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IN MEMORIAM

S lutostou oznamujeme,
ze 27. juna 2021 nas,
po dlhej chorobe, opustila

nasa kolegyna
MUDyr. Anna Kovacova

dlhorocna clenka SSKB, primarka Oddelenia klinickej
biochémie Univerzitnej nemocnice L. Pasteura v KoSi-
ciach a neskor zastupkyina medicinskeho riaditela v spo-
locnosti Medirex, a.s. v KoSiciach. Pripdjam sa k tejto
smutnej sprave niekolkymi faktami a spomienkami z nasej

paralelnej a ¢iastocne aj spolocnej profesiondlnej cesty.

MUDr. Anna Kovacova, alebo Anka, ako sme ju na-
zyvali, sa narodila 6. 1.1954 v Toryskach pri Levoci ako
najstarsia sestra zo Siestich surodencov. Velka ale sudrzna
rodina ju ovplyvnila na cely zZivot a spojenie s rodnym kra-
jom neprerusila ani po dlhorocnom pésobeni v Kosiciach.
Po absolvovani Lekdrskej fakulty UPJS v r. 1978 nastii-
pila ako mlada absolventka na infekéné oddelenie NsP
v Levoci a toto obdobie poznacilo jej klinicku orientdciu

aj v priebehu jej dalSej profesiondlnej cesty. V roku 1980

nasledovala svojho manzela do Kosic a zacala pracovat

ako lekarka samostatne pracujica na OKB vo Fakultnej
nemocnici s poliklinikou na Tr. SNP 1. Pod vedenim vte-
dajsieho primara MUDr. Havrisa sa jej v prostredi velkej
fakultnej nemocnice dostalo prilezitosti preniknut’ nielen
do tajov klinicko-biochemickych metod, ale stala sa najmd
sucastou Sirsieho lekarskeho medziklinického kolektivu.

Jej odborny zaujem sa sustredil najmd ma nefrologiu, po-

ruchy vautorného prostredia a neskor na lipidologiu. Spo-
znali sme sa ako mladeé lekarky na krajskych seminaroch
a neskor sme sa stretavali v jednej interndtnej izbe brati-
slavského ,,doskoloviku* pocas Studijnych pobytov pred
oboma atestdaciami z klinickej biochémie. Uz vtedy mi im-
ponovala jej priamost, uprimnost, pragmatickost, snaha
vyuzit vsetok cas na studium, na konci ktorého bol navrat
domov k dvom malym dcérkam.

Po atestacii sme absolvovali spolocne aj Studijny pobyt
u primara MUDry. Bedricha Nejedlého v Kladne, autora zad-
kladnej monografie ,, Vnitrni prostredi, klinickd biochemie
a praxe”, ktory bol propagatorom spoluprdce laboratoria
s intenzivnymi oddeleniami, nutricnej podpory pacientov
a ich metabolického monitorovania. InSpirovand tymto po-
bytom MUDr. Kovacova prehlbila spolupricu s oddelenim
anestéziologie a intenzivnej mediciny ako ordinarka pre
poruchy vautorného prostredia. Stala sa na niekolko rokov
aj uspesnou ustavnou dietologickou UNLP.

Popri praci lekara OKB a medicinskeho konzultanta
zacala spolupracovat’ aj so Strednou zdravotnickou skolou
v Kosiciach a po desatrocia sa podielala na vzdelavani
zdravotnickych laborantov.

Vroku 1993 bola menovana do funkcie primarky OKB,
v ktorej zotrvala az do roku 2005. Obdobie Séfovania
MUDr. Kovacovej prinieslo kvalitativny rast pracoviska.
Svojim ludskym pristupom, neunavnej aktivite a vychov-
nému posobeniu sa jej podarilo vybudovat vysokokvalifi-
kovany a humanne zalozZeny kolektiv, v ktorom spolupra-
covali vSetky kategorie zastupené v laboratoriu — lekari,
nelekari, zdravotni laboranti aj sanitari. Vdaka svojim
odbornym a manazérskym a ludskym kvalitam zastavala
v rokoch 1998-2002 post namestnicky riaditela UNLP pre
spolocné vysetrovacie a liecebné zlozky.

Poslednu etapu svojej profesiondlnej drahy prezila

v laboratornej spolocnosti Medirex, a.s., kde v roku 2005




prebrala Zezlo zastupcu medicinskeho riaditela pre vy-
chodné Slovensko. Pod jej vedenim vzniklo v KoSiciach
unikatne spojenie mnohych odborov laboratornej medici-
ny postavené na dovere v ludsky potencidl zamestnancov
a na Spickovej technickej vybavenosti. Ani po odchode
do dochodku v roku 2014 nezvesila svoju odbornost na kli-
nec. Od roku 2017 stala pri projektovani, zariadovani
a uvddzani do cinnosti laboratoria vo Vychodoslovenskom
ustave srdcovocievnych chorob v Kosiciach. Vietci jej ko-
legovia si navzdy budu pamdtat’ ludskost, velké socidlne
citenie, empatiu, profesionalizmus, ako aj jej pripravenost
pomahat vidy, ak to niekto potreboval. Velkym dékazom
Jjej povahy je mnozstvo dlhotrvajucich priatelstiev, ktoré si
za svoj zivot vytvorila.

Ziadna zo spomenutych funkcii ju viak nezmenila,
zostala rovnaka ako radovy zamestnanec, primarka, nd-
mestnicka, manazérka oddelenia... Rovnaka napriek vset-
kej zodpovednosti, dlhsej pracovnej dobe a pribudajicim
povinnostiam. Nebolo lahké popri tom vsetkom zostat’ aj
dobrou mamou a manzelkou v jednej osobe. Mnohokrat
som bola svedkom jej vycitiek, o kolko viac ¢asu mohla
venovat svojim dvom milovanym dcéram — Lenke a Bar-
borke aj manzelovi, ktory ju vzdy podporoval. Som si ista,
Ze osobny priklad ich mamy, jej pracovitost, zodpovednost
a hlad po novych vedomostiach, slusnost a ludskost muse-
li mat’ len pozitivny vplyv na ich vychovu a postoj k Zivotu.

Nemozno nespomenut’ jej angazovanost v ramci Slo-
venskej spolocnosti klinickej biochémie, jej publikacnu
¢innost a vyrazny podiel na vzdelavani odbornikov v me-
dicine — ¢i uz v ramci Specializacnej pripravy lekarov, me-
dikov aj §tudentov SZS v Kosiciach. Od roku 2007 sa da-
tuje jej spoluprdca s Lekdrskou fakultou UPJS, kde stila
pri zaciatkoch pregradudlnej vyucby klinickej biochémie.
Je autorkou a spoluautorkou desiatok odbornych clankov

a vzdelavacich prednasok v ramci odbornych podujati.

Dokazom jej spolocenského ocenenia je, ze v roku 2015
bola vydavatelstvom British Publishing House zaradenad
do Encyklopédie osobnosti Ceskej a Slovenskej republiky.

Anka bola zena praktickych rozhodnuti a ¢inov. Nestd-
la o osobnii prezentdciu; mozno preto ju nebolo tak casto
vidiet' na odbornych podujatiach alebo kongresoch. Ak
sa vSak uz niecoho zucastnila, jej nazor a postoj k prob-
lematike bolo jasne pocut. Skoda, Ze takito odbornici sa
nam pomaly z odboru vytracaju... Jej velkou zasluhou je,
Ze pocas celého svojho pésobenia v odbore podporovala
a aktivne sa podielala na ziskavani a vychove mladych le-
karov pracujucich v klinickej biochémii, ¢o je s ohladom
na zmeny v laboratornej medicine uplynulych desatroci
zasluzny a nasledovania hodny cin.

Milovala ludové piesne a tance, citanie kvalitnej li-
teratury, rucné prace. Do svojej zahrady, ktoru neustdle
vylepSovala, viozila neskutocne vela casu, lasky a energie.
Jej vasnou bolo cestovanie a spoznavanie neobjavenych
miest na Slovensku aj v zahrani¢i. Najmd vychod Sloven-
ska mala dokladne prechodeny a bola jeho propagatorkou.
Na déchodku s manzelom objavili caro spolocenského tan-
ca a pravidelne navstevovali jeho kurzy. Vzdy sa zivo zau-
Jjimala o veci verejné vratane politickej scény, ktoré casto
Zivo a vystizne komentovala.

Odisla vSak priskoro - teSila sa na déchodok a mala
vel'ké plany, ako si bude uzivat po rokoch venovanych pra-
ci volny cas, rodinu, vnucika... A odrazu td sprava, ze je
vazne chord! Najskor sme nechceli uverit tomu, Ze by sa
nemala vyliecit, ale postupne sme so smutkom pozorovali,
ako si choroba odkrajuje z jej krehkého tela.

Chyba nam. Chyba nam jej hlas, tismev, jej rady, pria-
telstvo. V nasich spomienkach vsak bude Zit skvela pria-
telka, séfka, kolegyna, odbornicka. Sme vdacni za cas,

ktory sme spolu zdielali.

Cest jej pamiatke !
Eva Durovcova
¢len vyboru SSKB
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UVODNIK

Vazené a milé kolegyne a kolegovia, viZeni ¢lenovia

Slovenskej spolocnosti klinickej biochémie!

Tento prispevok uz citate na sklonku roka 2021 a za-
myslate sa nad jeho rychlym behom, nad udalostami, kto-
ré priniesli mnoho zmien aj pribehov nielen v pracovnej
oblasti, ale aj v rodinnom kruhu tych najblizsich, priatelov
a znamych.

V obsahu nového cisla ¢asopisu Laboratorna diagnos-
tika 2/2021 mi dovolte zhrnut aktivity nasej odbornej spo-

locnosti za uplynulé obdobie.

Koncom aprila 2021 sme ako odborna spolocnost ob-
drzali osobné pozvanie na individualne stretnutie vyhrade-
né pre Slovensko od p. Evgenije Homsak (Profession Com-
mitttee, Chair EFLM) za ucelom prediskutovania novych
vyhod, ktoré ponuka EFLM Academy (Invitation for an in-
dividual ZOOM meeting to present the ,,EFLM Academy
membership benefits .

Na tomto mitingu, ktory sa konal 11.5.2021 sa zucast-
nili zdstupcovia troch krajin — CR, Pol'ska a Slovenska.

Prezentacia sa tykala vysvetleni vyhod, ktoré prindsa
skupinova registracia do EFLM Academy a prave tito for-
mu predsednictvo EFLM preferuje, pretoze poskytuje viac
vyhod nez individudlna registracia. Nasou ulohou by mala
byt propagdacia na narodnych odbornych webovych stran-
kach. Z prezentovaného prehladu ma SR aktudlne sedem
clenov EFLM Academy, CR dvoch clenov a Polsko iba
Jjedného clena.

Takyto pristup skupinovej registracie by mal byt pre
Jjednotlivé narodné spolocnosti jednoduchsi. Na webovej
stranke SSKB je opdt zverejnené odporucanie na skupino-
vé prihlasenie.

