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UVODNIK

Aktivity SSKB od poslednej odbornej akcie LABKVALITA 2019
(po prvykrat pod zastitou EFLM) a pocas pandémie koronavirusu

VdazZené a milé kolegyne a kolegovia,
vdZeni ¢lenovia Slovenskej spolo¢nosti

klinickej biochémie!

Druhé tohtorocné cislo Laboratdrnej diagnostiky sa
k Vdm dostdva koncom roka 2020.

Ukoncenim odbornej akcie LABKVALITA 2019 v oktdbri
minulého roka sa vybor SSKB pripravoval na organizova-
nie dalSej velkej odbornej akcie, akou mal byt XIV. Kon-
gres Slovenskej spolocnosti klinickej biochémie planovany
v termine 11.—13. oktobra 2020 v hoteli Permon, Podban-
ské. Uc¢ast na tomto kongrese potvrdila aj sicasnd vykon-
nd prezidentka EFLM (Eurdpska federdcia klinickej ché-
mie a laboratdrnej mediciny) prof. Ana-Maria SIMUNDIC
z Chorvdtska. Tento kongres mal byt jej prvou odbornou
medzindrodnou aktivitou vo funkcii vykonnej prezidentky
EFLM prdve na Slovensku, na ktorej by sa aktivne podie-
lala svojou predndskou tematicky zameranou na oblast,
v ktorej nielen aktivne pracuje, ale ju aj dlhodobo odborne
usmerriuje, a to na preanalyticku cast celkového procesu
vySetrovania a jej uskali nielen mimo laboratdria, ale aj
v fiom samotnom.

10. februara 2020 v ramci mailovej komunikdcie za-
slala ndzvy svojich dvoch tvodnych predndsok, a to prvu
v mene EFLM adresovanu nasej odbornej spoloc¢nos-
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ti a v druhej sa chcela zamerat na ,,Odporucania EFLM
na manaZment kvality v preanalytickej faze”. Vybor SSKB
pripravoval ndvrhy a pozvania aj pre dalsich vyznamnych
zahranicnych hosti. Nasa radost s ucastou prezidentky
EFLM bola predcasnd, nakolko 6. 3. 2020 sme mali uzZ aj
na Slovensku potvrdeny prvy pripad ochorenia COVID-189,
a tak sme museli prispésobit tejto novej situdcii aj vset-
ky nase rozbehnuté aktivity a postupne prestvat na nové
mozZné terminy v roku 2021. Novy termin pre XIV. kongres
SSKB sme stanovili na 10.-12. oktobra 2021 na p6évodne
oznamenom mieste konania (hotel Permon, Podbanské).
Na webovej stranke SSKB sme avizovali dalSiu odbor-
nu akciu, akou malo byt ,,Férum medicinskej diagnostiky
2020 - Inovdcia prostrednictvom medicinskej hodnoty
a laboratérnej efektivity” usporiadanej v hoteli Partizdn,
Tdle, planovanu na 19.-20. 3. 2020. Kompletny odborny
program podujatia bol uz pripraveny, ale z dévodu hrozby
ovplyvnenia zdravia ucastnikov podujatia koronavirusom
a na zdklade odporucani Virologického ustavu BMC SAV
a UVZ SR — nevyhladdvat miesta s vysokou hustotou fudi,
ak to nie je nevyhnutné a obmed:zit cestovanie na vedec-
ké konferencie a organizovanie konferencii do ¢asu, kym
sa neujasni epidemiologickd situdcia, sa organizatori uZ
3. 3. 2020 rozhodli preloZit podujatie na iny termin. O case
a mieste podujatia budu vsetci ¢lenovia SSKB, ale aj inych
odbornych spolocnosti véas informovani. Verime, Ze tdto




skutocnost neovplyvni zdujem o toto odborné podujatie,
podporené edukacnym grantom firmy Roche Slovensko.

Vybor SSKB aktivne sledoval vsetky dostupné usmer-
nenia a odporucania MZ SR, UVZ SR, Svetovej zdravotnic-
kej organizacie (WHO), ale aj medzindrodnych odbornych
spolocnosti (uZ spominand EFLM, tieZ IFCC (Medzindrodnd
federdcia klinickej chémie a laboratdrnej mediciny) a dal-
Sie odborné zdroje.

Chronologicky uverejtioval na webovej stranke SSKB
aktudlne usmernenia WHO pre laboratdrid testujuce
na pritomnost SARS-COV-2 (prehlad laboratérnej diag-
nostiky, vypovednd hodnota testov, poZiadavky na biosa-
fety level), infografiky pre verejnost vytvorené odborom
SPDTP Ministerstva zdravotnictva SR/napr. Osoby s vys-
sim rizikom ochorenia COVID-19, Pomoc sebe a druhym
CoVID-19, Co robit, ak ste chory COVID-19, 10 odporucani,
ked'ste doma COVID-19. Vlybor SSKB publikoval aj edukac-
nu prezentdciu ,Zdravie je vo Vasich rukdch”

Na webovej stranke SSKB je publikovanych aj pdr mud-
rych myslienok od prof. Westgarda: SPRINTOM DO MA-
RATONU: KVALITA LABORATORNEHO TESTOVANIA
v CASE KRizZY COVID-19.

Z anglického origindlu Sprinting into a Marathon:
Striving for Quality in the Covid19 Crisis preloZil Jan Balla
14.4.2020. Publikované s Idskavym dovolenim S. Westgar-
da 15.4.2020, z ktorého cast si dovolim citovat:

Na uvod parafrdza z filmu Up in the Air (oficidlny pre-
klad Lietam v tom). Hlavnym hrdinom je Séf spoloc¢nosti
(hré ho George Clooney), ktord sa zaoberd podnikovou
optimalizdciou, ale v skutocnosti je profesiondlnym vy-
hadzovacom z prdce, nepretriite lieta po Spojenych std-
toch a zniZuje stavy vo firmdch, ktorych Séfovia nemaju
dost odvahy na to, aby svojich ludi prepustili sami. Na za-
Ciatku filmu séf spolocnosti zacina prihovor so svojimi
zamestnancami s jasnym vyhldsenim: ,,Maloobchodnici
klesli o 20 percent, automobilovy priemysel je na dlazbe,
trh s byvanim kolabuje... Je to jedno z najhorsich obdobi
zaznamenanych v Amerike.” Potom sa zastavi, nadychne
sa a povie. ,Toto je nas okamih!“ Je to cCierny humor ?
Ruku na srdce, po rokoch skrtenia laboratorii, Setrenia
na laboratdrnych testoch, krdtenia platieb na laborator-
ne skusky, zniZovania stavov laboratérnych pracovnikov,
Setrenia na ukor kvality, svet znenazdajky celi nebezpec-
nému virusu a laboratorid zaZivaju svoj okamih. Teraz la-
boratdria a odbornici v laboratoridch demonstruju svoj

zdsadny vyznam pre zdravotnu starostlivost, pre skutoé-
né preiitie miliénov ludi. Zelali by sme si, aby ¢as vysinia
bol pre laboratdria vhodnejsi, ale ako to uZ byva, tento je
nds. Predtym sme si mysleli, Ze jedind prileZitost, kedy by
zdravotnicky sektor a Sirokd verejnost mohli uznat vyznam
a délezitost laboratdrii je nejaky druh strajku, aby sa labo-
ratorne testovanie stalo ndhle nedostupnym. Teraz si vSak
uprimne Zeldme, aby pandémia nebola sp6sobom, akym
dosiahneme nase uznanie.

Ale sme tu, vo svete zufalej potreby nasich sluZieb.

Najprv sa ale musime odputat od politiky. KazZdy, kto
tvrdi, Ze je to iba podvod, chripka alebo zld chripka, to
pravdepodobne povedal z bezpecnej vzdialenosti v nedo-
tknutej asti sveta. UZ ich vela nezostalo. Coskoro tieto
bezpeéné zény nebudu existovat. Cina by nenazvala to, ¢o
sa im stalo, hoaxom. JuZnd Kérea by neozndmila svoje sku-
senosti ako jednoduchy pripad chripky. Taliansko a Spa-
nielsko prdve teraz zdpasia s niecim ovela horsim ako so
zlou chripkou. Mesto New York celi mnoho ndsobne vdc-
Siemu poctu obeti ako po utoku z 9/11. Cisla, veda a vset-
ky poznatky poukazuju na skutocnu globdinu pandémiu.

Ako odbornici v laboratdridch sme na tento okamih
jedinecne vybaveni svojimi schopnostami, svojou sp6sobi-
lostou, svojou profesiondlnou etikou a preukdzanou odda-
nostou. VZdy sme vedeli, aké délezité su nase vysledky, aké
kritické su pre spravnu lie¢bu a sprdvneho pacienta. Tento
rok s Covid-19, si svet uvedomi, aké déleZité su labora-
torne vysledky.

Laboratdria sa zaoberaju faktami. Kym nebude vakci-
na my sme autori pravdy (,truth tellers“) a my sme je-
dinou cestou z tejto krizy. Bez rozsiahleho laboratérneho
testovania, nielen PCR, ale aj séroldgie, so sledovanim
kontaktov a izoldciou, nedokdZe vidda vyriesit, kedy, co
a kolko méZe znova otvorit a obnovit to, ¢o sa stane no-
vym normdlnym Zivotom. PretoZe tento virus je zdkerny,
skryva sa v [udoch, ktori su asymptomaticki a pouZiva ich
ako tajné skryse a rozmietace a ¢iha v ludoch celé tyZdne
pred tym, neZ sa objavi, preto potrebujeme testy viac ako
kedykolvek predtym. Len pdr slov o tom ako postupovat
dalej...

Océakdvajte, Ze budete pretaZeni. Mnohi z vds uZ su.
Niektori mdte eSte pokoj, ticho pred burkou. MozZno bu-
dete mat stastie, ale nespoliehajte sa na to. Ocakdvajte,
Ze bude viac pacientov, mnoho poZiadaviek na labora-
torne skusky, viac ako kedykolvek predtym. Dokonca, ked’

zvlddnete prvu vinu tejto krizy, zacnite planovat pripravu




na dalsie viny. Kym nie je vakcina, laboratorne testovanie
je v tomto boji rozhodujucou zbrariou.

Ocakdvajte nedostatok. Testovacich tamponov, trans-
portnych virusovych médii, reagencii. Ak mdte v sucas-
nosti stabilné zdsoby, myslite na to, Ze v buducnosti ich
nebudete mat. Radsej sa zdsobte nadbytkom, zvdZte zave-
denie viac ako jednej metddy testovania, aj od nezdvislé-
ho doddvatela alebo spolocnosti, takZe ak vase zdsoby pre
metodu X klesnd, stdle mdte sancu s metodou Y. Po celé
roky sledujeme efektivnost toho, ¢o manazZéri nazyvaju
LEAN (pristup, ktorym manaZéri ospravedinuju zniZova-
nie stavu zamestnancov a zdsob). Dnes musite vybudovat
ochranu do hibky pomocou zdsob a zéloh. Overte alterna-
tivy pre tampdny, zvdzte vytvorenie vlastného virusového
transportného média, ak méZete, improvizujte a rozvijajte
aj alternativne riesenia (staré zruc¢nosti sa vam teraz budu
velmi hodit). Ak ste laboratérium s vysokou komplexnos-
tou, uvolnite nejaky talent do vyvoja vlastnych testov (ho-
me-made) vo vasom laboratdriu.

Myslite dlhodobo. Napldnujte si tuto vinu, dalsiu vinu
a dalSiu vinu. Predpokladajte najmenej jeden rok poZia-
daviek na testovanie, moZno dva roky. Preto sme v ndzve
pouZili slovo maraton. Bolo by tZasné, keby sme sa mylili,
je zboZnym prianim vidiet tento ciel o niekolko mesiacov.
Je tazko myslitelné oCakdvat ndpravu uZ v blizkej budtc-
nosti pretoZe jediné vitazstvo sa dd dosiahnut ockovanim,
ked'sirenie virusu budu mat pod kontrolou vsetky krajiny.

Nezabudnite na kvalitu. Ano, FDA v USA v podstate
otvorila dvere, aby umoznila kaZzdému vyrobcovi dostat
sa do testovacej hry (americké regulacné agentury boli
najprv prilis prisne, teraz su prilis zhovievavé a dufaju, Ze
maju na to prdvo). V ase pisania tohto textu na trh nasko-
Cilo viac ako 70 vyrobcov. Od 13. aprila je ich v globdinej
databdze FIND uvedenych viac ako 250 ! Nie je Sanca, aby
vSetky tieto spolocnosti vyrdbali dokonalé testy. Existuje
vysokd pravdepodobnost, Ze niektoré z tychto metdd, kto-
ré sa rychlo dostali na trh, nebudti velmi kvalitné. Ziadajte
lepsiu kvalitu, viac ddt o validaénych $tudidch, o citlivosti
a specifickosti. Vlykonajte validdcie aj vo vasom vlastnom
laboratdriu. Podelte sa o ne so svojimi kolegami. Pridajte
¢o najskér kontroly tretich stran. Ak su kontroly vyrobcu
reagencii vZdy v poriadku, nie je vSetko v poriadku (!) a vy-
robca vam pravdepodobne povie, Ze takéto kontroly nie
su dostatocne citlivé. Zapojte sa do programu skusok spé-
sobilosti a externého hodnotenia kvality pre tieto meto-
dy. V krdtkodobom horizonte zvdZte aspofi porovndvacie

skusky s nemocnicami (laboratdriami) vo vasom okoli.

Neprecefiujte silu testovania. Nemali by sme nad-
hodnocovat schopnost testov diagnostikovat pacienta.
Ak virus prekrocil komunitu, testovanie sa méZe stat se-
kunddrnym, musite predpokladat, Ze ho ma pravdepo-
dobne kaZdy, a nesnaZte sa sledovat chorobu natolko, aby
ste rozlisili chorych od menej chorych. Diagnosticky test
nemusi byt taky dbleZity ako vsetky ostatné testy, ktoré
monitoruju zdravie pacientov a klinicku manifestaciu. TieZ
vieme, Ze existuju vyznamné predanalytické vyzvy s tam-
ponmi, ako aj falosne negativne skusky u metdd RT-PCR.
Budu aj falosne pozitivne a budu existovat aj falosné ne-
gativne vysledky. Uistite sa, Ze ddvate sprdvne vysledky
a rady.

A nakoniec, NEBOJTE SA ! Nehanbite sa. Laboratorid
prilis dlho zndsali zniZovanie ndkladov, krdtenie zdrojov,
prepustanie persondlu a iné stradania. Niektoré z vyziev,
ktorym dnes celime virusu, su preto priamymi désledka-
mi tejto kratkozrakosti. Hoci je Idkavé o tom hovorit prave
teraz, ked sa zaoberdme tym ako prekonat krizu, musite
si nastavit latku. Budte odvdzni. VyZadujte zdroje, ktoré
potrebujete - to, ¢o pacienti potrebuju, aby ste sa mohli
vyrovnat nielen s bezprostrednou krizou, ale aj na dlhy
boj dopredu. Nedovolte exekutivam, aby vds odviedli spit
do suterénu rozpoctovania a zdrojov”.

Navstivte nas a Citajte viac... celé znenie prekladu ndj-
dete na http://www.sskb.sk/portal/vzdelavanie/.

Par slov k profesiondinej charakteristike samotného

autora.

Prof. James Westgard je jednym z naj-
uzndvanejsich odbornikov v oblasti za-
bezpecovania, riadenia a kontroly kvali-
ty v klinickych laboratdridch na svete.
Casopis The Pathologist ho zaradil
na popredné miesto najvplyvnejsich
svetovych osobnosti laboratdrnej mediciny. Je emeritnym
profesorom na Katedre patoldgie a laboratdrnej mediciny
Lekdrskej fakulty Univerzity vo Wisconsine. Je spoluzakla-
datelom a riaditelom spoloc¢nosti Westgard QC, Inc., ktord
poskytuje laboratériam technoldgie a skolenia pre riade-
nie a kontrolu kvality. Spociatku sa venoval hodnoteniu
a validdcii metdd. Svoju profesiondlnu kariéru zacal ako
klinicky chemik a stal sa prvym predsedom oblastného vy-
boru Ustavu pre klinické a laboratérne normy (Clinical and
Laboratory Standards Institute). Pocas stdZe na Uppsal-




skej univerzite sa zacal zaujimat o kontrolu kvality a zacal
s vyvojom viacstupriového postupu kontroly, dnes medzi-
ndrodne zndamej pod jeho menom ,Westgardove pra-
vidla“. Tieto su dnes sucastou kazdého laboratérneho pro-
tokolu kontroly kvality. Jeho rozsiahlu prdacu v oblasti
riadenia kvality dokumentuje viac ako 60 publikdcii, knih
a monografii s vysokym citacnym indexom v oblasti riade-
nia kvality, zdkladnych postupov kontroly kvality, validdcie
metod, pravidiel CLIA (Clinical Laboratory Improvement
Amendments) pre riadenie kvality, spravnych laborator-
nych postupov na overovanie zamyslanej kvality labora-
tdrnych vysledkov, Six Sigma technik, biologickej variabili-
ty a Ziaducej urovne kvality. Prof. James Westgard
pokracuje v prdci na Wisconsinskej univerzite, kde vyucuje
v Programe klinickych laboratérii a je riaditelom online
programu certifikdcie absolventov v oblasti manaZmentu
kvality. Nadalej sa venuje vyskumu kvantitativnych tech-
nik pre riadenie analytickej kvality.

1.7.2020 v spoluprdci s partnerom s podporou edu-
kacného grantu a spolocnostou EDUprofiPHARM sa usku-
tocnila I. ¢ast vzdeldvacich webindrov realizovanych Slo-
venskou spolocnostou klinickej biochémie (SSKB) pod
ndzvom SARS-CoV-2 a in Vitro Diagnostika.

Prihldsenych bolo 122 ucastnikov, a to nielen z odboru
klinickej biochémie, laboratdrnej mediciny, ale aj z odboru
vSeobecného lekdrstva.

Zdznam je pristupny pre prihldsenych pouZivatelov na
https://www.eduprofipharm.sk/webinare-live-uskutoc-
nene/.

17. 7. 2020 sa uskutocnilo Valné zhromaZdenie EFLM
prostrednictvom videokonferencie.

Eurdpska federdcia klinickej chémie a laboratdrnej me-
diciny (EFLM) bola zaloZend v juni 2007 na kongrese Euro-
medlab v Amsterdame. Vznikla zlti¢enim Fora eurdpskych
spolocnosti klinickej chémie (FESCC) a Konfederdcie eurdp-
skych spolocenstiev pre klinicki chémiu (EC4).

EFLM je eurdpskym lidrom v klinickej biochémii a la-
boratornej medicine, ktory zdruZuje ndrodné spoloénosti
klinickej biochémie a laboratdrnej mediciny a vytvdra pla-
tformu pre vsetkych eurdpskych ,Specialistov v laborator-
nej medicine”, ndrodné profesijné asocidcie, diagnosticky
priemysel, viddne a mimoviddne organizdcie s cielom slu-
Zit verejnému zdaujmu v oblasti zdravotnej starostlivosti.

Slovenskd spoloc¢nost klinickej biochémie (SSKB) je

riadnym ¢lenom EFLM. Clenmi EFLM sa mézu stat vset-
ky ndrodné spolocnosti v Eurdpe. Riadnymi ¢lenmi EFLM
st ndrodné spolocnosti 41 nasledujucich krajin: Albdn-
sko, Rakusko, Belgicko, Bosna a Hercegovina, Bulharsko,
Chorvdtsko, Cyprus, Ceskd republika, Ddnsko, Estonsko,
Finsko, Francuzsko, Gruzinsko, Nemecko, Grécko, Madar-
sko, Island, lrsko, Izrael, Taliansko, Kosovo, Lotyssko, Litva,
Luxembursko, Macedédnsko, Cierna Hora, Holandsko, Nor-
sko, Polsko, Portugalsko, Rumunsko, Rusko, Srbsko, Sloven-
skd republika, Slovinsko, Spanielsko, Svédsko, Svajciarsko,
Turecko, Ukrajina a Spojené krdlovstvo. Dalej md EFLM
7 pridruZenych &lenov z Francizska, irska, Kazachstanu,
Spanielska, Srbska a Rumunska a jedného docasného cle-
na, ktorym je Slovenskd spolocnost laboratdrnej mediciny.

Organizacnu Strukturu EFLM tvori prezidium (vykonna
rada, EB) a pdt vyborov (komisii, C), ktoré vykondvaju svo-
je ulohy prostrednictvom pracovnych skupin (WGs). Vy-
konnu radu EB tvoria vykonny prezident, byvaly prezident,
zvoleny prezident, tajomnik, pokladnik a dvaja clenovia,
ktori su voleni valnym zhromaZdenim na dvojroc¢né funkc-
né obdobie. Clenstvo v komisidch a pracovnych skupindch
je otvorené pre nomindcie ndrodnymi spolo¢nostami.

Oficidlnym vedeckym casopisom EFLM je Klinickd ché-
mia a laboratérna medicina (Clinical Chemistry and Labo-
ratory Medicine, CCLM) s ukazovatelom priemernej cito-
vanosti (Impact factor) = 3,595.

EFLM je pravne zaregistrovany v Belgicku a sidlo ma
spolocné s Medzindrodnou organizdciou klinickej chémie
a laboratornej mediciny (IFCC) v Mildne.

Najvyssim orgdnom EFLM je Valné zhromaZdenie,
(GM, General meeting), tvoria ho prezidenti a ndrod-
ni reprezentanti ¢lenskych ndrodnych spolocnosti. Valné
zhromaZdenie EFLM sa zvoldva najmenej raz za dva roky.
Posledné Valné zhromaZdenie EFLM sa uskutocnilo 17.
jula 2020 prostrednictvom videokonferencie so sprdva-
mi v redlnom case a zdielanim obsahu medzi ¢lenmi VZ
s hlasovacim prdvom. GM sa zucastnilo 42 oprdvnenych
zdstupcov odbornych spolocnosti zdruZenych v EFLM, zo
Slovenska MUDr. Hedviga Pivovarnikovd, prezidentka
SSKB a Ing. Jan Balla, ndrodny reprezentant SSKB.

Na uvod predstavila ¢clenov nového vykonného vyboru
EFLM jeho prezidentka Prof. Ana-Maria Simundié, ktord
spolu s Prof. Giuseppe Lippim vo funkcii vedeckého sek-
retdra sprevddzali jednotlivymi bodmi programu. Valné
zhromaZdenie (VZ) odsuhlasilo spravu Prof. G. Lippiho,
vedeckého sekretdra EFLM za predchddzajiuce obdobie,




prijalo Gruzinsko za riadneho ¢lena a 3 spoloc¢nosti z irska,
Srbska a Rumunska za pridruZenych clenov. Prof. Ana-Ma-
ria Simundié, prezidentka EFLM, ktord viedla rokovanie
videokonferencie, predstavila nové projekty EFLM. Dalej
boli prednesené sprdvy pokladnika o hospoddreni za po-
sledny rok a financné porovnanie s rokmi 2017-2018,
spravy predsedov Vedeckej komisie, Profesijnej komisie,
Komisie pre akreditdciu a kvalitu, Komisie pre vzdeldvanie
a Komisie pre (vonkajsiu) komunikdciu. Sprdavu o cinnos-
ti a projektoch IFCC predniesol jej neddvno novo zvoleny
prezident IFCC Prof. Khosrow Adeli. Zdverecnad diskusia
takmer o polhodinu prediZila pldnovany cas videkonfe-
rencie. Podrobnu spravu GM 2020 zverejni EFLM na svojej
web strdnke https://www.eflm.eu/site/page/a/1058.

NajbliZsie osobné stretnutie vsetkych prezidentov nd-
rodnych odbornych spolocnosti je pldnované pred me-
dzindrodnou akciou EuroMedLab 2021 v termine 16.-20.
mdja 2021, kedy by sa mal uskutocnit 24. IFCC-EFLM Eu-
ropsky kongres klinickej chémie a laboratdrnej mediciny
v Mnichove.

Vybor SSKB sa v tychto drioch obrdtil na vsetkych cle-
nov odbornej spolocnosti s vyzvou o spoluprdcu pri reali-
zdcii projektu v rdmci medzindrodnej iniciativy Choosing
wisely alebo Vyberaj rozumne formou dotaznika uverej-
neného na webovej strdnke SSKB. Prosime vSetkych Cle-
nov, aby venovali svoj ¢as tejto odbornej téme a uplatnili
tak svoje cenné odborné vedomosti a skusenosti pri ndvr-
hu a zlepseni raciondlnej laboratornej diagnostiky.

Cielom je upozornit na nevhodné postupy pri indikdcii
laboratdérnych vysetreni, s ktorymi sa stretdvame vo svojej
praxi. V principe sa méZe jednat o dve situdcie:

e Vysetrenie sa pozaduje casto, aj ked' v danej klinic-

kej situdcii nie je opodstatnené.

e Vysetrenie sa pozaduje minimalne, aj ked v da-
nej situdcii méZe vyrazne prispiet k zefektivneniu
diagnosticko-terapeutického procesu.

Pri ndvrhoch méZu odbornici vychddzat z osobnych
skusenosti, odporucenie by malo byt vZdy podloZené v du-
chu evidence-based medicine (odporucania odbornych
spolocnosti, metodické pokyny MZ SR, odbornd literatura,
atd.).

Dovolujem si aj touto cestou oslovit vsetkych clenov
SSKB s vyzvou na publikovanie v odbornom casopise ,La-
boratorna diagnostika“. Redakcia casopisu vita cely rad

mozZnych foriem publikdcii: kazuistiky popisujuce zaujima-

vU skusenost z praxe; porovnanie analyzdtorov alebo me-
tod; pévodné prdce, prehladové clanky, pripadne spravy

z kongresov, konferencii atd.

