruyter GmbH.

3. Lippi, G. et al. (2018a): Practical recommendations for man-
aging hemolyzed samples in clinical chemistry testing.Clin-
ical Chemistry and Laboratory Medicine, doi: 10.1515/cclm-
2017-1104.

4. Lippi, G. et al. (2018b): Local quality assurance of serum or
plasma (HIL) indices. Clinical Biochemistry, doi: 10.1016/j.
clinbiochem.2018.02.018.

USKALIA PREANALYTICKEJ A ANALYTICKE)J
FAZY U PEDIATRICKEHO PACIENTA
Vasilenkovj, A., Kissova, M., Gereg, P., Sebova, C.
Oddelenie laboratérnej mediciny

Narodny ustav detskych chordb, Bratislava

OLM NUDCH sa za poslednych 20 rokov vyprofilovalo
na vysoko Specializované pediatrické pracovisko s dvomi
diagnostickymi centrami. Laboratérna medicina v pediat-
rii sa liSi od laboratérnej mediciny dospelych. V labora-
térnom testovani sa musia potom zohladnovat $pecifika
pediatrického veku. Z dovodu imunologickej nezrelosti
a metabolickej nestability maju deti vysoku akutnost
ochoreni (60-70 % urgentnych vySetreni). Cielom pred-
nasky je objasnit Uskalia a definovat mozZné rieSenia prea-
nalytickej a analytickej fazy u pediatrického pacienta s cie-
lom ziskat maximalnu spolahlivost vysledku.

Preanalyticka faza je fazou s najvacésim podielom chy-
by v celom laboratérnom testovani. NajCastejSie preana-

lytické chyby u deti vznikaju samotnym odberom. Odber
vzorky u novorodencov a malych deti je problémovy, vyZa-
duje zruénost pre odbery zo Zil na hlave a krku. Nespravna
technika pri flebotomii je hlavnou pri¢inou in vitro hemo-
lyzy. Pre malé deti neexistuje idealny odberovy systém,
objem krvi pri odberoch je limitovany, malé objemy sa
pri transporte rychlo znehodnocuju. Vzhladom k velmi
Castym chybam v preanalytickej faze sa u novorodencov,
dojciat a kriticky chorych deti preferuje analyza z kapilar-
nej krvi pri 16zku pacienta. POCT analyzy prinasaju viaceré
zname uskalia, napriek tomu v podmienkach Specializova-
ného pediatrického pracoviska prevazuju benefity, ktoré
vedu k lepsej starostlivosti o pacientov. Systém POCT ana-
lyz sa pouZiva v NUDCH od roku 2001, odvtedy sa neusta-
le rozSiruje a zdokonaluje. V suéasnosti garantujeme pat
analyzatorov krvnych plynov, elektrolytov, Ca2+, glukdzy,
laktatu a celkového bilirubinu, tri analyzatory na stanove-
nie CRP z kapilarnej krvi, desat glukomerov s pripojenim
do LIS na stanovenie glukdzy z kapilarnej krvi. V stadiu
pripravy je POCT monitorovanie ketolatok (B-hydroxybu-
tyratu). Vo vSeobecnosti plati, Ze analyticka faza ma naj-
mensi podiel chyby na celkovom laboratérnom testovani.
V pediatrii to vzdy neplati, lebo analytické interferencie
u novorodencov a dojciat sa vyskytuju ¢astejsie ako u do-
spelych. Vo vzorkach novorodencov su pritomné vysoké
koncentracie bilirubinu, lipidov a fetdlneho hemoglobinu.
Bilirubin absorbuje svetlo pri vinovych dizkach, pri ktorych
sa meraju mnohé spektrofotometrické metddy — moznost
falosnych vysledkov, dojcenie a intravendzna vyziva tukmi
ovplyviuje turbiditu vzorky, ktora interferuje so spektro-
fotometrickymi a turbidimetrickymi metédami. Otazka
vyberu biochemického analyzatora je v pediatrickom la-
boratdriu klicova. Je potrebné, aby analyzator eliminoval
vplyv interferentov pred analyzou, aby pri kazdej vzorke
pomocou indexov vyhodnocoval hladinu hemolyzy, turbi-
dity a ikteru, aby pouZival metddy, pri ktorych neinterferu-
je fetadlny hemoglobin. Analyzatory suchej chémie spifia-
ju najnarocnejsie poziadavky na pediatrické laboratérne
testovanie: kratky Cas analyzy, malé pipetovacie a mrtve
objemy, eliminaciu endogénnych interferentov a vyhod-
nocovanie hemolyzy, lipémie a ikteru pomocou indexov.
Pediatricka laboratérna medicina riesi problémy, kto-
ré prinasa detsky vek. Vyuziva pristroje a metddy, ktoré
eliminuju chyby spojené s preanalytickou a analytickou
fazou, a to aj napriek vyssim financnym nakladom na pre-

vadzku.

* ¥ k
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LYZOZOMALNE OCHORENIA — NOVINKY
V DIAGNOSTIKE A MONITORINGU
Saligova, J., Potoénakova, L.

Detska fakultnd nemocnica KoSice

Lyzozomalne poruchy (Lysosomal storage disorders —
LSD) tvoria Sirokd skupinu ochoreni, spésobenych gene-
ticky podmienenym deficitom niektorého z lyzozomal-
nych enzymov, podielajlucich sa na degradacii zloZitych
zltcenin, alebo zriedkavejsie deficitom transportnych pro-
teinov. Dosledkom je hromadenie ldtok nad enzymatic-
kym blokom, ¢o sa prejavi hromadenim v bunkach, ¢asto
s charakteristickym obrazom, nasledne hromadenim v or-
ganoch a vyustenim do multiorganového postihnutia.

Autori prezentuju svoje skidsenosti a poukazuju na ak-
tudlnu situaciu v diagnostike a liecbe tejto skupiny dedic-
nych metabolickych poruch.

VYSKYT LSD: Jednotlivé choroby st zriedkavé, ale ich
sumarny vyskyt je pomerne vysoky, v nasej populacii je
odhadovany na 1 : 8 — 9000 novorodencov.

KLINICKE PRIZNAKY LSD: Prvé klinické prejavy sa odvi-
jaju od organu, ktory je najviac postihnuty. Prvé priznaky
sa modzu objavit kedykolvek od novorodeneckého obdo-
bia az do neskorej dospelosti. Klinicky obraz je variabil-
ny, od lahsich foriem po tazké s infaustnou progndzou.
Postihnutie je zvyCajne multisystémové a ochorenie ma
progresivny charakter, donedavna bez moznosti kauzal-
nej lieCby.

DIAGNOSTIKA: LSD je potrebné zvaZzovat pri multisys-
témovom postihu s progresivnym charakterom. Niektoré
LSD (mukopolysachariddzy, oligosachariddzy) su spreva-
dzané charakteristickym vylu¢ovanim metabolitov ¢i zvy-
Senim typickych biomarkerov. Sledovanie ich dynamiky sa
uplatniuje aj v naslednom monitoringu pacienta. Diagné-
zu potvrdi dbkaz znizenej aktivity konkrétneho enzymu
a definitivne analyza DNA. Vyznamnym prinosom je do-
stupnost stanovenia aktivity enzymu v suchej kvapke krvi,
¢o vyznamne zlepsilo moznosti skriningu LSD a naslednej
terapeutickej intervencie.

LIECBA: V sUcasnosti je viacero ochoreni terapeuticky
ovplyvnitefnych, ¢i uz enzymovou substitu¢nou lie¢bou,
substrat redukénou terapiou alebo liecbou chaperénmi.

Pocet liecitefnych ochoreni vyznamne narasta. Kva-
litnd a vcasna diagnostika je zakladnym predpokladom
Uspesnej lieCby LSD.

* ¥ 3k

eLAB - POHLAD LABORATORIi
(LOINC — STRASIAK ALEBO DOBRY
POMOCNIK?)