EFLM (Eurdpska federdcia laboratornej mediciny)

sa usiluje o skupinové registracie jednotlivych narodnych

odbornych spolocnosti aj preto, Ze takto sa moézeme stat’
silnou organizdaciou. EFLM to odporuca, nenariaduje

a vysvetluje.

Od predchadzajuceho webinara ubehol takmer jeden
rok. Konal sa v ramci Cyklu vzdelavacich webindrov re-
alizovany Slovenskou spolocnostou klinickej biochémie
a s podporou edukacného grantu fy Roche ako Webinar
L cast SARS-CoV-2 a in Vitro Diagnostika. Bolo to presne
1.7.2020.

Po roku redlnych skusenosti s koronavirusom a jeho
diagnostikou sme sa opdt stretli na dalSom webindri s vel-
mi aktualnou témou ,,Ako interpretovat vysledky labora-
tornych vysetreni na COVID-19“, realizovaného SLK, Slo-
venskou spolocnostou inych zdravotnickych pracovnikov,
Slovenskou spolocnostou klinickej biochémie a s podpo-
rou edukacného grantu partnerov Roche a Ewopharma,
ktory sa konal 3. 6. 2021.

Pri indikacii akéhokolvek (laboratorneho) vysetrenia,
by sme mali vyberat' rozumne ako to aj odporuca kamparn
,» Choosing wisely . Aj pred vySetrenim pritomnosti pro-
tilatok na SARS-CoV-2 po ockovani by sme mali poznat
odpoved’ na dve otazky: ,,Co ocakdvame od vySetrenia? “
a ,,Aky bude dalsi medicinsky postup? “. Ak pozname od-
povede, laboratorne vysetrenie mézeme povazovat za odo-
vodnené. K odpovediam na spominané otazky nas doviedli
a pomohli zaujimavé a vysoko aktudlne témy interpretacie
laboratornych vysetreni na COVID-19 z pohladu roznych

odbornosti, ktoré na uvedenom webindri odzneli.

Dna 9.6.2021 sa konal online EFLM ,,General mee-
ting“, na ktorom bolo registrovanych 56 ucastnikov.

V uvode sa prihovorila prof. Ana-Maria Simundic,
prezidentka EFLM s podakovanim vsetkym (aj SSKB),

ktori odoslanim dotaznika s navrhmi na zlepsenie cinnos-




ti EFLM, ale aj popisanim ,,slabSich* stranok cinnosti
EFLM velmi vyrazne pomohli ¢lenom exekutivy EFLM
zlepsit' svoju cinnost’ na nasledujice obdobie, co predsta-
vila aj v plane jednotlivych bodov. Vsetci vykonni pracov-
nici EFLM predstavili svoju odbornii cinnost za uplynulé
obdobie.

Na zaver tohto stretnutia sa predstavili dvaja kandidati
na funkciu prezidenta EFLM — elect, a to prof. Michel R.
LANGLOIS (Belgicko) a prof. Mario PLEBANI (Taliansko).

Doraz bol kladeny hlavne na dalsie vzdeldvanie, mla-
du generaciu do 35 rokov a jej podporu, priamy kontakt
s jednotlivymi narodnymi spolocnostami, vyznam registro-
vania vdcsich skupin do EFLM Academy a jej vyhody pre
Jednotlivych ¢lenov, etc.

Bolo citit novy zavan, iskru, energiu, intenzitu do no-
vych aktivit, nakolko sme vela zameskali z objektivnych
dovodov a chcem trochu uverit, Ze aj v nasej NS sa to tro-
chu tymto diiom opdt ,, nakopne*. Ci sa nam podari ,, strh-
nut'** aj clensku zakladnu, ukaze cas. Urobme preto aspor
my maximum, ¢o sa da, ved’ kazdou novou aktivitou a Sti-
diom sa posuvame a snad’ vlastnym prikladom a iniciati-
vou sa prida k nam ten, kto chce tiez nieco nezistne zlepsit

v kvalite celého laboratorneho procesu.

Drna 10.6.2021 sa konalo online (Teams) zasadnutie
vyboru SSKB. Zapisnica je zverejnend na www.sskb.sk.
Hlavnym bodom okrem inych tém, bola a je intenzivna pri-
prava kongresu v roku 2022.

Slovenska spolocnost klinickej biochémie, Slovenska
spolocnost’ pre laboratornu medicinu, Slovenska hema-
tologicka a transfuziologicka spolocnost, Slovenska spo-
locnost alergologie a klinickej imunoldgie a Slovenskad
spolocnost lekarskej genetiky na zdklade iniciativy SSKB
predlozili spolocne dna 27.06.2021 ministrovi zdravot-
nictva SR vyzvu na casovy odklad ucinnosti Nariadenia
eurépskeho parlamentu a rady (EU) 2017/746 z 5. aprila
2017 (EU) 207/746 o diagnostickych zdravotnickych po-
mockach in vitro a o zruseni smernice 98/79/ES a rozhod-
nutia Komisie 2010/227/EU.

Na nasu vyzvu na odklad ucinnosti spominaného na-
riadenia EU reagovali vsetky oslovené odborné laboratér-
ne spolocnosti s vynimkou Slovenskej spolocnosti klinic-
kej mikrobiologie.

Autori vyzvy su presvedceni, Ze je potrebné dosiahnut
odklad ucinnosti nového nariadenia EP a Rady 2017/746

o diagnostickych zdravotnickych poméckach in vitro tak,

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2021

ako tomu bolo pri nariadent (EU) 2017/745 o zdravotnic-
kych pomockach. Kvoli pandémii COVID sa implementd-
cia nariadenia (EU) 2017/745 musela odlozit o jeden rok.
Rovnaky postup autori vyzvy poZaduju aj v pripade na-
riadenia (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych
pomdockach in vitro.

Drna 20.7.2021 obdrzali zastupcovia vsetkych uve-
denych odbornych spolocnosti odpoved od Pharm-
Dr. Ing. Ivony Maloveckej, PhD. poverenej vykondvanim
funkcie generalnej riaditelky Sekcie farmacie a liekovej
politiky MZ SR. Ak na programe zasadnutia ministrov
zdravotnictva ¢lenskych Statov Europskej unie (EPSCO)
bude tato problematika predmetom rokovania, Minister-
stvo zdravotnictva SR bude o obsahu vyzvy na odklad
ucinnosti nariadenia (EU) 2017/746 na tomto zasadnuti

ucastnikov zasadnutia EPSCO informovat.

V suvislosti s periodickym vydavanim nasho odborné-
ho casopisu Laboratorna diagnostika, by som opdtovne
chcela oslovit a poprosit vsetkych ¢lenov SSKB na publi-
kovanie v uvedenom odbornom casopise. Redakcia caso-
pisu vita cely rad moznych foriem publikacii: kazuistiky,
povodné prace, prehladové clanky, rozne zaujimavosti

edukativneho charakteru atd.

19. oktobra 2021 o 14:00 hod. sa uskutocnilo mi-
moriadne online valné zhromaZdenie EFLM. Cielom
stretnutia bola vol’ba nového prezidenta EFLM.

V rokoch 2022—-2023 bude posobit ako zvoleny pre-
zident a nasledne v rokoch 2024-2025 bude pésobit ako
vykonny prezident EFLM. Schodza a hlasovanie sa usku-
tocnili on-line za nasledujicich podmienok:

* Na stretnuti mal byt pritomny iba jeden zastupca
za narodnu spolocnost, osobou uréenou na hlasovanie
bol narodny reprezentant; toto malo optimalizovat
a skratit ¢as umiestnenia 0sob, ktoré nie su opravnené
volit, do cakarne (prezident SSKB);

o Stretnutie bolo zaznamenané;

* Hlasovanie bolo anonymné;

* Bola potrebna predbezna registrdcia na stretnutie;

«  Ucastnici pocas hlasovania museli nechat’ pocitacovii
kameru otvorenui (aby sa zaistila zhoda mena/e-mailu
rucne zadaného v programe Zoom,).

Ako obvykle, na podporu svojich kandidatov apelovali
emailami prezidenti oboch ndrodnych spolocnosti, ktoré

kandidatov na prezidenta EFLM nominovali.




Prof. Mario Plebani (Taliansko) je na celom svete vel-
mi znamy svojimi aktivitami hlavne v oblasti laboratornych
chyb a bezpecnosti pacienta. Bol prezidentom Federacie ta-
lianskych spolocnosti laboratornej mediciny, Medzinarodnej
spolocnosti enzymologie, je talianskym zdstupcom v Eurdp-
skej akreditdcii, séfredaktorom casopisu Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine (CCLM) a casopisu Diagnosis
(Dx). Velmi casto predndsa a publikuje (vyse 1300 povod-
nych prac, takmer tisic posterov, 53 kapitol v 10 monografi-
dach, 80 prednasok na medzinarodnych forach).

Prof. Michel R. Langlois (Belgicko) je aktivny hlav-
ne na poli lipidov a kardidlnych markerov. Bol preziden-
tom Belgickej kralovskej spolocnosti klinickej chémie a je
predsedom dvoch pracovnych skupin EFLM. Je autorom
120 povodnych publikacii, 7 kapitol v monografiach,
¢lenom redakcnej rady casopisu Clinica Chimica Acta
(CCA). Napisal osobny email narodnym spolocnostiam,
v ktorom uvadza, Ze ho viac ako pred 10 rokmi inspiro-
val jeho predchodca prof. Vic Blaton (zakladatel’ a byvaly
prezident EFLM), aby sa pridal k rodine EFLM. Odvtedy
ziskal viac ako 10-rocné skiisenosti a porozumenie cielom
a aktivitam EFLM. EFLM povazuje za klucovii organiza-
ciu s veducou poziciou v laboratornej medicine. Musi to
byt vedecky a odborny organ, ktory bude vydavat odpo-
rucania, schvalovat usmernenia, organizovat vzdelavanie
a odbornu pripravu, podporovat’ harmonizdciu a normali-
zdaciu v eurdpskych krajinach a ukotvi ulohu Specialistov
laboratornej mediciny v zdravotnictve. Bolo by mu ctou
byt zvoleny na tuto dolezitu ulohu, ktorej by slizil ako zvo-
leny prezident v rokoch 2022-2023 (a ako vykonny prezi-
dent v rokoch 2024-2025).

Vol’by sa tymto sposobom konali po prvykrdt v histo-
rii. Doteraz sa vzdy uskutocnili prezencne, a to aklamac-
nym sposobom na Valnych zhromazdeniach EFLM.