Hlavny odbornik Ministerstva zdravotnictva SR pre
odbor klinicka biochémia prof. MUDr. Stanislav Oravec,
CSc. zabezpecil v tomto roku menovanie krajskych od-
bornikov pre odbor klinickd biochémia. Do funkcie kraj-
skych odbornikov Ministerstva zdravotnictva Slovenskej
republiky pre odbor klinicka biochémia boli s ucinnostou
od 15. 5. 2020 menovani za jednotlivé kraje SR tito odbor-

nici:

e Bratislavsky kraj — MUDr. Katarina Dariovd, PhD.
Ndrodny ustav srdcovych a cievnych choréb, Oddelenie
laboratdrnej mediciny, Pod Krdsnou hérkou 1,

833 48 Bratislava 37

e Trnavsky kraj — MUDr. Jarmila Ambrusova
AnalytX, s. r. 0., ul. Andreja Zarnova 11, 917 01 Trnava

e Trenciansky kraj — MUDr. Jan Vindis
Fakultnd nemocnica, Oddelenie klinickej biochémie,
hematoldgie a mikrobioldgie
Legiondrska 28, 911 71 Trencin
Aktudlne — SZS, Velkomoravskd 14, 911 05 Trencin

e Nitriansky kraj — MUDr. Daniel Magula, CSc.
Specializovand nemocnica sv. Svorada, Kidstorskd 134,
949 88 Nitra

e Zilinsky kraj — MUDr. Jela Schudichovd
Univerzitnd nemocnica, Ustav klinickej biochémie,
Kollarova 2, 036 01 Martin

e Banskobystricky kraj — MUDr. Peter Secnik st.
SK-LAB, s. r. 0. Juliusa Szabda 2, 984 01 Lucenec

e Presovsky kraj — MUDr. Hedviga Pivovarnikova
synlab slovakia, s. r. 0., Sladkovicova 25, 080 01 Presov

e Kosicky kraj — MUDr. Eva Durovcovd, PhD.
Medirex, a.s., Magnezitdrska 2/C, 040 01 Kosice
Aktudlne — Lekdrska fakulta Univerzity Pavla Jozefa
Safdrika, Trieda SNP 1, 040 11 Kosice




Ustanovenie tychto osobnosti ako krajskych odbor-
nikov odboru vytvori jeden zo zdkladnych organizaénych
predpokladov pre dalsi odborny rozvoj segmentu a akti-
vizdciu v oblasti laboratdrnej diagnostiky, ktoré si doba
vyZaduje.

Vsetky aktudlne informdcie vZdy ndjdete na webovej
strdnke www.sskb.sk.

A na zdver by som sa chcela podakovat élenom vy-
boru SSKB, ¢clenom dozornej rady a aj ndrodnému repre-
zentantovi a vSetkym vam, ktorym na budticnosti odboru
este zdleZi a maju snahu ho rozvijat, a to za neidnavnu
spoluprdcu, vynaloZené usilie, trpezlivost a &as, ktory
spolocne venujeme priprave vzdeldvacich aktivit aj v tej-

to ndrocnej dobe pandémie koronavirusu.

Podakovanie patri aj partnerovi, ktory podporuje
kontinudlne vzdeldvanie v nasom odbore.

Hedviga Pivovarnikovad
prezidentka SSKB
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MNOHOPOCETNA ENDOKRINNA NEOPLAZIA
TYPU 2A A 2B
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SUHRN

MEN 2 je dedi¢ny syndrom s dvoma vyhranenymi kli-
nickymi variantami. NajzavaZnej$iu chorobnost vytvara
medularny tyreoidalny karciném (MTC) pri MEN 2B, me-
nej agresivny je pri MEN 2A a familiarny MTC sa zara-
duje do syndréomu preto, aby sa nezabudlo na skrining
feochromocytomu. Véasna diagnostika umoznila dosiah-
nut vyrazné lieéebné uspechy. Geneticka analyza RET
protoonkogénu umoziiuje spoznat nosi¢a patologického
génu pred jeho klinickou expresiou, vytvira moznost
prezivania pacienta pri véasnom odstraneni cielovych
organov (tyreoidey, paratyreoidey) a umoziiuje preven-
ciu vyvinu maligneho tumoru alebo jeho rekurenciu.
Biochemicky skrining sa ma periodicky vykonavat celo-
zZivotne, aby sa v€as odhalila recidiva operovaného alebo
novovzniknutého tumoru.

Klacové slova: mnohopocetna endokrinna neoplazia
typu 2A a 2B; katecholové aminy; diagnostika; liecba

ABSTRACT

MEN 2 is an inherited syndrome with two distinct

clinical variants. The most severe morbidity is medullary

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2020

thyroid carcinoma (MTC) in MEN 2B, less aggressive in
MEN 2A, and familial MTC is included in the syndrome
so as not to forget pheochromocytoma screening. Early
diagnosis made it possible to achieve significant thera-
peutic success. Genetic analysis of the RET proto-onco-
gene allows to identify the carrier of the pathological
gene before its clinical expression, creates the possibility
of survival of the patient with early removal of target or-
gans (thyroid, parathyroid) and allows prevention of ma-
lignant tumor development or recurrence. Biochemical
screening should be performed periodically throughout
life to detect early recurrence of the operated or newly

developed tumor.

Key words: Multiple Endocrine Neoplasia — type 2A
and 2B; catecholamines; diagnostic; therapy

uvoD

Mnohopocetnu endokrinni neoplaziu (MEN) delime
na typ 1 (MEN 1, Wermerov syndrém) a na dva typy 2,
na MEN 2A (Sippleov syndrém) a MEN 2B. Ide o domi-
nantny autozomalny endokrinny neoplasticky syndrom
s postihnutim stitnej zlazy, sympatikoadrendlneho systé-

mu a paratyreoidey.
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Obr. 1. Multiple endocrine neoplasia (MEN)
(https://www. Lecturio.com)

Diagndza syndrému sa akceptuje, ak su u pacienta po-
stihnuté aspon dva endokrinné systémy z troch a za fami-
liarny sa povaZuje vtedy, ak sa v rodine vyskytol aspon
jeden z tumorov syndromu u jedného ¢lena prvého stup-
na. Do variantu MEN 2A sa zaraduju aj chori s familiarnym
MTC (FMTC), ak sa tumor vyskytol v rodokmeni najmenej
ustyroch(Mulligan etal, 1955), alebo viac ako desia-
tich nosicov nad 50 rokov v rodokmeni (Brandi etal.,
2001) s adekvatnou anamnézou bez feochromocytomu
a hyperparatyredzy a aj kombindcie so zriedkavym koz-
nym lichen amyloidosis a Hirschprungovou chorobou,
ktoré su podmienené extraceluldarnymi mutdciami na RET
onkogéne.

MEN 2B sa prejavuje MTC, feochromocytémom a sliz-
ni¢nymi adendmami, ganglioneuromatdézou gastrointesti-
nalneho traktu a Marfanovym syndrémom bez hyperpara-

tyredzy u pacienta a v rodine.

Klinicky obraz MEN 2A

Klinicky obraz syndrému MEN 2A je mnohotvarny. Z3a-
visi od druhu neoplazie, produkcie horménu a od posobe-
nia tumoru Utlakom na jeho okolie. Variabilita priznakov je
zavisla aj od vzajomnej kombinacie patologickych syndro-
mologickych zoskupeni.

Tab. 1. Klinické syndrémy pri MEN 2

FENOTYP KLINICKE RYSY

MEN 2A MTC, feochromocytdm a paratyreoidalna hyperplazia,

(1M alebo adendm potvrdeny histologicky

MEN 2A MTC a feochromocytém bez HPT a bez HPT u pacienta

) i u pribuznych

MEN 2A MTC s HPT a bez feochromocytédmu aj u pribuznych

3)

FMTC aspon 4 MTC v rodokmeni bez feochromocytému a HPT

MEN 2B MTC s alebo bez feochromocytomu spolu s typickymi
priznakmi na tvari a s ganglioneurémami creva

Na V. medzindrodnom minisympdziu konzorcium za-
triedilo pacientov do syndrému MEN 2 vtedy, ak mali pri-
znaky uvedené natabulkac¢. 1 (Mulligan etal., 1955).
Najcastejsim prejavom je MTC, ktory secernuje kalcitonin,
dobry marker tumoru. ZvySené hodnoty bazdlne alebo
po stimulacii pentagastrinom, resp. kalciom svedcia o pri-
tomnosti tumoru alebo znamenaju rekurenciu po operdcii
MTC. Vyskytuje sa takmer u vSetkych pacientov s MEN 2.

PIne rozvinuty tumor je velkosti priemerne 1 cm, byva
viacpocetny v Stitnej Zlaze, ale velmi skoro prenika aj
do okolia a metastazuje do lymfatickych uzlin v blizSom
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alebo vzdialenejSom okoli. Spravidla uz v rannom detskom
veku sa vyvija hyperplazia C buniek tyreoidey secernuju-
cich kalcitonin a po 6. roku Zivota byvaju pritomné aj me-
tastazy. Je najcastesou pric¢inou smrti.

Feochromocytom sa vyskytuje asi v 50 % MEN 2. Zvy-
Suje TK, vyvoldva palpitacie, bolesti hlavy, potenie, neuro-
tické tazkosti. Asi u polovice pacientov byva obojstranny
a po jednostrannej adrenalektomii sa aj po niekolkych de-
kadach vytvara v ponechanej nadoblicke. Asi v 10 % byva
maligny. Feochromocytdm sa nachadza spolu s MTC, ale
nie vZdy sucasne. Asi v 25 % sa diagnostikuje pred, v 35%
sucasne a v 40 % po diagnostike MTC (Modigliani
etal., 1955).

HPT sa vyskytuje takmer v 20-30 % pri syndrome
MEN 2A a klinicky sa prejavuje v 3.—4. dekade. Priznaky sa
neliSia od prejavov primarnej HPT alebo syndrému MEN 1.
Diagndza je potvrdena hyperkalciémiou, hypofosfatémiou
a zvySenou hladinou parathorménu v sére. Hyperplazia
alebo adendmy pristitnych teliesok su konstantné nalezy.
Malignita je zriedkava.

Klinicky obraz MEN 2B

Je tvoreny pritomnostou MTC, feochromocytému,
ale bez priznakov HPT. Mutdcia na koddne 918 je pritom-
na vo vySe 90 %. MTC sa vyvija skor a je agresivnejsi ako
u MEN 2A. Metastazy sa pozorovali uz v prvom roku Zivo-
ta a k exitu dochadza uzZ v 2.-3. roku Zivota. Feochromo-
cytdm sa vyskytuje CastejSie ako u 50 % pacientov.

Slizni¢né neurdmy a marfanoidné somatické priznaky
sU najvyraznejsSie v detstve. Neuromy su pravé (nie neuro-
fibrémy) a byvaju na Spicke jazyka, pod mihalnicami a su
tieZz roztrisené na sliznici po ¢revnom trakte. U deti sa

prejavuju plynatostou, zapchou a hnackami.

Diagnostika MEN 2

Skoré stanovenie diagnézy MEN 2A je obtiazne. Ako
prvy syndrom je MTC, zistitelny palpacne alebo zvySenou
hladinou kalcitoninu v krvi. Tumor peneteruje spravidla
uz v detskom veku a ked' sa stdva viditelny alebo hmatny,
¢asto uz aj metastazoval. Skor sa klinicky prejavuje a labo-
ratérne diagnostikuje feochrmocytém a to prevazne me-
dzi 14.-60. rokom Zivota. Pokroky v jeho skriningu umoz-
nili, Ze ani jeden pacient zo suboru velkej rodiny nezomrel
nasledkom feochrmocytomu (Lip s etal., 1955). Nesko-
ro byva objavena aj HPT pre velmi rozmanité a necharak-

teristické tazkosti. Samotny syndrom sa vyskytuje v po-

puldcii zriedka, preto sa malokedy nan mysli a vedomosti
lekarov, najma prvého kontaktu, si malé. Napadnejsie su
klinické priznaky pri MEN 2B suvisiace s jeho marfanoid-
nymi symptémami a ¢revnymi tazkostami, najma u deti.
Spoznanie ochorenia sa zrychluje, ak je pozitivna rodin-
nad anamnéza. Velké zrychlenie a skvalitnenie diagnostiky
priniesli pokroky v genetickej diagnostike, ktoré umoznuju
predklinickd ba aj prenatdlnu diagnostiku nosica patolo-

gického génu.

Genetické mutacie génu RET
a ich vplyv na vyvoj syndromu MEN 2

Gén RET sa nachadza v pericentromerickej oblasti
chromozému 10 (oblast 10q11.2). Skladd sa z 21 exd-
nov — Usekov DNA, ktoré koduju proteinovy produkt.
Mutdcie v exdnoch (germinativne alebo somatické) sp6-
sobuju syntézu poskodeného proteinového produktu, ¢o
vedie v kone¢nom dosledku k vyvoju nddorového ochore-
nia. Proteinovy produkt génu RET plini funkciu receptora
s tyrozinkindzovou aktivitou (TK). Receptor je lokalizovany
na cytoplazmatickej membrane buniek odvodenych z ne-
urdlnej platnicky (Santoro etal., 1998). Ma 3 Casti: ex-

tracelularnu, transmembrdnovu a intracelularnu (Obrazok
¢.2)

extracelularny priestor

bunkova membréna

domeéna tyrozinkindazy

Obr.2. Schématické zndzornenie normdlneho receptora RET
(Santoro etal., 1998)

Na extracelularnu Cast receptora sa viaze $pecificky
neurotropny rastovy faktor (ligand). Specifickym rasto-
vym faktorom pre stimulaciu buniek odvodenych z neu-
ralnej platnicky je GDNF (Glial cell Derived Neurotrophic
Factor) — rastovy faktor produkovany glidlnymi bunkami.
Specificky ligand aktivuje receptor, ¢o sprevadza dimeri-
zacia receptora prostrednictvom dvojitej disulfidovej vaz-
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by. Po dimerizacii receptora sa signal pre bunkové delenie
prendsa do vnutra bunky, pricom sa aktivuji mnohé Spe-
cifické efektorové molekuly a mnohé metabolické cesty
vnutri bunky. Vysledkom fyziologickej aktivacie receptora
pomocou ligandu je normalna prolifaracia a diferenciacia
bunky. Po ukonceni normalnej proliferacie a diferencidcie
bunky sa ligand odpoji, disulfidové vazby sa prerusia a re-
ceptor sa opatovne monomerizuje.

V pripade mutacie v tej ¢asti génu RET, ktord kdduje
extracelularnu ¢ast receptora (najma exdny 10 a 11), do-
chadza k patologickej stimulacii bunky, k proliferacii a to aj
bez Specifického ligandu GDNF (Obr. 3). Predpoklada sa,
Ze gén RET mutovany v exone 10 alebo 11 kdduje funkc-
ne poskodeny receptor. Receptor je poSkodeny v mieste,
kde sa vytvaraju disulfidové vazby a kde zaroven dochadza
k dimerizacii normalneho receptora po vazbe s ligandom.
Poskodeny receptor tak ,predstiera” vazbu s ligandom
a trvalo funguje ako dimér. Bunka je trvalo stimulovana
k proliferacii, co napokon vedie k vyvoju nadorovej cho-
roby. Mutacie v exdnoch 10 a 11 v géne RET sa vyskytuju
u ¢lenov rodin s MEN 2A a FMTC.

MEN 2ZA

il
TRLRL

Obr. 3. Poruchy receptora RET v nadorovych bunkdch -
schématické zndzornenie (Santoro etal., 1998)

FMTC

V pripade mutdcie v géne RET, ktora kdduje intracelu-
larnu Cast receptora (najma exény 13—16), dochadza k ne-
spravnemu prenosu signalu pre bunkové delenie z extra-
celularnej ¢asti k intracelularnym efektorovym molekulam
(vznika strata substratovej Specificity) (pozri obrazok ¢. 3).
Strata substratovej Specificity znamena, Ze mutovany re-
ceptor neprenasa signal pre bunkové delenie na spravne
efektorové molekuly vnutri bunky, ale mitogénny signal
prenesie na rozne neSpecifické efektory. Aktivuju sa ne-
spravne metabolické cesty, o vedie k vyvoju nie len na-
dorovej choroby ale aj réznych vyvojovych poruch. Z tohto

dovodu sa mutacie v géne RET, ktoré koduju intracelular-
nu Cast receptora, povazuju za najzavaznejSie. Mutacie
v exénoch 13—16 v géne RET sa vyskytuju u ¢lenov rodin
s MEN 2B. Napriek strate substratovej Specificity zostava
receptor schopny viazat sa s ligandom, ¢o taktiez moze
ovplyvriovat klinicky fenotyp pacientov s MEN 2B.

Uloha DNA analyzy v diagnostike mutacii
v géne RET

Presymptomaticky test zaloZzeny na DNA analyze ma
niekolko vyhod. V prvom rade umoznuje véasny zachyt
tych ¢lenov rodiny, ktori su nositelmi germinativnej mu-
tacie, ¢im sa zabezpeci optimalny manazment vysoko ri-
zikovych probandov. Na druhej strane, pomocou metdd
DNA analyzy sa da vylucit riziko vyvoja hereditarnej formy
nadorovej choroby u tych ¢lenov rodiny s MEN 2, ktori
nositelmi mutacie nie su. Vylucenie rizika vyvoja nadoro-
vej choroby u tych ¢lenov rodiny s MEN 2, u ktorych sa
nedokaZe pritomnost germinativnej mutacie v géne RET,
ma nesporne vysoko pozitivny psychicky benefit pre pro-
bandov.

Treba vsak spomenut niektoré zaujimavé Statistic-
ké udaje publikované v zahranicnej literature (Berndt
et al., 1998):

1. Priblizne u 8 % rodin s MEN 2A a FMTC doposial

nebola dokadzana Ziadna germinativna mutdcia
v géne RET. Aby sa dala ziskat odpoved na otazku,
¢o je rozhodujlcim etiopatogenetickym faktorom
tejto jednoznacne hereditarnej nadorovej choro-
by, bude potrebné analyzovat dalSie ¢asti génu RET
a zaroven poznat dalSie gény kooperujice s génom
RET. Horucim kandidatom sa stal gén pre GDNF ale
aj iné gény.

2. U niektorych probandov aj napriek tomu, Ze u nich

dokazali pritomnost germinativnej mutacie v géne
RET, sa v priebehu celého Zivota (viac ako 70 rokov)
nevyvinula nadorova choroba. Tento fakt je neoby-
cajny, pretoze hereditarna forma MTC sa klinicky
manifestuje okolo 35. roka Zivota.

Na zaklade tychto informacii je dolezita presnd charak-
terizacia typu a polohy mutacie v roznych exénoch génu
RET a zéroven je potrebné poznat mutécie aj v dalsich gé-
noch, ktoré kooperuju s génom RET pri stimulacii bunky
ku proliferacii a diferencidcii.

Nezanedbatelnou vyhodou etablovania metéd DNA

analyzy do rutinnej klinickej praxe je moZnost uskuto¢-
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BIOCHEMICKY SKRINING MEN 2
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Obr. 4. Multiple endocrine neoplasia (MEN2) — doporucovany postup biochemického skriningu

riovat tzv. diferencidlnu diagnostiku, pomocou ktorej je
mozné rozlisit, ¢i v danom pripade meduldrneho karciné-
mu Stitnej Zlazy ide o jeho hereditdrnu alebo sporadicku
formu, pretoZe zo Statistickych udajov vyplyva, ze heredi-
tarna forma MTC tvori viac ako 25 % zo vSetkych pripadov
MTC.

Skrining syndrému MEN 2

Pokroky v laboratérnych vysetrovacich metédach do-
voluju vysetrit DNA na molekularnej drovni. To umozriuje
identifikovat bodovi zmenu na géne a potvrdit moznost
ochorenia este pred klinickymi prejavmi choroby. U je-
dinca s rizikom postihnutia MEN 2 treba vySetrit RET pro-
toonkogén. Ak sa nendjde patologicka mutacia, vyluci sa
z dispenzarizacie.

Ak je nalez pozitivny, treba ihned zadat s biochemic-
kym skriningom (Obr. 4).

Sleduje sa hladina kalcitoninu v krvi za bazalnych pod-
mienok alebo po stimuldcii pentagastrinom, alebo infuziou
kalcia. U leZiaceho pacienta sa odoberie zo zakanylovanej
vény krv na stanovenie bazalnej hodnoty kalcitoninu. Po-

tom sa vstriekne do Zily 0,5 pug/kg pentagastrinu v 2 ml
0,9 % NaCl /10 sek. alebo 2,5 mg/kg Ca v roztoku pocas
30 sek. a odoberu sa vzorky krvi po 2 a 5 min/30 sek. Zvy-
Sené hodnoty svedcia o pritomnosti MTC.

Sucasne treba sledovat tvorbu katecholovych aminov
(KA) a vylucovanie vanilmandlovej kyseliny (VMK) a/alebo
aj metanefrinov. Opakovane namerané zvysené hodnoty
KA alebo ich metabolitov svedcia o pritomnosti feochro-
mocytdmu v organizme. Po operdcii je potrebné zaradit
pacienta do skriningu, stanovit KA aspori raz za rok a okolo
15. roka Zivota zacat so skriningom tumoru pristitnych te-
liesok. Stanovuje sa parathormén (PTH) tak bazalny, ako aj
po stimuldcii, a koncentracia Ca* v plazme. Ak si hodnoty
zvysené, ide o adendm, karciném alebo hyperplaziu v pri-
stitnych telieskach a ndsledne v trojrocnych intervaloch
treba sledovat kalcitoninémiu a kalciémiu.

VSetci pribuzni chorého sa maju podrobit skriningu,
pretoze MEN 2 je dominantny dedi¢ny typ ochorenia.
V¢asnou diagnostikou mozno predist klinickym prejavom
choroby a malignemu zvrhnutiu tumoru a metastazam.

Kazdy vySetrovany s pozitivnym ndlezom by sa mal
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podrobit opatovnému vySetreniu na Specializovanom pra-
covisku, aby sa potvrdil ndlez a vylucila zamena vzorky.
Na 7. workshope (Lips, 1998) doslo ku konsenzu, ze
sekvenovanie DNA na RET-e je vyhodnejsie ako stanovo-
vanie CT. Odhalenie mutdcie je SpecifickejSie ako stano-
venie CT, (5-10 % falosne pozitivnych) a genetickd me-
téda odhali viac skutocne pozitivnych a menej falosne
negativnych nalezov. Sekvenovanie DNA odhaluje bodové
mutacie na géne a mutované koddény na RET onkogéne
koreluju s varidciami a agresivitou tumorov MEN 2 a po-

skytuje moZnostou planovat ¢as operacie.

U MTC sa stanovili tri rizikové stupne:

e |ll. stupen najagresivnejsi u deti s MEN 2B, alebo
s mutdaciou na kodéne 883, 918, 922. Operovat
treba pocas prvych 6 mesiacov Zivota, najlepsie
v prvom mesiaci s extirpaciou regionalnych lymfa-
tickych uzlin.

e |l stupen s mutaciou na kodéne 611, 618, 620,
634. Totalnu tyreoidektomiu je potrebné vykonat

pred 5. rokom Zivota. V nazoroch na rozsah ope-
racie nie je jednotnost. Za Setrnejsi vykon su inter-
nisti pre vyhnutie sa hypoparatyreoidizmu a lézii n.
recurrentis.

e . stupen s mutaciami na kodénoch 609, 768, 790,
791, 804, 891 je najmenej rizikovy. Nazory na ter-
min tyreoidektdmie sa liSia. Tumor rastie pomalsie
a operacny zakrok niektori autori indikuju zaklade
stanovovania kalcitoninu.

Feochromocytdm sa vyskytuje pri vSetkych mutaciach
okrem kodénu 609, 768, 804 a 891. Pri mutacii na kodo-
ne 634 dochdadza ku klinickej expresii tumoru medzi 5.—
10. rokom Zivota, preto treba robit skrining kazdorocne.

HPT pri mutdcii na koddne 634 sa objavuje Casto, skri-
ning treba robit kazdoro¢ne. Pri zmene na kodénoch 609,
611, 618, 620, 790, 791 skrining je potrebné robit kazdé
2-3 roky, penetracia pri mutaciach na kodénoch 768, 804,
891 sa prejavi zriedka a na tripletoch 883, 918, 922 nikdy
( Obr. 5).

Schéma mutacii RET onkogénu pri MEN 2
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Obr. 5. Multiple endocrine neoplasia MEN2 ; schéma mutdcie RET onkogénu
(upravené podla Lips, 1998)
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Liecba ochoreni MEN 2

MTC je multicentrické ochorenie, preto je nutna to-
talna tyreoidektémia s odstranenim regionalnych uzlin
pred 6. rokom Zivota, lebo ddva vacsiu nadej na prezitie.
Ak u pacienta v tomto obdobi a neskér sa vyvinie MTC
o priemere 1 cm, obycajne uz tumorové bunky metastazo-
vali do regionalnych uzlin alebo inam v organizme. AzZ asi
u 90 % pacientov sa podari vyhnut rekurencii MTC. U pa-
cientov s pocetnymi metastazami oZiarenie méZze reduko-
vat velkost tumoru. Cytostatika (Adriamycin, Vincristin,
Cyclophosamid) predstavuju len paliativnu liecbu.

Cielom vcasnej liecby feochromocytomu je predist
komplikdciam z hyperkatecholaminémie a exitu. Racio-
ndlna liecba je len odstrdnenie tumoru. Pred chirurgickym
zdkrokom treba vysetrit obe nadobli¢ky, aby sa vyhlo po-
trebe reoperacie, lebo feochromocytdm byva bilateradine
CastejSie u MEN 2 ako u polovice pacientov. V pripade bi-
lateralnej adrenalektomie treba nasadit substitu¢nu lie¢-
bu glukokortikoidmi a mineralokortikoidmi. Alternativnou
lie€bou je odstranenie drene a ponechanie kéry nadoblicky.

Topickej diagnostike treba venovat pozornost, pretoze
asi v 10 %-ach feochromocytém byva maligny a nezriedka
tieto nadory maju extraadrenalnu lokalizaciu.

V pripade maligného feochromocytdmu prichadza
do uvahy aktinoterapia, ktord byva malo Uspesna (5-flu-
orouracyl, cyclophosphamid). Radiojdédom znaceny me-
tajédbenzylguanidin (123 MIBG) ma lepsi paliativny efekt.
Pri symptomatickej liecbe sa podavaju a blokatory, pri
tachykardii aj malé davky B blokatorov, alebo a — metyl-
-paratyrozin, ako blokdator syntézy KA.