Strakov3, B.

Alpha medical s.r.0., Martin

LOINC (Logical Observation ldentifiers, Names, and
Codes) je systém identifikacie laboratérnych vysetreni
a dalsich diagnostickych poloziek. LOINC zaloZil v roku
1994 Regenstrief Institute, neziskova organizacia pre le-
karsky vyskum na univerzite v $tate Indiana v USA. Z do6-
vodu velkej variability vtedajsich informacnych systémov
bolo narocné identifikovat vySetrované parametre medzi
jednotlivymi subjektami. Na vyrieSenie tejto ro6znorodos-
ti Regenstrief zorganizoval vybor LOINC s cielom vyvinut
spolo¢nu terminoldgiu pre laboratérne a klinické vysetre-
nia.

Hlavhym ciefom LOINC je poskytovat identifikdtory
a nazvy pre laboratérne parametre, klinické merania a ra-
diologické vykony. Regenstrief pravidelne dvakrat ro¢ne
publikuje nové vydania katalégu. Aktudlna verzia 2.66
bola vydana v juni 2019. Obsahuje 91 388 terminov po-
kryvajucich Siroky rozsah laboratérnych testov (chémia,
mikrobioldgia, molekularna patoldgia, atd’) a Siroku skalu
klinickych merani (napr. vitalne znaky, EKG, atd.). Do sys-
tému LOINC sa pripaja stale viac krajin (momentdlne je
zapojenych 175 statov), ktoré mézu aktivne spolupraco-
vat na tvorbe katalégu. Od roku 2017 pribudlo takmer
7000 novych poloZiek.

Z dovodu pripravy jednotného katalégu laboratér-
nych vySetreni vznikla po dohode zdravotnych poistovni
a laboratérii zdruZzenych v Asociacii laboratérii pracovna
skupina, ktora vytvorila prvu verziu takéhoto kataldgu.
Pracovna skupina ako najvyhodnejsi pristup vyhodnotila
adaptaciu medzindrodnej systematiky LOINC do podmie-
nok slovenskej laboratérnej praxe. V procese tvorby kata-
I6gu boli mapované vietky vysetrenia Styroch najvacsich
privatnych poskytovatelov laboratérnych sluzieb — Alpha
medical, Medirex, Klinicka biochémia a Synlab. Kataldg sa
bude postupne rozsirovat o vysetrenia, ktoré poskytuju
iné laboratdrne zariadenia, ktoré sa zaradia do systému.
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SValLz - MINULOST, SUCASNOST
A BUDUCNOST

Heriban, V.

V$eobecna zdravotnd poistovnia, a. s.

Laboratdrna diagnostika v ostatnych rokoch ziskava
¢oraz viac na vyzname, pretoZe dnes uz dokdze nielen
diagnostikovat chorobu, ale svoju nezastupitelnd ulohu
ma aj v prevencii, monitorovani lie¢by, uréovani adheren-
cie pacienta k liecbe ¢i pri budovani odvetvia, ktorému sa
medzinarodne hovori ,,companion diagnostic”. Silné po-
zicie na seba prebera integracia, konsolidacia, automati-
zicia a elektronizacia celého segmentu a nastupuju nové
formy organizacie prace. Tym sa v medicine otvara nespo-
¢etné mnozstvo novych moznosti. Casy ruéného spracova-
nia materidlu v laboratdriach su nenavratne prec. Stcasne
dynamicky vzrastaju poziadavky na rychlost vysetreni, ich
komplexnost a pridant hodnotu. To vsetko v3ak kladie
mimoriadne ndroky aj na informacie o pacientovi, €o sa
nezaobide bez patricného stupna elektronizacie celého
procesu. Sofistikovana elektronizacia zdravotnictva v Sir-
Som zmysle tohto slova sa preto uZ aj u nas stala aktual-
nym trendom. Jej technologickym prejavom v stuéasnosti
je aj projekt eLab rozvijany pod gesciou NCZI. Jeho ciefom
je nielen zefektivnit pracu laboratérii, ale priniest benefit
aj nakupcom zdravotnej starostlivosti a v nemalej miere
pomdct aj samotnému pacientovi, a to v roznych praktic-
kych formach.

Este pred jeho prvym nasadenim do praxe je potrebné
po vSetkych strankach ho dbékladne a multidisciplinarne
pripravit. V tejto etape rozvoja projektu sa prave nacha-
dzame. Zakladom elektronizacie laboratérnej cinnosti
bude spolo¢ny komunikaény jazyk, teda jednotné, presné
a nezamenitelné, softvérovo spracovatelné oznacovanie
jednotlivych vykonov (LOINC). Samotny eLab potom bude
prindsat mnoho vyhod rozmanitého druhu pre vsetkych
stakeholderov procesu:

e elektronicku Ziadanku a komunikaciu lekdr — labo-

ratérium;

¢ histdriu pacienta pre indikujuceho lekara;

e nizSiu mieru subjektivnych chyb;

e jednoznacné vykazovanie;

¢ predschvalovanie indikovaného vykonu poistoviiou;

e zamedzenie neuhradzania duplicitnych vysetreni;

e precizne nastavenie indika¢nych, frekvenénych

a dalsich medicinskych obmedzeni;

e vySSiu mieru automatizacie reviznej ¢innosti zdra-

votnej poistovne;

* presné, transparentné a objektivne pravidla nielen

uhrad;

e exaktné statistické vystupy;

¢ rychlost, ...

Zavedenie systému elab si vSak vyZaduje hlboké po-
chopenie problematiky a aktivhu spolupracu pri tvorbe
komunikac¢ného jazyka, Ziadanky, pravidiel uznavania vy-
konov ako aj inych zlozZiek systému aj od samotnych labo-
ratérii ako buducich uzivatelov systému a v neposlednom
rade tiez odbornych spolocnosti ako profesionalnej ga-
rancie zmien tak, aby bol eLab v kone¢nom désledku (pre
laboratdrid) pomocou, nie pritazou. Aby sa na jeho tvor-
be aktivne podielali aj ti, ktori ho budu pouzivat a vyzvy,
ktoré nesporne prindsa, sa spolahlivo premienali na jeho
buduce benefity. Pre vSetkych zainteresovanych. Prispe-
vok mapuje konkrétne nastroje, ciele a etapy, ktorymi sa
projekt bude rozvijat, jeho vyhody aj vyzvy, aby bolo kaz-
dému zainteresovanému zrejmé, ¢o sa od neho ocakdva
a ako moéze priloZit svoju ruku k dielu, ktoré osozi vsetkym.
Zaroven naznaCuje trendy, ktoré bude $tatna zdravotna
poistoviia presadzovat v najblizsej budicnosti vo svojich
zmluvnych vztahoch s poskytovatelmi laboratérnych slu-
Zieb, a to nielen v oblasti Uhradovych mechanizmoy, ale aj
kvalitativnych Standardov segmentu. To vSetko pri aktiv-
nej spolupraci s odbornou verejnostou a mienkotvornymi
odbornikmi.

* %k 3k

FINANCIE & KVALITA

ALEBO: KTO ZiSKAVA FINANCIE

A KTO KVALITU?

Lepej, J.1, Lepejova, K.2

Klinika nukledrnej mediciny LF UPJS a INMM, Kosice
20ddelenie klinickej biochémie, hematoldgie

a imunoldgie - Cumulus s.r.o., KoSice

Sprava z 11.9.2019 (Bratislava, TASR): Zdravotnicke
organizacie aj poistovne poZaduji od vlady SR dofinan-
covanie zdravotnej starostlivosti (ZS) o 150 mil. Eur. Pri-
dava sa aj ministerka zdravotnictva, ale minister financii
komentuje: ,,...ja sa nemdzem opierat o cifry vycucané
z prsta”.