*  On-line vol’by riadila live pani Silvia Cattaneo

z Milana.
*  Volby vyhral v prvom kole prof. MARIO PLEBANI
z Padovy.
*  Vysledky volieb boli nasledovné:
Michel Langlois: 38%
Mario Plebani: 62%

Pre lepsiu orientaciu informujeme aj o casovom hori-
zonte funkcie prezidentov EFLM:

* Vsucasnosti je do konca roka 2021 vykonnou pre-
zidentkou EFLM prof. Ana-Maria Simnudic. Je velka $ko-
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da, Ze pandémia bola na pricine, Ze k nam nemohla v tejto

pozicii prist na biochemicky kongres.

e 1.janudra 2022 ju na poste vykonnej prezidentky EFLM
vystrieda prof. Tomris Ozben, ktord bude slizit do konca
roku 2023. Sucasne sa v rovnakom case ujme funkcie
President-elect 19.10.2021 zvoleny prof. Mario Plebani.

e 1.januara 2024 sa ujme funkcie vykonného prezidenta
na dva roky zvoleny prof. Mario Plebani a prof. Tomris

Ozben prejde na poziciu Past President.

Z medzinarodne pripravovanych odbornych podujati
pripominame:

* XXIV. IFCC-EFLM Europsky kongres klinickej
chémie a laboratornej mediciny EUROMEDLAB 2021
sa mal konat' v termine 28. novembra—2. decembra 2021
v Mnichove. Kratko pred uzavierkou sme dostali infor-
maciu, ze Nemecko velmi tvrdo zasiahla Stvrta vina CO-
VID-19, najmd v oblasti dejiska v Mnichove. Preto sa
IFCC a EFLM spolu s organizacnym vyborom kongresu
rozhodli tento EUROMEDLAB odlozit. Dna 26.11.2021
oznamili novy termin konania 10.—14. aprila 2022.

* 6. EFLM Konferencia o preanalytickej fize sa
bude konat’ virtudlne 15.—18. marca 2022.

* XXIV. Medzindrodny kongres klinickej chémie
a laboratornej mediciny IFCC WORDLAB sa bude konat
26.-30. juna 2022 v Soule, Korea.

Snazime sa vSetky aktualne informacie vidy véas zve-

rejrovat’ na webovej stranke www.sskb.sk.

Blizi sa ¢as Vianoc a k tejto atmosfére neodmyslitel-
ne patri sneh, zasnezend krajina, snehuliak, sankovacky
a rodinné teplo, tak ako si ho pamdtame z detstva. Ten cas
spomienok, sme zasa starsi o jeden rok, ale mame tismev
v oc¢iach a lahky krok. Tak na chvilu skusme spomalit cas,
Vianoce hreju na dusi a na tele. Prichadza sviatocny cas,
na ktory sa dlho tesi kazdy z nas. Vona kolacov vékol sa
rozlieha, Vianocnej nalade kazdy z nas podlieha. Zabudni-
me na smutok, zanechajme zvady, budme k sebe mili, dobri
a majme sa radi. Kuzlo Vianoc nikdy nekonci a jeho naj-

vacsimi darmi su rodina a priatelia.

Zelamvam, aby stev Carovnej atmosfére Vianoc zabudli
na starosti vSednych dni a v novom roku preZili vel’a ra-
dostnych dni, mali mnoho chuti do prdace a pevné zdravie.

Hedpviga Pivovarnikova
prezidentka SSKB
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EUROMEDLAB
2021 MUNICH

New dates: 10-14 APRIL 2022

Dear Ladies and Sirs, dear Colleagues,
We are delighted to inform you that the

EUROMEDLAB Congress in Munich, Germany
has been rescheduled to April 10-14, 2022,

Following the recent postponement, this new date has been chosen based
on recommendation by the organizing committee and members of the
IFCC and EFLM Executive Boards also taking into account both congress
venue and hotel space availability. Suitable space was not available
during fall of 2022,

We are looking forward to welcoming all our invited speakers, registered
delegates, and exhibitors to this rescheduled conference in Munich, the
beautiful capital of Bavaria.

We also take the opportunity to apologize for any inconvenience caused
by rescheduling of the conference.

In these times, it is a challenge to balance the desire to meet in person
with our safety concerns for you as the participants. With increasing levels
of immunity and wide-spread immunizations, we are confident to be able
to meeting all of you at this important international event to celebrate the
end of the COVID-19 epidemic together!

The Organising Secretariat MZ Congressi will be contacting all parties
involved (Speakers, Sponsors & Exhibitors, Delegates, Poster Presenters,
and others) with further information.

Kind regards,

Khosrow Adeli Ano-Maria Simundic Michael Neumaier Karl Lackner
IFCC President EFLM President Chair COC Congress President

European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine

Egmontstraat 11, Brussels
Belgium
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CHOOSING WISELY: SSKB RECOMMENDATIONS FOR THE RATIONAL
INDICATION OF LABORATORY TESTS
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SUHRN

Prezentovany subor 15 kratkych odporuceni tyka-
jucich sa racionalnej indikacie laboratornych vysetreni
je vystupom projektu realizovaného Slovenskou spo-
loénostou klinickej biochémie v rdmci medzinarodnej
iniciativy Choosing Wisely. Cielom projektu bolo vyvo-
lat odborni diskusiu o neefektivnych postupoch pri in-
dikacii laboratérnych vysetreni, s ktorymi sa stretdvame
VO svojej praxi.

Klacové slova: racionalna indikacia; odporicanie

ABSTRACT

The presented set of 15 short recommendations con-
cerning the rational indication of laboratory tests is the
result of a project implemented by the Slovak Society
of Clinical Biochemistry within the international initia-

tive Choosing Wisely. The aim of the project was to pro-
voke an expert discussion on ineffective procedures for
the indication of laboratory tests, which we encounter in
our daily practice.

Keywords: Choosing wisely; recommendations

CIEL PRACE A METODIKA

Choosing Wisely je medzindrodna iniciativa americ-
kej organizacie ABIM foundation, ktora bola po prvykrat
predstavena v roku 2012. Jej hlavnym cielom je vyvolat
odbornu diskusiu o neefektivnom vyuzivani diagnostic-
kych a terapeutickych metdd a racionalizacii ich indikacie
na principoch mediciny zaloZenej na dékazoch. Partnerom
iniciativy je aktualne viac nez 70 odbornych spolocnosti
z roznych krajin sveta.

Vybor Slovenskej spolocnosti klinickej biochémie
(SSKB) sa rozhodol k tejto iniciative pripojit a formou krat-
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kych odportcéani upozornit na niektoré nevhodné postupy

pri indikacii laboratérnych vysetreni, s ktorymi sa stretdva-

me vo svoje]j praxi. Zakladom prvotného navrhu odporu-

¢ani boli dve premisy:

e Laboratdrne vysetrenie sa pozaduje Casto, aj ked' v da-
nej klinickej situdcii nie je opodstatnené.

e Laboratdrne vysetrenie sa pozaduje minimalne, aj ked'
v danej situacii moze vyrazne prispiet k zefektivneniu

diagnosticko-terapeutického procesu.

Projekt prebiehal v dvoch kolach. V prvom kole autor-
sky kolektiv vytvoril pracovnu verziu, ktord obsahovala
35 odporucani, ktoré bolo mozné zdévodnit existujucimi
odbornymi usmerneniami, odporu¢anymi Standardnymi
diagnostickymi postupmi, ¢i medicinskou praxou vycha-
dzajucou z principov mediciny zaloZenej na dékazoch. Od-
borna verejnost sa do tejto ¢asti mohla zapojit prostred-
nictvom vyzvy prezidentky SSKB zverejnenej 3. 8.2020
a opakovane 6. 10. 2020 na webovej stranke www.sskb.sk
a zaslat svoje navrhy autorskému kolektivu.

Druhé kolo prebehlo formou hlasovania o relevantnos-
ti odporucani v nasich podmienkach. Hlasovanie bolo do-
stupné pre vsetkych ¢lenov SSKB formou ankety na stranke
www.sskb.sk po dobu Styroch mesiacov. Podakovanie patri
vsetkym, ktori v dnesnej hektickej dobe venovali svoj cen-
ny ¢as a do hlasovania sa zapojili. Nasledne boli jednotlivé
odporucania posudené autorskym kolektivom v internom
recenznom konani s dérazom na ich aktudlnost, odbornu

vahu, jednoznacnost a prislusnost ku gescii SSKB.

VYSLEDKY

Prvym vystupom tohto projektu je 15 prezentovanych
odporucani, ktoré ziskali najvyssi pocet hlasov:

1. Pre diagnostiku véasnych Stadii glomerulopatii u do-
spelych pacientov s cukrovkou a/alebo hypertenziou
ordinovat okrem sérového kreatinin alebo cystatinu C
(na odhad GF) aj pomer albumin/kreatinin v moci
(ACR) (National Kidney Foundation, 2013).

2. Neordinovat vySetrenia AST, LD, CK, CK-MB a myoglo-
binu na diagnostiku infarktu myokardu alebo rein-
farktu. Jedinym odporucanym laboratérnym testom
na stanovenie diagndzy akutneho infarktu myokardu
je troponin (I alebo T) stanoveny vysoko-senzitivhou
metdédou (Thygesen,K. etal., 2018).

10.
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Pri pozitivnom naleze PSA vysetrit PHI (Prostate Health
Index) ako doplnkové vysetrenie pred biopsiou prosta-
ty(Loeb,S. etal., 2015).

Neordinovat prokalcitonin ako rutinny zdpalovy mar-
ker. Jeho indikacia je racionalna pri odhade rizika
a diagnostike najma bakteridlnej sepsy a monitorovani
jej antibiotickej liecby u pacientov po operaciach, v kri-
tickych stavoch a u imunosuprimovanych pacientov
(Evans,L. etal., 2021).

Na monitorovanie kompenzacie diabetu mellitu ne-
ordinovat stanovenie glukézy v modi (glykozurie).
Odporucanym laboratérnym vySetrenim je stanove-
nie glykovaného hemoglobinu (HbAlc) aj u pacientov
lie¢enych gliflozinmi (Cosentino, F. et al., 2020),
(Friedecky,B. etal., 2020).

Na diagnostiku prebiehajuceho zapalu je vhodnejsie
vySetrenie CRP neZ vysSetrenie sedimentdcie erytrocy-
tov. CRP je citlivejsi marker zapalovej reakcie (reakcie
akutnej fazy) a lepsie reaguje na zmeny klinického sta-
vu pacienta (Watson,lJ.etal, 2019).

Pre diagnostiku albuminurie a proteindrie vyuZivat
stanovenie pomeru albumin/kreatinin a protein/krea-
tinin v 1. rannom modi. Maju vyssiu vypovednud hod-
notu nez vySetrenie proteindrie a albumindrie v zbie-
ranom moci (National Kidney Foundation, 2013).

V ambulantnej praxi vyuZivat vySetrenie frakénych
exkrécii Na*, K*, CI-, Ca?* v jednorazovom moci. Tento
parameter poskytuje ¢asto spolahlivejSiu informaciu
o hospodareni oblic¢iek s ionmi nez 24 h zber (vysoka
chybovost v uddvanom objeme a dobe zberu) (kon-
senzus SSKB).