Liecenie HPT je chirurgické. Su dva varianty. Prijednom
sa robi subtotalna paratyreoidektdémia, ktorou sa odstra-
nia vSetky pristitne telieska okrem jedného, z ktorého sa
ponecha asi 5060 mg tkaniva. Pri druhom sa najmensie
pristitne teliesko odstrani, upravi sa jeho velkost a trans-
plantuje sa obycajne na predlaktie. Vyhoda druhého va-
riantu spociva v tom, Ze ak sa ukaZe potreba reoperacie,
da sa urobit v lokalnej anestézii ambulantne. Nevyhodou
neujatia sa transplantatu je potreba trvalej substitucia pa-
rathormonu a kalcia. Odporuca sa zachovat Cast telieska
kryoprezervaciou na moznost implantacie pri neujati sa
prvého transplantatu.

HPT u MEN 2 sa vyskytuje asi v 20.—30. % a je mier-
nejSia ako u syndromu MEN 1. Indikacia na operaciu je
ako pri sporadickej primarnej HPT. Konsenzus o potrebe
chirurgickej liecby je pri klinickych prejavoch HPT a subkli-

nickych nalezoch (hyperkalciémia nad 3 mmol/I, kalciuria
nad 400 mg/24 h, znizena denzita kosti — Z skdre viac ako
2,5 SD pre dany vek, nevysvetlitelna renalna insuficiencia
a prekonana hyperkalcemicka kriza).

O konzervativny postup v liecbe HPT sa mozno poku-
sit u starych pacientov s miernou hyperkalciémiou s ope-
racnym rizikom a bez vyraznejsich priznakov HPT. Urcita
nadej sa vkladd do kalcimimetik, ktoré su v klinickom
vyskume. Znizuju vyluCovanie PTH azda aj rast tumoru
(Silverberg etal, 1997).

HPT u MEN 2A je ¢asto asymptomaticka s miernou hy-
perkalciémiou. V lietbe moze postadit resekcia len jednej
paratyreoidalnej Zlazy (Ra u e etal., 1995)

ZAVER

Pri genetickom ochoreni je potrebné obozndmit nosi-
Ca patologického génu a jeho pribuzenstvo o rizikach ge-
netickych ochoreni. Pouéenie ma zahrnovat oboznamenie
s prenosom a pravdepodobnostou dedi¢nosti autozomal-
nych dominantnych ochoreni, informdciu o riziku, vratane
diskriminacii v zamestnani, poisteni, sukromnych zalezi-
tostiach, aj medzi pribuznymi, informaciu o genetickom
testovani a moznych chybach pri genetickom testovani.
Je potrebné ziskat pisomny sihlas na odber materialu
na genetické vySetrenie. Je potrebné poucit chorého ale-
bo rodi¢a o liecbe a o potrebe celoZivotného sledovania.
Pripadna odborna pomoc psycholéga méze byt potrebna

a uzito€na.
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SUHRN

Prehl'ad o histérii, klinickych priznakoch, genetickom
pozadi a molekulovej podstaty cystickej fibrozy. Opis ce-
loplosného skriningu cystickej fibrozy u novorodencov
a moznosti vyhladavania nosicov mutacii génu pre CFTR.
Najnovsia moznost lie€by cystickej fibr6zy pomocou mo-
dulatorov a potenciatorov chybnej bielkoviny.

Kitéové slova: cysticka fibréza, Cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator, ivafactor, lumafactor,
elexafactor, tezafactor.

ABSTRACT

An overview of history, clinical symptomatology, gene-
tic background and molecular pathogenesis of cystic fib-
rosis. Description of neonatal screening method and the
possibilities of CFTR mutation carrier identification. The
latest actual possibilities of cystic fibrosis treatment with
modulators and potentiators of the damaged protein.

Key words: Cystic fibrosis, Cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator, ivafactor, lumafactor, ele-
xafactor, tezafactor.
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Historia a epidemioldgia choroby

O tom, Ze choroba bola znama uz davno, sveddi laicky
vyrok z XVIII. storocia: ,,Woe to that child which when kis-
sed on the forehead tastes salty. He is bewitched and soon
must die”. Prvé vedecké opisy cystickej fibrozy pochadza-
ju z prvej polovice XX. storo¢ia (Anders, 1938 — cystic
fibrosis of pancreas; Farber, 1945 — mukoviscidosis)
a z tejto doby pochddza aj jej mierne zavadzajlci nazov —
cysty a fibréza pankreasu su len nasledky choroby, infekcii
a poskodené si mnohé orgdny ludského tela, nielen pan-
kreas [1-3].

Cysticka fibréza (CF) je monogénové ochorenie, ktoré
postihuje jedno dieta z 2000-2500. Z toho vyplyva, Ze po-
Cet zdravych heterozygotov v nasej populacii je vysoky —
1z 22 az 26 [udi (4-5 % populacie) a priblizne jeden man-
Zelsky par z 400-500 moze mat postihnuté dieta podla
pravidiel recesivnej dedicnosti (chlapci a diev¢ata rovna-
ko). Celosvetovy vyskyt CF je okolo 70-90 tisic chorych.
Podla registra CF na Slovensku bolo koncom roka 2018 —
336 chorych (135 deti a 201 dospelych).

Klinické priznaky choroby

Postihnuté deti maju koncentraciu NaCl v pote viac

!Skuto¢né ¢isla podla spravy Centra pre skrining novorodencov [4]
st u nds nizsie, ale to na podstate a vyzname problému nemeni nic.
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ako 60 mmol-L™ (norma je do 40 mmol-L?) a husté sek-
réty exokrinnych Zliaz. Husty hlien v dychacich cestach
predisponuje k opakovanym infekciam. Nasledkom je
progresivne bronchopulmonalne ochorenie a nakoniec
respiracna insuficiencia. Okrem toho je porusena exokrin-
nda ¢innost pankreasu, travenie, rezorbcia vitaminov roz-
pustnych v tukoch. U chlapcov sa ¢asto vyskytuje infertili-
ta a u novorodencov aj mekdniovy ileus (Tab. 1). Priznaky
su priamo umerné koncentracie NaCl v pote po podani
pilokarpinu, ¢o sa dnes stanovuje presnymi Standardizo-
vanymi metédami typu POCT.

Tab. 1. Priznaky cystickej fibrozy

TYPICKE PRIZNAKY ATYPICKE PRIZNAKY
Progresivne bronchopulmonélne Ikterus
ochorenie
Nosové polypy Distalna obstrukcia criev

Poskodenie pecene
azZlcovych ciest

Poskodenie pankreasu

Prolaps rekta Pankreatitida

Mekoniovy ileus (u novorodencov) Chronickeé rinosinusitidy

Muzska infertilita (azoospermia) Diabetes mellitus

Malnutricia

Neprospievanie

Miesto v regulaénej
Casti, kde sa nachadza
508 Phe_

Genetika CF

Identifikdcia genetickej podstaty choroby musela ist
inou cestou, ako pri ucebnicovom priklade kosacikovej
anémie?, pri ktorej bola znama lahko dostupna bielkovina
pre analyzu. V pripade kosacikovej anémie sa nasla chybna
aminokyselina v molekule hemoglobinu chorych a na zak-
lade toho bola spatne vydedukovana prislusna bodova mu-
tacia v géne pre beta retazec hemoglobinu. Pri CF nebola
znama chybna bielkovina, len podozrenie na chybny sodi-
kovy alebo chloridovy transportér v epiteloch potnych Zliaz
a v bunkach sliznic postihnutych organov. Nebolo k dispo-
zicii ani tkanivo na analyzu chybnej bielkoviny. Metéddami
klasickej genetiky sa zistilo, Ze chybny gén sa nachadza
na 7. chromozéme a neskor sa identifikovala ta ¢ast chro-
mozomu 7, kde sa hfadany gén nachadza. V kone¢nom sta-
diu vyskumu v roku 1989 podozrivé ostali 4 gény, z ktorych
jeden kodoval chloridovy transportér. Gén najdeny a iden-
tifikovany skupinou vedenou Lap Chee Tsui dostal nazov
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regula-
tor gene) [5]. Je to velky gén, obsahuje 27 exénov a kéduje
transmembranovu bielkovinu zo skupiny ABC transporté-
rov o molekulovej hmtnosti 170 kD (Obr. 1). Transportér
v potnych Zlazach ma za ulohu spatny transport chloridu
z potu do krvi. Ak je gén mutovany a bielkovina nefunkéna,

vedie to ku vyssej koncentracii NaCl v pote [6].

?Za ¢o Linus Pauling dostal Nobelovu cenu v roku 1954.

ah T afanVate
S X0

Pohyb regulaénej €asti
molekuly (transport CI)

Obr. 1. Struktira chloridového transportéra CFTR
Pri chybani fenylalaninu na mieste 508 molekula sa nedostane do membrdny,
je rozloZend v endoplazmatickom retikule
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Dve tretiny chorych deti maju deléciu tripletu v 10. ex6-
ne na obidvoch chromozdmoch Cislo 7, ¢o ma za nasledok
chybanie aminokyseliny fenylalanin (Phe) na 508. mieste
v bielkovine (klasicka forma CF). Ide o miesto, ktoré je pre
transportnu funkciu bielkoviny délezita. Chybna bielkovi-
na nema spravnu priestorovu Struktiru a je rozlozenda uz
v endoplazmatickom retikule. V géne vsak nechyba triplet
pre fenylalanin ¢islo 508, ale ide o vypadnutie 3 nukleoti-
dov v dvoch susednych tripletoch: Povodné triplety ATC
TTT kdéduju aminokyseliny lle a Phe. Po vypadnuti ,C”
z prvého a dva ,,T“ z druhého (ATC TTT) z dvoch tripletov
ostane ATT, €o je druhy mozny koéd pre lle, ktory tym pa-
dom je na spravnom mieste, ale vypadol kdd pre Phe.

Molekulovd podstata CF je zloZitejSia. Modernymi
metddami analyzy sa v géne CFTR naslo az 2000 r6znych
mutacii vSelijakého typu (nie len bodové mutacie, malé
delécie a inzercie), a to nie len v kddujucich ¢astiach, ale aj
v intronoch [7]. Su aj také, ktoré nemenia Strukturu biel-
koviny (silent — tiché mutacie).

Delenie tychto mutdcii podla ich U¢inku na funkciu
CFTR je v tabulke 2.

Vyskyt roznych mutdcii a naslednych funkénych zmien
kédovanej bielkoviny je v populacii nerovnomerny. Naj-
CastejSia sa vyskytuje klasickd mutécia (u 80-90 % cho-
rych, homozygotov na del508 je priblizne 67 %). 20 inych
mutdcii sa vyskytuje priblizne u 15 % deti s CF. Iné su velmi
zriedkavé a su aj také, ktoré nevedu k chorobe. To zname-
nd, ze choré deti mozu byt aj miesani heterozygoti alebo
homozygoti s ,neklasickymi“ mutaciami. Klinicky vyznam
genetickej heterogenity (jedna choroba — viac moznych
mutacii) spociva v tom, Ze nosici inych mutacii maju spra-
vidla menej zavainy klinicky priebeh, ako homozygoti

s klasickou mutaciou (Tab. 3).

Patogenéza priznakov CF
Hlavnou pric¢inou tazkych priznakov choroby (husté

Tab. 3. Rozne mutécie v géne CFTR a ich vplyv na prejavy choroby

viskdzne sekréty, atd) nie je zvySena koncentracia kuchyn-
skej soli v sekrétoch, ako sa to predtym myslelo3. Chlorido-
vy transportér v epiteloch sliznic ma totiz ina funkciu, ako
v potnych Zlazach a naviac spolupracuje s inymi transpor-
térmi (Obr. 2) V epitelovych bunkach exokrinnych Zliaz
v slizniciach réznych organov chloridovy transportér pum-
puje chlorid von z bunky a brzdi spatny transport vody zo
sekrétu do bunky. Ak CFTR vypadne, zvysSi sa resorbcia

vody zo sekrétov, ktoré sa zahustuju.

Diagnostika CF

V minulosti k indikdciam na vySetrenie na cysticku fib-
rézu patrilo klinické podozrenie, zvysena hodnota NaCl
v pote (pilokarpinovy test) a stolica na elastidzu menej
ako norma (priznak pankreatickej insuficiencie). Tieto vy-
Setrenia maju aj dnes vyznam, ale od roku 2009 sa u nds
robi celoplosny skrining novorodencov [9-11]. Zacina sa
stanovenim aktivity trypsinogénu zo suchej kvapky krvi
(v rdmci Guthrieho testu). Vysetrenie poskytuje informa-
ciu o funkénom stave traviaceho traktu®. V pripade pozi-

Tab. 2. Triedy mutacii v bielkovine CFTR podla funkcie

Mutécie A508/A508 | A508/iné Iné/iné
. 151 17 25
)

Poceta % (52%) (40%) (8%)
Nedostatocnost 99% 72% 36%
pankreasu
Vek manifestacie, 18 44 8,4
roky

ANGLICKY
TRIEDA NAZOV VYSVETLENIE
No protein Gén Je vyradeny, ziadna bielkovina sa
netvori
Bielkovina nema spravnu struktdru a je
rozlozena v endoplazmatickom retikule
I No traffic a nedostane sa do membran
Klasicka del508 mutacia patri do tejto
skupiny
Bielkovina sa tvori, dostane sa do mem-
brany, ale nefunguje (chloridovy kanl
Il No function | saneotvara).
Mutdcia, G551D, pri ktorej ivafactor
Ucinkuje patri do tejto skupiny
v Less function Chloridovy kan’al funguje nedostatoc-
ne alebo nespravne
v Less protein | Tvori sa malo bielkoviny
Vi Less stable Blellkovma JF labilng, rozlozi sa v mem-
brane predcasne
Pozndmbka: Funkcné delenie na triedy nezodpovedd typom mutdcii. Tieto
je mozné ndjst'v genetickych databdzach [8].

*Ak vo vode rozpustime NaCl, nestane sa hustou, ale slanou.

“Co sved¢i o tom, Ze organy st poskodené uz pocas intrauterinného
rozvoja. Na druhej strane je praradoxné, Ze potné Zlazy, ktoré maju
funként poruchu transprtu chloridu, nie st poskodené
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Obr. 2. Funkcia chloridového transportéra kodovaného génom CFTR
v potnych Zlazdch a v epitelovych bunkdch dychacich ciest

A-B. Bunka potnej zlazy. A. CFTR spolupracuje so sodikovym kandlom a spolu zniZuju koncentrdciu NaCl v pote.
B. CFTR chyba, v pote je vysokd koncentrdcia NaCl.
C-D. Exokrinné Zlazy. C. CFTR pumpuje chlorid von z bunky, spolupracuje so sodikovym kandlom a transportom vody.
Sekréty maju normdlnu hustotu. D. CFTR nefunguje, zvysend rezorbcia vody a sodika, Sekréty su husté.

tivity nasleduje genetickd analyza. Pocet mutdcii, ktoré
sa stanovuju v jednotlivych dostupnych DNA testoch je
rézny (50-60, ale aj viac). V spornych pripadoch sa robi
sekvenovanie génu. Pri sprdvnom postupe, k comu patri aj
stanovenie koncentracie NaCl v pote, je Specificita a sen-
zitivita celkového algoritmu skriningu velmi vysoka [12].
Molekulova diagnostika mutacii je dnes pristupna,
moze sa robit aj u zdravych heterozygotov v ramci genetic-
kého poradenstva. Metdéda odporicana americkymi od-
bornikmi (zakladny panel) identifikuje 23 réznych mutacii.
V pripade potreby je k dispozicii rozsireny panel (191 mu-
tacii) alebo sekvenovanie génu [13]. Prenatalny skrining
sa vSak zatial nerobi celoplosne, len v pripade podozrenia
na nosi¢stvo. O jeho SirSom zavedeni sa diskutuje na od-

bornych férach réznych krajin.

Liecba CF

Sucasna cielena antibioticka liecba, podavanie tra-
viacich enzymoy, lieCebna diéta a intenzivna fyzioterapia
zmiernuje priznaky choroby, zlepsuje kvalitu Zivota postih-
nutych deti a predlzZuje ich Zivot. Pred 30—40 rokmi bola
priemerna dizka Zivota deti s CF okolo 10-14 rokov, dnes

je to okolo 44 rokov (v krajinach s primeranou urovriou
zdravotnej starostlivosti). Pacienti mézu mat aj transplan-
taciu pluc, o dalej zlepsuje ich preZivanie a kvalitu Zivo-
ta. Prikladom dlhého Zivota je Howell Graham narodeny
v roku 1962. Vo veku dvoch rokov mu diagnostikovali CF.
Mal tazké priznaky a lekdri mu davali Sancu Zit do veku
6 rokov. Dnes ma 58 rokov, je po transplantacii pluc, ma
rodinu a pracuje. NajstarSim Zijicim chorym je pravdepo-
dobne Jerry Cahill (64 rokov, CF od veku 10 rokov), ktory
prezil uz viac svojich doktorov a odporuca ostatnym cho-
rym, aby sa nevzdavali a bojovali proti chorobe [14]. Zau-
jimavou perspektivou boja proti infekcidm pri rezistencii
na antibiotika je liecba bakteriofagmi [15,16].

Génova terapia CF

Prvé pokusy so somatickou génovou terapiu CF spoci-
vali v infekcii epitelu dychacich ciest neSkodnym virusom,
ktor” y mal vo svojom gendme zabudovany gén CFTR.
Vysledky boli slabé a docasné — po niekolkych deleniach
buniek novy gén zmizol z epitelovych buniek [17].

K ucinnejsSim a bezpecnym spésobom génovej tera-
pie CF vedie eSte dlha cesta, a to napriek tomu, Ze expe-

22



IVAFACTOR
N-(2,4-ditert-butyl-5-hydroxyphenyl)-4-oxo-1H-quinoline-3-carboxamide

OH
O 0
N
H

LUMAFACTOR
Acido 3-(6-(1-(2.2-difluorobenzolddioxol-5-il)ciclopropencarboxamido)-3-metilpiridin-2-il)benzéico

F><O | 0
o NH

Obr. 3.Chemickda struktura ivafaktoru a lumafaktoru

rimentalne vysledky su slubné. Najviac nadeji sa vklada
do metodiky CRISPR-Cas, ktora umoZiuje cielend opra-
vu mutdcii [18]. Opravu by vsak bolo potrebné vykonat
na zarodo¢nych bunkach, alebo v oplodnenom vajicku, ale
na to este tdto metdda nedozrela®. Je tu velké nebezpecie,
Ze ku zmene génov dojde na nespradvnom mieste a pod-
la najnovsich Udajov aplikacia metédy méze zapricinit aj
tazké zmeny chromozémov zarodoénych buniek a oplod-

neného vajicka.

Najnovsia forma terapie CF pomocou modulatorov
a korektorov ¢innosti bielkoviny CFTR

To, Ze ¢innost enzymov (ale aj hemoglobinu a inych
bielkovin) je modulovana aktivatormi a inhibitormi, je za-
kladny poznatok klasickej biochémie. Cinnost mnohych
bielkovin zavisi aj od pritomnosti exogénnych latok — vita-

minov a stopovych prvkov a mnohé lieky ucinkuju aktiva-

5 Cinsky vedec He Jiankui v roku 2018 pouzil tito metédu bez po-
volenia. Modifikoval gény dvojciat pocas embryondlneho vyvoja
tak, aby boli rezistentné na HIV. Jeho ¢in bol vedeckou komuni-
tou jednoznacne odsudeny, bol prepusteny z univerzity v Shenzen
a odsudeny na 3 roky vizenia.

ciou alebo blokddou enzymov (prikladom je inhibicia syn-
tézy prostaglandinov kyselinou acetylsalicylovou). Z toho
pohladu nie je a7 také tazké pochopit, Ze chybna molekula
CFTR by mohla byt aspor iastotne ,opravena“ organic-
kymi zlG¢eninami.

Napriek tomu, syntéza prve] takejto latky pre liec-
bu CF v roku 2012 znamenala revoluciu. Liek, ktorého
Struktira je na obr. 3, dostal pomenovanie ,ivafactor”
(VX-770)%[19]. Je to organickd zlicenina, ktorad zlepsuje
¢innost chloridového transportéra (potenciator) u no-
sicov niektorych konkrétnych mutacii (mutacia G551D
a 8 inych z triedy IlIl.). Tieto sa vyskytuju priblizne u 4%
zo vSetkych chorych na CF, ale ivafactor nie je ucinny u os-
tatnych chorych. Vyvoj sa nezastavil a k ivafactoru boli po-
stupne pridané tri dalSie zliceniny, ktoré v roznych kom-
bindciach (podla mutacii a inych indikacii) su uc¢inné aj
u deti s klasickou mutaciou. Ide o zlG¢eniny ,lumafactor”,
»elexafactor” a ,tezafaktor”, ktoré funguju ako korektory
¢innosti bielkoviny (VX-661, VX-770) [20, 21]. V liecbe sa

¢ V molekule je namiesto glycinu kyselina aspartatova.
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mbZe pouzit dvojkombinacia alebo trojkombinacia tych-
to liekov. PouZitie ivafactoru bolo schvdlené u nds v roku
2012 a od 1.9.2020 je schvalena aplikacia lieku Orcam-
bi (kombinacia ivafactor a lumacaftor) a uz sa podava
pacientom, homozygotom na klasicki del508 mutaciu

a mieSanym heterozygotom.

ZAVER

Objav a vyvoj modulatorov a potenciatorov ¢innosti
CFTR je ozajstnou revoluciu nielen v liecbe cystickej fib-
rézy, ale ma obrovsky vyznam aj zo SirSej perspektivy.
Vedecka komunita to pravom povaZuje za vysoko inova-
tivny a kreativny krok, klinici si o nieCo menej optimis-
ticki. Zlepsenie klinického stavu liecenych deti je zrejmé,
ale v kazdodennej praxi sa objavuju aj problémy s touto
formou lie¢by. Vysoka cena pripravkov je dolezitym, ale
nie neprekonatelnym problémom. Zrejmé je aj to, Ze tie-
to latky nie su ucinné na ndpravu ireverzibilnych zmien
organov po dlhodobom trvani choroby a nenahradzuju
klasicku lie¢bu. Pripravky (okrem ivafaktoru) su zavedené
do lie¢by len nedavno a nikto nie je schopny predpovedat
ich dlhodoby ucinok. Je jasné, Ze definitivne rieSenie mo-
nogénovych dedi¢nych chordb prinesie nakoniec génova
terapia, ale cesta od vyskumu po beznd klinickd prax bude
este dlha.
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SUHRN

LDL cholesterol (LDL-C) sa méze ziskavat meranim
priamou metodou alebo vypoctom z inych, nameranych
parametrov, najcastejSie celkového cholesterolu (TC),
HDL cholesterolu (HDL-C) a triglyceridov (TAG). Ak je
predmetom porovnavania dvoch metdd LDL-C porovna-
vanie dvoch takychto vypocitanych metdd, je toto porov-
navanie mozné vykonat nie na veli¢inach ziskanych z re-
alnych pacientov, ale na umelo vytvorenom stibore s tak
zostavenymi parametrami, ktoré spiiaju aj kritérium re-
alnosti aj idealne matematicko-Statistické kritéria.

Predmetom tejto prace je popis metddy vytvarania
umelého suboru zloZzeného z TC, HDL-C a TAG s poZado-
vanymi parametrami, poukazanie na rozdiely medzi real-
nymi sibormi a umelym siborom, a nakoniec vykonanie
studie porovnania viacerych metéd na umelom subore
s rovnicou Martin ako referenénou s rovnicami Sampson,

Friedewald a Cordova.

Klacové slova: LDL cholesterol; porovnavanie metod;

umely subor; Martinova rovnica; Sampsonovej rovnica

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2020

ABSTRACT

LDL cholesterol (LDL-C) can be obtained by direct
measurement or calculation from other, measured pa-
rameters, most commonly total cholesterol (TC), HDL
cholesterol (HDL-C) and triglycerides (TAG). If the sub-
ject of the comparison of two LDL-C methods, reference
measurement procedure and candidate measurement
procedure, is the comparison of two calculated meth-
ods, this comparison can be performed not on quantities
obtained from real patients, but on an artificially created
synthetic data set with such compiled parameters that
meet both the criterion of reality and ideal mathemati-
cal-statistical criteria.

In this methodical study we describe the method of
creating an synthetic data set composed of TC, HDL-C
and TAG with the required parameters. We point out
the differences between real files and the artificial file,
and finally we compare several methods for determining
LDL-C on an artificial file with Martin equation as refer-
ence with Sampson equation, Friedewald equation and
Cordova equation.

Key words: LDL cholesterol; method comparison;

synthetic data set; Martin equation; Sampson equation
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MATERIAL A METODIKA

Metodiky stanovenia koncentracie cholesterolu v li-
poproteinoch s nizkou hustotou (LDL-cholesterolu, LDL-C)
v krvnom sére maju od publikovania Friedewaldovej rov-
nice* uz takmer 50-ro¢nu histériu vyvoja. Vyvoj ide dvo-
ma smermi. Jeden — meranie — sa snazi vyvinut a vyrobit
primerane, resp. dostato¢ne harmonizované a standardi-
zované diagnostikd na priame meranie LDL-C, ¢o sa zatial
nie celkom dari. Tejto problematike sa v tomto prispevku
nebudeme venovat. Druhy — stanovenie vypoctom — je
postaveny na predpoklade, formulovanom uZ vo vyssie
uvedenej necitovanej praci, Ze LDL-C je mozné s dostatoc-
nou presnostou vypocitat z inych, v sére nameranych lipi-
dovych parametrov, najcastejsSie z celkového cholesterolu
(TC), HDL-cholesterolu (HDL-C) a triacylglycerolov (trigly-
ceridov, TAG).

Friedewaldova rovnica sa stala najbeZnejSie pouziva-
nou metddou stanovenia LDL-C v klinickych laboratériach
na celom svete a stale fou zostava. Eurépskou federaciou
laboratérnej mediciny bol v obdobi marec — august 2019
vykonavany dotaznikovy prieskum, zamerany na ma-
nazment dyslipidémii, ktorého sa zucastnilo 452 laboraté-
rii z 28 Statov Eurdpy. Zo zverejnenych anonymizovanych
vysledkov (De W o lf etal, 2020) okrem iného vyplyva:
44 % laboratdrii pouziva Friedewaldov vypocet, 0 % vypo-
Cet inou rovnicou, 34 % rutinne u vSetkych pacientskych
vzoriek meranie niektorou priamou metédou, 22 % aj vy-
pocet aj meranie, podla réznych kritérii. Tieto Udaje ani
okrajovo nepopisuju stav na Slovensku, pretoze priesku-
mu sa nezlcastnilo Ziadne nase laboratérium. Paralelne
bol vSak vykonany v auguste 2019 obdobne koncipovany
dotaznikovy prieskum ktorého sa zucastnilo 215 Ceskych
a slovenskych laboratérii (Friedecky etal, 2019).
Podla jeho vysledkov 24 % laboratorii pouziva iba Friede-
waldov vypocet, 59 % iba priame meranie, 11 % vypocet
aj meranie.