Ako je to teda s financovanim zdravotnictva v SR I? Je

dobré si pripomenut a zhodnotit objektivhe a dostupné
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zdroje. PreCo? Pretoze problémy zdravotnictva su vybor-
nd marketingova téma, ktoru vyuzivaju vo svoj prospech
mnohi, ¢asto nekompetentni. Na manipulovani verejnosti
polopravdami az klamstvami ziskavaju politici voli¢ské hla-
sy a masmédia peniaze popularitu a slavu. Otazka je, ¢o
ziskava pacient ?

Autori v prispevku poukazuju na skutoc¢nost, ako sa
financovanie zdravotnictva menilo za desatro¢ia demok-
racie. Vyhodnotia trendy vyvoja a pokusia sa zodpovedat
na otazky:

Kolko bolo penazi? Kde a v akom pomere sa zdroje
vyuzivali ? Kto si z verejnych zdrojov ukrajoval najvacsi ba-
lik ? Ako vznikal v rezorte zisk a na €o sa pouzival ? Aka je
situdcia vo financovani u nas a v porovnatelnych aj nepo-
rovnatelnych krajinach ? Preco je dobré alebo zIé pozerat
na zdravotnictvo ako na ekonomicku kategériu? Preco
ma alebo nema byt pacient klient a zdravotnicky pracov-
nik poskytovatel (provider)? Ako situdcia s financovanim
zdravotnictva v SR suvisi s jeho kvalitou ?

Dynamika vyvoja zdravotnictva vyplyva nielen z moz-
nosti ekonomiky, nastavenych parametrov odvodovej po-
vinnosti, ale hlavne od systému prerozdelovania zdrojov
a z chovania sa jednotlivych subjektov v tomto rezorte.
Ako sa financovanie a kvalita menili v uplynulych rokoch,
nebolo dané len nasimi schopnostami a Zelaniami. Zial,
podielali sa na tom mnohi ,silni hraci“, politici a ich stra-
nicke zaujmy, financné skupiny, medzinarodny biznis.

Autori z dostupnych Udajov dochadzaju k zaveru,
Ze dostatok finan¢nych zdrojov v zdravotnictve nebude
NIKDY. Je to len relativny pojem. Vyska zdrojov do zdra-
votnictva u nas a v porovnatelnych krajinach nie je velmi
rozdielna. Problém je Struktura a rozdelenie existujucich
zdrojov a prilis Sirokd miera zisku respektive straty, kto-
rd mnohokrat nezodpoveda dosahovanej kvalite. Autori
poukazuju na podstatu a rozsah takzvanej , Ciernej diery”,
kde miznu finan¢né zdroje v zdravotnictve.

Za poslednych 30 rokov experimentovania, transfor-
macie vlastnictva vyrobnych prostriedkov a snahy ¢o naj-
lepsie zarobit, sa zmenila podstata prace zdravotnickych
pracovnikov. Peniaze sa z prostriedku stali cielom. Do6-
sledkom su rozbité Strukturalne vztahy vo vnutri systému,
¢o viedlo k strate kompetencii a nedosahuje sa primerand

hodnota za peniaze.

* %k k

PARTICIPATION IN EQA: HOW OFTEN IS
ENOUGH?

Assoc. prof. Dalius Vitkus, PhD

Institute of Biomedical Sciences of the Faculty

of Medicine, Vilnius University, Lithuania

International Standard EN ISO 15189:2012 “Medical
laboratories—Requirements for quality and competence”
states that “the laboratory shall participate in an inter-
laboratory comparison programme(s) (such as an exter-
nal quality assessment programme or proficiency testing
programme) appropriate to the examination and inter-
pretation of examination results. There shall be a defined
means of comparing procedures, equipment and meth-
ods used and establishing the comparability of results for
patient samples throughout the clinically appropriate in-
tervals”.

The optimal frequency of EQA schemes is often de-
bated and the evidence for it is difficult to find. Looking
through the catalogues of different EQA providers the fre-
qguency of EQA surveys varies, and the scientific reason for
this is not given.

There are different approaches to clarify require-
ments of the Standard by competent authorities. Europe-
an co-operation on Accreditation in 2010 has published
an Advisory Document EA-4/18 “Guidance on the level
and frequency of proficiency testing participation”. The
general idea of the Guidance is that the laboratory should
define its level and frequency of participation after care-
ful analysis of the level of risk presented by the laborato-
ry. According to WHO the number of PT rounds per year
depends on many factors. Generally, a higher number of
PT rounds will provide more data points and enable bet-
ter understanding of the performance of a testing site. In
a typical PT programme, challenge samples are provided
at regular intervals with 2 to 24 times yearly. Some pro-
grammes use single sample, some—up to 8 samples per
round.

A high quality scheme with commutable material
and reference target values and thoroughly elaborated
and understandable feedback reports are much more
important than schemes with a high number of surveys.
The theoretical reason for this opinion is that EQA should
not be a substitute for internal quality control, but should
concentrate on finding systematic deviations of measure-

ment procedures preferably from a true target value. Pro-
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grammes with commutable material and values assigned
by reference methods allow laboratories to evaluate
whether laboratory tests fit-for-purpose.

It is common that EQA providers are paid by each sur-
vey they circulate. An alternative approach could be that
the EQA providers are paid for the expertise they provide
so that professional reasons could determine the optimal
frequency of surveys and the content of the feedback re-

ports.

INTERNA KONTROLA KVALITY

V REALNEJ PRAXI

Franekova, J.'2, Jabor, A.%'?2

1Pracovisté laboratornich metod, Institut klinické
a experimentalni mediciny, Praha, CR

2Univerzita Karlova, 3. Iékarska fakulta, Praha, CR

Interni kontrola kvality neni v 15015189 (5.6.2 Rizeni
kvality) zminéna explicitné, je uvedena nutnost navrh-
nout postupy fizeni kvality, které ovéri dosazeni zamysle-
né kvality vysledkl a v pozndmce je zminka, Ze timto se
mini interni fizeni kvality (s narodni poznamkou o terminu
Vnitfni kontrola kvality, VKK). Norma dale zmiruje Ma-
terialy pro fizeni kvality (5.6.2.2) a Vystupy fizeni kvality
(5.6.2.3). Co zminéno neni vlibec, je systém VKK, jeho im-
plementace, pouZzivani, provérovani a zlepSovani. Norma
tedy ponechava velky prostor pro erudici laboratornich
pracovnikd.

IMPLEMENTACE: Prvnim krokem efektivni VKK je
analyza soucasné kvality vysetfovani (napr. studium mate-
rialQ vyrobce, vlastni verifikace metod, vysledky dosavadni
VKK a vysledky externiho hodnoceni kvality (EHK). Druhym
krokem je stanoveni analytickych cil(, idedIné s respekto-
vanim hierarchie modell podle prvni strategické konferen-
ce EFLM. Casto je potfebné hledat rovnovahu mezi krité-
rii state-of-the-art a pozadavky vyplyvajicimi z biologické
variability, vhodna je konfrontace s narodnimi nebo mezi-
narodnimi doporucenimi. Tretim krokem je volba modelu
ve vlastni laboratofi tak, aby bylo mozné ziskat spolehlivé
statistické udaje (pocet kontrolnich material(i, pocet hla-
din, volba pravidel, volba software pro hodnoceni). Ctvr-
tym krokem je sledovani pribéhu VKK a dil¢i adaptace. Po-
slednim krokem je pravidelné vyhodnoceni efektivity VKK,

napf. v ramci prezkoumavani systému kvality.

PROBLEMY: Laboratofe nestanovuji analytické cile,
ignoruji statistickou povahu VKK, nastavuji Siroka kritéria
podle rozmezi vyrobce, nerespektuji doporuceni odbor-
nych spoleénosti, nepouZivaji kontrolu s kazdou analytic-
kou sérii, zaménuji proces kalibrace a kontroly, nepouzi-
vaji kontrolni materidly tfetich stran, nereaguji spravné
na signaly z VKK, nepouZzivaji korektné vhodné nastroje,
nezabyvaji se pfiinou problému a nevyhodnocuji VKK
komplexné s ohledem na EHK, data pacientl a dalsi udaje.