Neordinovat nadorové markery CEA, CA-125, HEA4,
CA-15.3, alfa-fetoprotein alebo CA-19.9 za ucelom
skriningu alebo ako primarnu diagnosticki metddu
pre onkologické ochorenia. Senzitivita a Specificita
tychto testov nie je pre tieto ucely adekvatna. Uvede-
né vysetrenia si vhodné na monitorovanie priebehu
ochorenia a sledovanie UspesSnosti terapie, pripadne je
mozné ich vyuZit ako pomocnu diagnostickli metddu
(Valik, D.etal., 2021).

Pre posudenie funkcie Stitnej zlazy je u vacsiny tyreo-
patii v inicidlnej faze postacujlce vysetrenie TSH (ne-
plati pri podozreni na centralnu hypotyredzu a v pr-
vych 3—6 mesiacoch substitu¢nej terapie). Pri vysledku
TSH mimo referencné rozmedzie su nasledne indiko-
vané dalsie vysetrenia (NICE guidelines, 2020).
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11. Neordinovat stanovenie celkovej amylazy na diagnos-
tiku akutnej pankreatitidy. Stanovenie lipazy, pripadne
pankreatickej amylazy, ma v tejto indikacii najlepsiu
vypovednu hodnotu (Leppdniemi,A.etal., 2019),
(Scott, T etal., 2013).

12. Pre v&asnu diagnostiku chronickej oblickovej choroby
u malych deti, tehotnych Zien a pacientov s Ubytkom
alebo vyraznym zvacSenim svalovej hmoty vyuZivajte
odhad glomerularne;j filtracie zo sérovej koncentracie
cystatinu C. Nie je ovplyvnena velkostou svalovej hmo-
ty ako sérovy kreatinin (National Kidney Foundation,
2013).

13. Neindikovat vySetrenie katecholaminov pri podozre-
ni na feochromocytém alebo paragangliom. Ako test
1. linie pouZit stanovenie volnej frakcie metanefrinov
v plazme alebo metanefrinov v moci (Lenders,
J.W. M. et al., 2014).

14. Vysetrenie koncentrdcie sodika v sére indikovat spolu
s vySetrenim chloridov. Izolované vysetrenie len jed-
ného z iénov je problematicky interpretovatelné pri
hodnoteni porich vodno-solnej a acidobazickej rov-
novadhy (Jabor, A, 2008).

15. Monitorovanie koncentracie vitaminu D nie je indiko-
vané u zdravych deti a u deti s nadvahou alebo obezi-

tou bez dalSej symptomatoldgie (konsenzus SSKB).

ZAVER

PovaZzujeme za nevyhnutné zdoraznit, Ze tento doku-
ment je vyluéne odbornym materidlom a nezohladnuje
indikacné obmedzenia tykajuce sa Uhrady zdravotnych
vykonov z verejnych zdrojov.

V buducnosti planujeme prezentaciu dalSich odpo-
rac¢ani predovsetkym lekarom pracujucim v klinickych
medicinskych odboroch (odborné kongresy, periodika, e-
-learning a iné). Verime, Ze prezentovany material prispe-
je k efektivnejSiemu vyuZivaniu laboratérnej diagnostiky
a jeho vyznam nezostane len v odbornej rovine a na Urov-
ni akademickej diskusie na tému ,takto by sa to malo ro-
bit,” ale najde si cestu do kazdodennej praxe.

Viac informacii o iniciative Choosing wisely a dalSie
priklady odporucani publikovanych v inych krajinach je
mozné najst na stranke https://www.choosingwisely.org/

clinician-lists/.
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SUHRN

Celiakia je multifaktorové, chronické, zapalové, au-
toimunitné ochorenie prejavujuce sa Sirokou skalou
symptomov. Geneticka predispozicia suvisi s haplotypmi
HLA-DQ2 a DQ8, ale bolo opisanych viac ako 60 asocio-
vanych lokusov. Celosvetovo postihuje 0,5 az 1,0 % po-
pulacie, pricom medzi eurépskymi krajinami sa velké
rozdiely. Vyskytuje sa v roznych formach a viaceré z nich
nedisponuju anamnézou charakteristickou pre klasicku
celiakiu. Napriek vyraznym pokrokom v laboratdrnej
diagnostike sa v sucasnosti stile prezentuje ako ochore-
nie, ktoré je poddiagnostikované. Z toho dévodu je déle-
Zitad v€asna a komplexna diagnostika.

Klacové slova: celiakia; diagnostika; protilatky; bio-

psia

ABSTRACT

Coeliac disease is multifactorial, chronic, inflamma-
tory autoimmune disease manifested by wide rage of
symptoms. The genetic predisposition is related to HLA
DQ2 and DQ8 haplotypes, but more than 60 associated
loci have been described. It affects 0.5 to 1.0 % of the

population worldwide, with large differences between
European countries. It occurs in various forms, and many
of them do not have symptoms typical for classic form of
coeliac disease. Despite significant advances in laborato-
ry diagnostics, it is currently still presented as a disease
that is underdiagnosed. Therefore, early and compre-

hensive diagnosis is important.

Key words: coeliac disease; diagnosis; antibodies; bi-

opsy

Uvod

Celiakia alebo gluténsenzitivna enteropatia, pripadne
celiakalna sprue, je imunitou sprostredkované chronické,
celozivotné a v nelieCenej forme aj Zivot ohrozujuce systé-
mové ochorenie. Z lekarskeho hladiska je charakterizované
neznasanlivostou gluténu, spojené s kombinaciou réznych
klinickych priznakov za pritomnosti Specifickych protilatok,
HLA-DQ2 alebo HLA-DQS8 haplotypov a typickym histolo-
gickym obrazom poskodenej sliznice tenkého ¢reva. Posko-
denim sa rozumie atrofia, pri ktorej dochadza k vymiznutiu
klkov a hyperplazii krypt sliznice tenkého ¢reva.

V sucasnosti patri celiakia medzi rychlo sa rozvijajuce
chronické autoimunitné ochorenia vo vietkych vekovych
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kategoriach ludi. NajcastejSie je spajana s gastrointesti-
nalnymi tazkostami, ako je hnacka, zdpcha a abdominalna
bolest. U pacientov, ktori vykazuju tazkosti iného charak-
teru, napriklad kozné ekzémy, neurologické a muskuloske-
letalne prejavy, alebo su asymptomaticki, je diagnostika
komplikovanejsia a celiakia tak spociatku moze byt zamie-

nana s inymi ochoreniami.

Formy celiakie

Rozoznavame niekolko foriem celiakie, kde vsetky
podtypy maju pozitivne protilatky proti endomyziu (EMA)
a/alebo tkanivovej transglutamindaze (anti-tTG). Pri typic-
kej (klasickej) forme celiakie sa vzorka odobrata zo sliz-
nice tenkého ¢reva na mikroskopickom obraze javi ako
Uplne atrofovana v désledku uplného vymiznutia klkov.
U pacientov sa ¢asto vyskytuje malabsorpény syndrém,
ktory vedie k anémii zo straty Zeleza a vyraznému Ubytku
na vahe. Casté st u tychto pacientov hnacky, mastna stoli-
ca alebo naopak, zapcha. Dalsia forma celiakie je atypicka
(subklinickd), pretoze sa nevyznacuje typickymi klinickymi
prejavmi, avSak napriek tomu pozorujeme typicky nalez
na sliznici tenkého ¢Ereva. Zarover sledujeme pritomnost
symptémov, ako je anémia spésobena nedostatkom Ze-
leza, osteopordza alebo osteopénia, neplodnost, nizky
vzrast, poruchy menstruacie, depresia, epilepsia a iné
(Admou akol., 2012). Ticha forma celiakie moze byt de-
finovana ako porucha bez klinickych symptémov, pri kto-
rej ma jedinec na sliznici tenkého ¢reva lézie Specifické pre
celiakiu. Je nadmerne zastlpena u deti s diabetes mellitus
I. typu, rovnako ako u ich surodencov. Tito jedinci by mali
byt testovani a sledovani na pritomnost anti-tTG a celiakie
(Lebwohl akol., 2014). Pojem latentna celiakia pred-
stavuje asymptomaticky formu s fyziologickym bioptic-
kym nalezom, ale je charakteristickd pozitivitou protilatok
proti endomyziu, respektive tkanivovej transglutaminaze.
Mnohi autori potencidlnu formu celiakie neklasifikuju,
pripadne ju radia k latentnej alebo tichej forme. Pri tejto
forme pacient disponuje protildtkami v krvi charakteristic-
kymi pre celiakiu, ale sliznica tenkého creva je postihnuta
minimdlne. Neskér dochddza k rozvinutiu typickej formy
celiakie, preto je dolezité z hladiska diagnostiky tychto
pacientov pravidelne monitorovat, aj ked sa javia ako
bezpriznakovi. Existuje aj tzv. refraktérna forma celiakie,
kedy pacient s celiakiou svojim zdravotnym stavom neod-
povedd na terapiu bezgluténovou diétou (Malamut,
Cellier, 2015).
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Typickymi priznakmi celiakie si Duhringova herpeti-
formna dermatitida (DH), ktora predstavuje kozny extra-
intestindlny prejav celiakie, prejavujuci sa pluzgiermi
v typickych miestach, akymi su su lakte, kolena a zadok.
Nalez na sliznici ¢reva je charakteristicky pre celiakiu, kde
postihnuta ¢revna sliznica je vo vacsine pripadov mozai-
kovita. Ochorenie sa diagnostikuje imunofluorescencnou
biopsiou, ktord vykazuje patognomické zrnité imunoglo-
bulinové (IgA) depozity v papilarnej dermis. Imunopato-
genéza DH vychadza z hypotézy, Ze dané ochorenie sa vy-
vija z latentnej alebo manifestnej celiakie v ¢reve a vyvinie
sa v imunitny komplex protilatok IgA proti epidermalnej
transglutamindaze (TG3) spolu s TG3 enzymom v papilarnej
dermis (Reunala akol., 2018).