Obmedzenia Friedewaldovej rovnice su dobre popisa-
né (Gasko,Sanchez-Meca, 2009).V snahe zlepsit
validitu vypoctu bolo postupne odvodenych niekolko de-

siatok inych matematickych rovnic na vypocet LDL-C. Ich

* (Friedewald, Levy et Fredrickson, 1972 — ttto chronicky znamu pub-
likaciu, s aktudlne podla PubMed vyse 33300 citaciami, my v zozname
literatdry neuvadzame; citovat zdroje de iure treba ale de facto sa
nemusi, v State plagidtorov kvalifika¢nych vysokoskolskych prac)

uplny vypocet do roku 2010 bol publikovany v systematic-
kom prehlade v tomto Casopise (G a § k 0, 2011). Prehlady
niektorych z nich z novsej doby su uvedené napr. v pracach
Rim etal, 2016, ktora uvadza 10 rovnic; Pallazola
etal, 2018, ktord uvadza 12 rovnic; Cordova etal,
2018, ktora uvadza 8 rovnic; Karkhaneh etal, 2019,
ktora uvadza 8 rovnic. Pribudaju stale dalsie pokusy o lep-
Sierovnice, napr.Ghasemi etal, 2018;Huchegow-
da etal, 2019; Molavi etal, 2020.

V roku 2013 bol publikovany velmi dobre doloZeny vy-
pocet novej rovnice, ktorej nazov sa ustalil, po prvotnom
oznaceni Novel method, na Martin/Hopkins, alebo Mar-
tin formula (Martin etal, 2013). UZ v tom istom roku
sme predpovedali Uspech Martinovej rovnice (Gasko
a spol, 2013) a vykonali sme jej prepocet z jednotiek mg/
dl na mmol/l. Verifikiciu Martinovej rovnice vykondval
povodny autorsky kolektiv (Martin etal, 2018) aj ini
(Chaen etal,2016;Petridou,Anagnostopou-
los, 2019; Palmer etal, 2019). Aktualne je tato rov-
nica odporucana na pouzitie novymi guidelinmi, Eurdp-
skymi(Langlois etal, 2020), aj narodnymi(Solnica
et al, 2020). V USA je skuto¢ne pouZivana na niekolkych
pracoviskach (El Khoury etal, 2019), u nas este nie.

V rovnakom roku 2013 bol publikovany vypocet no-
vej rovnice (Cordova, Cordova, 2013), ktord je
pozoruhodna tym, Ze vstupnymi pre vypocet su iba dva
parametre, TC a HDL-C. Aj tato rovnica bola verifikovana
(Cordova etal,2018;Cordova etal, 2020).

V tomto roku bola publikovana dalsia, sofistikovana
rovnica (Sam pson etal, 2020), ktord okamzite vzbudi-
la velké oc¢akavania a publikacné odozvy (Ko hli-Lynch
etal, 2020; Wolska, Remaley, 2020; Zafrir etal,
2020).

Z metodologického hladiska mozno identifikovat dve
slabé stranky porovnavania metdd, ktorymi konkretizova-
ne/aplikovane na stanovenie LDL-C su:

1. Kazda publikacia ma uvedenu vetu ,merania boli
vykonané na naSom subore pacientov”. Tieto su-
bory s velmi r6znorodé ¢o do poctu clenov, do za-
stlpenia (rozpatia) a hustoty (denzity) pritomnosti
hodnd6t TC, HDL-C a TAG. Vysledky porovnania zavi-
sia od Struktury suboru, na ktorom sa merania ro-
bia (inkluzivne a exkluzivne kritéria pre pacientov,
velkost suboru, najnizsia a najvyssia hodnota lipidu
v stbore, median hodnét, atd.) Preto porovnanie
tych istych dvoch metdéd méze na dvoch rézne zo-
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stavenych a definovanych stboroch priniest velmi
rozdielne vysledky.

2. Nova metdda sa neporovnava s metddou zlatého
Standardu, ktorou je preparativna ultracentrifuga-
cia s kvantifikaciou LDL castic, ale vo velkej Casti
prac bud s niektorou z priamych metdéd mera-
nia alebo s niektorou inou vypoctovou metddou.
Do roku 2010 bolo identifikovanych spolu 63 po-
rovnavacich studii, z nich 27 % porovnavalo beta
kvantifikdciu s réznymi rovnicami, 48 % niekto-
rd z priamych metéd s roznymi rovnicami a 25 %
rézne rovnice medzi sebou (Gas ko, 2011). Tym
samozrejme dochadza ku porovnavaniu novej me-
tédy s metdédami zatazenymi oproti zlatému Stan-
dardu rézne velkou systematickou chybou.

V monografii (Gasko, 2015) bol s ciefom potlacit
uvedené dve slabé stranky predstaveny a odbévodneny
koncept vytvorenia umelého suboru trojic hodnét TC,
HDL-C a TAG a jeho poutzitia pri porovnavani niekolkych
vzorcov stanovenia — vypoctu lipoproteinu B. V tejto pra-
ci stru¢ne zopakujeme tento koncept, predvedieme zak-
ladné vypocty pre porovnanie rovnice Martin s rovnicami
Friedewald, Sampson a Cordova, a ukdzeme na fnom zavis-

lost vysledkov vypoctu LDL-C akymkolvek vzorcom na zlo-

Zeni suboru.

Vytvorenie umelého suboru TC, HDL-C a TAG

Navrhli sme vytvorenie umelého suboru (synthetic
data set), v ktorom su po jednom zastipeni ,proban-
di“ s rovhomerne rozlozenymi hodnotami cholesterolu,
HDL-cholesterolu a triglyceridov v odstupe 0,5 mmol/I,
v rozpati, ktoré zahffia hrani¢nt oblast medzi fyziologic-
kymi a patologickymi hodnotami. Po rozbore 4 velkych
redlnych siborov pacientov, ktoré boli pouzité v dobre
dokumentovanych lipidologickych studiach (podrobnos-
ti vid Ga S ko, 2015) bolo rozpatie hodnét zvolené tak,
aby zahfialo 95 az 99 % hodndt tychto suborov. Rozsah
hodn6t sme teraz zistovali na 3 dal3ich stadiach na dospe-
lej populacii, ktorych udaje st dostatocne podrobne popi-
sané — holandskej (Balder etal, 2017), kérejskej (Le e
etal, 2019) a irskej (Hugh es etal, 2020). Vo vsetkych
troch boli populacné, resp. referencné hodnoty TAG nizsie
nez v predoslych 4 suboroch. Znizili sme preto dolnu hra-
nicu TAG o jeden stuperi na 0,5 mmol/I. Po takejto Uprave
umely sibor zahffia 96,5 % hodndét holandského suboru,
97,0 % korejského suboru a 97,4 % irskeho suboru. Vy-
sledna matrica hodnot je uvedena v tabulke 1.

Tab. 1. Matrica hodnét cholesterolu, HDL-cholesterolu a triglyceridov v umelom subore.
Prvé 3 stipce - hodnoty v mmol/l, nasledné 3 stipce - prepocitané hodnoty v teda mg/dl, teda mg%

TC HDL-C TAG TC (mg/dl) HDL-C TAG
[mmol.I"] [mmol.I""] [mmol.I""] [mg.dl] [mg.dl] [mg.di]

2,0 0,5 0.5 773 193 44,2

25 1,0 1,0 96,7 38,7 88,5

30 1,5 1,5 116,0 58,0 132,7

35 2,0 2,0 1353 773 177,0

4,0 2,5 2,5 154,7 96,7 221,2

4,5 3,0 30 174,0 116,0 265,5

50 - 35 1933 - 309,7

55 - 4,0 212,7 - 354,0

6,0 - 4,5 232,0 - 398,2

6,5 - 50 251,4 - 4425

7,0 - 55 270,7 - 486,7

75 - 6,0 290,0 - 531,0

8,0 - - 3094 - -
‘ Rozpitie hodnot Rozpitie hodnot ‘
‘ 2,0-8,0 0,5-3,0 0,5-6,0 77,3-309,4 19,3-116,0 44,2-531,0 ‘
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Tab. 2. Sumarna statistika hodnot LDL-cholesterolu vypocitanych z umelého stboru styrmi réznymi rovnicami.
SD = smerodajna odchylka, P = hodnoty prislusnych percentilov

Martin LDL-C  Sampson LDL-C

M S00 200
Minimum =1,150 -1,350
Maximum 7.140 7,390
Mean 2435 2,231
Median 2420 2.180

sD 1.8120 1.8702
25-97T5P | -0,710 to 5,960 -0,890 to 5,870
E-85P ' -0,460 to 5,465 0,615 ta 5,365
10-90P -0,0600 lo 4,860 -0,195 to 4,815
25-THP | 1.0401t0 3,830 720 to 3 625

Friedewald LDL-C

900
-2.740
7270
1.823
1.880
2.0936

-1,830 to 5,860
-1,370 to 5,360
0,820 to 4,770
0,255 fo 3,490

| Cordova LDL-C
200
0,000
5,630
2,557
2,630
1,4548
0.000 to 5,250
0,380 to 4,880
0,750 to 4,500
1,600 to 3,750

Matrica 13 x 6 x 12 poskytuje 936 moznych kombi-
nacii. Z nich 36 kombinacii znamena negativhu hodnotu
non-HDL-cholesterolu, preto boli ako neredlne vynecha-
né. Zostavajucich 900 kombindcii predstavuje 900 ¢lenov
umelého suboru.

Zakladné porovnania rovnice Martin
s rovnicami Friedewald, Sampson a Cordova

Pomocou Sstandardnych Statistickych numerickych
a grafickych postupov, ktorych interpretdcia je podrob-
ne popisana napr. v monografii (G a $ k o, 2017) prezen-
tujeme porovnanie LDL-C vypocitaného rovnicou Martin
s LDL-C vypocitanym postupne rovnicami Friedewald,
Sampson a Cordova. Rovnicu Martin sme zvolili za zaklad-
nu metddu pre jej opakovanymi Studiami overenu najlep-
Siu zhodu s metddou zlatého Standardu, v porovnani so
vSetkymi ostatnymi rovnicami.

Na obrazkoch 1 a 2 su vykreslené Bland-Altmanove
grafy, Passing a Bablokove grafy a horské grafy (zname
aj ako zlozené empirické kumulativne distribu¢né grafy)
pre vsetky 3 porovnania. VSetky typy grafov ukazuju, ze
najlepSia je zhoda rovnice Martin s rovnicou Sampson.
Rovnice Friedewald a Cordova davaju horsie, vzajomne
podstatne rozdielne vysledky. V hornej ¢asti tabulky ¢. 3
su uvedené hodnoty concordance correlation coefficient
(CCC), najvyssiu hodnotu ma rovnica Martin s rovnicou
Sampson. V tabulke €. 2 je zakladna deskriptivna Statistika

LDL-C vypocitanych réznymi rovnicami.

Demonstracia zavislosti vypocitanych
hodnot LDL-C na zloZeni stuboru

Na obrazku 3 su horské grafy pre vztah LDL-choleste-
rolu stanoveného rovnicami Friedewald a Sampson voci
rovnici Martin v 3 umelych suboroch. ZloZenie zaklad-
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Obr. 3. Horské grafy pre vztah LDL-cholesterolu stanoveného rovnica-

mi Friedewald a Sampson voci rovnici Martin v 3 umelych suboroch.

A: Stubor 900; B: Stubor 900 zvicseny o 200 ¢lenov s hodnotami TC =

2 mmol/l, HLD-C = 1 mmol/l, TAG = 2 mmol/l; C: Stibor 900 zviiéseny

0 200 élenov s hodnotami TC = 4 mmol/l, HDL-C = 3 mmol/l, TAG =
4 mmol/|
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ného umelého suboru je uvedené v tabulke 1 (obrazok
3A). Tento subor bol zvac¢seny o 200 ¢lenov s hodnotami
TC = 2 mmol/l, HDL-C = 1 mmol/Il, TAG = 2 mmol/| (obra-
zok 3B). Alternativne bol tento subor zvaéseny o 200 cle-
TC =4 mmol/l, HDL-C =3 mmol/l,
TAG = 4 mmol/l (obrazok 3C). Uz takto velmi simplifikova-

ne pozmenené 3 stbory maju iné tvary horskych grafoy,

nov s hodnotami

a samozrejme, aj iné numerické a grafické vystupy.

Medzi dobre popisané limity Friedewaldove] rovni-
ce patri, Ze je zvySene nepresna pri hodnotach TAG nad
2,82 mmol/l, a pri hodnotdch TAG nad 4,52 mmol/l sa
kvoli vysokej nepresnosti jej pouzitie uz neodporuca
(Wolska, Re maley, 2020). Umely subor sme podla
hodndét TAG rozdelili na dva podsubory: subor s hodnota-
mi TAG pod 2,82 mmol/l, n =375, a stbor s hodnotami
TAG nad 2,82 mmol/l, n=525. Na obrazku 4 su horské
grafy pre porovnanie rovnice Martin s rovnicou Friede-
wald v tychto podsuboroch.

Umely subor sme dalej podla hodnot TAG rozdeli-
li na dva iné podsubory: sibor s hodnotami TAG pod
4,52 mmol/l, n=675, a subor s hodnotami TAG nad
4,52 mmol/l, n=225. Na obrazku 5 su horské grafy pre
porovnanie rovnice Martin s rovnicou Friedewald v tychto
podsuboroch. Porovnanim grafov na obrazkoch 4 a 5 su
jasne viditelné zvacsujuce sa rozdiely medzi hodnotami
LDL-C ziskanymi oboma rovnicami pri zvySujucich sa hod-
notach TAG. Tieto zvysSujuce sa rozdiely sa prejavuju aj
znizovanim hodnot CCC, a platia aj pre rovnice Sampson
a Friedewald (tabulka 3).

Na vsetky vypocty a vykreslenia vsetkych grafov bol
pouzity MedCalc Statistical Software verzia 19.4.0 (Med-
Calc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.med-
calc.org; 2020).

DISKUSIA

Nové poznatky mediciny zaloZzenej na dékazoch v pa-
tofyzioldgii, diagnostike a manaZovani aterosklerdzy
viedli, popri inych guidelinoch (Langlois etal, 2018;
Ference etal,2019;Langlois etal, 2020), za ostat-
né desatrocie ku vydaniu 3 verzii doporucenych postupov
k diagnostike a liecbe dyslipoproteinémii autorov zastu-
pujlcich Eurdpsku kardiologickd spolo¢nost (ESC) a Eu-
répsku spoloénost pre aterosklerézu (EAS) — verzie 2011,
2016 a 2019 (M ach etal, 2020). Vo vsetkych je LDL-C

Tab. 3. Hodnoty concordance correlation coefficient CCC
pre porovnanie rovnice Martin LDL-C s rovnicami Sampson LDL-C,
Friedewald LDL-C a Cordova LDL-C v r6zne zlozenych
umelych stiboroch

‘ Cely umely subor, n =900 ‘
‘ Variable X Variable Y ccc ‘

Martin LDL-C Sampson LDL-C 0,986

Martin LDL-C Friedewald LDL-C 0,937

Martin LDL-C Cordova LDL-C 0,952
TAG < 2,82 mmol/l, n =375

Martin LDL-C Sampson LDL-C 0,999

Martin LDL-C Friedewald LDL-C 0,996

Martin LDL-C Cordova LDL-C 0,953
TAG > 2,82 mmol/l, n =525

Martin LDL-C Sampson LDL-C 0,974

Martin LDL-C Friedewald LDL-C 0,891

Martin LDL-C Cordova LDL-C 0,952
TAG < 4,52 mmol/l, n=675

Martin LDL-C Sampson LDL-C 0,995

Martin LDL-C Friedewald LDL-C 0,974

Martin LDL-C Cordova LDL-C 0,958

TAG > 4,52 mmol/l, n = 225

Martin LDL-C Sampson LDL-C 0,951

Martin LDL-C Friedewald LDL-C 0,821

Martin LDL-C Cordova LDL-C 0,936

uvadzany ako kfuCovy laboratorny parameter. Ako zauji-
mavost mozno uviest, Ze praca porovnavajlica najnovsie
Eurdpske odporucania s najnovsimi odporucaniami USA
odbornych spolocnosti (Singh etal, 2020) na 17 stra-
nach textu spomina LDL-C aZ 90-krat. Klinicky vyskum dava
dokazy pre znizovanie jeho hodnét. Vystizne to zhrnuli
vo svojom komentari v Casopise Lancet Berberich,
Hegele (2020) LDL cholesterol: lower, faster, younger
(Berberich, Hegele, 2020), teda ¢im nizsSie, ¢o naj-
skor a od ¢o najmladSieho veku. Klinicky vyskum LDL-C
vchadza aj do novych odborov mediciny (Wagner etal,
2019). Zaujem o ,,ndjdenie” o najpresnejsej v praxi pou-
Zitelnej metddy stanovenia LDL-C je preto pochopitelny.
Popisali sme dve metodologicky slabé stranky porov-
navania metdd stanovenia LDL-C. Navrhli sme spdsob,
ktorym mozno prvu z nich eliminovat. Ak sa budu vypoc-
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tové metddy stanovenia LDL-C, popisané v minulosti Ci
novo navrhované, porovnavat na Standardnom umelom
subore, odpadne velky prvok neistoty merania vyplyvajuci
zo zlozenia vyskumného suboru pacientov, na ktorom je
porovnavanie vykonavané. Porovnanie bude kedykolvek
a kdekolvek reprodukovatelné. PresnejSie povedané, raz
vykonané vypocty budu nemenné a platné kdekolvek.
Druhd slabu stranku tento postup Uplne eliminovat nedo-
kaze. Z jasnych dévodov nemb6zeme vykonat meranie LDL-
-C na umelom subore metddou preparativnej ultracen-
trifugacie. Navrhujeme preto ako ,kvazi gold standard”
(reference measurement procedure) pre porovndvacie
studie metddu, ktora je, podla dnesného stavu poznania,
najspolahlivejSou vypoctovou metddou stanovenia LDL-
-C, rovnicu Martin. Eliminuje sa tym aspon prvok neisto-
ty spocivajlci v tom, Ze sa ako ,,nahradny gold standard”
v roznych vyskumoch a réznych publikaciach pouziva bud'
Sirokd Skdla priamych metéd merania LDL-C — nedosta-
tocne vzdjomne harmonizovanych a zataZzenych rbzne
velkymi chybami; alebo — zo zotrvacnosti ¢i zo zvyku —
Friedewaldova rovnica, ktorej podstatne vyssSia miera ne-
presnosti oproti Martinovej rovnici je overena.

Strucne sme popisali zdévodnenie prave takej matrice
hodnét lipidov TC, HDL-C a TAG, aké je uvedené v tabul-
ke 1 a vylucenie 36 kombinacii znamenajucich negativnu
hodnotu non-HDL-cholesterolu. Vysledny umely sibor ma
900 clenov. Eliminaciu dalSich kombindacii, napriklad 88
kombindcii, u ktorych vysli hodnoty LDL-Martin negativne,
s vyslednym stiborom o 812 ¢lenoch, nepokladame za po-
trebnu. Podla ndsho nazoru ani dalsie rozSirovanie suboru
o extrémne vysoké i extrémne nizke hodnoty niektorého
z trojice tychto lipidov nie je zmysluplné. Je vSak pravdou,
Ze v niektorych, pre nas exotickych, statoch mozu byt po-
pulac¢né hodnoty iné. NizSie hodnoty, s vy$Sim percentual-
nym zastupenim hodnot pod rozpatim popisanej matrice,
siudeti(He nauw etal,2014;Higgins etal,2018).
Vyssie hodnoty TC maju pacienti s familiarnou hypercho-
lesterolémiou (FH), v Gréckom registre FH malo z 1423
dospelych pred nasadenim liecby 50 % hodnoty nad
8,2mmol/l (Rizos etal, 2020). Vyssie percentudlne za-
stipenie hodn6t TAG pod 0,5 mmol/l bolo zistené v Rém-
skej dospelej populacii(Hubkova etal, 2014).

Koncepty neistoty merania su prilis zlozZité (Braga,
Panteghini, 2020; Farrance etal, 2018) a, ako
bolo konecne jasne popisané, nepouzitelné v rutinnej la-
boratérnej medicine (Milinkovié Jovicié lgnja-

tovi¢, 2020), preto v tejto praci nepouzivame ich termi-
noldgiu.

Pre pripadnych zaujemcov je na vyZziadanie k dispozicii
Excel subor s hodnotami umelého suboru, a dalsi subor
s vypoctami LDL-cholesterolu podla Martinovej rovnice so
180-polovou tabulkou, spracovanou pre jednotky mmol/I.

Podakovanie: Dakujeme MUDr. Eve Durovcovej, PhD,
za precitanie rukopisu a prinosné pripomienky.

Konflikt zaujmov: Autori deklaruju, Ze nie su v konflik-
te zaujmov. RG bol hlavnym riesitefom vyskumného gran-
tu Slovenskej kardiologickej spolo¢nosti ,,LDL cholesterol”.
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SUHRN

Kardiovaskularne ochorenia predstavuju najvacsie
bremeno morbidity a mortality vSeobecnej dospelej po-
pulacie vyspelych krajin. Hlavnou pricinou je ateroskle-
rotické postihnutie cievneho systému na podklade vply-
vu rizikovych faktorov, z ktorych svojou komplexnostou
vynika dyslipidémia. V klinickej praxi sa t¢inky HDL trie-
dy meraju prakticky len stanovovanim koncentracie HDL
cholesterolu. Je otazne, ¢i tento klinicky pristup posky-
tuje dostatocnu relevanciu pri hodnoteni tak celkového
kardiovaskularneho rizika, ako i u¢inku hypolipidemickej
liecby. Medzi najCastejSie manifestacie aterosklerdzy
patri koncatinovocievna artériova choroba (KACH). U je-
dincov s diagnostikovanou KACH bol v rdmci HDL trie-
smerom k malym. Tento trend zmeny konstelacie lipo-
proteinov HDL sa zda byt patognomicky pre dysfunkény
lipoproteinovy profil v ramci patologického stavu kardio-

vaskularneho systému.

Klacové slova: subfrakcie lipoproteinov; ateroskle-
réza; HDL cholesterol; koncatinovocievna artériova cho-
roba
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ABSTRACT

In clinical praxis the estimation of the effect of
high-density lipoprotein (HDL) is practically based just
on the HDL cholesterol concentration measurement.
The grounds for increasing clinical interest are wheth-
er this approach is enough to evaluate the overall car-
diovascular diseases risk burden as well as whether the
hypolipidemic therapy is efficient. In this article, there
was a focus on to describe the HDL profile in lower ex-
tremity artery disease (LEAD). In patients with LEAD was
observed a disturbed constellation of particular subpop-
ulations, considered as dysfunctional, in the meaning of
shift from large to small HDL particles within the HDL
family. This trend of lipoprotein constellation seems to
be pathognomonic for dysfunctional lipoprotein profile

under pathological state of the cardiovascular system.

Key words: lipoprotein subfractions; atherosclerosis;
HDL cholesterol; lower extremity artery disease

35



uvoD

(K-V)
v o rnik,2009) maju za dosledok najviac umrti a podiela-

Choroby kardiovaskularneho systému (G a-
ju sa najvacSou mierou na chorobnosti populacie celosve-
tovo (GBD, 2018). Koncatinovocievna artériova choroba
(KACH; v anglosaskej literature — LEAD — Lower Extremity
Artery Disease) predstavovala v roku 2017 zdravotnu za-
taz obyvatelstva takmer 120 miliénmi pripadov v celosve-
tovom meradle, a je tak tretou najéastejSou pric¢inou cho-
robnosti na aterosklerotické kardiovaskuldrne ochorenia
(GBD, 2018). Svetova zdravotnicka organizacia si stanovila
na obdobie rokov 2015-2020 globalny ciel ¢islo 1: 25 %
relativnu redukciu celkovej Umrtnosti na kardiovaskularne
choroby, nadorové choroby, diabetes mellitus a chronické
respiracné choroby.

Na prvom mieste sa dovodne uvadzaju K-V choroby,
¢o si v dobe pandémie angiometabolického syndrému X
(Gavornik etal., 2012) vyZzaduje zavedenie novych
preventivno-lie¢ebnych pristupov. Sucasne sa ukazuje, ze
dolezitejSie nez urcovanie hladiny celkového cholesterol
v sére/plazme, je urCovanie koncentracie cholesterolu v li-
poproteinovych populaciach LDL (low-density lipoprotein)
a HDL (high-density lipoprotein) (Oravec etal., 2015;
DGAC, 2015). Ukazalo sa, Ze takzvany ,zly“ cholesterol ma
Cast, ktord je aterogénnejSia — malé denzné LDL (small
dense LDL —sdLDL) (subfrakcie 3—7), a ¢ast ktora je menej,
respektive neaterogénna (subfrakcie 1-2) (Arsenault
etal, 2007;0ravec etal., 2011a). Podobne i HDL trie-
da sa sklada z niekolkych subfrakcii; ich vyznam vSak v pro-
cese aterogenézy nie je taky jednoznacny, aky sa ukazal
u LDL triedy. ZloZenie tejto Casti lipoproteinového spektra
je predmetom intenzivneho vedeckého vyskumu v oblasti
poruch metabolizmu lipoproteinov. Z toho vyplyva pozia-
davka pre klinickd prax: Zaviest také laboratérne metédy
analyzy HDL frakcii, ktoré budu mat vyssiu klinickd vypo-
vednost o HDL triede vo vztahu ku kardiovaskularnemu
riziku, kardiovaskuldrnym chorobdm i pri monitorovani
rizikovych pacientov tak v primarnej, ako i sekundarnej
prevencii.