Ptes dostupnost kontrolnich material(, vyhodnocova-
cich nastroji a edukacnich zdroja se VKK v fadé pripad(
neprovadi korektné. Pfitom jde ve skutecnosti o jeden
z mala rutinnich a denné dostupnych systém{ pro zajisté-

ni kvality vysledk.

* %k 3k

CLINICIAN’S REAL LIFE WITH NEW
METHODS IN QUALITY CONTROL AREA
ON POCT ANALYZERS

PRAKTICKY POHLED KLINIKA NA NOVE
METODY V KONTROLE KVALITY U POCT
ANALYZATORU

FlajSingrova, J.1, Debsova, A.%3

!Klinika anesteziologie, resuscitace

a intenzivni mediciny, Brno, CR

20ddéleni klinické biochemie a hematologie,
Psychiatrickd nemocnice Brno, CR

30ddéleni biochemie,imunologie a alergologie,
AKl spol.s.r.o., Brno, CR

A diagnostics of blood gases, ions and oximetry is
one of the most problematic areas in bedside monitor-
ing in terms of preanalytical and postanalytical factors.
Current analytic systems can only measure state of sam-
ple without subsequent result validation. State of sam-
ple without specific evaluation and result validation has
no significance for clinician’s feedback. Preanalytic and
postanalytic process can significantly affect analytic way
of the each sample, which does have continuity to result,
or to results of next samples. A traditional model of Qual-
ity Control (QC) with Level-Jennings chart is not sufficient
in process of real time evaluation and validation of each
result. The traditional model of QC is only monitoring of
a quality of an analytical instrument, but it does not mon-

itor a real time analytical way and an analysis of a sample.
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Problematic sample with no response in Quality Control
and evaluation of supervisor at real time can lead to failed
result with a succession to next samples, e.g. Transient
Sample Error (TSE). An increase of frequency of quality
control without any biochemical management and conti-
nuity after each sample at real time cannot influence an
interpretation of sample result, or a validation. Howev-
er, it can significantly affect economic and time matters.
A subsequent intervention of a biochemist is not a true
“real time validation” of critical decision, it is delayed and
speculative in process of validation and clinician’s deci-
sion. Real time Quality Control before, during and after
each sample analysis, with implemented Quality Manage-
ment (QM) of Westgard rules can influence sample result
interpretation (in critical decision) with using of sample
evaluation and automatic validation of result. All this pro-
vides real time rules to clinicians with no compromises
and no speculations about each specific result. All ana-
lytical processes during measurement of each sample are
constantly monitored by an autonomic real-time quality
management of Total Analytic Error (TAE) with a succes-
sion to each sample evaluation. Supervisor’s assistance
and specific biochemical interventions during critical re-
sults are eliminated almost to zero. The real time quality
management helps clinicians to decrease a risk of incor-
rect results in a real time process of sample assessment
without TSE and latter laboratory consultation. The auto-
nomic intelligent quality management (iQM) in real time
can detect problem of each sample using specific inter-
pretation, which can help clinicians in education related
to preanalytical phases.

5. Westgard, J. O., Fallon, K. D. and Mansouri, S. (2003): Val-
idation of iQM Active Process Control Technology, Point of
Care. The Journal of Near-Patient Testing & Technology. doi:
10.1097/00134384-200303000-00001.

6. Toffaletti, J. G. et al. (2007): Validation of a quality assess-
ment system for blood gas and electrolyte testing. Clinica
Chimica Acta. doi: 10.1016/j.cca.2007.03.021.

7. Salek, T. et al. (2016): Postanalyticka faze a interpretace lab-
oratorniho testu (post-postanalyticka faze), Klinicka Bioche-

mie a Metabolismus.
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VIEME PRAVDU, CELU PRAVDU A NIC,
LEN PRAVDU O KVALITE?

Balla, J.

Narodny reprezentant Slovenskej spolo¢nosti klinickej
biochémie v EFLM a IFCC

Aj ked slovo roka 2016 ,post-truth” (postpravdiva,
postfaktudlna doba) vyjadruje podla britského Oxford
Dictionaries skor politicky fenomén, ked' ,pravda uz nie
je pravda“, mozno sa odévodnene domnievat, Ze sa ne-
tyka len politiky, ale vSetkych oblasti Zivota. Kvality v la-
boratdrnej medicine nevynimajuc. J. O. Westgard vo svo-
jej knihe Nothing but the Truth about Quality napisal,
Ze v dobach ,nepravdy” sa obava, Ze kvalita v klinickych
laboratéridch trpi tiez, pretoze kvalita sa v mnohych as-
pektoch vztahuje k pravde. Aplikovat pravdu, celd prav-
du a nic¢ len pravdu v preklade do klinického laboratodria
znamena, ze laboratdrna skiska musi mat definovanu
poziadavku na kvalitu (pravda), ktora spifia $pecifikacie
spravnosti a presnosti analytickej metddy (celd pravda)
a je zarucend postupom kontroly kvality (ni¢ iné ako
pravdivy dékaz kvality).

Zéakladnou ulohou klinického laboratéria je poskytovat
informacie, ktoré spolahlivo pomézu riesit otazky diag-
nostiky a lie¢by pacientov. Pokrok a vyvoj meracich sys-
témoy, Cinidiel a metodoldgie v poslednych desatrociach
viedol k mylnému nazoru, Ze znizenie analytickych chyb
dosiahlo takud droven, Ze analyticka faza laboratérneho vy-
Setrenia uZ nevyzaduje tolko pozornosti ako v minulosti.
V teoretickej rovine je dost poznatkov o zasadach riadenia
kontroly kvality analytickej fazy, ale ich prenos a realiza-
cia v praxi nie je jednoducha. V internej kontrole kvality
sa kladie priliSnad spolahlivost na vyrobcov a automatické
Statistické programy, pritom pre zabezpecenie kvality su
rozhodujluce odborné znalosti, zru¢nosti a osobny postoj.
Nedocenuje sa optimalizacia pravidiel internej kontroly
kvality, pocet kontrolnych merani a spravna frekvencia
QC. Organizacie, vykonavajuce externé hodnotenie kva-
lity, pouZivaju pri posudzovani kvality zna¢ne rozdielne
Specifikacie kvality a narodny akreditacny organ rozho-
duje pri auditoch podfa tychto kritérii, hoci ISO norma
15189 jasne vyZaduje, aby laboratdria pouzivali skisobné
postupy, ktoré su vhodné na zamyslané pouZzitie (Co sluzi
pacientovi). Ci spomenuté $pecifikacie kvality splfiajd tuto
poziadavku normy, nikoho nezaujima. Nevytvarame a ne-

implementujeme narodné standardy kvality.
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Zachovanie alebo zlepSenie kvality predstavuje zvy-
Sené naklady na klinické laboratoria. Financné restrikcie
zo strany poistovni a tlaky na obmedzovanie modernych
laboratérnych testov su primdrne zamerané na zisky in-
stitdcii, nie na dosahovanie kvality. Zdravotné poistenie
je povinné a verejné, prostriedky verejného zdravotného
poistenia su uréené na Uhradu nakladov na poskytnutu

zdravotnu starostlivost a nie na vlastné prijmy i zisky.

KONTROLA KVALITY V MOLEKULARNE)J
GENETIKE

Camajova, J.

Klinickd biochémias.r. 0., Zilina

Neustale napredujuci pokrok v molekuldrno-genetic-
kej diagnostike je umozneny rychlym rozvojom technolé-
gii, bioinformatickym spracovanim genomickych dat ako
aj ziskavanim novych medicinskych poznatkov ako je mo-
lekuldarny podklad ochoreni, moZnosti variabilnej lieCby
i moznosti detekcie Sirokého spektra patogénov. Tento mi-
moriadny progres je potrebné zaroven prepoijit s doklad-
nou kontrolou kvality prace a postupov pri vykonavanej
diagnostike.