Diagnostika celiakie pomocou
gastrointestinalnych symptomov

Gastrointestindlne prejavy su zriedkavejSie u star-
Sich pacientov. Viac ako polovica dospelych jedincov
trpi okrem gastrointestinalnych symptémov aj Gbytkom
hmotnosti. Naj¢astej$im symptomom je hnacka. V poradi
podla klesajucej frekvencie vyskytu symptomov nasleduje
nadlvanie, aftdzna stomatitida, striedavé ¢revné navyky,
zapcha a gastroezofagedlna refluxna choroba. Menej ¢as-
té gastrointestinalne prejavy su vracanie a chronicka bo-
lest brucha. Hoci gastrointestinalne prejavy st pomerne
bezné v normalnej populacii, existuje len slaba korelacia
medzi nimi a nediagnostikovanou celiakiou. Na rozdiel
od dospelych jedincov je abdominélna bolest brucha bez-
nym prejavom celiakie u deti. U velmi malych deti sa tieZ
zvysuje pravdepodobnost Uplnej atrofie klkov tenkého
Creva(Hujoel akol., 2018)

Diagnostika celiakie pomocou
extraintestinalnych symptémov

Hematologické symptomy celiakie

Anémia

Anémia je castym extraintestindlnym prejavom ce-
liakie u dospelych jedincov. Je menej ¢asta u deti. Naj-
CastejSou pri¢inou anémie u tychto pacientov je nedo-
statok Zeleza, ktorého pri¢inou je znizena absorpcia.
V niektorych pripadoch mo6ze dochadzat k okultnému kr-
vacaniu v gastrointestinalnom trakte, ¢o vedie k stratam
Zeleza (Halfdanarson, Litzow, Murray, 2007;
Leffler, Green, Fasano, 2015). Okultné krvaca-
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nie moze byt vyvolané ochoreniami, ktoré mnohokrat
komplikuju celiakiu. Medzi ne patri napriklad ulcerézna
porucha tenkého creva, benigne vredy sliznic, tzv. negra-
nulomatdzna ulcerativna jejunitida alebo maligne vredy
(Freeman, 2015). V zavislosti od stupna atrofie klkov
bolo okultné krvacanie v gastrointestinalnom trakte ziste-
né u 25 az 54 % pacientov s celiakiou(Halfdanarson,
Litzow,Murray, 2007).

Dalsou pri¢inou vzniku anémie moéze byt nedosta-
tok folatu resp. kyseliny listovej alebo vitaminu B12
(Leffler,Green, Fasano, 2015). Kyselina listova je
potrebna pre spravnu hematopoézu a vyvoj nervového
systému. Primarne sa absorbuje v jejune. Malabsorpcia
pri celiakii spdsobi znizend hladinu kyseliny listovej v krvi
a nasledkom je vznik makrocytarnej alebo megaloblastic-
kej anémie. Prili§ velky deficit kyseliny listovej sa v krvnom
natere prejavi znizenim poctu leukocytov a trombocytov,
pripadne aZ pancytopéniou. Pri diagnostike sa stanovuje
folat v sére a Cervenych krvinkach. Sérovy folat je zavisly
od prijmu foldtu a ¢asto sa zvysuje u pacientov s deficien-
ciou vitaminu B12. Naopak, folat v cervenych krvinkach
moze byt zniZeny pri deficite vitaminu B12. Ako diagnos-
ticky marker méze sluzit aj homocystein, ktorého koncen-
tracie su zvySené u celiatikov.

Vitamin B12, nazyvany aj kobalamin, je nevyhnutnym
kofaktorom a koenzymom vo viacerych biochemickych
cestach. Priciny nedostatku vitaminu B12 u celiatikov nie
su doposial Uplne objasnené, mozu zahfiat znizeny ob-
sah zaludocnej kyseliny, autoimunitni gastritidu alebo
jemnu dysfunkciu distdlneho tenkého ¢reva. Z diagnostic-
kého hladiska meranie koncentracie vitaminu B12 méze
byt zavadzajlce a tazko interpretovatelné obzvlast vtedy,
ak hodnoty spadaju do nizSieho rozmedzia normalnych
hodnét, alebo existuje sucasny deficit kyseliny listovej.
Zvysené koncentracie sérovej kyseliny metylmalonovej
mozu zlepsit presnost diagnostiky za tychto okolnosti
(Halfdanarson,Litzow,Murray, 2007).

Na mechanizme vzniku anémie sa podiela aj zapal.
Na patogenéze celiakie sa vyrazne podielaju cytotoxic-
ké a zapalové mechanizmy, v ktorych podstatnd ulohu
zohravaju prozépalové cytokiny ako interferén-y (IFN-y)
a interleukin 6 (IL-6). Tieto cytokiny su mediatormi hy-
poferémie pri zapaloch a zaroven indukuju syntézu re-
gula¢ného hormonu metabolizmu Zeleza, hepcidinu. Ak
sa zvysi syntéza hepcidinu, dojde k zvySeniu degradacie
feroportinu a inhibicii uvolfiovania Zeleza z makrofagov

16

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2021

a enterocytov. Nasledne vznikaju abnormality v home-
ostaze Zeleza veduice k anémii pri chronickych ochore-
niach ako celiakia (Weiss, Goodnough, 2005).
Malabsorpcia réznych mikrozivin potrebnych pre hema-
topoézu mbze tiez sposobit anémiu u celiatikov. Tak ako
u dospelych, aj u deti s celiakiou bol popisany nedostatok
medi, ¢o vyustilo az k anémii a trombocytopénii. Deficit
vitaminu B6, kyseliny pantoténovej alebo riboflavinu patri
tiez medzi etiologické priciny vzniku anémie u celiatikov
(Halfdanarson,Litzow,Murray, 2007).

Trombocytopénia a trombocytoza

U pacientov s celiakiou moZno pozorovat abnormalny
pocet krvnych dosticiek, avSak trombocytdza je u tychto
jedincov CastejSim javom ako trombocytopénia. Trombo-
cytopénia moze mat autoimunitny charakter, pretoze exis-
tuju pripady, kedy sa objavila u celiatikov v suvislosti s ke-
ratokonjunktivitidou alebo choroidopatiou. V st¢asnosti
existuje suvislost medzi celiakiou a idiopatickou trombo-
cytopenickou purpurou (Baydoun akol., 2012). Pred-
poklada sa, Ze vrodeny imunitny systém zohrava dolezi-
tu dlohu v patogenéze celiakie (Stepniak, Koning,
2006). Toll-like receptory (TLR) su klicové molekuly
v prirodzenom imunitnom systéme. Zanoni a kol. uviedli,
Ze u pacientov s celiakiou su pritomné transglutaminazo-
vé protilatky, ktoré aktivuju TLR4 (Zanoni akol., 2006).
Expresia TLR4 v krvnych dostickach predstavuje predpo-
klad vzniku uréitych foriem trombocytopénie. V dosled-
ku podobnych autoimunitnych mechanizmov je celiakia
povaZzovana ako rizikovy faktor prave pre idiopaticku
trombocytopenickd purpuru (Sarbay, 2017). Etioldgia
trombocytozy v suvislosti s celiakiou nie je doposial zna-
ma. Predpoklada sa, Ze vznika ako sekundarne ochorenie
v dosledku zvySenych zapalovych medidtorov, autoimunit-
nych procesov, anémie z nedostatku Zeleza alebo funkéné-

ho hyposplenizmu.

Koagulopatia

Ak sa celiakia nelieci, indukovana malabsorpcia moze
viest k nedostatku vitaminu K, nasledkom ¢oho sa znizuju
koagulacné faktory zavislé od tohto vitaminu. Toto zni-
enie moze spodsobit predizenie koagulaénych vysetreni,
ako je protrombinovy cas, medzinarodny normalizovany
pomer a aktivovany parcialny tromboplastinovy cas. Prile-
Zitostnym prvym priznakom u pacientov s celiakiou méze
byt hemoragicka porucha. Malabsorpcia vitaminu K je




menej Casta u celiatikov, ktori nevykazuju malabsorpciu
inych nutri¢nych latok (Kruzliak, 2012).

Leukopénia a neutropénia
Velmi zriedkavo sa u celiatikov vyskytuje leukopénia,
ktorej etiologia vyplyva z nedostatku kyseliny listovej

amedi. V sucasnosti existuju zmienky o pritomnosti febril-

nej neutropénie u pacientov s celiakiou, avSak s doposial

neznamou etiologiou (Baydoun akol., 2012).

Vendzny a arteridlny tromboembolizmus
Venozny a arteridlny tromboembolizmus patria
k dalsim hematologickym symptomom celiakie. Celkovo
u pacientov s chronickym zapalovym ochorenim criev su
hldsené zvysené hladiny trombinom aktivovaného inhi-
bitora fibrinolyzy, ktoré sa ukazali ako rizikovy faktor pre
venozny tromboembolizmus. Znizené hladiny antikoa-
gulaénych faktorov zavislych od vitaminu K, proteinu C,
ktory v komplexe so svojim kofaktorom proteinom S ma
schopnost proteolyticky inaktivovat koagulaéné faktory
V a VIIl, boli navrhnuté ako kauzativny faktor pri tromboze
suvisiacej s celiakiou. Zriedkavo sa v kazuistikach vysky-
tuje arteridlny tromboembolizmus v spojeni s celiakiou
a v sucasnosti mechanizmus vzniku ostava stale nejasny
(Halfdanarson,Litzow,Murray, 2007).

Dysfunkcia sleziny

Hypersplenizmus sa spdja klasicky so splenomegaliou,
anémiou, leukopéniou a/alebo trombocytopéniou, pri-
padne hyperplaziou kostnej drene. Vyrazné zlepSenie na-
stava po splenektomii. Hyposplenizmus slvisi s poruchou
dvoch hlavnych funkcii sleziny, a to filtraciou dysfunkénych
Cervenych krviniek a zvySenou citlivostou k infekciam.
Diagnostika funkcie sleziny spociva v hematologickych
testoch, ktoré skimaju kontrastnou mikroskopiou abnor-
mality membran periférnych ¢ervenych krviniek, hlavne
Howell-Jollyho teliesok a poskladanych/rozlozenych eryt-
rocytov. Metoda pocitania Howell-Jollyho teliesok pou-
Zivana na korelaciu hyposplenizmu a celiakie nie je taka
citliva ako metdda pocitania erytrocytov, ktora sa javi ako
presny neinvazivny spésob diagnostiky, ale jej technicka
zloZitost obmedzuje vyuZitie v klinickej praxi (W illiam,
Corazza,2007; William akol., 2007).

Dalsia skupina diagnostickych postupov zahffia vyu-
Zitie systémovej injekcie Specifickych radiofarmak, ktoré
sa podrobuju skuske na slezine. Hypersplenizmus a hypo-
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splenizmus mo6zZu koexistovat, ale u pacientov s celiakiou
sa prevazne vyskytuje hyposplenizmus. Vyskyt hyposple-
nizmu pri celiakii sa pohybuje od 14 do 77 % u dospelych
pacientov. U deti je incidencia ovela nizsia (Baydoun
a kol., 2012).