Nizke hladiny HDL cholesterolu sa ukazali byt asocio-
vané so zvySenym vyskytom kardiovaskularnych chorob.
Tedria rezidudlneho rizika predpoklada, Zze napriek do-
siahnutiu cielovych hodnét LDL pri liecbe liekmi ovplyv-
nujucimi hladinu lipoproteinov v sére, pretrvava zvysené
riziko, respektive vysoky vyskyt K-V prihod pri¢inenim

nizkych hodn6t HDL cholesterolu. KedZe terapeutické
usilie zamerané na zvySenie hladiny HDL cholesterolu K-V
riziko neznizilo (Keene etal, 2014), objasnenie pricin
rezidudlneho rizika je nadalej vysoko aktualne. Experi-
menty zaloZzené na Mendelovskej randomizacii taktiez
nepotvrdili kauzalitu HDL - aterosklerotickd choroba
(Voight etal., 2012). Jednym z vysvetleni sa zda byt
obmedzend vypovedna hodnota aktualne pouzivanych
diagnostickych postupov pri vySetrovani HDL v sucasnej
klinickej praxi. Testovanie a vyhodnocovanie zmien HDL
spektra v jeho komplexnosti bude potrebovat inovativnej-
Sie diagnostické postupy, nez len samotné meranie celko-
vej koncentracie HDL cholesterolu. Prave analyza subpo-
pulacii v HDL spektre ponuka takito moznost merania,
zaroven i objasnenia ulohy HDL v procese (anti)ateroge-
nézy K-V chordb.

ATEROSKLEROZA

Ateroskleréza je najrozsirenejSim a najzavaznejSim
kauzalnym faktorom K-V ochoreni, na ktoré ludia zomie-
raju viac, nez na ktorukolvek inu pricinu vo svete (WHO,
2018). Ateroskleréza je komplexny patologicky proces
odohravajuci sa v stene tepny zahrfnajuci predovsetkym
depoziciu lipidov v prostredi zapalu. Velké studie ASCOT,
ASTEROID, CARDS, CARE, FIELD, PROSPER, PROVE IT-TIMI
22 jasne preukazali spojitost medzi mierou aterosklerotic-
kého poskodenia i progndzy ochorenia s hladinami choles-
terolu, zvlast LDL cholesterolu (Filipova et al., 2006).

Aterosklerdza predstavuje chronicky patologicky pro-
ces cievnej steny, ktory je sprevadzany chronickym zapa-
lom. Ten sa hlavnou mierou podiela na rozvoji endotelovej
dysfunkcie. Pésobenim medidtorov chronického zapalu
uvolfiovanych predovsetkym z monocytov a T-lymfocy-
tov, ktoré migruju do subendotelového priestoru, sa ini-
ciuje vznik aterosklerotického platu. Monocyty sa menia
na makrofagy, pohlcuju oxidované lipoproteiny (predo-
vsetkym oxidovany LDL — oxLDL), a tym z nich vznikaju pe-
nové bunky; to opéat stimuluje imunitny systém k tvorbe
prozapalovych cytokinov a chemokinov (Nyyssdnen
et al., 2012). V stene cievy sa mnoZia hladké svalové bun-
ky s naslednym rozvojom fibrdzy a vzniku kalcifikatov, in-
tima cievnej steny hrubne. Intenzita zapalu koreluje s in-
stabilitou aterosklerotického platu. Zapalovom postihnuty
ateroskleroticky plat je pri¢inou poskodenia intimy, jej
dezintegracie, ¢o sa napokon stava podkladom pre orga-

novo-cievnu ischémiu.

36



Vseobecne preukdzané prepojenie hladin markerov
zapalu (napriklad interleukinu-6 [IL-6], CRP) s antropo-
metrickymi ukazovatelmi, korelujuce s rizikovymi faktormi
aterosklerotickej choroby naznacuju metabolicky status
takychto jedincov, ktory smeruje k rozvoju proaterogén-
neho/proaterotrombotického statusu (Weiner etal.,
2014). Potvrdila sa korelacia BMI (body mass index) so
systémovym zdpalom, ¢o sa vysvetlilo objavom produk-
cie CRP/IL-6 adipocytmi (Nicholls etal., 2006). Preu-
kazana uloha LDL deponujuceho cholesterol do periférie,
do cievnej steny, v procese aterogenézy spociva v oxidac-
ne zmenenom LDL — oxLDL, ktory po prestupe intimou
interaguje s imunokompetentnymi bunkami imunitného
systému, predovsetkym s makrofagmi. Dochadza k vzni-
ku penovych buniek, tie sa hromadia a vytvaraju atero-
skleroticky plat. Preukdzanou funkciou HDL castic je za-
bezpecovanie reverzného transportu cholesterolu, teda
z periférnych tkaniv spat do pecene. Tym sa vysvetluje
jeho potencidlne antiaterogénne pésobenie. Cievny en-
dotel — vystelka lUmenu ciev — ma ulohu tak hemody-
namickd, ako i imuno-endokrinnd. Dysfunkcia endotelu
zavaznym spOsobom poskodzuje funkciu cievy a je mar-
kerom i akceleratorom aterogenézy; je pritomna u mno-
hych predklinickych stavov K-V choréb ako su inzulinova

rezistencia, porucha glukézovej tolerancie, ¢i prediabe-

tes, prehypertenzia a dyslipidémia. Spolo¢ny menovatel

funkcnych i organickych zmien vaskularneho poskodenia
v zmysle dysfunkcie neuro-endokrinno-imunitného ho-
meostatického systému sa oznacuje ako angiometabo-
licky syndrom X (Gavornik etal., 2012). Vyznamné
je pozorovanie Uzkeho prepojenia fajcenia s endotelovou
dysfunkciou (Critchley, Capewell, 2004). Poruchu
endotelovej funkcie signalizuju zvySené hladiny markerov
v sére, akymi su cytokiny zapalu (IL-6 a CRP). Mozno ju
objektivizovat pomocou metédy FMD (flow mediated di-
latation) — ide o vysetrenie vazodilaticie navodenej prie-
tokom. Artériova hypertenzia zohrava svoju ulohu jednak
hemodynamickym pdésobenim — biomechanickym stre-
som na endotelovu vystelku — jednak je asociovana s ate-
rogénnym fenotypom B, ktory akceleruje aterosklerotické
deje v stene cievy (Oravec etal.,, 2011c). Mozno preto
povedat, Ze aterosklerdza je svojim rozsahom postihnutia
vaskulatuiry naozaj systémovym ochorenim.

Rizikové faktory aterosklerdzy su vseobecne spolocné
pre vsetky jej klinické korelaty. Patria medzi nich najma
fajcenie, dyslipidémia, artériovd hypertenzia, obezita,

i diabetes mellitus. Klinické i subklinické prejavy ateroskle-
rézy vyrazne skracuju dizku Zivota. Lie¢ba aterosklerézy je
preto nutnd este pred vznikom organového poskodenia,
uz v procese pocinajucej aterogenézy — proaterogénnych/
prozapalovych stavov. Predovsetkym je to prevencia — eli-
mindcia rizikovych faktorov — ktora prindsa najvyznamnej-
Si tak zdravotny, ako i ekonomicky benefit pre pacienta
i spolocnost.

HDL- LIPOPROTEIN VYSOKEJ HUSTOTY

Lipoproteiny plazmy predstavuju miceldrne komplexy
lipidov s proteinmi tvorené heterogénnou zmesou ta-
kychto Castic o Specifickej velkosti, hustote a flotacnych
charakteristik. Fyziologicky sprostredkovavaju transport
tukov medzi organmi a tkanivami, avsak pri nerovnovaz-
nom zastupeni jednotlivych subfrakcii, porusenom meta-
bolizme lipidov, sa podielaju na degenerativnom procese
v cievach — aterogenéze. HDL predstavuje v ramci lipopro-
teinového spektra fudskej plazmy malé denzné na prote-
iny bohaté Castice lipoproteinu (zloZzené z prevaine po-
larnych lipidov viazanych apolipoproteinmi) (Kostner,
Laggner 1989).

HDL castice su roznorodého zloZenia, Struktury, che-
mickych a tym i biologickych vlastnosti. HDL ¢astice variru-
juod 7 do 25 nm podla velkosti a Stadia vyvoja, od diskoid-
ného po sféricky tvar podla struktury. Vysoko heterogénnu
triedu HDL méZeme rozdelit do viacerych subpopuldcii
HDL, na zaklade ich rozdielnych fyzikdlno-chemickych cha-
rakteristik, akymi su hustota prostredia, pri ktorej flotuju,
velkost, tvar a Strukturne zlozenie Castic. Prvou pouziva-
nou metddou (z roku 1954) — ultracentrifugaciou, mozno
HDL delit na menej denzné (1,063-1,125 g/ml), bohaté
na lipidy (HDL2) a viac denzné HDL (1,125-1,21 g/ml),
bohaté na proteiny (HDL3) (DelLalla,Gofman,1954).
Dalsie delenie je mozné pouzitim polyakrylamidovej gé-
lovej elektroforézy (PAGE — polyacrylamide gradient gel
electrophoresis), ktord umozriuje identifikovat jednot-
livé Castice na zaklade ich velkosti a elektrického naboja
do troch podskupin:

1. HDL1 - ktoré su identické s HDL ziskanymi ultra-
centrifugacnym delenim pri denzite prostredia
1,055-1,085 g/ml,

2. HDL2 - ktoré su identické s HDL ziskanymi ultra-
centrifugaCnym delenim pri denzite prostredia
1,063-1,125g/ml a
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3. HDL3 - ktoré su identické s HDL ziskanymi ultra-
centrifugacnym delenim pri denzite prostredia
1,125-1,21 g/ml.

HDL1 su najvacsie (13-25nm) a proteinova zlozka
tvori 25 % HDL spektra; HDL2 su mensie (8—12 nm) s 33—
35 % proteinovej zlozky; HDL3 maju <10 nm a tvori ich
55-60 % proteinu (M a h | ey, 1978). HDL3 su produkova-
né pecenou, Ciastocne i crevom a do obehu sa dostavaju
ako nascentné — nezrelé, respektive de novo tvoriace sa
diskoidné castice (nHDL). Dozrievaju ukladanim esterifiko-
vaného volného cholesterolu do jadra nHDL, ¢im ziskavaju
sféricky tvar.

HDL castice maju niekolko udloh:

e reverzny transport cholesterolu — transportny

systém CETP (cholesteryl ester transfer protein) —
z periférie do pecene,

e zdroj cholesterolu — ako stavebného prvku bio-
Struktur organizmu,

e esterifikacia volného cholesterolu — kedy ide o ko-
operaciu LCAT (lecitincholesterol acyltransferaza)
a HDL,

e inhibicia inkorporacie LDL cholesterolu do steny
cievy.

Na HDL cholesterol je dobré sa pozerat v kontexte
metabolizmu lipidov, predovsetkym v podobe metaboliz-
mu cholesterolu a triacylglycerolov, kedZe tento sa bez-
prostredne podiela na homeostaze obehove] sustavy.
Pri poruche metabolizmu lipoproteinov — dyslipidémii —
dochadza k rozvoju aterosklerézy. Tradi¢ne sa choleste-
rol (respektive jeho forma transportu) deli na ,zly“ LDL
cholesterol a ,dobry”“ HDL cholesterol. Dyslipidémia je
pojem priliehavejsi nez hypercholesterolémia vzhladom
ku komplexnej skladbe transportnych foriem choleste-
rolu. V literature sa stretneme s delenim poridch meta-
bolizmu cholesterolu a lipidov na: izolovanu hypercho-
lesterolémiu, izolovanu hypertriacylglycerolémiu a tzwv.
kombinovanu dyslipidémiu (zvySeny cholesterol a zaroven
aj TAG) a dyslipidémiu pri nizkom HDL cholesterole. Nizka
hladina lipoproteinov o vysokej hustote (HDL) je zavaznym
K-V rizikovym faktorom — zndmym tieZ ako jedna z pricin
reziduadlneho rizika — a podiela sa na aterogénnej dysli-
pidémii. Ta predstavuje poruchu optimalnej rovnovahy
spektra lipidov v cirkuldcii charakterizovanu nizkym HDL-
-cholesterolom, vysokymi TAG a posunom zloZenia LDL
Castic k malym denznym casticiam. U zdravého jedinca ob-
sah tukov predstavuje cca 15-30 % celkového energetic-

kého prijmu. Tuk obsiahnuty v lipoproteinoch sa deli na:
triacylglyceroly (TAG), fosfolipidy (PL), cholesterol volny
(FCH), cholesterol esterifikovany/cholesterylester (CHE)
a volné mastné kyseliny (FFA). Hoci sa zvySeny privod
nasytenych tukov a cholesterolu asocioval so zvysenym
rizikom K-V choréb (Siri-Tarino etal, 2010), nepre-
ukazala sa korelacia medzi prijmom cholesterol a jeho
hladinami v krvi po adjustovani na vyskyt K-V prihod
(Gertler etal.,, 1950;Shin etal., 2013; DGAC, 2015).

DéleZitejSie nez celkové mnoZstvo prijatého choleste-
rolu/tuku je jeho zloZenie, kvalita (Vishwanathan
et al.,, 2010) (posun v zastupeni mastnych kyselin od na-
sytenych k nenasytenym) a vyvazena energeticka bilancia.
Napokon, cholesterol nie je len esencidlnou stavebnou
zlozkou bunkovych membran a subcelularnych struktur,
ale aj zdrojom pre steroidogenézu, tvorbu zl¢ovych kyselin
a vitaminu D v fudskom organizme. Vacsina tukov v potra-
ve Cloveka sa vyskytuje vo forme TAG, zloZenych z mast-
nych kyselin a glycerolu. Podla zastupenia dvojitych vazieb
rozliSujeme mononenasytené mastné kyseliny — monoun-
saturated fatty acids — MUFA (w-9 zastupené najma v oli-
vovom a repkovom oleji), polynenasytené — polyunsatu-
rated fatty acids — PUFA (w-3 zastUpené najma v lanovom
oleji; w-6 najma v slnecnicovom, séjovom a kukuriénom
oleji), a bez dvojitych vazieb — nasytené mastné kyseli-
ny — saturated fatty acids — SFA (najma v kokosovom a pal-
movom oleji); kardioprotektivne w-3 su dostupné najma
v rybom tuku.

Systémovy zapal (hladina CRP/hs-CRP a siet prozapa-
lovych cytokinov) ma vplyv aj na HDL pri priamej korela-
cii s K-V rizikom. Poukazuju na to prace, v ktorych mozno
pozorovat tzv. dysfunkény HDL profil (Ren etal., 2010;
Krychtiuk etal., 2014). To znamen3, Ze napriek nezni-
zenej hladine HDL cholesterolu u jedincov s manifestnym
K-V ochorenim je skladba ich HDL odlisna od zdravych je-
dincov. HDL cholesterol sa ukézal byt na zaklade rozsiah-
lych populaénych studii vyznamnym prediktorom chorob
K-V systému (predpokladala sa protektivita HDL v Ulohe
reverzného transportu cholesterolu z periférnych tkaniv
spat do pecene); a prejavili sa aj dalie antiaterogénne —
antioxida¢né a antitrombotické vlastnosti HDL. A hoci
epidemiologické studie ukazali spojitost medzi HDL a ate-
rosklerotickou chorobou, studie s jedincami s vysokymi
hladinami HDL a defektnym génom pre hlavny enzym me-
tabolizmu HDL — CETP — nepreukazali kardioprotektivitu
HDL. Dokonca v intervencénych Studiach s inhibiciou CETP,
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ktoré viedli k znacnému narastu HDL cholesterolu, bol po-
zorovany zvyseny vyskyt K-V prihod. To viedlo k dalSim po-
zorovaniam, Ze pri urcitych patologickych stavoch docha-
dza k zmene Struktiry HDL castic, k zmene HDL spektra,
pravdepodobne aj k dysfunkcii HDL a narastu poctu HDL
Castic bez kardioprotektivnych vlastnosti. Takyto predpo-
klad by mal priniest novy pristup k interpretacii tlohy HDL
a jeho subfrakcii; mohla by to byt nova éra klinického vy-
uzitia HDL, kedy rozhodujlucou premisou terapie bude nie
celkova koncentrécia, ale zloZenie/zastupenie HDL Castic
v triede HDL.

KONCATINOVOCIEVNA ARTERIOVA CHOROBA -
KACH

Ateroskleréza nekardidlnych ciev sa v literature zvy-
Cajne oznacuje ako periférne artériové ochorenie (PAO;
v anglickej literature tiez oznacované ako PAD — peripheral
artery disease). V pripade postihnutia dolnych koncatin,
ide o koncatinovocievnu artériovi chorobu (v anglickej
literature tiez oznacovanu ako lower extremity artery di-
sease — LEAD). Termin koncatinovocievna artériova choro-
ba zd6raziiuje primarny proces vzniku ochorenia — atero-
sklerézou podmienenu stenotizéciu tepny (Gavornik,
2009). Ukladanim lipidového obsahu a véazivovatenim
v subintimdlnom priestore dochadza k zuZovaniu cievne-
ho priesvitu, a tym k nerovnovdhe medzi metabolickymi
poZiadavkami koncatiny a moznostami cievneho zasobe-
nia —ischemizacii konéatiny. Zavaznost klinickych prejavov
KACH je dand lokalizaciou a rozsahom artériovej stendzy/
obliteracie a rézni sa od pobolievania koncatiny pri fyzic-
kej aktivite (claudicatio intermittens) az po nekrotizuju-
cu ischémiu s nutnostou amputacie koncatiny. KACH sa
asociuje s aterosklerotickym postihnutim ostatného — ne-
konlatinového artériového cievneho rieciska. Preto su
tito pacienti viac ohrozeni kardiovaskuldrnou morbiditou
i mortalitou. Zna¢na Cast pacientov, ktori maju nediagnos-
tikovanu KACH (asymptomatické a véasné stadium) ostava
nedetegovand (Mourad etal, 2009). Preto je Ziaduce
vytvorit priestor a podmienky pre lepsi skrining KACH v ru-
tinnej klinickej praxi. KACH je ochorenie, ktoré ¢im skor je

detegované, tym lepsie vysledky lieCby su dosiahnutelné.

(DYS)FUNKCIA HDL
Lipoprotein vysokej hustoty — HDL sa dostal do centra
zaujmu, kedZe sa preukazalo, Ze zohrava vyznamnu ulohu

v procese aterogenézy, resp. metabolizmu cholesterolu.

Na cholesterol bohaté lipoproteinové castice, najma LDL,
sa deponuju do cievnej steny, pricom su vystavené oxi-
dacénym faktorom zo strany zloZiek imunitného systému
v cieve, predovsetkym radikdlom produkovanym NADPH-
-oxidazou, NO-syntazou, myeloperoxidazou, lipooxigena-
zou (Stocker, Keaney, 2004). HDL castice vstupuju
do procesu oxidacie lipoproteinov svojou schopnostou
brzdit proces lipoperoxidacie (LPO) LDL a tym chranit in-
timu cievnej steny; HDL su tieZ schopné odstrariovat uz
vzniknuté produkty lipoperoxidacie z LDL (Zerrad-S
aadietal.,, 2009). Toto sa deje jednak pasivne (priamo
prechodom medzi fosfolipidovymi membranami lipopro-
teinov), jednak aktivne za ucasti CETP a jednak je prenos
lipoperoxidatov facilitovany apo A-Il. Takto vychytané pro-
dukty LPO su inaktivované v red-ox procese, kde kltcovu
Ulohu zohrava apo A-I (Garner etal., 1998). Takto sa
HDL stdvaju mechanizmom spatného transportu vychy-
taného cholesterolu, resp. molekul poskodenych lipope-
roxidaciou; ,cielovou stanicou” pre takto ziskany , nebez-
pecny” obsah je pecen, kde sa selektivne vychytdva cez
transportér SR-B1 (scavenger receptor B1).

Na antioxidacnej schopnosti HDL sa podiela inaktiva-
cia reaktivnych molekul enzymatickou cestou, a to najma
prostrednictvom (Kontush,Chapman, 2006):

e paraoxonazy 1

e acetylhydroldza-faktoru aktivujuceho trombocyty

¢ lecitincholesterol acyltransferazy.

(Apo)lipoproteiny, enzymy a lipidova zlozka, ktoré su
urcujucim faktorom antioxidaénych schopnosti HDL, su
zastupené naprie€ HDL spektrom v réznom pomere. Preto
aj schopnost chranit pred oxidaénym poskodenim (pre-
dovsetkym LDL) je pri jednotlivych subpopulaciach roz-
na. Je zname, Ze tieto vlastnosti su sustredené do malych
denznych HDL €astic, ktoré si schopné dobre odstrariovat
oxidované lipidy z povrchu inych lipoproteinovych castic.
Ak sa vSak presiahne schopnost vychytavania, respektive
inaktivacie produktov oxidacného poésobenia radikalov,
dochadza v HDL ¢asticiach k ich akumulécii. To méze byt
jednou z pricin tzv. dysfunkéného HDL profilu, so vsetky-
mi konzekvenciami v procese aterogenézy, kedy pozoru-
jeme posun v zlozeni HDL spektra smerom k subpopula-
ciam s malymi HDL casticami (Oravec etal, 2011b;
Krychtiuk etal, 2014; Kasko etal., 2014). S ohla-
dom na najrannejSie $tadia aterosklerdzy tento trend ba-
dat dokoncauZz ajudeti(Hubkova etal., 2018). Prob-
lematika funkénosti, resp. dysfunkcie lipoproteinovych
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tried zvlast zarezonovala poukdzanim na fenomén ate-
rogénnej normolipémie a neaterogénnej hyperlipidémie
(Oravec etal,2011a;0ravec etal., 2014).

MERANIE HDL SUBPOPULACII

Stdva sa novym trendom merat subfrakcie jednotli-
vych lipoproteinovych tried. Analyza jednotlivych sub-
populdcii nasla svoje miesto okrem vyskumu uz aj v ru-
tinnej klinickej praxi — LDL cholesterol. Malé denzné LDL
Castice — subfrakcie LDL3-7 — su aterogénne. Meranie
HDL subpopulacii poskytuje lepsi obraz o funkénom sta-
ve komplexnej HDL triedy. Takéto metddy by mohli lepSie
odhadovat riziko aterosklerotickej choroby, nez len sa-
motné stanovenie celkového HDL cholesterolu. Klasické
stanovenie HDL pomocou inkorporovaného cholesterolu
v jeho casticiach vyuZitim precipitacie apo B-lipoprotei-
nov sa stdva prekonané novsimi metédami stanovujlucimi
HDL cholesterol v sére. Ultracentrifugdacia, elektroforéza,
chromatografia, Specialna precipitacia, metéda priameho
merania a nukledrna magneticka rezonancia (NMR) medzi
sebou sutaZia o miesto novej vySetrovacej metddy nielen
v lipidoldgii, ale aj vo vSeobecnej klinickej praxi. Prave takd
metdda bude mat najlepsie predpoklady rozsirit sa do ru-
tinnej klinickej praxe, ktorej jednoduchost a dobré apliko-
vatelnost bude vyvazena dostatoéne validnymi meraniami
oproti ostatnym metddam.

Nedenaturujuca polyakrylamidova gélova elektroforé-
za — ND-PAGE (Non-denaturing polyacrylamide gradient
gel electrophoresis) — bola prva metdda separacie jed-
notlivych subfrakcii lipoproteinov na zaklade ich velkosti,
a pouzila sa ako Standardna laboratérna metdda. Metdda
je povazovana za dostatoc¢ne senzitivnu a reprodukovatel-
nu na kvantifikaciu distribucie jednotlivych subpopulacii.

Standardizacia metédy naprie¢ jednotlivymi labora-
térnymi diagnostickymi pracoviskami sa postupne zlepsu-
je, naro¢nost vykonavania merania je relativna v porovna-
ni s ostatnymi metddami. Do tejto skupiny analytickych
metdd sa radi aj metdda Lipoprint, ktorej analyza lipopro-
teinovych subfrakcii dobre koreluje s ostatnymi metédami
(NMR, iné ND-PAGE metédy) (Hoefner etal., 2001).

ZAVER

Vysledky z pozorovani u jedincov s manifestnym atero-
sklerotickym ochorenim (KACH) poukazali na posun sme-
rom k malym vysokodenznym lipoproteinovym casticiam
v zastupeni jednotlivych lipoproteinovych subfrakcii v HDL
spektre. Toto pozorovanie je konzistentné s podobnym
Ukazom v LDL triede, kde aterogenicita sprevadza subpo-
pulacie malych denznych LDL castic.

Vyssie zastupenie malych HDL ¢astic nasvedcuje pato-
logickej konstelacii HDL subpopulacii u jedincov s choro-
bami K-V systému. Pri¢inou zvySeného zastupenia malych
HDL castic u jedincov s K-V chorobami by mohla byt po-
rusena schopnost tychto Castic vychytavat a inaktivovat
neustdle vznikajuce radikaly. Nadmernou akumulaciou
tychto produktov oxida¢ného stresu zrejme dochdadza
k dysfunkcii HDL populacie a k oslabeniu efluxnej kapacity
HDL. Velkost HDL Castic by tak mohla predstavovat korelat
aterogénnej dyslipidémie.

Mozno teda predpokladat porusené spravanie sa HDL
populdcie v ramci patologického — v zmysle proaterogén-
neho a prozapalového — stavu, kedy dochadza k zmene
zastUpenia HDL cCastic v ramci HDL spektra posunom sme-
rom k malym formam lipoproteinovych ¢astic — dysfunk¢-
ny HDL profil.

Pri volbe a hodnoteni Ucinku liecby sa v buducnos-
ti zrejme nezaobideme bez stanovovania jednotlivych
subfrakcii lipoproteinov alebo inych markerov, ktoré budu
lepsie odzrkadlovat stav lipidového spektra nez len celko-
va hodnota LDL, ¢i HDL cholesterolu.
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SUHRN

Malé denzné lipoproteiny nizkej hustoty (mdLDL)
tvoria aterogénnu ¢ast lipoproteinového spektra plaz-
my a su pravidelnou stéastou lipoproteinového spektra
u 0s6b s hyperlipoproteinémiou. Potvrdila sa tieZ ich vy-
soka prediktivna hodnota v diagnostike ochoreni kardio-
vaskularneho systému ako indexu moznej nahlej kardio-
vaskularnej a cerebro-vaskularnej udalosti.