Molekularno-genetické vySetrenia mézu byt zamerané
na vySetrovanie humanneho gendmu ako i extrahuman-
neho gendmu. Pri humannom gendme pacientov moze ist
o vySetrovanie patologickych variantov podmieniujucich
dedic¢né ochorenia a predispozicie, patologickych zmien
pri onkologickych ochoreniach, sledovanie vyvoja ochore-
nia, sledovanie genetického pozadia ovplyviujuce reakciu
pacientov na lieCbu a i. Pri extrahumannom gendme ide
o detekciu, kvantifikdciu alebo genotypizaciu infekénych
patogénov.

Diagnostika na molekularno-genetickej Urovni ma nie-
ktoré unikatne Crty, ktorymi sa odlisuje od inych diagnos-
tickych testovani. Pri vySetrovani humanneho genému sa
jednak geneticka vybava pacienta v dedi¢ne podmiene-
nych znakoch pocas Zivota nemeni, takZe vySetrenie hu-
maénnej DNA pacienta pre dany patologicky variant/ocho-
renie sa neopakuje a tvori permanentnu sicast zdravotnej
dokumentdcie pacienta. KedZe ide o citlivé udaje, je po-
trebny informovany suhlas pacienta a osobné informa-
cie o gendme pacienta musia byt chranené. Okrem toho

vysledky genetickych testov mo6zu mat nasledky nielen

pre osobu, ktord je vySetrovana, ale aj pre jej rodinnych
prislusnikov. Tieto vsetky fakty eSte pod¢iarkuju nutnost
doslednej kontroly kvality v tejto diagnostike na vsetkych
urovniach.

V sucasnosti ma praca v molekularno-genetickej diag-
nostike zaroven velmi Specificki metodologicka ¢rtu,
nakolko je zaloZzena na PCR reakciach a ich aplikaciach.
PCR reakcia umozhuje vysoky stupern amplifikdcie DNA —
z jednej molekuly mézu byt vytvorené miliény az bilidny
DNA molekdul/ képii. Citliva povaha PCR prace si vyzaduje
Specialny pristup, aby sa zabranilo kontaminacii inymi mo-
lekulami DNA, ich zmnoZeniu a tym vzniku nespravnych
vysledkov. Preto je pre zabezpecenie kontroly potrebné
okrem vseobecne pouZzivanych prostriedkov implemento-

vat, kontrolovat a sledovat $peciélne pristupy a postupy.

* ¥ k

LC-MS/MS V RUTINNEJ PREVADZKE
Secnik, P. jr., Babiak, P.

SK-Lab s.r.o. — klinické laboratérium, Lu¢enec

Princip kvapalinovej chromatografie kombinovanej
s hmotnostnou spektrometriou (LC-MS/MS) je zndmy pri-
blizne 40 rokov. Praktické pouZitie tejto analytickej meté-
dy vsak bolo az do nedavnej doby viazané takmer vylu¢ne
na vyskumné pracoviskd. Dévodom je urcitd narocnost
po odbornej, financnej a personalnej stranke a tiez ,vro-
dend” obtiaZzna automatizovatelnost. Uvedené problémy
vsak LC-MS/MS viac neZ vyvazuje bezprecedentnou analy-
tickou kvalitou, ktora tazi z kombindcie separacnej sily LC
a detekcnej sily MS.

V poslednom desatro¢i LC-MS/MS postupne precha-
dza aj do beznej praxe klinickych laboratérii. Uplatnenie
nachadza predovsetkym pri stanoveni problémovych
analytov, kde limity klasickych biochemickych a imuno-
chemickych metéd nedovoluju dosiahnutie potrebnej
analytickej senzitivity a Specificity. Jedna sa napriklad o te-
rapeutické monitorovanie koncentracie lieciv, stanovenie
katecholaminov a ich metabolitov, vitaminu D a jeho fo-
riem, pripadne steroidnych horménov. Specidlne uplatne-
nie ma LC-MS/MS v screeningu vrodenych metabolickych
vad a v toxikologickych analyzach.

V laboratdriu SK-Lab Luéenec bola metodika LC-MS/
MS uvedenad do prevadzky priblizne pred jednym rokom.

InsStaldcia zariadenia vyZadovala zaistenie technologické-
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ho zazemia pre podporné zariadenia (generator dusika,
vakuovd pumpa) a pretreatment vzoriek (digestor, vaku-
ovy desikator). LC-MS/MS aktualne vyuZivame pre stano-
venie 25-0OH cholekalciferolu (D3) a 25-OH ergokalciferolu
(D2). Jedna sa o in-house metddy, ktoré boli navrhnuté
na zaklade publikovanych dat a doladené v SK-Lab. Zave-
deniu metdd do klinickej praxe predchadzala validacia ich
analytickych charakteristik a porovnanie s predchadzaju-
cou pouzivanou imunochemickou metddou.

Podla predpokladov sa metddy LC-MS/MS pre stano-
venie (25-0OH)-D2 a (25-OH)-D3 vyznacuju vysokou me-
dzilahlou preciznostou (CV=2,5%, 22 hodndt, 30 dni)
a pravdivostou (bias=1%, EHK cyklus RfB, hodnotena
navaznost). Celkova (kombinovand, rozsirend) neistota
vysledkov (Uk,c,r =6,05 %) je vyrazne nizsia, nez cielova ne-
istota odvodena z biologickej variability (TMU = 19,7 %).

LC-MS/MS ma v portféliu analytickych metdd SK-Lab
pevné miesto. V blizkej budicnosti planujeme zaviest
do klinickej praxe LC-MS/MS metddy pre diagnostiku en-
dokrinopatii, na ktorych vyvoji v suc¢asnosti pracujeme

* % %k

DESET KONCEPTU

PRO POSTANALYTICKOU FAZI

Jabor, A.%2, Franekova, J.»'2, Kubicek, 2.1
!Pracovisté laboratornich metod, Institut klinické
a experimentalni mediciny, Praha, CR

2Univerzita Karlova, 3. lékarska fakulta, Praha, CR

Zména paradigmatu laboratorni mediciny ve smyslu
pfesunu od ,patient-centered medicine” k mediciné, kde
se pacient zUcastriuje nékterych rozhodovacich procest,
vyzaduje individualni pfistup v postanalytické fazi. Pozor-
nost vyZaduji nastroje, které to umoznuiji.

Koncepty postanalytické faze a jejich vyznam pro me-
dicinu pfistiho desetileti:

1. Referencni meze: maji vyznam pro popis labora-
torniho testu, nejsou rozhodujici pro individuum.
Vyznam roste pfi nedostatecné harmonizaci testu
a klesd pfi existenci klinickych cut-off hodnot.

2. Cut-off hodnoty mohou byt urcené exaktné (a s ne-
jistotou), intuitivné, konsenzem, s moznym politic-
kym nebo ekonomickym pozadim. Maji vyssi klinic-
ky vyznam nez referenéni meze, vytéznost zvysuje

pouziti vice cut-off hodnot.

3. Polocas eliminace se tyka jen specialnich situaci,
ve kterych ale hraje vyznamnou roli (monitorovani
|éCiv, pouziti tumormarkerl po radikalnich vyko-
nech, ovlivnéni biomarkerl externimi kratkodoby-
mi vlivy), zakldda moZnost individualniho hodno-
ceni.

4. Biologicka variabilita reprezentuje velky prostor
pro zlepseni postanalytické faze, vysledky v data-
bazi EFLM https://biologicalvariation.eu/ zatim
bohuZel nenaplnily o¢ekdvani, rada problému neni
vyfesena (individualizace, zmény v patologii).

5. Kriticka diference (reference change value) vychazi
z intraindividualni biologické a analytické variabili-
ty, ma vyssi podil individualizace, neni vhodna pro
vsechny analyty a klinické situace, vyuziti pro delta
check je omezené.