Deficiencia IgA

Prevalencia deficitu imunoglobulinu A (IgA) u celiati-
kov je 10 aZz 15-nasobne vyssSia ako u beZnej populacie.
Priblizne 2-3 % pacientov s celiakiou trpi deficitom IgA
a naopak, az 8 % jedincov s deficitom IgA trpi celiakiou.
Pacienti so selektivnym nedostatkom IgA maju 10- aZ
20-nasobne zvysené riziko vzniku celiakie. Klinicky obraz
celiatikov so selektivnou deficienciou IgA je odlisSny od pa-
cientov s celiakiou s normalnou hladinou IgA, ¢o doka-
zuje zvySenu incidenciu tichej formy celiakie. V sucasnej
dobe sa na diagnostiku celiakie pouZivaju protilatky proti
gliadinu (AGA), retikulinu (ARA), endomyziu (EMA). Tieto
sérologické markery su vysoko citlivé a Specifické pre ce-
liakiu, najma pre testy protilatok na zaklade IgA. Vacsina
existujucich serologickych metod deteguje iba protilatky
IgA, jeho nedostatok moze spdsobit falosne negativne
vysledky. Zakladnym serologickym testom, ktory dokaze
detegovat IgG protilatky suvisiace s celiakiou, je AGA test,
ktory ma obmedzend Specificitu, a preto nemoze spo-
l[ahlivo a jednoznacne stanovit diagndzu. Vyhodnotenie
protilatok proti transglutaminaze pre triedu IgG moze byt
uzZito¢né pri diagnostike celiakie u pacientov s deficitom
IgA. Tito pacienti su nachylni k inym zapalovym ochore-
niam Criev alebo chronickym parazitarnym infekciam, ako
napriklad giardioza, ktord by sa mohla javit ako celiakia
(Taylor akol.,2008;Kruzliak,2012).

Lymfém

U pacientov s refraktérnou celiakiou typu Il (RCDII)
sa biele krvinky v stene tenkého ¢reva delia a mnozia
v nadmernom pocte. Priblizne u polovice tychto pacien-
tov sa vyvinie velmi zriedkava a agresivna forma lymfomu,
nazyvana T-bunkovy lymfém asociovany s enteropatiou.
Ak T-bunky deteguju glutén, dochadza k produkcii cytoki-
nov, ktoré stimuluju iné bunky imunitného systému. Na-
sledne vznika extrémna a bolestiva zapalova reakcia typic-
ka pre celiakiu, v niektorych zriedkavych pripadoch vedie
k vzniku rakoviny. Je vedecky dokazané, Ze nastup tejto
zriedkavej formy lymfému zévisi od cytokinu interleukinu
15 (IL-15), ktory spOsobuje proliferaciu malignych buniek.
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Najnovsie vyskumy dokazuju, Ze aj tri dalSie cytokiny (tu-
mor nekrotizujuci faktor — TNF, interleukin 2 — IL-2 a in-
terleukin 21 — IL-21) m6Zu vyvolat proliferaciu malignych
buniek. Tieto zistenia sluzia na dalSie objasnenia, ako imu-
nitny systém reaguje na lepok, a ako méze stimulovat rast
rakovinovych buniek u pacientovRCDII (Smed by a kol.,
2005;Abadie,Jabri, 2014).

Diagnostika celiakie pomocou
muskuloskeletalnych symptomov

Reumatoidna artritida

Reumatoidna artritida, tak ako aj celiakia, patria do ro-
diny autoimunitnych ochoreni a zdielaju viaceré aspekty.
Z hladiska epidemioldgie zdielaju porovnatelné vplyvy
Zivotného prostredia, protilatky a nedavny narast pripa-
dov. LiSia sa vo svojich Specifickych prediktivnych a diag-
nostickych biomarkeroch. Na urovni klinickych prejavov
vykazuje celiakia extraintestindlne reumatické prejavy
a reumatoidna artritida vykazuje gastrointestinalne, kedy
u pacientov existuje patologicky nadlez na tenkom creve.
Patofyziologicky si obe ochorenia sprostredkované en-
dogénnymi enzymami v cielovych organoch (Lerner,
Matthias, 2015).

Metabolické ochorenia kosti

Medzi extraintestindlne prejavy celiakie patria aj me-
tabolické ochorenia kosti, ako napriklad nedostatok kost-
nej hmoty, osteopordza, osteopénia, osteomaldacia alebo
sekunddarny hyperparatyroidizmus. V dosledku atrofie
sliznice dochdadza k znizenej absorpcii vapnika, a aby sa
zamedzilo hypokalcémii, dochadza k zvySenej sekrécii pa-
rathormonu (sekundarny hyperparatyroidizmus) a nasled-
ne k stimulacii degradacie kosti p6sobenim osteoklastov.
Z toho dovodu sa vapnik ziskava z kostrového rezervoara,
avSak tento stav prestavby moze viest k osteopénii alebo
osteoporoze, zmene kostrovej mikrostruktiry a zvyseniu
rizika zlomenin. Hypersekrécia prozapalovych cytokinov
prispieva k osteoklastickej resorpcii kosti (Zanchetta,
Longobardi,Bai, 2016).

Diagnostika celiakie pomocou koZnych symptomov
Ekzém a psoriaza
Priame patogénne spojenie medzi celiakiou a ekzé-
mom alebo psoridzou nie je doposial zndme. Je vsak do-
kazané, Ze pacienti s celiakiou maju mierne zvysené rizi-

ko vzniku psoriazy. Ak sa uz psoridza vyvinie u celiatikoy,
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Castokrat po nasadeni bezlepkovej diéty dochadza k zlep-
Seniustavu (Leffler,Green, Fasano,2015). Dal$im
koZznym prejavom celiakie je aj Duhringova herpetiformna
dermatitida (Pekdrkova, Pekdrek, Kabdtova,
2009).

Nespecifické kozné prejavy

U pacientov s celiakiou, okrem ekzému a psoridzy,
mozu byt pritomné aj rézne nespecifické problémy, vra-
tane suchej koZe, lahkych podliatin, krehkych nechtov
a rednutia vlasov. Zinok, Zelezo a vitaminy rozpustné v tu-
koch su u pacientov s novodiagnostikovanou celiakiou
najcastejie deficientné a ich opakované doplifianie moze
urychlit klinické zlepsenie. Alopecia areata moze byt sa-
mostatne koexistujucim ochorenim u dospelych a deti
s celiakiou. Tento stav zvycajne nie je ovplyvneny bezlep-
kovou diétou a moze byt progresivny (Bardella akol.,
2000; Leffler,Green,Fasano, 2015).

Diagnostické postupy pri celiakii na Slovensku
Eurdpska pediatricka spolo¢nost pre gastroenterologiu,
hepatologiu a vyZivu (ESPGHAN) vypracovala revidované
odporucania, z ktorych vyplyvaju nasledovné kritéria pre
stanovenie diagnozy celiakie platné pre deti a dospelych:
* anamnéza, sérologické testy, klinické priznaky a Crev-
na biopsia sa zhoduju s diagnozou celiakie;
* po nastaveni a dodrziavani bezlepkovej diéty dochadza
k Uprave sérologickych testov a klinickych symptémov;
e pacient je starsi ako 2 roky;
¢ vylicené iné ochorenia podobné celiakii.
Potvrdenie diagnozy celiakie musi byt zaloZzené na zak-
lade nalezov z laboratornych vysetreni, sérologickych tes-
tov a endoskopie (Such a akol., 2015).

Laboratorne vysetrenia

Kazdy pacient by mal mat laboratorne vySetreny krv-
ny obraz a protrombinovy cas. Zakladné biochemické
parametre mozu preukdzat hypokalémiu, hypokalcémiu,
hypomagnezémiu, taktiez sa mozu vyskytnut aj znizené
hladiny proteinov, albuminu, kyseliny listovej a vitaminu
B12, naopak, zvysenie nastava v aktivitach transaminaz
ALT a AST. Pri rozbore koncentracie feritinu a sérového
Zeleza je typicka hyposiderémia. U pacienta s pritomnymi
hnackami sa odporuca aj parazitologické vysetrenie stoli-
ce(Sucha akol,, 2015).




Sérologické testy

Daldim krokom v diagnostike celiakie si sérologické
testy, ktorych ulohou je nielen napoméct k diagnostike,
ale sluzia aj ako kontrolny ndstroj pri monitorovani ocho-
renia vo faze dodrziavania bezlepkovej diéty. Pri sérologic-
kych testoch je dolezité brat do Uvahy, ze aj pacient s ce-
liakiou mbZe mat negativne vysledky a naopak, pozitivne
vysledky nie su dostacujuce na jednoznacnu diagnostiku
celiakie. Sérové protilatky maju polcas rozpadu 30—60 dni
a z toho dévodu je nutné, aby pacient pred odberom do-
drziaval diétu obsahujucu glutén. Hladiny sérovych proti-
latok po nasadeni bezgluténovej diéty postupne klesaju
(Sucha akol., 2015).

Odporuca sa vysetrit v prvom rade protilatky proti
tkanivovej transglutaminaze (anti-tTG), sucasne s proti-
latkami EMA. Vo vacSine pripadov su tieto vySetrenia do-
stupné len pre protilatky triedy IgA. Je zname, Ze asi 10 %
celiatikov trpi nedostatkom IgA, z tohto dovodu by mohli
vykazovat falosne negativne vysledky. Aby sa predislo
tejto skutocnosti, odporuca sa urobit vysetrenie hladiny
celkového IgA. Existuju aj pracoviska, ktoré poskytuju test
na vySetrenie Anti-tTG pre triedu IgG. VySetrenie protila-
tok AGA je najcastejSie vyuzivané aj napriek svojej nizsej
$pecificite a senzitivite, pretoZe poskytuje moznost vy-
Setrenia protilatok v triede IgA a IgG. Anti-tTG-IgA byvaju
faloSne pozitivne pri pokrocilych chorobach pecene a zly-
hani srdca. V takom pripade je nutné diagnézu potvrdit
aj histologicky (P av, 2006; Pekarkova, Pekarek,
Kabatov3, 2009).

Endoskopia

Endoskopia je nevyhnutnostou pre potvrdenie diagno-
zy celiakie. Na sliznici celiatikov je mozné pozorovat rozne
zmeny, od makroskopicky intaktnej sliznice az po mozai-
kovity vzhlad sliznice, skratenie alebo absencia Kerkrin-
govych rias, pritomnost vribkovanych rias, pripadne az
viditelhost podslizni¢nych ciev (Sucha akol.,, 2015).
Na definitivne stanovenie diagndzy celiakie je nutné vy-
konat histologické vysetrenie bioptickej vzorky z tenkého
Creva. Aj pri rutinnej gastroskopii je mozné odobrat vzor-
ku sliznice, ale je nutné ju odobrat najmenej v dolnej ¢as-
ti duodéna aboralne od Vaterovej papily. U malych deti
s hmotnostou do 10 kg je vykonavany odber vzorky slizni-
ce tenkého Creva sacou kapsulou (Crosbyho alebo Watso-
nova kapsula). U detskych pacientov s vy$sou hmotnostou

je postup rovnaky ako u dospelych pacientov. V niektorych
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pripadoch je mozné do diagnostického postupu zaradit
aj enteroskopiu alebo vySetrenie kapsulovou endoskopiou
(Pekarkova, Pekarek Kabatova,2009).

Histologické vySetrenie vzoriek

Vzorky odoslané na histologické vysetrenie su na-
sledne hodnotené histologickym skorovanim (gradin-
gom) podla Marsha (Marsh, 1990, 1992). Marshova
klasifikacia bola modifikovana podla Oberhubera (Tabul-
ka 1) (Oberhuber 2000; Dickson, Streutker,
Chetty, 2006).