V sutibore 104 pacientov s hyperlipoproteinémiou sa
urcovali LDL subfrakcie elektroforetickou metédou de-
lenia lipoproteinov plazmy na polyakrylamidovom géli
(PAGE) (Lipoprint LDL, Quantimetrix, USA) a identifiko-
vali sa malé denzné LDL. Koncentracia mdLDL sa sucasne
stanovovala enzymatickou metédou LDL-EX ,,SEIKEN“
(Randox, GB). Porovnali sme zastupenie mdLDL v lipo-
proteinovom spektre plazmy, ziskané dvomi odliSnymi
laboratérnymi postupmi. Zistili sme 70%-nu zhodu.

Klicové slova: Malé denzné LDL, Lipoprint LDL, enzy-
maticka metdda LDL-EX Seiken

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2020

ABSTRACT

Small dense low density lipoproteins (sdLDL) repre-
sent an atherogenic part of plasma lipoprotein spectrum
and are a regular part of the lipoprotein spectrum in in-
dividuals with hyperlipoproteinemia. Their high predicti-
ve value was confirmed in diagnosing of cardio-vascular
diseases as an emerging risk factor for sudden cerebro-
-vascular and cardio-vascular events. In the group of 104
hyperlipidemic individuals the sdLDL lipopropteins by an
electrophoretic method on polyacrylamide gel (Lipoprint
LDL, Quantimtrix, USA) were identified. In the same time
a concentration of sdLDL by an enzymatic method LDL-EX
»SEIKEN“ (Randox,GB) was analyzed. The results of both
different analytical methods were compared and a 70 %
agreement between both analytical methods was con-
firmed.

Key words: small dense LDL, Lipoprint LDL, enzymatic
method LDL-EX Seiken
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uvoD

Malé denzné lipoproteiny nizkej hustoty (mdLDL) re-
prezentuju aterogénnu cast lipoproteinového spektra
a su u osb6b s hyperlipoproteinémiou jeho pravidelnou
sucastou (Koba akol, 2002; Krauss, 2010). Potvr-
dila sa tiez ich vysoka prediktivna hodnota v diagnostike
aterosklerézou podmienenych ochoreni kardiovaskular-
neho systému (Ai akol., 2010; Oravec akol., 2011;
Oravec akol, 2014; Vakkilainen akol., 2003).
Pocetné klinické studie poukazuju na mdLDL ako na silné-
ho prediktora vzniku stendzy koronarnych artérii, vzniku
ischemickej choroby srdca, prejavujicou sa angindznymi
prekordidlnymi bolestami (angina pectoris) (Ai akol.,
2010;Hirayama,Miida,2012;Hoogeveen akol,
2014; Koba akol., 2002; Vakkilainen akol., 2003),
ale tiez ako prediktora vzniku moznej nahlej cerebro-vas-
kuldrnej udalosti (Zhao akol.,, 2009). Predpoklada sa
tieZz kauzalny vztah medzi zvySenou koncentraciou tria-
cylglycerolov v krvi a tiez lipoproteinov bohatych na tria-
cylglyceroly na jednej strane, a zvySenou tvorbou mdLDL
nastranedruhej(Berneis,Krauss,2002;Packard
2003; Wu,Parhofer, 2014).

Pacienti

Subor tvorilo 104 0s6b s poruchou metabolizmu lipo-
proteinov; 64 Zien s priemernym vekom 55 rokov * 20
a 40 muzov s priemernym vekom 50 rokov * 20. Pacienti
boli nastaveni v hypolipemickom rezime:

1) na hypolipemickej liecbe statinmi — atorvastatin
20 mg, fluvastatin 80 mg s predlZzenym uvolfova-
nim, alebo

2) uzivali fibraty: fenofibrat 215 mg s predizenym uvol-
fiovanim. Cast pacientov (14 0s6b) po cca 6 mesia-
coch farmakologicku liecbu pre jej intoleranciu (my-
algie, predovsetkym pri liecbe statinmi) odmietlo
ariadili sa len dietetickymi odporacaniami. Ostatné
testované osoby lieCbu dobre tolerovali.

Kontrolnd skupinu tvorilo 20 normolipemickych zdra-
vych probandov, 14 Zien a 6 muzZov s priemernym vekom
42 rokov *20, bez klinickych a laboratérnych znamok
ochorenia kardiovaskuldarneho systému. Vietky testované
osoby boli normotonici, nefajciari.

Krv sa odobrala suborovym pacientom aj kontrolnym
vySetrovanym osobam po 12 hod. la¢neni z v. cubiti do ED-
TA-K2 skumaviek, scentrifugovala pri 2000 x g po dobu

15 min. v chladenej centrifuge pri 4 °C a ziskana plazma sa
uskladnila do dna analyzy pri —20 °C.

METODY

V subore 104 hyperlipoproteinemickych pacientov
sa analyzoval celkovy cholesterol a triacylglyceroly enzy-
matickou CHOD PAP metédou (Roche Diagnostics, SRN)
v EDTA-K2 plazme. Malé denzné lipoproteiny nizkej husto-
ty (mdLDL) sa analyzovali elfo-metddou delenia lipopro-
teinov plazmy na polyakrylamidovom géli (Lipoprint LDL,
Quantimetrix, CA, USA) (Hoefner akol., 2001), a kon-
centrdcia mdLDL sa sucasne stanovovala enzymatickou
metdou LDL-EX ,SEIKEN“ (Randox, GB) (Hirano akol.,
2005).

Lipoprint LDL metéda deklaruje normalnu hodnotu
mdLDL do 6 mg LDL cholesterolu/dl, t. j. 0,155 mmol cho-
lesterolu/I.

Enzymatickd metdda LDL-EX, SEIKEN odporuca ,cut
off“ hranicu pre mdLDL 0,9 mmol/l, t.j. 34,8 mg/dI.

Normalna koncentracia mdLDL v plazme, merana me-
tédou LDL-EX Seiken je cca 6-krat (5,8-krat) vyssia nez
normalna koncentracia mdLDL, ktord odporica metdda
Lipoprint LDL.

CIEL STUDIE

Urc¢it podiel suhlasnych a protireéivych vysledkov sta-
novenia malych denznych LDL pri oboch porovnavanych
metddach v subore lieCenych pacientov s dyslipoprotei-

némiou.

VYSLEDKY

V subore 104 vySetrenych pacientov sa pri uréovani
normalnych a zvySenych hodnot mdLDL u 31 pacientov
zistil diskrepantny vysledok nameranych hodnét koncen-
tracie mdLDL v plazme. Tie sa analyzovali dvomi rozdiel-
nymi analytickymi metdédami. Namerané vysledky boli
v 70 % zhodné.

Z poctu 31 pacientov s diskrepantnymi vysledkami, sa
u 24 vysetrenych pacientov enzymatickou metédou ,,SE-
IKEN“ zistili zvySené hodnoty mdLDL, t.j. nad ,cut off”
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Tab. 1. Hodnoty lipidov a koncentracia mdLDL oboch metéd v subore pacientov vs. kontrola

Celkovy mdLDL-Seiken mdLDL-LipoprintLDL
cholesterol TAG
[mmol.l"] [mmol.l"] [mmol.I"] [mg.dl™] [mg.di] [mmol.I"]
norma do5.2 do17 do 0.90 3438 d0 6.0 0.155
:"_";:f'a 45101 0.73£0.06 0.525+0.06 203 2.05+0.16 0.053
;ﬂbﬂ; . 6.03+0.15 138+0,12 0.943+0.08 365 6.41+0.15 0.166

Tab. 2. Hodnoty lipidov a koncentracia mdLDL, kde za zistila dikrepancia
vysledkov pri jednotlivych metédach

mdLDL-Seiken mdLDL-LipoprintLDL
[mmol.I"] | [mg.dl'] [mg.dl”'] | [mmol.I]
norma H do 0.90 | 348 | do 6.0 | 0.155

Hodnoty Seiken v norme, hodnoty Lipoprint zvysené

n=7

H 0.63+0.12 | 244+13 | 8.9+1.24 | 0.23+0.06

Hodnoty Seiken zvysené, hodnoty Lipoprint v norme

n=24

H 1.28+0.14 | 49.6+1.4 | 2.54%0.16 |0.06610.006

koncentraciu 0,9 mmol/I. Lipoprint LDL u tychto pacientov
stanovil koncentraciu mdLDL do 6 mg/dl = 0,155 mmol/I,
teda nezvySenu hodnotu mdLDL (23 % z celkového suboru
testovanych pacientov, Tab. 1, Tab. 2).

U 7 pacientov nameral Lipoprint LDL hodnoty mdLDL
v plazme zvysené, (nad 6 mg/dl), u ktorych enzymaticka
metdda LDL-EX Seiken nepotvrdila zvySenu koncentraciu
mdLDL (7 % z celkového suboru testovanych pacientoy,
Tab. 1, Tab. 2).

DISKUSIA

Malé denzné lipoproteiny nizkej hustoty (mdLDL) re-
prezentuju aterogénnu cast lipoproteinového spektra
a su u osbb s hyperlipoproteinémiou jeho pravidelnou
sucastou [6, 7]. Maju vysoku prediktivnu hodnotu v diag-
nostike aterosklerézou podmienenych ochoreni kardio-
vaskuldrneho systému (Ai akol.,, 2010; Koba akol.,
2002; Oravec akol, 2011; Oravec akol., 2014;
Vakkilainen akol, 2003; Wu, Parhofer, 2014;
Zhao akol.,2009). Hladaju sa preto vhodné klinicko-la-
boratdérne postupy, ktoré by ulahcili identifikaciu a analyzu

mdLDL pre rutinnt klinickd prax (Hiran o a kol., 2005).
Dve dostupné metddy pouzivané dnes v laboratatérnej
diagnostike predstavuje elektroforetickd metdda delenia
lipoproteinov plazmy na polyakrylamidovom géli (PAG),
systém Lipopront LDL (fa Quagntimetrix, USA;Hoefner
a kol., 2001) a druha metdda je enzymaticka metdda LDL-
-EX (fa Seiken Randox GB; Hiran o a kol.,2005). Prekva-
pivo, tieto dve uvedené laboratérne analytické postupy
deklaruju rozdielne ,,normalne hodnoty” pre koncentra-
ciu mdLDL v krvi, pricom pri enzymovej metdde LDL-EX
SEIKEN su povolené koncentracie pre mdLDL 5,8-krat vys-
Sie, nez pri elektroforetickej metdde delenia lipoproteinov
a ich subpopulacii na PAG. Ide pritom o uréenie koncen-
tracie rizikového faktora vzniku predcasného ochorenia
kardiovaskularneho systému a nezavislého prediktora
moznej nahlej kardiovaskularnej udalosti s vysokou pre-
diktivnou hodnotou. Preco je tomu tak - tato otazka zosta-
va zatial nezodpovedanou.

V nasej studii sme potvrdili 70 % zhodu v analyze kon-
centracie mdLDL dvomi rozdielnymi metédami. V 30 % sa
zistila diskrepancia vo vysetreniach (Tab. 1, Tab 2) :

1) Ked' Lipoprint LDL metdda zistuje eSte zvysenu
koncentraciu mdLDL (u 7 pacientov, 7 % celkové-
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ho poctu vySetrenych pacientov), ale enzymaticka
metdda SEIKEN uZ signalizuje normdlne hodnoty.
MozZno sa pokusit vysvetlit tito skutocénost Utoc-
nou hypolipemickou resp. aj hormonalnou lie¢bou
(T4-substitucia) s upravou metabolickych aj lipido-
vych parametrov, pricom priblizne Sestkrat citlivej-
Sia Lipoprint-LDL metdda registruje nadalej zvyse-
nu koncentraciu mdLDL.

2

-

U 24 pacientov (23 % celkového poctu vySetrenych
pacientov), SEIKEN metdda meria zvysenu koncen-
traciu mdLDL, ale Lipoprint-LDL analyzou sa zvyse-
nda koncentraciu mdLDL nepotvrdzuje. Ide o znacny
pocdet pacientov a tuto diskrepantnost v analy-
ze medzi oboma metdédami, zatial nevieme jed-
noznacne vysvetlit. Zmena fyzikdlno-chemickych
vlastnosti mdLDL a tieZz elektro-migracnych vlast-
nosti lipoproteinovych ¢astic pod vplyvom urcitého
typu liecby (Packard, 2003; Diffenderfer,
Schaefer, 2014), by mohlo objasnit nesulad
vo vySetreni malych denznych LDL rozdielnymi
analytickymi postupmi. Vacsie pocty testovanych
pacientov, aj testovanych osob bez poruchy meta-
bolizmu lipoproteinov, by mohli objasnit nezrov-
nalosti pri pouzivani dvoch odliSnych analytickych
metdd stanovenia mdLDL.

V kontrolnej skupine 20 normolipemickych probandov

sa nesulad vo vysledkoch medzi testovanymi metédami

nezistil.

Podakovanie: Vyskumnd prdca s publikacnym vystu-

pom sa realizovala za financénej podpory VEGA ¢. 1/0109/16
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SUHRN

V prehladnej praci je prezentovany vyvoj epidemio-
logickych vyskumov vyZivy a laboratornych ukazovate-
fov, ako aj nekontagiéznych chor6b na Slovensku.

Epidemiologické vyskumy st cennym zdrojom novych
informacii o potvrdenych korelaciach medzi sledovany-
mi javmi, avSak potvrdenie ich kauzality a mechanizmus
vzniku nie su schopné objasnit. Prislicha to aZ nasled-
nym experimentalnym a klinickym stadiam, ako je na to
upozornené v sucasnej praci. Integralnou zlozkou epide-
miologickych vyskumov su biochemické stanovenia. Po-
ukazané je na ich vyvoj a rozSirovanie podla tematického
zamerania $tudii a pre objektivizaciu ndlezov mozno oca-
kavat dalsi narast ich poétu v ramci epidemiologickych

vyskumov klinickych a stavu vyZivy obyvatel'stva.
Klacové slova: epidemiologicky vyskum, vyvoj, bio-
chemické parametre
ABSTRACT
The review presents the development of epidemio-

logical research on nutrition and laboratory indicators,

as well as non-conagenous diseases in Slovakia. Epide-

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2020

miological research is a valuable source of new infor-
mation on confirmed correlations among the observed
phenomena, but the confirmation of their causality and
the mechanism of origin are no table to explain. This is
due to subsequent experimental and clinical studies, as
pointed out in the work. Biochemical determinations are
an integral part of epidemiological research. Their devel-
opment and dissemination according to the tematic fo-
cus of the studies is pointed, and for the objectification
on the findings a further increse in their number can be
expected within the epidemiological research of clinical
trials, and the nutritional status of the population.

Keywords: epidemiological research, development,
biochemical parameters

uvoD

Histéria epidemiologickych populacnych vyskumov
siaha do rokov po druhej svetovej vojne, ako reakcia
na zvySujucu sa chorobnost a Umrtnost na kardiovasku-
larne choroby u obyvatelstva, najma v USA ale aj v dal-
Sich prosperujucich $tatoch. Prva dnes uz klasicka stu-
dia sa zacala v roku 1947 s nazvom: , Framingham Heart
Study” [1] a mala trvat 20 rokov. Pre cenné nové poznatky
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o rizikovych faktoroch kardiovaskularnych choréb a za-
sluhou jej uspeSného vedenia riaditefom Thomas Royle
Dawberom bola $tudia predizend a rozdelend do roznych
segmentov alebo kohort a trvd do sucasnosti, ako jej uz
Stvrtd generdcia Ucastnikov. Stala sa tak vzorom pre dalsie
epidemiologické vyskumy hlavne prof. Ancel Keysa a spol.,
ktoré sa popri USA uskutocnili zaciatkom 50-tych rokov vo
viacerych eurdpskych krajinach a vysledky publikoval pod
znamym nazvom diela: ,Seven Countries Heart Study”
[2]. Ako prvy upozornil na benefitnu dlohu olivového oleja
v mediterranej diéte, kde v kohortach bol jedinym zdro-
jom tuku, zistil nizku Umrtnost na kardiovaskularne kom-
plikacie.

Opodstatnene mozno tym predpokladat, ze framing-
hamska studia sluzila za vzor aj autorom slovenskych epi-
demiologickych vyskumov, ktoré su prezentované v dal-

som.

Prehlad epidemiologickych vyskumov stavu vyzivy
a prevalencie nekontagidoznych chorob v populacii
Slovenska

Prvou a hned grandiéznou je Studia uskutocnena
vtedajsim riaditefom Endokrinologického Ustavu SAV
v Bratislave prof. Julidnom Podob om a kolektivu spo-
lupracovnikov v rokoch 1949-1953 s nazvom: ,Vyskyt
endemickej strumy a endemickych neuropsychickych de-
generacii (oligofrénie a kreténizmu) s urc¢enim ich vyskytu
a rizikovych oblasti na Slovensku v suvislosti s nedostat-
kom jédu v strave” [3]. Vykonany bol reprezentativny celo-
slovensky vyskum, pri ktorom sa vy3etrilo 3,2 % obyvatel-
stva a tykal sa 602 obci a vySetrenych bolo 157 865 os6b,
deti, mladeze a dospelych oboch pohlavi, ¢o v sucasnosti
predstavuje rozsah Studie priam nepredstavitelny. Meto-
dicky bola Studia rieSena sledovanim vyzivy so zameranim
na prijem jodu v strave, odbornym fyzikalnym vysetrenim
stitnej Zzlazy —strumy a stanovenim antropometrickych
udajov. U klinickych pripadov laboratérnym stanovenim
tyreotropného hormdnu adenohypofyzy — TSH a zaklad-
nych horménov stitnej zlazy T3 (trijodtyroninu) a T4 (tet-
rajodtyroxinu) v krvi [4]. Venovand bola pozornost aj geo-
grafickym podmienkam (obsah jodu v povode, vo vodnych
zdrojoch, miestnych potravinach), ako aj socio-ekonomic-
kej situacii obyvatelov. Zistilo sa, Ze napriklad v oblasti Slo-
venského rudohoria bol vyskyt strumy az u 70 % dievcat
vo veku do 10 rokov a u 80 % dospelych Zien. Vyskyt kre-
ténizmu na Slovensku dosahoval az 3 %, pricom lahSich

poskodeni mozgu bolo ovela viac. Exaktne sa potvrdilo, Ze
hlavnou pri¢inou tohto stavu bol nedostatok jédu v stra-
ve. Splnenie rieSenia ulohy prinieslo eurdpske prioritné
poznatky a navrh prevencie strumy zavedenim jodidacie
kuchynskej soli. Tato zacala na zaklade Studie v roku 1951,
najskor pridanim 7 mg Kl (jodidu draselného) na kg ku-
chynskej solia od roku 1965 jeho zvysenim na 25 mg Kl/kg.
V roku 1966 bola uzdakonena povinna jédova profylaxia.
Docielilo sa tym vymiznutie endemickej strumy a kre-
ténizmu na Slovensku. Tieto vysledky rezonovali nielen
v eurépskom meradle, ale mozno uviest, Ze dodnes su ce-
losvetového vyznamu! V stcasnosti je odporidcana dennd
davka jodu na Slovensku takmer u vsetkych obyvatelov
presne plnena, okrem gravidnych Zien [5], u ktorych sa
zistil v priemere hrani¢ne nizky prijem jédu (za ktorym sa
u viacerych skryva deficit jeho prijmu), avsak u niektorych
je odporucana davka jodu mierne prekrocena.

Daldim vyznamnym pocinom bolo uskutoénenie prvé-
ho celoslovenského vyskumu vyzivy obyvatelstva v rokoch
1951-1957 Budlovskym,Secanskym aspol. [6],
v ramci ktorého bolo klinicky a somatometricky vysetre-
nych 10 000 oséb. Odpovedajtica Cast studie aj laborator-
ne stanovenim zakladnych hematologickych ukazovatelov
- poctu erytrocytov, mnozstva hemoglobinu, hematokritu
a leukocytov. Vyskum vyZivy sa uskutocnil vo vybranych
rodinach.

Celoslovensky vyskum poskytol viaceré vyznamné
poznatky o zna¢nych regionalnych rozdieloch v spotrebe
potravin a pripravovanych jedal. Na jeho zaklade boli vy-
pracované aj prvé udaje priemernych vySok a hmotnosti
oboch pohlavi dospelého obyvatelstva Slovenska, ako aj
Udaje o rozvijajucom sa spolo¢nom stravovani, v dalSom
rozSirené o jeho cieleny vyskum v rokoch 1957—- 1959 [7].

Z dne$ného pohladu mozno uviest uz ako raritny nalez
z prvého celoslovenského vyskumu okolo 1 % prevalenciu
obezity u Skolskej mladeZe v okrese Presov, ako aj udaje
0 jej roziirenosti v mestach u 3-5 % deti. Castejsie viak
pritom boli ndlezy vyZivovych deficiencii u deti a dospe-
lych, ktoré su dnes pri epidemiologickych studiach, na-
Stastie zriedkavejsimi nalezmi.

V daldom bola Vyskumnému tstavu vyzivy fudu (VUVL)
v Bratislave pridelena kftucova federalna Statna vyskumna
uloha, ktora bola riesena aj v ramci medzinarodného Bio-
logického programu so sidlom v Londyne s ndzvom: ,Vy-
skum zdravotne-nutricného stavu obyvatelstva spadovej
oblasti VSZ; novo budovaného sidliska Terasa, mesta Kosic
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a okresu TrebiSov, s osobitnym zameranim na vznik a vy-
skyt vybranych hromadnych degenerativnych chorob”
Prva etapa vyskumu sa uskutocnila v rokoch 1962-1966
[8] a druha v rokoch 1967-1971 [9]. ISlo o studiu, u ktorej
prvykrat doslo k Sirokej biochemizacii epidemiologického
vyskumu na Slovensku. Sledovali sa povodné zikladné
hematologické parametre a novo zaradené boli stanove-
nia klasickych markerov KVCH: celkové mnozstvo choles-
terolu, jeho frakcii LDL a HDL, mnoZstvo triacyglycerolov
v krvnom sére. Z metabolizmu bielkovin celkova protei-
némia a mnozstvo albuminu v sére. Koncentracia vitami-
nu C v sére bola stanovené uz v predchdadzajucej etape
vyskumu, kde sa potvrdila vyznamna inverzna koreldcia
medzi cholesterolémiou a askorbinémiou u sledovanych
suborov [8].

Uvedeny poznatok predstavoval zdklad pre dalSie ex-
perimentélne prace o potvrdeni vztahu cholesterolu a vi-
taminu C k arterioskleréze [10, 11].

V klinickom vySetreni sa prvykrat u nds v somatomet-
rickom vysetreni zaviedla metdda kaliperometrie a tym
stanovenie obezity v suhlase s jej definiciou, podla abnor-
malneho mnoZstva tuku v tele [12].

Podstatna cast z dosiahnutych vysledkov vyskumu
bola prezentovana na 8. Medzinarodnom kongrese vyzivy
v Prahe, ktory sa konal v dfioch 28. 8.—5. 9. 1969. Refera-
ty su publikované v trojdielnom zborniku VilI*" Interna-
tional Congress of Nutrition, Abstracts of Papers, 2. diel,
Ka jaba etal. 7 epidemiologickych pracJ-9a K 1-6,
Prague, 1969 [13].

V obdobi rokov 1984-1990 sa uskutocnil 2. reprezen-
tativny celoslovensky vyskum vyZivy obyvatelstva v dvoch
etapach, jesenného a jarného vyskumu [14]. Celkovo
bolo klinicky vySetrenych 24 000 os6b tzv. zdravej popu-
lacie deti a dospelych, polovica z toho aj biochemicky.
Spektrum biochemickych vysetreni sa po zadovazeni ve-
deckého pristroja atémového absorpéného analytického
spektrometra rozsirilo o stanovenia sérového mnozZstva
stopovych prvkov zinku a medi [15] a neskor aj selénu.

Celoslovensky vyskum poskytol aktudlne reprezenta-
tivne somatometrické a klinicko-biochemické udaje, ako
aj obraz o prevalencii nekontagiéznch choréb u mladej
generacie a dospelych v SR. Tyka sa to hlavne obezity, dys-
lipoproteinémii a artériovej hypertenzie, ktorych udaje
dosial predstavuju zakladna porovnavajucu bazu pre po-
sudenie a porovnanie zmien u danych ukazovateloch v na-
slednych novych epidemiologickych Studiach.
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Obr. 1. Priemerné hodnoty cholesterolémie u Zien a muZov

Slovenska, n = 3133 z celoslovenského reprezentativneho vyskumu
vyZivy obyvatelstva [14]
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Obr. 2. Priemerné hodnoty triacylglycerolémie u Zien a muZov
Slovenska, n = 3133 z celoslovenského reprezentativneho vyskumu
vyZivy obyvatelstva [14]
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Obr. 3. Priemerné hodnoty HDL-cholesterolu v sére u Zien a muZov
Slovenska, n = 3133 z celoslovenského reprezentativneho vyskumu
vyZivy obyvatelstva [14]
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Vysvetlivky: D dievcatd, CH chlapci, CH celkovy cholesterol,
TAG triacylglyceroly v sére

prevalencia obezity (%)

1964 1584 2007 2014
roky

mmanifestna obezita BMI97%0 a wyilie

W latentnd obezita [preobezita)  BMI 90-96,9%.

Obr. 6. Dynamika prevalencie dvoch foriem obezity u deti a mladeze
vo veku 7-18 rokov v SR v rokoch 1964-2014 [8, 9, 14]

Niektoré zo zakladnych udajov celoslovenského vysku-
mu prezentujeme v sucasnej praci, obr. 1-7.

V nadvaznosti sa realizoval obdobne metodicky za-
merany vyskum vyZivy vo vybranych regidonoch Slovenska
v rokoch 1995-1998 [16], ktory poskytol Udaje o zme-
nach niektorych ukazovatelov, oproti udajom z celoslo-
venského vyskumu.

Nasledovali aj dalSie epidemiologické vyskumy.