6. Index individuality naznacuje potrebnost individu-
alniho hodnoceni vysledkll, nez jejich porovnani
s referencnimi intervaly. Pro konkrétniho pacienta
ma omezeny vyznam.

7. Kritické hodnoty pfi spravném nastaveni umoznuji
individualizaci v extrémnich situacich.

8. Senzitivita a specificnost charakterizuji test v jedné
klinické situaci, individualizaci postanalytické faze
neumoznuji.

9. Pozitivni a negativni prediktivni hodnoty jsou prav-
dépodobnosti jedné klinické situace podle vysled-
ku analyzy, klicem je individudIni apriorni pravdé-
podobnost choroby.

10. Poslednim konceptem je pouziti erudice, zkuse-
nosti a zdravého rozumu.

Uvedené koncepty pfispivaji k individualizaci postana-

lytické faze rlznou mérou a vyznam se muze ménit podle
konkrétni klinické situace...

JE VYSTUP Z ALPHA PROGRAMU
VZDY JEDNOZNACNY?
Schenkova, K.

Medirex a.s., Bratislava

Prenatdlny biochemicky skrining vrodenych vyvojo-
vych chyb umozZnuje na zaklade koncentracie biochemic-
kych, pripadne ultrazvukovych markerov I. a Il. trimestra

vypocet rizika postihnutia plodu Downovym syndrémom
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(DS), trizomiou 18, 13 a razStepovou poruchou. Na Slo-
vensku sa najcastejSie na vyhodnotenie prenatdlneho
skriningu vyuZziva program Alpha.

Je doélezité si uvedomit, Ze ide o skriningovy program,
ktory ma urcitu mieru faloSnej pozitivity a negativity. V za-
vislosti od pouzitej skriningovej stratégie moze byt zachyt-
nost (DR) pre Downov syndrém pri 5% falosnej pozitivite
(FPR) od 74% pri triple teste aZ po 92% pri integrovanom
teste s nuchalnou translucenciou (NT). V praxi to zname-
nd, ze sa mozu vyskytnut plody s DS, ktoré budd mat skri-
ning negativny a na druhej strane, len kazdy 9. plod s po-
zitivnym skriningom na DS pri integrovanom teste, resp.
kazdy 49. plod s pozitivnym skriningom pri triple teste
bude postihnuty touto trizémiou.

Pre zvySenie zachytnosti prenatdlneho skriningu je
dolezita skdsenost hodnotiaceho. Extrémne hodnoty jed-
ného markera (na naSom pracovisku PAPP-A < 0,3 MoM,
hCG > 3,5 MoM, AFP < 0,4 MoM) pri negativnom skrinin-
gu by mali byt dévodom na genetickd konzultaciu tehot-
nej. Rovnako je potrebné zvazit genetickl konzultaciu pri
hrani¢nom skriningu (riziko 1 : 250-1 : 350), ak je pritom-
ny iny rizikovy faktor (vek tehotnej, nizky MoM PAPP-A).

Na druhej strane, niektoré iné chromozémové abera-
cie (monozémia X, triploidia), pripadne iné VVCH plodu
mdzu mat v biochemickom prenatalnom skriningu relativ-
ne typicky obraz. Rovnako patoldgie gravidity (zamlcany
potrat, mrtvy plod, intrauterinna rastova retardacia plo-
du, patoldgie placenty) moézu vyrazne ovplyvnit hodnoty
biochemickych markerov ako aj vysledné hodnotenie pre-
natdlneho skriningu.

Vysledok prenatalneho skriningu teda urcite nie jedno-
znacny. VyZaduje skusenosti a komplexny pohlad tak hod-

notiaceho biochemika ako aj ordinujiceho gynekoldga.

REPORTOVANIE NALEZOV ELEKTROFOREZY
A IMUNOFIXACIE BIELKOViN — POKUS

O STANDARDIZACIU

Durovcova, E.%2

Ystav lekarskej a klinickej biochémie UPJS LF v Kogiciach
’Medirex, a.s., KoSice

Elektroforéza (ELFO) a imunofixacia (IFE) bielkovin je
prikladom vySetrenia v klinickej biochémii, ktoré sa le-

karovi oznamuje spolu s interpretacnym komentarom.

Nedostatok publikovanych odporuicani vedie k velkej va-
riabilite reportovanych ndlezov pochdadzajucich z réznych
laboratérii alebo aj od réznych vyhodnocujucich osob,
¢o bolo opakovane potvrdené aj v systémoch medzilabo-
ratérneho porovnavania kvality. Nedostato¢na standardi-
zacia v reportovani vysledkov ELFO a IFE je v kontraste
s pokrokom, ktory sa dosiahol v oblasti diagnostickych kri-
térii a postupov, hodnotenia lie¢ebnej odpovede a prog-
ndzovania pacientov s monoklonovymi gamapatiami
a najma s mnohopocetnym myeldmom. V niektorych
krajinach (Novy Zéland, Austrdlia, Taliansko, Holandsko,
Kanada) uZ vykonali pokus o Standardizéciu v tejto oblasti
a presadzuju tzv. synoptické, Cize prehladné reportovanie
vysledkov. Jej ciefom je poskytnut kompletnd a konzis-
tentnu informaciu v rovnakej strukturovanej forme, ktora
klinikom umozni efektivne rozpoznat dolezité informacie
a detaily vo vysledkovych spravach z réznych zdrojov a in-
terpretatorov. Sekundarnym cielom navrhovanej Stan-
dardizacie interpretacného komentdra je pouZzivanie pre
klinika zrozumitelného, podla moznosti jednoznac¢ného
a jednotného slovnika.

Navrhovany format popisu vysledku ELFO a IFE obsa-
huje urdité povinné aj nepovinné informacie — pritomnost
nepritomnost monoklonového proteinu, popis jeho loka-
lizacie, kvantity a izotypu, udaj o imunosupresii polyklono-
vych Ig, porovnanie s predchadzajicim nalezom, interpre-
tacia nalezu, odporucanie dalSieho alebo opakovaného
vySetrenia (ak je to vhodné) a identifikdcia interpretatora
vysledku.

Podobne ako v inych oblastiach laboratdrnej medici-
ny prinasa Standardizacia a harmonizacia interpretacnych
komentérov prilezitost zlepsit porovnatelnost, logickost
a zrozumitelnost laboratérnych nélezov. Sucasne zjedno-
dusuje vyhladdvanie udajov pre potreby vyskumu alebo
Statistik a je nevyhnutnou podmienkou pre elektronicky
prenos, uchovavanie a prehladdvanie nalezov v medicin-
skych databazach.

* %k k
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ACYLKARNITINY V DIAGNOSTIKE DEDIC-
NYCH METABOLICKYCH PORUCH: VYUZITIE
V KLINICKEJ PRAXI A OBMEDZENIA
Ostrozlikova, M., Gérova, R.2

!Pracovisko klinickej biochémie a Centra dedi¢nych meta-
bolickych poruch, Narodny ustav detskych choréb
2Experimentalne laboratérium metabolomickych analyz
(ELMA), Chemicky uUstav, Prirodovecka fakulta Univerzity

Komenského, Bratislava

Mald molekula karnitinu vytvdra v organizme estery
s acylmi pochadzajicimi z CoA-dependentnych metabo-
lickych procesov a vzniknuté acylkarnitiny su uvolfiované
do obehu. Vyspela technoldgia tandemovej hmotnostnej
spektrometrie umozniuje stanovovat ich koncentracie v bio-
logickych tekutinach (v suchej kvapke krvi — SKK, v plazme,
menej v moci, ZI¢i, pupolnikovej krvi a v kulture fibroblas-
tov).