Genetické testy

Ak pri diagnostike déjde k pochybnostiam a vysled-
ky predchadzajucich testov su nejednoznacné, je mozné
vykonat genetické testy, ktorych podstatou je sledovanie
pritomnosti predispozi¢nych alel HLA-DQ2/DQ8.

U 90-95 % pacientov s celiakiou je exprimovand mo-
lekula heterodiméru HLA-DQ2 kdédovana alelou HLA-
-DQA1*05 v kombinacii s alelou HLA-DQB1*02, tiez
oznacovana ako HLA-DQ2.5 v cis- alebo trans-usporiada-
ni. Okrem tohto heterodiméru sa u 5 aZ 10 % pacientov
s celiakou vyskytuje heterodimér HLA-DQ8 kddovany
alelou HLA-DQB1*03:02, najéastejsie v kombinacii s HLA-
-DQA1*03:01. Varianty HLA-DQ2.5 a DQ8 maju populacné
zastupenie okolo 20-25 % vo vacsine kaukazskej popula-
cie, avSak u vacsiny jedincov s tymito typmi HLA sa celia-
kia nerozvinie. Kvoli silnej asociacii HLA s celiakiou mozno
HLA povaZovat za nevyhnutny, ale nie postacujlci genetic-
ky faktor pre rozvoj ochorenia (Sollid, Lundin, 2013;
Lazar-Molnar,Snyder, 2018).

Genetické vySetrenie HLA-DQ2 a DQ8 m3a vysoku ne-
gativnu prediktivnu hodnotu (viac ako 99 %) (Castillo,
Theethira, Leffler, 2015). Pritomnost HLA-DQ2
a HLA-DQS8 spolu s pozitivnymi sérologickymi testami
a histopatologickymi zmenami ¢revnej sliznice potvrdzuje

diagndzu celiakie.

Radiodiagnostické metody

Radiodiagnostické metddy sltZia ako doplnkové vyset-
renie, nepraktizuju sa rutinne, ale napomahaju pri dife-
rencidlnej diagnostike. Vyuziva sa hlavne denzitometrické
vysSetrenie kosti a sonografia abdoménu (Suchd akol.
2015).
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Tabulka 1. Modifikovana Marshova klasifikacia lézii
tenkého creva v diagnostike celiakie

Marshov typ IEL/1 O?e jil:rt::;cytov- IEL/1 :3 ::;:rl::;ytov- Hyplo(er;z)lta'zia Kiky

0 <40 <30 Normélna Normalne

1 > 40 >30 Normalna Normaélne

2 >40 >30 Zvysend Normalne

3a >40 >30 Zvysend Mierna atrofia
3b >40 >30 Zvysena Vyrazna atrofia
3c >40 >30 Zvysena Uplna vilozna atrofia
4 <40 <30 Hypoplazia krypt Uplna vilézna atrofia

IEL/100 enterocytov = intraepitelidlne lymfocyty na 100 enterocytov

Diferencialna diagnostika

Diferencidlna diagnostika moze byt komplikovana
hlavne u pacientov, u ktorych celiakia nie je sprevadzana
malnutriciou alebo maldigesciou. Je zndme, Ze celiakia je
asociovana s radom inych ochoreni, ako napriklad diabe-
tes mellitus I. typu, tyreoiditida, primarna biliarna cirhé-
za, reumatoidna artritida, nefropatia a iné. U mladych [udi
s osteoporozou alebo ¢astymi zlomeninami je potrebné
urobit vySetrenia na pritomnost celiakie, taktieZ aj u pa-
cientov s Downovym a Turnerovym syndrémom z dévodu

asocidcie s celiakiou (K1 uch o, 2016).

ZAVER

Hoci diagnostika celiakie je zvycajne zaloZena na typic-
kych symptomoch, konzistentnych laboratérnych a histo-
logickych nalezoch, existuju vSak nejasné pripady s potreb-
nym podrobnej$im vyetrenim. Specificky histopatologicky
obraz v kombindcii s klinickymi prejavmi pomdha odlisit
celiakiu od inych ochoreni s podobnym obrazom a umoz-
fuje tak nastavenie spravnej liecby. Pretrvavanie alebo
opatovny vyskyt symptomov, aj napriek prebiehajucej
liebe, si vyzaduje reviziu prvotnej diagndzy, vyhodnotenie
adherencie k bezlepkovej diéte a hladanie konkurentnych

poruch alebo komplikacii.
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SUHRN

Lymska boreliéza (LB) je ochorenie prenasané klies-
tami, ktoré sa vyskytuje prevaine v miernom pasme
severnej pologule a je primarne sp6sobena baktériami
patriacimi do komplexu Borrelia burgdorferi s. I. Ocho-
renie sa prejavuje ako multisystémové zapalové posko-
denie organov vratane koze, nervového, kardiovasku-
larneho a osteoartikularneho systému s viacstadiovym
priebehom. Diagnostika lymskej boreliézy je najcas-
tejsie zalozena na charakteristickych klinickych preja-
voch v kombinacii so sérologickym potvrdenim infekcie
(okrem erythema migrans). Nespecificka povaha mno-
hych klinickych prejavov LB a obmedzenia v sticasnosti
dostupnych testov predstavuju diagnosticku vyzvu. Po-
trebné st najma zlepsenia v diagnostickych testoch, a to

zvysenie ich citlivosti a Specificity.

Klacové slova: lymska borelidza; vektor; diagnostika;
sérolégia
ABSTRACT

Lyme borreliosis is a tick-borne disease that predo-
minantly occurs in temperate regions of the northern

hemisphere and is primarily caused by the bacteria in-
cluded in Borrelia burgdorferi s. . complex. The disea-
se manifests as a multisystem inflammatory damage
to organs, including the skin, nervous, cardiovascular
and osteoarticular systems, with a multistage course.
Diagnostics of Lyme borreliosis is based on characteristic
clinical symptoms in combination with serological con-
firmation of infection (except for erythema migrans).
The non-specific nature of many clinical manifestations
and limitations of the currently available tests presents
a diagnostic challenge. In particular, further improve-
ments in diagnostic tests are needed to increase their

sensitivity and specificity.

Key words: lyme borreliosis; tick-borne; diagnostics;

serology

uvoD

Lymska choroba (lymska borelidza, LB) je vyznamnym
emergentnym ochorenim s fenoménom prirodnej ohnis-
kovosti, ktoré je prenasané kliestami prevazne na sever-
nej pologuli. Etiologickym agens su spirochéty patriace
do komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato, ktoré spo-

sobuju multisystémové zapalové poskodenie organov
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vratane koZe (erythema migrans — EM, acrodermatitis
chronica atrophicans — ACA), nervového (neuroborelid-
za), kardiovaskularneho a osteoartikularneho systému
(lymska artritida) s viacStadiovym priebehom (Krb ko v a
a kol., 2018). KedZe vacsina symptdmov lymskej borelidzy
ma minimalnu diagnostickd hodnotu kvoli svojej neSpeci-
fickosti (okrem EM), uréenie spravnej diagnézy méze byt
pre lekarov Casto problematické (Schwarzova, 2019).

Etiologia

Pévodca lymskej boreliézy patri do komplexu Bor-
relia burgdorferi sensu lato, ktory je ¢leneny na najme-
nej 21 doteraz znamych genodruhov navzajom sa liSiacich
svojou antigénnou vybavou a afinitou k roznym tkanivam
(Kybicova Lukavska Balatova, 2018). Borrelia
burgdorferi sensu lato sa zaraduje do ¢elade Borreliaceae,
radu Spirochaetales, triedy Spirochaetes a kmena Spiro-
chaetae (spirochéty). V sucasnosti niektori autori navr-
huju Upravu taxonémie cefade Borreliaceae na 2 hlavné
rody, Borrelia a Borreliella (Gupta, 2019; Barbour,

Gupta, 2021). Odporuca sa, aby si spirochéty spésobu-
juce navratnu horucku zachovali rodovy nazov Borrelia
a tie, ktoré sp6sobuju borelidézu, dostali novy nazov Bor-
reliella. Tieto navrhované zmeny vsak boli spochybne-
né a je diskutabilné, ¢i je takéto rozdelenie odévodnené
(Margos akol., 2020).

V Eurépe bolo zaznamenanych 5 vyznamne patogén-
nych druhov, ktoré spdsobuju LB u fudi (Tabulka 1): B. ga-
rinii, B. afzelii, B. burgdorferi sensu stricto, B. bavarien-
sis a B. spielmanii (Steere akol., 2016; Lohr akol.,
2018). B. afzelii je predovsetkym spajana s chronickymi
koznymi prejavmi ako acrodermatitis chronica atrophi-
cans, B. garinii s neuroboreliézou a B. burgdorferi sen-
su stricto s artritickymi a neurologickymi komplikdciami
(Strnad akol., 2017). U dalSich troch druhov (B. vala-
isiana, B. bissettii a B. lusitaniae) je patogenita u ludi pri-
lezitostna a zostdva predmetom diskusie (Collares-P
ereira akol.,2004;Margos akol,2016;Margos,
Sing, Fingerle, 2017). Za pévodcu LB sa v Severnej
Amerike povaZovala iba B. burgdorferi sensu stricto, ale

Tabulka 1. Patogénne a podmienecne patogénne druhy patriace
do komplexu B. burgdorferi sensu lato (Lohr a kol., 2018)

sy . . . . Epidemiologicka
Genodruhy Typicky vektor Hlavny rezervoar Patogenita u ludi distribucia
I. scapularis,
. burg d¢.>rferl ! pqqﬁcus, cicavce, vtaky +++ Severna Amerika, Europa
sensu stricto I. ricinus,
I. persulcatus (?)
_— I. ricinus, . o s
B. garinii 1. persulcatus vtaky +++ Eurdpa, Azia
B. bavariensis - ricinus, malé cicavce, vtaky +++ Europa, Azia
I. persulcatus
B. afzelii - ricinus, malé cicavce +++ Eurépa, Azia
I. persulcatus
. . I. ricinus, . . .
B. spielmanii 1. persulcatus plch zdhradny +++ Eurépa
I. pacificus, Eurépa
B. bissettii I. Splf'H[.JalpIS, Skrecok pribytkovy (+) Severna Amerika
I. ricinus
B. mayonii | scap ylar/s, cicavce ++ Severna Amerika
I. pacificus
B. lusitaniae I. ricinus jasterice (+) Eurdpa
I. ricinus,
B. valaisiana I. granulatus, vtaky ? Eurdpa, Japonsko, Taiwan, Kérea
I. columnae
| - Ixodes
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stcéasné spravy naznacuju, Ze ju mdzu vyvolat aj B. bisset-
tiia B. mayonii (Golovchenko akol, 2016; Pritt
a kol., 2016)

Charakteristika a Struktura baktérii rodu Borrelia

Do rodu Borrelia patria netypické gramnegativne, Spi-
ralovité, mikroaerofilné baktérie s nepravidelnymi zavitmi
dlhé 8-30 um a s priemerom 0,2-0,5 pm. Na oboch kon-
coch tela maju niekolko periplazmatickych bicikov, kto-
ré im umoznuju typicky skrutkovity pohyb rychlostou az
2 mm/min. Borélie preto mézu volne prechadzat endote-
lom krvnych ciev a prekonavaju aj hematoencefalicku ba-
riéru. SU schopné vstupovat do fibroblastov, dendritickych
buniek a makrofagov, v ktorych prezivaju pomerne dlhu
dobu (Kybicovd, Lukavska, Balatova, 2018;
Schwarzova,2019).