V obdobi rokov 1993-2003 sa uskuto¢nil epidemiolo-
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Obr. 5. Prevalencie troch foriem hyperlipoproteinémie
u dospelych na Slovensku [14]
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Obr. 7. Dynamika prevalencie obezity u dospelej populdcie
(Zeny, muZi) vo veku 19-75 rokov v SR v rokoch 1964-2014 [8,9,14]

gicky vyskum prevalencie neinfekénych srdcovocievnych
a nadorovych choréb u obyvatelov modelovej oblasti
Banska Bystrica a modelovej oblasti TrebiSov v rdmci pro-
jektu CINDI so standardnou biochemickou ¢astou, ktory
upozornil na nevyhnutnost ich priméarnej prevencie [17].

Vyznamna epidemiologicka Stidia z roku 2002 so su-
borom 1600 vysetrenych osdb s nazvom: ,Epidemiolo-
gicka studia vplyvu niektorych habitualnych, nutricnych
a chorobnych faktorov na vznik a rozvoj osteopordzy”
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Obr. 8. Trend zmien hladiny cholesterolu a triacylglycerolov v sére pocas gravidity [19]

a s rozSirenym biochemickym stanovenim mnoZzstva kal-
cia, fosforu, horcika a vitaminu 25(0OH)D v sére [18].

Realizovany bol tiez epidemiologicky klinicko-bioche-
micky vyskum spdsobu a stavu vyzivy Zien v SR s fyziolo-
gickou graviditou v celkovom pocte 2200, u ktorych bola
potvrdena fyziologicka hyperlipoproteinémia gravidnych,
obr. 8. [19].

Zistené boli aj zmeny hematologickych parametrov:
vyznamné znizenie poctu erytrocytov, koncentracie he-
moglobinu, proteinémie a siderémie, ako prejavy fyzio-
logickej hypervolémie v gravidite. Znamena to, Ze pre
posudenie stavu vyzivy gravidnych musia platit Specialne
hematologické a biochemické referencné hodnoty.

V obdobi rokov 2003-2005 bol rieSeny projekt ,Zdra-
votné aspekty bioaktivnych latok v potravinach rastlinné-
ho p6vodu a ich u€inky na antioxida¢ny status organizmu
s rozSirenym biochemickym stanovenim mnozstva vapni-
ka, horcika, vitaminu A a B12, celkovych peroxidov, malo-
ndialdehydu, homocysteinu a kvercetinu v sére” [20].

Podnetna je epidemiologicka Studia s nazvom ,,Preva-
lence and trends of Metabolic syndrome in Slovakia“ rie-
Sena v priebehu rokov 2003-2017 s kompletnym stanove-
nim lipidového spektra a prinosnymi realizacnymi zavermi
[21].

V dalsSich epidemiologickych studiach doslo popri
dosial uvedenych ukazovateloch, k rozSireniu spektra
biochemickych stanoveni o meranie plazmatickych kon-
centracii vitaminov E, B9 (kyselina listova), B-karoténu,
produktov oxidacného poskodenia lipidov, oxidacne mo-
difikované LDL v plazme a oxida¢ného DNA poskodenia;
zlomy, oxidované puriny a pyrimidiny v lymfocytoch [22].
V porovnavajucej epidemiologickej studii 2 suborov, ve-

getarianov versus beZnej populacie boli vySetrované:
glukdza a inzulin v sére, ktory je stanoveny elektro-chemi-
luminiscenénou imuno-metédou a inzulinova rezistencia
IR/HOMA [23]. Antioxida¢né enzymy: superoxiddismu-
taza, kataldza, glutationperoxidaza, tripeptid glutation —
vsetky v erytrocytoch a konjugované diény v plazme [24].
Redlne mozno ocakavat, vzhladom k zameraniu studii,
dalSie rozsirovanie biochemického stanovenia benefit-
nych latok, najma stopovych prvkov podla Odporucanych
vyzivovych davok (OVD) obyvatelstva SR [25], ale tiez rizi-
kovych faktorov stavu vyZivy.

Vyznamné bolo rieSenie vedecko-vyskumného pro-
jektu MSVVaS SR pre Strukturdlne fondy EU (ASFEU)
s ndazvom ,Vyskum zdravotnych efektov rastlinnej potra-
vy a moznosti redukcie zdravotnych rizik” v rokoch 2009—
2012, pri ktorom v ramci epidemiologického vyskumu
doslo k stanoveniu imunologickych ukazovatelov v sére
a mnoistva vylu¢ovaného cholesterolu a Zl¢ovych kyselin
v stolici probandov [26]. Projekt bol ukonceny Uspesnou
vedeckou konferenciou SZU v maji 2012 v Bratislave.

ZAVER

V praci je prezentovany vyvoj epidemiologickych vysku-
mov vyzivy a laboratérnych ukazovatelov, ako aj nekonta-
giéznych chordb na Slovensku. Epidemiologické vyskumy
su cennym zdrojom novych informacii o potvrdenych ko-
relaciach medzi sledovanymi javmi, avSak potvrdenie ich
kauzality a mechanizmus vzniku nie st schopné objasnit.
Prislicha to az naslednym experimentalnym a klinickym
studiam, ako je na to upozornené v praci. Integralnou
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zlozkou epidemiologickych vyskumov st biochemické sta-

novenia. Poukdzané je na ich vyvoj a rozSirovanie podla

tematického zamerania Studii a pre objektivizaciu nalezov

mozno oakavat dalsi narast ich po¢tu v ramci epidemio-

logickych vyskumov vyZivy.
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NA MOLEKULOVEJ UROVNI
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SUHRN

Nadory mocového mechura (NMM) st ochorenim,
pre ktoré je charakteristicka r6znoroda klinickd mani-
festacia, morfoldgia a vzhladom k r6znym typom tohto
ochorenia, je rozliéna i prognéza. V€asnu diagnostiku sta-
Zuje casto asymptomaticky priebeh, pripadne nespecific-
ké symptomy. Zlatym Standardom v diagnostike je pre
pacienta nekomfortné vysetrenie — cytoskopia. Moc sa
javi ako idedlny neinvazivny diagnosticky material, preto-
Ze je v mocovom mechire najdlhsie v styku s tkanivom,
a tak obsahuje vela molektl uvolnenych z nadorového
tkaniva. Studium zloZzenia moéu aplikaciou ,,omickych”
pristupov prinieslo mnoho kandidatov na molekulové
markery NMM. Clanok prinasa struény prehlad nadoro-
vych markerov a metéd ich detekcie v moci.

Klacové slova: nadory mocového mechira; moleku-
lové nadorové markery; moc
ABSTRACT

Bladder tumors are a disease characterized by a di-

verse clinical manifestation, morphology, and due to the
different types of the tumors the prognosis is also dif-
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ferent. Early diagnosis is often obstructed by an asymp-
tomatic course of the disease or non-specific symptoms.
The gold standard in diagnostics is cytoscopy — which is
invasive and can be uncomfortable for the patient. Urine
appears to be an ideal non-invasive diagnostic materi-
al. In the bladder, it has the longest contact with tissue,
and thus contains many molecules released from tumor
tissue. The study of urine composition using “omic”
aproaches has yielded many candidates for bladder tu-
mor molecular markers. The research article provides
a brief overview of tumor markers and methods of their

detection in urine.

Key words: bladder tumors, molecular markers of

bladder tumors, urine

uvoD

Nadory mocového mechira (NMM) su ochorenim,
ktoré ma roznorodu klinicki symptomatoldgiu aj mor-
folégiu. Prave z tohto dovodu maju roézny priebeh a aj
rozlicnd progndzu. Nadory mocového mechura su naj-
CastejSie nadory urotelové, ktorych povodom je epitel
(Babjukakol, 2017). V ramci nadorov urogenitalneho
traktu sa jednd o druhy najcastejsi karcindm a kazdoroc-




ne je celosvetovo diagnostikovany u viac ako pol miléna
fudi(Witjes akol, 2017;Jemal akol., 2011). KedZe
symptomatoldgia je nesSpecificka a castokrat chudobna,
ich diagnostika ja vyzvou ako pre urolégov, tak aj pre labo-
ratérnych diagnostikov.

Tendencia vyskytu nadorov mocového mechura ako aj
mortalita maju stipajucu tendenciu (Bray a kol., 2018)
a preto je nutné zlepSovanie zachytu a diagnostiky tohto
ochorenia rovnako ako techniky nasledného sledovania
pri follow — up procedurach. Obrovskd variabilita typu
NMM komplikuje aj ich klasifikaciu a staging (Soukup
a kol., 2020). Momentalne sa diagnostika opiera o histo-
patologické zhodnotenie vzorky nadoru ziskaného endo-
skopickym vy3etrenim. Toto vy3etrenie sa doplfia o CT
urografiu a cytologické vySetrenie mocu. Aj ked’ zlatym
Standardom v diagnostike NMM je cytoskopia, najma
z dovodu snahy o zabezpecenie ¢o najvysSieho komfor-
tu pre pacienta vedie k Usiliu hladania a aplikacie metdd,
ktoré su neinvazivne, mali by senzitivitu a Specificitu po-
rovnatelnu s cytoskopiou a navyse diagnostika by nebola
ekonomicky narocna.

Vdaka intenzivnemu rozvoju omickych disciplin, najma
genomiky, proteomiky ¢i transkriptomiky, boli identifiko-
vané mnohé markery z radu rozpustnych biomolekdl pri-
tomnych v moci

Z dovodu neinvazivity a jednoduchého ziskania ma-
teriadlu je moc ideadlnym biologickym materidlom, na kto-
ry je cieleny vyskum kandidatov na vhodny diagnosticky
marker NMM. V sucasnosti uz existuje niekolko komerc-
nych testov, ktoré su ndpomocné v klinickej diagnostike
(Tab. 1). Tieto testy su zamerané bud’ na markery rozpust-
né v moci, alebo na markery asociované s bunkami pri-

tomnymi v moci.

RUTINNE VYUZiIVANA ANALYZA MOCU
V DIAGNOSTIKE NMM

Cytoldgia

Cytologické vysetrenie mocu patri k rutinnym vysetre-
niam, ktoré sa v klinickej praxi v suvislosti s diagnostikou
NMM, vyuZiva ako pomocné. Cytologické vysSetrenie je
zaloZzené na hodnoteni buniek exfoliovanych z mocového
mechura do mocu. Moc je ziskany bud nativne alebo pri
endoskopickom zakroku. Vzhfadom na lyzu buniek sa ne-

smie pouzivat prvy ranny moc

Vyhodou je vysoka Specificita (80-100 %) pre l|ézie
vysokého stupnia (high grade) s potencidlom rekurencie,
metastazovania a invadovania do tkaniva a vysokou morta-
litou. Dal$ou vyhodou je nizka cena vy3etrenia a minimal-
na invazivita v pripade odberu nativneho moci pri mikcii.
Nevyhodou je nizka senziti” vita, ktord sa pohybuje medzi
30-90 %, v zavislosti od stupna (grade) lézie. Diagnostika
neinvazivnych a nizkostupriovych |ézii pre ich celularnu ko-

hezivnost a maly vyskyt dysplazii i atypii ma nizky zachyt.

Hematuria

Najcastejsi ndlez u pacientov trpiacich NMM je v rdm-
ci Standardného vysetrenia mocu hematuria (az u 90 %
pacientov), s ktorou moze byt pritomna i pyuria pri kon-
komitantnej uroinfekcii. V ramci vySetrenia krvného obra-
zu suU to nalezy anémie z chronickej straty krvi, pripadne
azotémie, sposobene]j subrenalnou obstrukciou z poruchy
odtoku mocu z ureterov z obstrukcie nadorom ¢i lymfa-
denopatiou. Hematuria nie je nalez Specificky len pre
NMM. Vyskytuje sa aj u urolitidzy, benignych hyperplazii
prostaty, renalnych karcindmoch, zapalovych ochoreniach
a pri réznych stavoch, ktoré su spojené s krvacanim v uro-
genitalnom trakte. Rutinna detekcia hematurie je zaloZe-
na na detegovani hemoglobinu pomocou diagnostického
pruzku. Tato detekcia poskytuje uzitocna prvoliniova in-
formacia pri diagnostike urologickych malignit. Vysoku
Specificitu a senzitivitu ma mikroskopicka analyza cerve-
nych krviniek, kde sa hodnoti morfoldgia a objem cerve-
nych krviniek. Vysoku Specificitu pri nezmenenej senziti-
vite poskytuje aj analyza ¢ervenych krviniek prietokovym
cytometrom (Muto akol., 2014).

PERSPEKTIVNE MOLEKULOVE DIAGNOSTICKE
MARKERY NMM

Nadorové markery analyzované z mocu

Moc je v ramci moCovych ciest v mo¢ovom mechure
najdlhsi ¢as v styku s tkanivom, preto je velmi pravdepo-
dobné, Ze bude obsahovat vela molekul pochdadzajicich
z nadorového tkaniva.

Nadorové biomarkery si molekuly (najma proteiny,
nukleové kyseliny), ktoré su detegované v réznych bio-
logickych tekutinach (krv, mo€ a pod.) a st produkované
priamo nadorom alebo su odpovedou nanho. Nadorové

biomarkery mocu zahfiaju ptroteiny a peptidy, exozomy,
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volnu DNA. cirkulujuce nadorové bunky, mRNA, mikro
RNA(Lopez-Beltran akol., 2020).

Proteomicky vyskum priniesol mnohé proteinové mar-
kery (Tab. 1), ktorych detekcia komerénymi testami v moci
je vacsinou zaloZena na principe imunoanalyzy v réznych
variaciach (napr. ELISA, EIA, imunochromatografia).

Proteinové inhibitory

Survivin je najmensim c¢lenom zo skupiny proteino-
vych inhibitorov apoptdzy, ktory sa podiela na inhibicii
apoptozy, ale aj regulacie bunkového cyklu. Tieto odlisné
funkcné atributy ho robia jedineCnym proteinom zapoje-
nych do reguldcie protichodnych procesov: regulacie bun-
kovej proliferacie a smrti bunky (Jaiswal akol., 2015).

Regulacny mechanizmus expresie survivinu zatial nie
je celkom jasny. Survivin je exprimovany vo vacSine hu-
mannych malignit zahriujuc NMM, nadory pluc, Zaludka,
pecene, prsnika, ovarii aj hematologickych malignit. Zvy-
Send expresia survivinu je u malignit a koreluje s agresivi-
tou ochorenia a progndzou. Survivin nie je detegovatelny
v normalnych nenddorovych tkanivach. Detekcia survi-

vinu v moci ho stavia do pozicie nového potencidlneho

molekulového prediktivneho a prognostického markera
NMM. Laboratérna diagnostika survivinu je zaloZzena bud'
na imunochemicke]j detekcii proteinu (ELISA) alebo mRNA
metddou PCR. Nevyhodou je, Ze nadexpresia survivinu
nie je Specificka len pre NMM (M argulis akol., 2008).
Avsak metddou RT-PCR bola potvrdend expresia survivi-
nu v moci vsetkych pacientov s NMM, ale nebola dete-
govatelnd vo vzorkach s normalnym urotelom (Mousa
a kol., 2006).

Obr. 1. llustracny obrdzok 3D Struktury molekuly survivinu

Tabulka 1. Prehlad nadorovych proteinovych markerov detegovatelnych v moci
(podla Lokeshwar akol., 2005)

Detegovany . Senzitivita Specificita
Test/Marker marker Typ markera Metoda (%] (%]
Cytoldgia Nadorové bunky Morfoldgia bunky | Mikroskopia 11-76 >90
Hemoglobin Protein Diagnosticky prazok (strip) 50-90 nizka
Hematuria 4ai 4 i f
Cervené krvinky !V\/Iorfol(?gla N Kc?ntrastnz? mikroskopia 100 100
¢ervenych krviniek | Prietokovy cytometer
Proteinové inhibitory
Survivin Inhibitor apoptoézy Antigén ELISA 100 87-100
BTA-Stat (kvalitativny test) 36-89
L . 50-70
Strip imunoanalyza
CFHR protein _
BTA Antigén _ ‘
Faktor H BTA-TRAK (kvantitativny test) 50~ benigne urol.
oy 57-83 diagnézy
Sendvic. ELISA .
90 - zdravi
Proteiny bunkového jadra
NMP22 Protein | Antigén Sendvic. ELISA 47-100 55-80
mitotického aparatu
N . i 87-100
BLCA-4 Matrixovy protein Antigén ELISA 96,4 100 zdravi
Intermediarne filamenty
UBC Cytokeratin8a 18 Antigén Sendvic. ELISA, POCT 36-79 88-92
CYFRA 21-1 Cytokeratin 19 Antigén ELISA 75-97 67-71
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BTA TESTY su zalozené na detekcii proteinov, ktoré su
inhibitormi drahy aktivacie komplementu, ako su proteiny
pribuzné faktoru H (factor H-related proteins, CFHR), aj
faktoraH(Mbeutcha akol., 2016).

Faktor H (FH) je 150 kDa glykozylovany plazmatic-
ky protein a hlavny inhibitor alternativnej cesty aktiva-
cie komplementu. Okrem tejto funkcie sa FH sa viaZze aj
na epitelové a endotelové bunky, bazalne membrany, ako
aj na povrch buniek niektorych nadorov, ¢im chrani ich
Strukturu pred posobenim komplementu. Povrchové inte-
rakcie zavisia od vazby FH na polyanionické glykozamino
glykanové Struktury, nakolko FH ma 3 vazbové miesta pre
heparin. (Chen g akol., 2005).

Proteiny pribuzné faktou H (CFHR) predstavuju sku-
pinu piatich plazmatickych glykoproteinovproteinov CF-
HR1-CFHRS5, s podobnou strukturou a kazdy sa moze via-
zat na centralny komponent komplementu C3b. U CFHR
proteinov je predpokladana funkcia rozpajania komple-
mentovej kaskady a podporovanie selektivnej rastovej
vyhody nddorovych buniek a ich maskovanie pred imunit-
nym systémom (Sun akol., 2015; Lokeshwar akol.,
2005). FH a CFHR su pritomné vo vacsine telovych tekutin
vratane mocu. Produkcia CFHR proteinov bunkami na-
doru mocového mechdra umoznuje nadorovym bunkam
uniknut hostitelskym imunitnym mechanizmom. Antigén
je vylucovany do mocu pacientov s NMM vo vyznamne
zvysenom mnozstve. Zvysené hodnoty mozu byt aj u pa-
cientov s benignymi urologickymi ochoreniami, €o znizuje
prediktivnu hodnotu BTA testov.

Komercne su dostupné BTA-Stat a BTA-TRAK diagnos-
tické testy, BTA stat je kvalitativny a BTA-TRAK je kvantita-
tivnym testom. BTA stat je jednoduché a rychla jednokro-
kova imunoanalyza(M beutcha akol.,, 2016) pomocne
pouZivana pri primozachyte, zachyte rekurentého karciné-
mu mocového mechura a karcindmu hornych mocovych
ciest, ktory je tiez urotelového poévodu (Babjuk akol.,
2002;Schroeder akol., 2004).

BTA-TRAK je zaloZeny na sendvicovej ELISA metdde. Pri
tomto vysetreni sa monoklondlna protilatka anti-hCFHrp
viaze v moci na svoje cielové molekuly. MnoZstvo hCFHrp
sa urci porovnanim so Standardizovanou sadou.

V metaanalyze Glasa akol. (2003) bola senzitivita
a Specificita BTA TRAK testu 66 % a 65 %. U testu BTA stat
bola senzitivita 70 % a Specificita 75 %. U oboch testov
senzitivita stUpa so zniZujicou sa diferenciaciou nadoru
(Malkowicz 2000). BTA stat test, rovhako ako test

BTA stat™

f '_

PATIENT:

Obr. 2. llustracny obrdzok diagnostického testu BTA stat

na NMP22 vykazuje nizSiu senzitivitu u rekurentnych tu-
morov ako u prvozachytov. KedZe ma CFH vysoku koncen-
traciu v krvi, BTA stat aj BTA TRAK testy sa objavuju falosne
pozitivne u pacienta s hemturiou bez ohladu na to, i je
zdrojom tumor alebo nieco iné. FaloSna pozitivita testov
sa vyskytovala aj u pacientoy, ktori mali v minulosti poda-
vanu intravezikalnu terapiu, stent alebo nefrostémiu, uro-
litidzu, uroinfekciu alebo iny typ nddoru genitourinarneho
traktu, napriklad prostaty (Le y h akol., 1999).

Proteiny bunkového jadra

Tumorovym markerom pre NMM je nuklearny mat-
rix protein (NMP), ktory je sucastou Struktdry jadra bun-
ky a zabezpeluje oporu jeho tvaru. NMP sa zaroven zu-
Castnuje transkripcie RNA a reguldcie génovej expresie.
NMP22 je ¢astou jadrového mitotického aparétu, ktory je
zodpovedny za distribdciu chromatinu do dcérskych bu-
niek pocas mitézy. NMP22 ako protein mitotického apara-
tu ma vyssiu prevalenciu u malignych buniek urotelu nez
u zdravych urotelidlnych buniek. Apoptdza buniek je spo-
jend s uvolnenim NMP22 do mocu. To je dévodom, preco
je hladina NMP22 v moci u pacientov s nddormi mocové-
ho mechura signifikantne zvysena (Carls o n, 2006)

Komercéne dostupné laboratérne testy (Alere NMP22
BladderChek, Abbott; NMP22 BladderChek test, Matri-
tech) su zaloZené na principe imunoanalyzy. Tieto testy su
uréené najméa na sledovanie dispenzarizovanych pacien-
tov a na detekciu NMM u pacientov s vysokym rizikom
vyskytu NMM. V porovnani s cytoldgiou mocu je senzitivi-
ta vysSia, hlavne ¢o sa tyka zachytu viac diferencovanych
|ézii, je porovnatelnd v oblasti menej diferencovanych
|ézii. Na druhej strane v porovnani s cytoldgiou mocu je
Specificita nizSia. Data, ktoré porovnavaju vplyv poctu
a velkosti tumoru na senzitivitu su kontroverzné. Poulakis
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Obr. 3. llustracny obrdzok diagnostického testu
Alere NMP22 BladderChek

a kol. (2001) porovnaval s popisovanou senzitivitou 79 %,
90 %, a 97 % u pacientov s 1 loZiskom, v druhej skupine
s 2-3 loziskami, a v poslednej s viac ako troma tumormi.
Na druhej strane Sanchez-Carbayo akol (1999)
hodnotili vysledky s vy$Sou cut-off hodnotou a popisuju
senzitivitu 72 %, resp. 75 % u pacientov s 1, resp. viace-
rymi tumormi v porovnani. Tento rozdiel méze byt na-
sledkom dosiahnutia hrani¢nej hladiny mnozstvom apo-
ptickych buniek a ich nahromadenim v moci nezavisle
od poctu a velkosti nddorov.

Boman akol. (2002) opisuju, Ze NMP22 vyssiu sen-
zitivitu pri prvozachyte ochorenia v v porovnani s tumor-
mi vzniknutymi recidivou.

Nevyhodou testu je, Ze NMP22 ako protein mitotic-
kého aparatu je uvolhovany pri akomkolvek poskodeni,
apoptodze a destrukcii buniek, a teda jeho mnozZstvo méze
byt zvysené aj u pacientov s infekciou urotraktu, litidzou
a po instrumentacii v moc¢ovom trakte — napriklad po cys-
toskopii (Sharma akol.,, 1999).

Zmeny tvaru bunkového jadra su typické pre nadoro-
vé bunky. Proteomickou analyzou jadrového matrixu bola
identifikovand séri matrixovych proteinov charakteristic-
kych pre NMM, ktoré sa nenachdadzaju u jedincov bez na-
dorového ochorenia. Do tejto skupiny sa radi aj BLCA-4
(Lokeshwar akol., 2005).

BLCA-4 je nukledrny matrix protein homologicky
ku génu zo skupiny transkripénych faktorov ELK3. BLCA-
4 je mozné dokazat u pacientov v pociatocnych $tadi-
ach ochorenia a nie je exprimovany v zdravom uroteli.
VySetrenie BLCA-4 vyuziva ELISA-sendvicovu metddu.
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Obr. 4. llustracny obrdzok imunotestu UBC Rapid

(Van Le akol., 2004). Senzitivita sa udava v rozmedzi
89-96,4 % a Specificita v rozmedzi 95-100 % a predbeine
sa radi medzi najsenzitivnejsie a najSpecifickejsie markery
(Myers-Irvin akol., 2005).

Intermedidrne filamenty, cytokeratiny, su cytoskele-
talne proteiny, ktoré pomahaju odoldvat bunke mechanic-
kému namahaniu. V fudskych bunkach je celkovo je 20 ty-
pov. ZvySend expresia cytokeratinov 8, 18, 19 a 20, ¢i uz vo
forme proteinov alebo mRNA, bola zistena u NMM. Vzhla-
dom na to, Ze cytokeratiny su intraceluldrne proteiny,
ich detekcia v moci je mozna len vtedy, ked' su uvolnené
do mocu po smrti bunky. ZvySena expresia cytokeratinov
v bunkdch urotelu pri nddorovom procese je vysledkom
zvySeného obratu bunkového cyklu.

Na detekciu cytokeratinov 8, 18 a 19 boli vyvinu-
té diagnostické testy, ktoré umoznuju ich identifikaciu
v moci. UBC testy deteguju cytokeratiny 8 a 18, cytokera-
tin 19 je detegovany testom CYFRA 21-1. Test na pritom-
nost proteinu cytokeratin 20 zatial nie je, cytokeratin 20
je mozné detegovat len v exfoliovanych bunkach z mo-
¢ového mechudra do mocu alebo vo vyplachu mocového
mechura na zdklade expresie mRNA pomocou RT PCR
(Lokeshwar akol., 2005).

UBC-ELISA a UBC-Rapid su imunotestami uréenymi
na detekciu cytokeratinu (CK) 8 a 18 v moci. Jedna sa
o cytoskleletdlny protein intermedidrnych filament a je
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Specifickym pre epitelové bunky. Expresia alebo pritom-
nost mRNA CK 8, 18, 19 a 20 su klasifikované ako mar-
kery nadorov mocového mechdura. KedZe su intracelular-
ne, zachyt je mozny v pripade, Ze boli uvolnené do mocu
po apoptdze. UBC-Rapid test v ktorom reaguju znacené
protildtky s CK8 a CK18 za tvorby komplexu a jednd sa
o je kvalitativny test. UBC-ELISA je dvojstupnova kolori-
metrickd sendvi¢ova metdda. Vzorka, Standarda a kon-
trolna vzorka su inkubované s monoklonalnou protilatkou
(Sanchez-Carbayo akol., 1999).