Vacsina acylkarnitinov s kratkym retazcom (ACC, C2
az C5) v ludskom organizme vznikda pocas beta-oxidacie
mastnych kyselin (C2-acylkarnitiny), niektoré vSak pocha-
dzaju aj z inych esterov koenzymu A, napr. ketolatok (C4-
-30H-karnitin), degradaénych produktov aminokyselin ly-
zinu, tryptofanu, valinu, leucinu, izoleucinu (C5-karnitin,
C3-karnitin a iné) a atémov uhlika glukdézy (C2-karnitin).
Vytvorenie acylkarnitinov chrani organizmus pred stratami
koenzymu A. Poruchy beta-oxidacie mastnych kyselin a tiez

niektoré organické acidurie vedd k hromadeniu molekul
prislusného acylkarnitinu. Profil ACC sa v tychto pripadoch
stdva pre urcenie dedi¢nej metabolickej poruchy (DMP)
diagnostickym. Indikdcie na vySetrenie acylkarnitinov v krvi
su: hypoglykémia, encefalopatia, kardiomyopatia, rabdomy-
olyza, myopatia, metabolicka aciddza, hepatopatia, hypera-
monémia, nahla smrt dojcata, zaostdvanie vo vyvoji, akltne
stavy so zvracanim, poruchou vedomia a zachvatmi. Vyset-
renie ACC v SKK v simultdnnom multianalytovom stanoveni
s aminokyselinami je metddou identifikdcie DMP v rozire-
nom novorodeneckom skriningu (RNS). Analyza ACC v roz-
nych materialoch, naj¢astejsie v krvi (SKK alebo plazma), je
Specifické vysetrenie, existuju vsak viaceré priciny falosSne
pozitivnych (liekové artefakty, izomerické metabolity, klinic-
ky nevyznamny polymorfizmus) a falosne negativnych vy-
sledkov (deficit karnitinu, vekova variabilita, hemodialyza).
Ani negativny ndlez v profile acylkarnitinov Uplne nevylucuje
poruchu, pretoze mierne formy mozu prebiehat s intermi-
tentnym zvySenim metabolitov.

Pre definitivnu diagnézu DMP pri reSpektovani uvede-
nych obmedzeni musi byt nalez charakteristického profilu
ACC podporeny klinickym obrazom, molekulovo-genetickym

vySetrenim alebo meranim aktivity prislusného enzymu.

Prdca bola financne podporend v ramci OP Vyskum
a vyvoj ITMS 26240220007 a Agenturou pre vedu a vyskum
z projektu APVV-0840-1.
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MANAZMENT VZORIEK

KVALITNEISIE A RYCHLEJSIE
KLINICKE ROZHODOVANIA

Automatizovana linka DxA 5000 a klinické IT znizuju
variabilitu vysledkov a zrychluju TAT.

Prispievaju k efektivnejSiemu poskytovaniu kritickych

&5
informacii klinikom. Ulahcuju klinické rozhodovanie COE%N
a zlepsuju manazment pacientov v dynamickom

prostredi zdravotnej starostlivosti.



Integrované rieSenia cobas® pro
V jednoduchosti je dokonalost

01 Vzorkova riadiaca jednotka 03 Analyticka jednotka cobas ¢ 503
Vykon az 1 000 testov za hodinu a st¢asne 300 vzoriek Vykon az 1 000 testov za hodinu a 60 reagen¢nych pozicii.
na vstupe a 300 vzoriek na vystupe podavaca, alebo
dvojsmerné spojenie s laboratérnou automatizaciou. 04 Analyticka jednotka cobas e 801

Vykon 300 testov za hodinu a 48 reagenc¢nych pozicii.
02 ISE analyticka jednotka
Do 900 testov za hodinu.

cobas’

Roche Remote CareGiver

Predchadzajte neocakdvanym prestojom. Vyuzite Vas cas efektivnejsie.

Predstavujeme Vam novu, bezpeénejsiu a rychlejsiu formu zdielaného pripojenia pre vzdialent zékaznicku podporu.

Roche Remote CareGiver bezi na zabezpecenej digitdlnej infrastruktire a poskytuje maximalnu ochranu siete, osobnych Gdajov
a mnoho inych funkcii, o ktorych Vam radi povedia nasi Specialisti.

. n‘

Online poziadavka Vzdialeny Digitélna Proaktivna udrzba
na podporu pristup aktualizacia a oprava

Roche Remote CareGiver

Minimize unexpected downtime, make the most of your time



Atellica® Solution

Nové diagnostické portfolio
sviac ako 175 metdédami
navrhnuté so zameranim
na kontrolu, jednoduchost’
a lepSie vysledky.

Zagite silu Atellica!

Flexibilné, Skalovatel'né a automatizované
analyzétory Atellica Solution prinasaju Siroku paletu
biochemickych a imunochemickych testov vratane
vysokocitlivého troponinu | €i 12 novych metéd pre
stanovenie virusovej hepatitidy, HIV Ci
onkologickych ochoreni.

Vdaka revolu¢nému manazmentu vzoriek poskytuje
Atellica Solution diagnostikovanym pacientom ako aj
klinickym pracovnikom rychle a spolahlivé
laboratérne vysledky.

Viac informdcii o rozsiahlom Atellica portféliu
mozZete najst' na

siemens-healthineers.com/sk/
laboratorna-diagnostika/atellica-portfolio

SIEMENS




@ EUROLAE LAMBDA

EUROSPITAL
CALPROTECTIN
PRODUCT LINE

SPOLAHLIVE STANOVENIE KALPROTEKTINU PRE KAZDE LABORATORIUM
CalFast’XT Calprest®’NG  Calprest°Turbo

metdda kvantitativny rychly test ELISA imunoturbidimetria
cas stanovenia 20 min < 105 min < 10 min
moZnost automatizdcie nie dno dno

pns?

automatizovana mocova analyza

SUPERGL?2 « mocové linky a integrované systémy pre chemické a mikrosko-

najpouzivanejsie glukézové analyzatory plckfe vysetrenie m,oca oEi renomovanych svetovych vyrobcov
« nové aj repasované systémy
- aplikacna a servisna podpora s dlhorocnymi skisenostami

+ viac ako 20 instalacii mocovych systémov v SR

Eurolab Lambda a.s.

Specialistana « automatizovani mocovi analyzu
e glukdzové analyzétory
e osmometriu

Thunder Bolt o analyzu glykovaného hemoglobinu (HPLC)
automaticky ELISA analyzator * kalprotektin
infek¢na seroldgia - autoimunita e okultné krvacanie

EUROLAB LAMBDA a.s. o T. Milkina 2 e 917 01 Trnava e tel.: 033 5341 448-9 e fax: 033 5443 094 e eurolambda@eurolambda.sk ¢ www.eurolambda.sk




RAND®X

QUALITY CONTROL

STE SI ISTY SPRAVNOSTOU VYSLEDKU
HIV, HEPATITIDY A SYFILISU?

PRE VYSSIU DOVERU VO VYSLEDOK PACIENTA VENUJTE
PROSIM POZORNOST NOVYM NEZAVISLYM
SEROLOGICKYM KONTROLNYM MATERIALOM

Kontroly infekénych choréb Acusera (Serology) poskytuju efektivne a vysoko kvalitné riesenie pre
analyzu infekénych choréb a suicasne zabezpecuju spolahlivé vysledky. Nezavislé kontroly — “3rd
party control” pokryvaju Siroké spektrum infekénych choréb vratane HIV, hepatitidy, EBV, ToRCH a
Lymskej Borelidzy, su kompatibilné s najpopularnejSimi metédami a systémami, medzi ktoré patria
Roche, Abbott, Siemens a Beckman.

Likvidny material je pripraveny na okamzité pouzitie s vynikajucou 60-diovou stabilitou po otvoreni,
o zaistuje efektivne vyuzitie objemu materialu, je kompatibilny na pouzitie so softvérom spravovania
dat kontroly kvality Acusera 24-7.

&2 randoxqc.com = marketing@randox.com

Navstivte store.randox.com a nakipte od Randoxu este dnes o o ° o

Dostupnost’ produktu sa méZze v jednotlivych krajinach lisit. Niektoré vyrobky mézu byt urcené iba na vyskumné dcely.
Dalsie informacie o aplikacii produktu a dostupnosti ziskate od miestneho zastupcu spolocnosti Randox.




ALINITY: INOVACIA

V INTEGRACII LOBORATORIA
NA DOSAH VDAKA RODINE
HARMONIZOVANYCH
SYSTEMOV NOVEJ
GENERACIE
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Spolo¢nost’” Abbott si plne uvedomuje narastajucu komplexnost’ zdravotnej starostlivosti, aj vyzvy
tykajtce sa klinickej diagnostiky a preto prichadzame s rieSeniami prispésobenymi na mieru potrebam
Vaseho laboratéria. Alinity je ucelena rodina systémov novej generacie spolo¢nosti Abbott navrhnuta
tak, aby zjednodusila diagnostiku a umoznila inovativne prepojenie laboratornych disciplin.

Alinity ci-series je nasa nova generacia systémov pre klinicku biochémiu
a imunochémiu, ktora je navrhnuta tak, aby umoznila zvysit’ vykonnost’
a efektivitu Vaseho konsolidovaného laboratoria. Vd’aka tomu bude
mozné dosiahnut’ meratel'ne lepsie vysledky poskytovanej zdravotnej
starostlivosti.

Pre d’alSie informacie navstivte stranky Alinity.com alebo
kontaktujte svojho Abbott Ambasadora, pripadne poslite e-mail

na: wired@abbott.com

CHOOSE TRANSFORMATION

ALINITY | Clinical Chemistry | Immunoassay | Hematology | Transfusion | Molecular | Point of Care




RYCHLA
A EFEKTIVNI
ANALYZA MOCE

ROZSIRENY
SYSTEM RIZENi OC

AUTOMATICKE
ROZPOZNAVANI
TYPU PROUZKU

KOMPLEXNI
DAIABAzg
VYSLEDKU

OVERENY .
SYSTEM PROUZKU
PHAN LAURA

LAURA

POLOAUTOMATICKY ANALYZATOIOQ
MOCOVYCH PROUZKU

Erba Lachemas.r.o., Karasek 2219/1d, 62100 Brno, Ceska republika, www.erbalachema.com

CZ: Mgr. Martin Patek SK: Mgr. Ivana Knapcikova
Tel.: +420 770180 151 Tel.: +421903 728 120
m.patek@erbamannheim.com i.knapcikova@erbamannheim.com



€ & CRITICAL CARE

\CIDOBAZE A KREVNI PLY
EM5000

pH, p02, pCO2, Na+, K+, iCa++, Cl-, Glu,
Lac, Het, tHb, s02, O2Hb, COHb, MetHb,
HHb, Total Bili

17 méienych parametri,

45 sekund,

65 uL,

Real-Time QC

KOAGULACE
ROTEM sigma

fibrinogen, krevni desticky,
koagulaini faktory,
fibirinolyza, heparin, NOACs, ad.
35 tika hemostazy za 10minut,
B ROTROL QC

BIOCHEMIE 1
AFIAS-1, AFIAS-6

Tnl, CK-MB, Myo, NT-proBNP,
D-Dimer, CRP, PCTplus,
HBsAg, HIV, Zika.....ad.

33 mérenych parametri,
3-10 minut,

10-100 pL,

Multi-Level QC

SYSTEM NEMOCNICNICH
GLUKOMETRU ARKRAY
POCKETCHEM BG

vestavéna étefka barkddi
N obluzny software SMBG Viewer
systém kontroly kvality POCKETCHEM BG Control

- KIDE ROZ’!NODUJE KVALITA A RYCHLOST...

MEDISTA, spol. s ro. Tel: 241 444 525
Délnicka 12 y 241 444 637
Praha 7, 17000 HE) 241 444 668
Czech Republic Fax: 241 445 980
www.medista.cz medista@medista.cz




RADIOMETER {§)}

ABLS8O0O FLEX, VERZE PLUS |

WORLD LEADER IN ACUTE CARE TESTING

PO\

NAJVIAC PARAMETROV | NAJMENSI OBJEM VZORKY
NAJRYCHLEJSIA ANALYZA | AUTOMATICKY SYSTEM KVALITY
NAJVIAC INSTALACII V CESKEJ A SLOVENSKEJ REPUBLIKE

FCOHb
FMetHb

FHHb
FHbF

RADIOMETER s.r.o. | zastoupeni pro CR a SR
Kfenova 3, 162 00 Praha 6, Tel.: +420 220 400 300, www.radiometer.cz
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V@s partner v oblasti mediciny,

SARSTEDT vy viskum

www.sarstedt.com info.sk@sarstedt.com Tel: 02/68 245 933 Fax: 02/ 68 245 934

Diagnostika
“ . *  Rozsiahle predanalytické produktové portfélio zahffia produkty na odber
f \ P : =y vzoriek a na transport a uskladnenie diagnostickych vzoriek. Ponikame
¥ Siroku skalu systémov odberu vzoriek pre najréznejsie vzorkové
- ,’ b materidly (krv, sliny, mog, stolica). Systém S-Monovette® je prvy systém,

s pomocou ktorého je mozné odobrat krv pomocou dvoch technik
v jednom systéme — aspiracne, alebo vékuovo.

/

Laboratdrium
Ponukame rieSenia Sité na mieru pre najrozmanitejSie oblasti pouzitia
SIS vratane molekuldrnej bioldgie, biochémie a bunkovej bioldgie. Nase

e 7, i S Ly ) " .
J: » ‘- \9 certifikované standardy kvality ,PCR Performance Tested”, ,Biosphere®
\ 2 e plus“ a ,,Cryo Performance Tested zarucuju najvysSiu kvalitu a ochranu
< \ —— .o
pred kontaminaciou.
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Klinika
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Transfuzia

V SARSTEDT sa zameriavame na klinicku starostlivost v oblasti regionalnej

anestézie a drenaznych systémov.

Ponukame komplexny sortiment vyrobkov pre oblast transfiznej
mediciny s uzivatelsky priaznivym, efektivnym a bezpeénym sp6sobom
pouzivania. Mame k dispozicii zariadenia na vaZenie a miesanie krvi,
Strippery a zatavovacky krvnych segmentov, transportné a skladovacie
produkty, inkubatory a agitatory, zariadenia na bezpecny ohrev
zmrazenej krvi.

e Spolo¢nost SARSTEDT rozvija laboratdrne automatizaéné systémy s
W cielom rozsirit nasu odbornost ako poskytovatela systémovych rieseni a
K3 podporit nasich zakaznikov a partnerov pri vyvoji procesov v laboratériu.
- NaSa ponuka zahffia moduldrne automatizacné rieSenia pre inteligentné
. triedenie, distribuciu, alikvotdciu atd'. pre preanalytické a post-analytické

r

/i procesy v klinickych a mikrobiologickych oblastiach.



UCELENE RESENI PRO LABORATORNI KOMPLEMENT

» ZvySeni efektivity laboratorniho provozu

» Integrace vSech laboratornich odbornosti v jednom systému
» Kompletni podpora v§ech laboratornich procest

» Splnéni pozadavkd SUKL a ISO 15189

» Propojeni s nejmodernéjSimi laboratornimi technologiemi

» Reseni pro fetézce laboratofi a detaSovana pracovisté

» Dokonalé sledovani nakladd a nadstandardni statistiky

» Flexibilni pfizplsobeni provoznim zvyklostem

» Automatizace centralniho pfijmu v€etné skladu zadanek

» Zajisténi pozadované dostupnosti systému a snadna sprava IS
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MEDICINSKATECHNIKA
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AMBULANTNA MEDICINA

DIABETES MELITUS

SPORTOVA MEDICINA
KARDIOLOGIA

VEDA A VYSKUM
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