Meta-analyzy UBC-Rapid testu udavaju celkovu Spe-
cificiu 86.1 %. a senzitivitu 59.3 %. Pre UBC-ELISA Studie
pouZzivaju odlisné cutoff hodnoty. V niektorych sa vyrata-
vala indexova hodnota, ktord je pomerom hodnét pred
prvou transuretrdlnou resekciou nadoru mocového me-
chura verzus hodnét pri follow-upe. Niektori autori pouzi-
vaju hodnotu upravenu vzhladom na hodnoty kreatininu
(Babjuk akol., 2008).

Cyfra21-1 je vysSetrenie ELISA, pri ktorom sa deteguje
cytokeratin 19 v moci dvoma monoklonalnymi protilatka-
mi. Nevyhodou je, Ze podobne ako pri BTA testoch, litidza,
uroinfekcia a intravezikdlna terapia BCG vakcinou sposo-
buju faloSnu pozitivitu (N is m a n a kol., 2002). Dostupné
data udavaju Specificitu 82% a senzitivitu 85%. Sanchéz
a kol. (1999 a 2001) senzitivitu a Specificitu porovnatelnu
s NMP22. Pocet studii je vsak velmi nizky, cutoff hodnoty
nie su stanovené a tak nemozno urcit vhodnost markera
pre klinickd prax (Huan g a kol., 2015).

NADOROVE MARKERY ANALYZOVANE
Z BUNIEK V MOCI

Povrchové antigéna buniek

Detekcia bunkovych nadorovych markerov, ako st po-
vrchové antigény buniek, vyuZiva na ich detekciu imuno-
cytologické metddy. Imunocytolégia je zalozena na vizua-
lizacii antigénu asociovaného s tumorom v urotelidlnych
nadorovych bunkach vyuZitim monoklonalnych protila-
tok. Vzhladom na ich diagnosticky potencial boli vyvinuté
rézne protilatky na diagnostiku NMM.

DD23 je monoklondlna protilatka, ktora sa viaZe na na-
dorové bunky mocového mechdra, ale nereaguje s nor-
malnymi netransformovanymi bunkami v exfoliovanom
uroteli (Bonner akol, 1996)). Detekcia je zaloZzena
na imunocytochemickej procedure komplexom avidin-
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Obr. 5. llustracny obrdzok ELISA testu Cyfra 21

-biotin znacenou alkalickou fosfatazou. U pacientov s ne-
invazivnym papilarnym urotelovym karcindmom je touto
metddou senzitivita uvadzand v hodnote 81 % a Specifi-
cita len 60 %. Prace sa zhoduju, ze metdda by mohla byt
vhodnym doplnenim k cytoldgii, kvoli lepsSiemu zachytu
low-grade |ézii, ale nie je odporucana ako rutinnd metdda
v klinickej praxi (Gilbert akol., 2003).

uCYT+ je komercne vyrabany test zaloZzeny na imuno-
fluorescencnej mikroskopickej detekcii tumor-asociované-
ho bunkového antigénu v urotelovych bunkach. PouZivana
je kombinacia protilatok obsahujuca flourescencne znace-
né monoklonalne protilatky M344 a LDQ10 proti sulfat-
-mucinovym glykoproteinom a protilatka 19A211 proti
glykozylovanej forme vysokomolekuldrnych karcinoem-
bryonalnych antigénov. Metdda je financne naroc¢na a aj
naro¢na na odbornu znalost hodnotiaceho personalu, ¢i
vybavenie laboratdria. Priemerne je senzitivita testu 75 %
pre vysoko diferencované lézie a 85 % pre high-gradeové
lézie. Specificita je uddvana v rozmedzi 62-84,2%. Ma sice
nizsiu Specificitu ako cytoldgia, avsak pre zachyt low-grade
|ézii, nadorovych lézii mocovodov a obli¢kovej panvicky je
tato metdda vhodna ako dopliiujuca k cytoldgii. Ani test
uCYT+ nie je odporucany pre pouzitie v beznej klinickej
praxi (Greene akol., 2006). Nevyhodou testu je ma-
tuci vysledok u pacientov s inymi ochoreniami urotraktu,
podobne ako pri inych testoch (Schmitz-Drager
a kol., 2008).

Geneticky materidl ako nadorovy marker

Sucasna diagnostika sa sustreduje na identifikaciu
pri¢in ochorenia na molekulovd Uroven. Rozvoj genomi-
ky a transkriptomiky rozsiril diapazén diagnostickych na-
dorovych markerov o detekciu réznych typov nukleovych
kyselin vyuZitim technickych a metodickych moznosti
sucasnej molekulovej genetiky a molekulovej cytogeneti-
ky. Molekulova genetika zaznamenala obrovsky rozmach
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vdaka metodickému skoku v analyze nukleovych kyselin
zavedenim metddy PCR. V sucasnosti je metdda PCR ru-
tinne vyuzivana v mnohych variantoch, comu zodpoveda
aj sofistikované pristrojové vybavenie. Priklady aplikacie
niektorych testov a markerov NMM zaloZenych na analyze
nukleovych kyselin st uvedené v tabulke 2

Metdda molekulovej cytogenetiky FISH (Fluorescen-
ce In Situ Hybridization) ma v diagnostike nadorov svoje
nezastupitefné miesto. Metéda FISH elegantne odhaluje
rézne chromozémové abnormality na drovni chromozo-
malnej DNA. UroVysion je multifarebné FISH vysetrenie,
ktoré pomocou sondy centromér chromozémov 3,7 a 17
deteguju ich aneuploidiu a stratu lokusu 9p21. Vysetrenie
je povolené FDA ako diagnostické a aj pri dispenzarizacii
a follow-up vysSetreniach pacientov. Nevyhodou je, Ze po-
dobne ako pri inych testoch litidza, uroinfekcia a iné na-
dory urogenitalneho traktu spésobuju falosnu pozitivitu.

Dal3ou nevyhodou je, 7e metdda je finanéne naroéna
a aj naro€na na odbornu znalost hodnotiaceho personal ¢i
vybavenie laboratéria, podobne ako pre uCYT+. Dostupné
data udavaju sSpecificitu 82 % a senzitivitu 85. Metaana-
lyzy udavaju Specificitu priblizne 80 % a senzitivitu nad
70 %. Obe hodnoty su vsak v Sirokom rozmedzi podla réz-
nych Studii a cut-off hodnoty su v Studiach rozli¢né. Vzhla-
dom na limitacie testu, jeho narocnost, vysoku cenu a os-
tatné faktory tento test nie je odporucany (Hajdinjak,
2008).

Aktudlnym trendom v molekulovej genetike je vy-
skum nekddujucich RNA, ako je napr. mikro RNA (mi-
-RNA). Jednovlaknové endogénne molekuly miRNA su

regulatormi génovej expresie na posttranskripcnej urov-
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Obr. 6. Schematické zobrazenie FISH sond a miesta ich hybridizdcie

na uvedené chromozomy podla testu UroVysion. (podla Singh, C.,
2017)

ni. Zmena expresie miRNA ma vplyv aj na expresiu on-
kogénov a tumor-supresorovych génov. Molekuly miR-
NA sa vyznacuju okrem Specifickych expresnych profilov
v nadorovom tkanive aj dal$imi vlastnostami, napriklad
vysokou stabilitou, jednoduchou detekciou, Sirokym dy-
namickym rozsahom a korelaciou s uz zndmymi klinicko-
-patologickymi charakteristikami (Marekova akol.,
2017). Uloha miRNA v patogenéze niektorych nddorovych
ochoreni je dobre prestudovand, v suvislosti s NMM je
zndmych niekolko miRNA. Rozne typy, Stadid a stupne di-
ferencidcie moézu mat unikatny profil mikroRNA expresie
(Zabolotnevaakol, 2013). VSeobecne sa udava, Ze
down-regulacia tych mikroRNA, ktorych ciefom je rastovy
faktor fibroblastov 3 (FGFR3), napriklad miR99a, miR-100,
miR101, a miR-145 bola pozorovana pri vysoko difenenco-
vanych neinvazivnych NMM. ZvySend expresia niektorych

mikroRNA bola pozorovana pri high grade invazivnych

-
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Obr. 7. llustracny obrdzok upravy miRNA
na aktivnu formu (miRISC)
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NMM oproti zdravému tkanivu, vratane miRNA targeto-
vanych na p53, napriklad miR-21 a miR373. Navyse, p53
zaroven suprimuje transkripcné faktory, ktoré iniciuju epi-
telovo-mezenchymalny prechod cez reguldciu mikroRNA
z rodiny miR200 (Guancial akol, 2014;Sobolova
a kol., 2019).

Napriek intenzivnemu vyskumu v tejto oblasti, nebola
doteraz detekcia Ziadnej znamej miRNA oficidlne zarade-
na do diagnostiky NMM.

ZAVER

Na neinvazivnu detekciu nddorov mocového mechura
zatial neexistuje Specificky laboratérny test, ktory by bol
Eurdpskou urologickou asociaciou akceptovany a stano-
veny ako spolahlivy a odporucany ako diagnosticky test.
Aj napriek tomu, Ze mnohé markery a metddy poskyto-
vali vysSiu senzitivitu v porovnani s cytolégiou mocu,
Ziadna z nich zatial nebola Eurépskou urologickou asocia-
ciou zaradend do protokolov na monitoring liecby NMM.
Jednym z dévodom je pomer ceny vySetrovacej metddy
v porovnani s benefitom, ktory prindsa, dalej narocnost
niektorych metdd na sofistikované laboratérne vybave-
nie a vysoku odbornost laboratérnych diagnostikov, ¢i iné
dolezité zohladriované faktory, ktoré zatial neklasifikova-

li uvedené markery ako odporucané pre rutinnd klinicku

prax (Schmitz-Dréager akol. 2015).

Je evidentné, Ze moc je optimalnym neinvazivnym
zdrojom proteinov, peptidov, exozdmov, DNA, mRNA,
miRNA, tRNA, nadorovych buniek, ale aj metabolitov
s diagnostickym potencidlom. Vyskum a vyvoj efektiv-
nych, vysoko Specifickych a senzitivnych diagnosticky tes-
tov na detekciu markerov NMM je stazeny velkou histo-
logickou variabilitou nadorov, ako aj chudobnou a ¢asto
nespecifickou symptomatoldgiou.

Napriek tomu je stale vyskum na poli identifikacie
a detekcie nadorovych markerov v moci velkou vyzvou.
Neustale pokracuje praca sustredend na zavadzanie roz-
nych metdd a postupov, ktoré by splfiali naroéné kritéria
efektivnej, véasnej a neinvazivnej diagnostiky NMM.

Prdca bola podporend grantovym projektom VEGA
1/0372/17.”
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SUHRN

V klinickej praxi sa v sucasnosti vyuZiva Siroké spek-
trum diagnostickych metdd, pricom toto spektrum sa
neustdle vyvija a prinasa nové, inovativne pristupy.
Metody su kategorizované do niekolkych zakladnych
skupin, od imunometdd aZ po zobrazovacie techniky.
Jednou z elektroforetickych metéd je technika zymo-
grafie, v ramci ktorej existuje viacero odliSenych typov.
Vseobecne ju viak moZno opisat ako jednoduchy, citlivy,
kvantifikovatelny a funkcny test pre analyzu rozlicnych
biomarkerov.

Klacové slova: zymografia, matrixové metaloprotei-

nazy, diagnostika, biomarkery

ABSTRACT

Clinical practice currently uses an extensive spec-
trum of diagnostic methods. This spectrum is constantly
evolving and bringing new, innovative approaches. The
methods are categorized into several basic groups, from
immunomethods to imaging techniques. One of the
electrophoretic methods is the zymography technique,
from which there are several differentiated types. How-
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ever, it can generally be described as a simple, sensitive,
quantifiable, and functional test for the analysis of dif-
ferent biomarkers.

Key words: zymography, matrix metalloproteinases,
diagnostics, biomarkers

uvoD

Biologicky vyskum vyuZiva rézne druhy separacie.
Na separdciu DNA a RNA sa vyuziva elektroforéza na aga-
rézovom géli, zatial' co na separdaciu zmesi proteinov poly-
akrylamidova gélova elektroforéza (PAGE). Dvojrozmerna
PAGE sa vyuZiva na rozdelenie zmesi proteinov na stovky
aZ tisice proteinovych Skvin. Na kvantifikaciu je mozné
porovnat obrazky 2-DE gélov, aby sa odhadla Uroven ex-
presie pre kazdu Skvrnu proteinu z roznych vzoriek. Tieto
proteinové skvrny mozu byt nasledne vyrezané a natrave-
né Specifickou protedzou, ako je trypsin, a vysledné prote-
olytické peptidy sekvenované a identifikované hmotnost-
nou spektrometriou (Pomastowski, Buszewski,
2014). Tuto formu 2-DE vynasiel O’Farrell kombinaciou
denaturacnej izoelektrickej fokusacie (IEF) na SDS-PAGE;
a stdle ponuka najvyssie rozlisenie pre gélovu elektrofo-
retickl separaciu proteinov (O° Farrell, 1975). Napriek




vysokej rozliSovacej schopnosti vSak zostala 2-DE nama-
hava a chybala jej reprodukovatelnost. Preto si popularitu
2-DE ziskala az vynalezom imobilizovaného gradientu pH
(IPG). IPG vytvara rovnomerny gradient pH, ktory preko-
nava nestabilny gradient pH generovany amfolytmi nosica
a poskytuje reprodukovatelnu separaciu IEF pri r6znych
rozsahoch pH. V priebehu rokov sa vyvoj 2-DE neustale
vyvijal. Dalou inovaciou, ktora priniesla revoldciu v kvan-
titativnej proteomickej analyze, je gélova elektroforéza
s dvojrozmernym rozdielom (2D-DIGE). 2D-DIGE je variant
2-DE, v ktorej sa na znacenie vzoriek bielkovin pred zmie-
Sanim a pouzitim rovnakého gélu pouzivaju rézne fluores-
cencné farbiva, ¢o vyrazne zlepsilo reprodukovatelnost
gélu na gél a zvysilo citlivost detekcie.

Je dobre zname, Ze v dosledku genetickych varidcii,
zostrihu, skratenia, degradacie a posttranslacnych mo-
difikdcii je moZné vytvorit viac proteoforiem, z ktorych
kazdda md odlisné biochemické vlastnosti a funkénost
a v tomto ohlade je 2-DE vhodny nastroj na charakteriza-
ciu proteoforiem, pretoze poskytuje ucinnu frakciondaciu
intaktnych proteinov a umoZznuje kvantitativne hodno-
tenie proteoforiem, ktoré by sa inak stratili v dosledku
Stiepenia proteinov (Smith, Kelleher, 2013). Je po-
zoruhodné, Ze 2-DE gély je mozné skladovat v suchom
stave, ¢o umoznuje identifikaciu proteinov po viac ako
dvoch desatro¢iach (Matsumoto akol., 2012). Na-
opak, medzi obmedzenia 2-DE patri separacia proteinov
s extrémnou molekulovou hmotnostou, pl alebo hyd-
rofébnostou (Oliveira akol., 2014). Taktiez je velmi
Castd spolocna migracia a prekryvajlce sa proteiny v jed-
nej 2-DE gélovej Skvrne (Zh a n akol., 2018). Okrem toho
je rozliSenie 2-DE pre vysoko komplexné vzorky proteinov
s velkym dynamickym rozsahom koncentracii ¢asto po-
merne nizke, ¢o stazuje analyzu malo zastupenych protei-
nov (Strohkampakol., 2016). Preto 2-DE stratila ¢ast
svojej pritazlivosti ako proteomicka technika v dosledku
prichodu sofistikovanejsich technik. Aj ked v poslednych
rokoch doslo v technike 2-DE k zasadnému technologic-
kému prelomeniu, vedci prisli s niekolkymi inovativnymi
Upravami a Upravami pévodnej metddy 2-DE, ktoré otva-
raju nové moznosti novych uzito¢nych aplikacii. Napriek
skutocénosti, Ze niektoré z tychto postupov si nezachova-
vaju typickd kombinaciu IEF s SDS-PAGE, vsetky vyuZivaju
na charakterizaciu proteinov vysoké rozlisenie a separac-
nu silu v 2-DE. Medzi tieto techniky zaradujeme 2-dimen-

zionalnu zymografiu (2DZ), serologicku analyzu protedmu

(SERPA), 2-dimenzionalnu afinitnu elektroforézu vyuziva-
jucu imobilizovany kov (2D IMAEP) a 3-dimenzionalnu/
IEF/SDS-PAGE elektroforézu (3D BN/SDS-PAGE).

Zymografia

Dvojrozmernd zymografia (2DZ) je technika pouzivana
na analyzu aktivity enzymov na zaklade degradacie sub-
stratu. Existuju rozne typy zymografie, ktoré sa liSia z hla-
diska oddelenia vzoriek, poZiadavky na substrat a metddy
vizualizacie. VSetky typy zymografie maju svoj povod v Ze-
latinovej zymografii (Snoek-van Beurden, Von
den Hoof, 2005). Proteiny su separované elektroforé-
zou po denaturdcii dodecylsulfatom sodnym (SDS) v ne-
redukujucich podmienkach. K separdcii dochadza v poly-
akrylamidovom géli, s ktorym substrat kopolymerizuje.
Pocas elektroforézy SDS spOsobi denaturaciu enzymov,
ktoré sa stanu neaktivnymi. Po prebehnuti elektroforé-
zy sa gél premyva neidnovym detergentom Triton X-100
na odstranenie SDS, kedy sa zacnu enzymy cCiastoCne
renaturovat. Ndasledne je gél inkubovany v prislusnom
aktiva¢nom tlmivom roztoku a dochddza k ich aktivdcii
(Heussen, Dowdle, 1980). Pocas tejto inkubdcie,
koncentrované, renaturované enzymy v géli Stiepia sub-
strat. Po inkubacii sa gél zafarbi Coomassie® Blue a hydro-
lytickt aktivitu enzymov je mozZné vizualizovat ako jasné
pasy oproti modrému pozadiu (Fernandez-Resaa
kol., 1995).

Pri reverznej zymografii, ktord sa pouziva na studium
proteazovych inhibitorov, sa vzorka separuje pomocou
SDS-PAGE, ktora bola inkorporovana ako so substratom,
tak aj so Specifickou protedzou, pri ktorej je pritomnost
inhibitorov detekovana ako tmavé pdsy na bielom poza-
di. V zavislosti na pouZitom substrate umoznuje zymogra-
fia charakterizaciu celého radu enzymov, ako su protea-
zy, lipazy a esterdzy (Kwon akol.,, 2011; Kurz akol.,
2017). Uzito¢nost tejto techniky je ilustrovana jej Sirokym
uplatnenim v mnoiZstve studii zameranych na charakte-
rizdciu aktivnych enzymov z cicavcoy, rastlin a mikrébov
(Wilkesman, Kurz, 2017). Zymografia poskytuje
nielen jednoduchy, citlivy a lacny nastroj na semikvanti-
tativnu analyzu funkéne aktivnych enzymov, ich aktivity
a inhibitorov, ale méze tiez poskytnut dolezity prehlad
o vlastnostiach enzymov, ako su rézne formy enzymov,
molekulovd hmotnost, pritomnost fragmentovych pro-
duktov a komplexna formacia (Vandooren akol.,
2013). Klasicka zymograficka technika vsak zlyhava pri
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rieSeni variantov enzymov, ktoré boli modifikované bez
zmien v MW.

Dvojrozmernd zymografia (2DZ) je technika, ktord
kombinuje IEF s konvenénou substratovou zymografiou
na analyzu vysoko komplexnych biologickych vzoriek.
(Thimon akol., 2008). VyuZitim vyhody 2-D separacie
s vysokym rozliSenim so schopnostou hodnotit aktivne
enzymy v zymografii umoZiuje tento pristup podrobnej-
Siu analyzu aktivnych proteolytickych enzymov v komplex-
nych proteinovych zmesiach. 2DZ je obzvlast vhodna pre
detekciu odlisnych izoforiem Zzelatindz diferencovanych
posunom pl, ¢o ulahcuje identifikdciu zmenenej proteo-
lytickej aktivity, ktora je zakladom patologickych procesov.
(Chen akol., 2015; Chen akol.,, 2017). Napriek mno-
hym stddiam dokumentujucim, Ze technika 2DZ je vyhod-
nd pre efektivnu analyzu enzymu s variantmi a aktivitou
naboja, existuju jasné vyhrady, e nedokaze detegovat
malé izoformy enzymov, enzymy v malom mnoistve, en-

zymy so slabou aktivitou a tie, ktoré slabo renaturovali.

Zymografia na detekciu matrixovych
metaloproteinaz (MMPs)

Pocas Zelatinovej zymografie je ako proteinovy sub-
strat pouZitd Zelatina, ktory sa lahko hydrolyzuje niekolky-
mi peptiddazami a nema tendenciu migrovat z rozliSovacie-
ho gélu pocas elektroforézy vykonavanej pri 4 °C. VyuZziva
sa najma na detekciu MMP-2 a MMP-9, nie je vSak vyltce-
na detekcia ani inych MMP. AvSak, napriklad pri MMP-1,
-8, Ci-13 je zvysené riziko, Ze zelatinolytické pasy budu sla-
bé, kedZe Zelatina nie je ich preferovany substrat. Preto je
pre iné typy MMP idedlna modifikacia techniky, najma in-
korporacia vhodného substratu (napr. kazeinu, kolagénu)
pre dany typ MMP do gélu, alebo, ak sa odobera vzorka
z tkaniva, pridanie heparinu pocas elektroforézy, ¢o zvysu-
je MMP aktivitu (Yu, Woessner 2001).

Na separaciu Zelatindz sa zvycajne pouziva 8 % polya-
krylamidovy gél. Percento akrylamidu a hrubka separac-
ného gélu sa vSak mozu lisit v zévislosti od typu, formy
a molekulovej hmotnosti MMP. Napriklad na lepSiu vizua-
lizaciu dimérnej formy MMP-9 (~ 200 kDa) alebo na ziska-
nie lepsieho rozlisenia pasov s blizkou molekulovou hmot-
nostou (latentna a aktivna forma) by sa mal pouzit nizsi,
4-6 % roztok polyakrylamidu. PouZitim tohto pristupu
véak mozu byt pasy menej ostré. Na druhej strane, na lep-
$iu vizualizaciu MMP s nizSou molekulovou hmotnostou,
ako si MMP-1 a -7, sa moze pouzit vy$si 10-12 % roztok

polyakrylamidu. Gély je mozné pripravit vopred a sklado-
vat ich pri teplote 4 °C pocas 2-3 tyzdnov bez vyrazného
vplyvu na rozlisenie (R e n a kol., 2018).

Aby sa proteiny vedeli dostat cez gél z katody na ané-
du, mal by mat gélovy systém a ,running” timivy roztok
optimalne pH (hodnoty by si mali byt ¢o najblizsie; rov-
nako sa to tyka aj idnove; sily), pretoze to méze ovplyvnit
mobilitu zloZiek gélového systému v porovnani s prote-
inmi. Napriklad, glycin mézZe v zavislosti od pH existovat
v 3 stavoch naboja. Kontrola naboja glycinu v rozliénych
timivych roztokoch je kld¢om k mobilite proteinov v géli.
Vsetky proteiny v géli maju elektroforeticki mobilitu,
ktora je medzi mobilitou glycinu a CI-, takze ked' glycin
a Clprechdadzaju cez jamku so vzorkou, proteiny su kon-
centrované v Uzkej zéne medzi dvoma frontami. Tento
proces pokracuje cez ,stacking” gél, kym proteiny nedora-
zia k separacnému gélu. Tam sa pH meni na 8,8. Pri tomto
pH sa glycin stdva vacsinou negativne nabitym a migruje
ovela rychlejsie ako proteiny. Ked' glycin predbieha prote-
iny, tie sa koncentruju vo velmi izkom rozhrani ,,stacking”
a separacného gélu. PretoZze ma separacny gél vyssiu kon-
centraciu akrylamidu, spomaluje proteiny podla ich mole-
kulovej hmotnosti a tym sa zac¢ina oddelovanie proteinov.
Ak ddjde k zmene pH niektorého z pufrov alebo gélového
systému, bude mobilita proteinov ovplyvnena v oblas-
tiach s ,,nespravnym” pH. To vysvetluje zvlastne migracné
sprdvanie proteinov a deformovany tvar pasov v niekto-
rych géloch (G arfin, 2009).

DélezZité je tiez mysliet na teplotu. Gély sa pocas prie-
behu testovania musia udrziavat studené, inak by mohlo
dojst k skresleniu vysledku a tvorbe vinitych pasov. Umies-
tenie aparatury do ladu by malo minimalizovat prehriatie
systému a deformaciu gélu (R e n a kol. 2018).

Inkubacny €as gélu v timivom roztoku je rozhodujtci
pre spravnu renaturaciu a proteolyzu. Vzhlad Zelatinolytic-
kych pasov zavisi od enzymatickej aktivity a preto zmena
inkubacnej doby ovplyvni ich intenzitu. Na detekciu pasov
moze stacit inkubacia pri 37 °C pocas 4 hodin. Vo vacsine
pripadov je vsak potrebna inkubdcia cez noc (16 az 18 ho-
din), aby sa dosiahlo lepsie rozliSenie a reprodukovatelné
vysledky. Pokial pasy zostavaju tazko viditelné, méze byt
potrebnd inkubacia dokonca aZ na 72 hodin (Garfin,
2009).
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ZAVER

Zymografia predstavuje pomerne jednoduchd, rychlu
a lacnd analyticki metddu, ktorej mozu byt podrobené
vsetky druhy biologickych vzoriek. Beruc do Uvahy skutoc-
nost, Ze mnohé patologické stavy organizmu su charakte-
ristické chybajicim a/alebo nespravne fungujicim, alebo
na druhej strane aktivnym regulaénym proteinom, narasta
vyznam zymografie ako vhodnej diagnostickej metédy pri
detekcii biomarkerov rozliénych chorobnych stavov. Vda-
ka svojej vysokej citlivosti poskytuje kvantifikovatelné
vysledky. Zostava dufat, Ze sa za¢ne Coraz intenzivnejsie
vyskytovat v klinickom skriningu a bude jej pripisovana za-
sliZena dolezitost.
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