Na vonkajsej membrane B. burgdorferi sa nachadzaju
rézne povrchové lipoproteiny (OspA — OspF, DbpA, DbpB,
CspA, VIsE, BptA, p13, p66, BesC, BamA, Lmpl, BB0405
a iné), ktorym sa pripisuju dolezZité ulohy vo virulencii,
interakcii hostitel-patogén a v udrzZiavani enzootického
cyklu B. burgdorferi. Identifikovalo sa niekolko imuno-
dominantnych povrchovych lipoproteinov, ktoré dokazu
rozpoznat a viazat proteiny hostitela, urychlit adheren-
ciu na hostitelské bunky a zabranit spusteniu imunitnej
odpovede pomocou antigénnych variacii, ako aj aktiva-
cii komplementového systému (Kenedy, Lenhart,
Akins, 2012). B. burgdorferi s. I. je schopna adaptovat
sa vo velmi rozdielnom prostredi a teplotach pri prechode
z vektora (kliest) na hostitela (homoitermné, poikiloterm-
né, heterotermné stavovce), ¢o sa prejavi roznou génovou
expresiou niektorych lipoproteinov: OspA, ktory je expri-
movany najma pocas kolonizécie kliestom, je v hostitelovi
nahradzany OspC, kli¢ovym pri v€asnej infekcii cicavcov
(Grimm akol.,, 2004; Radolf akol, 2012). OspA
a OspC sa povazuju za vybornych kandidatov pre vyvoj no-
vych vakcin a pochopenie ich antigénnej Struktury a priro-
dzenej diverzity je nevyhnutné pre spravnu interpretaciu
imunitnej odpovede vyvolanej ockovanim alebo infekciou
(Comstedt akol, 2017; Izac akol.,, 2019). Dal3i
povrchovy lipoprotein VISE (variable major protein-like
sequence) je antigénne variabilny protein, ktory zabranu-
je spusteniu imunitnej odpovede neustalou zmenou svo-
jich povrchovych epitopov (Norris, 2006) a pocas per-
zistujucej infekcie nahradza protein OspC na vonkajsom
povrchu B. burgdorferi (Tilly,Bestor, Rosa, 2013).
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V pripade nepriaznivych podmienok su borélie schop-
né tvorit extraceluldrne membranové cystické formy
(blebs) so znizenou metabolickou aktivitou, ktoré pravde-
podobne maju obrannu funkciu voci penetracii protilatok
a antibiotik. Cystické formy sa moézu reverzibilne menit
na plne metabolicky aktivne spirochetdlne formy a su zod-
povedné za ,ndvratni” ¢i ,spiacu” LB. Borélie tak mozu
v organizme hostitela perzistovat nerozpoznané aj niekol-

ko rokov(Schwarzova, 2019).

Vyskyt a incidencia LB

Lymska borelidza je najcastejSie sa vyskytujucou an-
tropozoondzou prenasanou kliestami v miernom podnebi
Eurdpy, Severnej Ameriky a Azie, no jej geograficka dis-
tribdcia sa neustdle rozsiruje. Podla Eurdpskeho centra
pre prevenciu a kontrolu chordb (ECDC, 2015) patria regio-
ny Rakuska, Ceskej republiky, juzného Nemecka, Svajéiar-
ska, Slovenska a Slovinska medzi najviac zamorené oblasti
nakazenymi kliestami v Eurépe (nymfy > 10 %; dospelé
klieste > 20 %). V priebehu roka 2020 bolo na Slovensku
hlasenych 961 ochoreni Lymskej borelidzy, ¢o predstavuje
chorobnost 17,6 pripadov/100 000 obyvatelov s najvys-
Sou incidenciou ochorenia v Trnavskom (40,1/100 000)
a Zilinskom kraji (29,1/100 000). Je to o 26 % viac v po-
rovnani s rokom 2019 a o 3,4 % viac ako 5-ro¢ny priemer.
Ochorenia sa vyskytovali pocas celého roka s maximom
v juni a v juli (RUVZ v Banskej Bystrici, 2020).

Vektory a infekcia v organizme hostitela
Najcastejsimi vektormi ochorenia v miernom pdsme
Eurazie a Severnej Ameriky st 4 druhy kliestov rodu Ixodes:
I. scapularis, 1. pacificus, |. ricinus a I. persulcatus (Tabul-
ka 1), pre ktoré je typicky transstadidlny prenos patogéna.
Hostitelmi najviac rozSireného druhu [. ricinus v Eurdpe
moze byt viac ako 300 Zivocisnych druhov vratane velkych
a malych cicavcov, vtikov a plazov (G e r n, 2009). Klieste
su aktivne od jari az do neskorej jesene a prechadzaju tro-
ma vyvojovymi Stadiami — larva, nymfa a dospely jedinec
(Radolf akol., 2012). Pévodcu infekcie méZzu prenasat
vsetky vyvojové stadia (az 80 % infekcii prenasaju nymfy,
najmenej infekéné su larvy). Infikované klieste transportu-
ju borélie slinami do rany v kozi hostitela po¢as nasavania
krvi. Riziko prenosu infekcie na ¢loveka po prisati nakaze-
ného kliesta sa odhaduje na 5-10 % a rastie s dizkou pri-
satia (minimdlne 12-24 hodin), preto v€asné odstranenie
kliesta moze vyrazne znizit riziko prenosu (ECDC, 2015;




Schwarzova, 2019). Asi u 60 — 80 % pacientov sa bo-
rélie lokdlne mnoZia v kozi a mézu vyvolat kozny erytém.
Spirochéty sa potom dostavaju do krvného alebo lymfa-
tického systému hostitela, unikajd imunitnému systému
a migruju do jednotlivych cielovych organov podla svoj-
ho organotropizmu (predovsetkym koZa, nervovy systém,
kiby). Pohyblivost zabezpetovana bi¢ikom a adherencia
k hostitelskym molekuldm sprostredkovand povrchovymi
lipoproteinmi su kiti¢ovymi faktormi pre migraciu B. burg-
dorferi v krvi a tkanivach hostitela a spustenie imunitnej
odpovede (Charon akol, 2012; Schwarzova,
2019). V sucasnosti este stdle chybaju Uplné udaje o dal-
Som priebehu infekcie, ako je intravaskularny transport
borélii, mechanizmus, akym borélie unikaju z cievneho
systému a dovody mozného organotropizmu niektorych
patogénnych druhov borélii (Schwarzov 3, 2019).

Symptémy

Klinické prejavy LB zahfnaju véasnu lokalizovanu for-
mu (erythema migrans), véasnu diseminovani formu
(lymfocytdm, neuroboreliéza, karditida, artritida, ocna
forma) a neskoru diseminovanu formu (acrodermatitis
chronica atrophicans, chronicka forma LB) (Kybicova,
Lukavska Balatova, 2018;Schwarzova,2019).

Vasna lokalizovana forma LB (Stadium 1) sa najcas-
tejsie (asi v 70-80 % pripadoch) prejavuje vznikom EM,
koznou vyrazkou lokalizovanej infekcie, ktora sa postupne
rozsiruje v okoli miesta uhryznutia kliestom po niekolkych
dnoch az tyzdnoch (3—30 dni). U niektorych pacientov sa
moze prejavit aj systémové ochorenie podobné chripke
(horteka, bolest hlavy, kibov a svalov), ale bez vyraznych
respiracnych symptémov (Stanek akol., 2012; ECDC,
2015). V porovnani s USA sa EM v Eurdpe rozsiruje v kozi
pomalsie a zvyc€ajne nie je sprevadzany dalsimi priznakmi
(Cerar akol., 2016). Boreliovy lymfocytém je zriedka-
vym koznym prejavom vcasnej infekcie v Eurdpe, zvycajne
postihuje usny lalok deti, prsnu bradavku, scrotum, alebo
axildrny zahyb u dospelych jedincov. Bez terapeutického
zdsahu méze lymfocytdm pretrvavat aj niekolko mesiacov
a kvéli vyraznému lymfocytdrnemu infiltratu sa niekedy
nespravne diagnostikuje ako kozny lymfém (ECDC, 2015;
Maraspinakol., 2016).

Ak sa borelidza nelieci v skorom stadiu, spirochéty sa
v organizme diseminuju a lokalizovana infekcia postupne
prechadza do systémového ochorenia postihujuceho naj-
mé kiby, nervovy systém a menej ¢asto srdce (Schnarr
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a kol., 2006). V Eurdpe je neuroborelidéza najcastejSim
prejavom vcasnej diseminovanej formy LB (Stadium 2),
nasledovand lymskou artritidou, boreliovym lymfocyté-
mom a zriedkavejSie ACA a lymskou karditidou, ktoré sa
mozu prejavit v priebehu niekolkych tyZdriov az mesia-
cov od infekcie (Stanek akol., 2011). Neuroboreliéza
je vaznou komplikaciou u 12—-15 % pacientov s LB (ECDC,
2015) a postihuje centralny aj periférny systém. Najéas-
tejSim priznakom je bolest hlavy a postihnutie kranial-
nych nervov, najma tvarového nervu (80 %) (Halperin,
2015). B. garinii v Eurépe spdsobuje neurologicki kom-
plikaciu — Bannwarthov syndrom (kliestovd meningopo-
lyneuritida), ktory zacina bolestivou radikuloneuritidou
spojenou s lymfocytarnou meningitidou, ¢asto bez bolesti
hlavy, prechadzajucej do kranidlnej neuropatie alebo pa-
rézy koncatin (O grinc akol., 2016).

Lymska karditida je vzacna, ale zavazna orgdnova mani-
festdcia LB. Prevalencia v Eurdpe je odhadovana u 0,3-4 %
vsetkych nelie¢enych dospelych pacientov s LB. Priznaky
ochorenia sa objavuju niekolko tyzdfiov po EM a hlavny-
mi symptémami su bolesti na hrudi, dyspnoe a nepravi-
delny srdcovy rytmus (Scheffold akol., 2015).

Neskora diseminovana (predtym neliecend) forma LB
(Stddium 3) modze postihovat koznu, nervovu alebo pohy-
bovu sustavu. NajcastejSim chronickym prejavom LB v Eu-
réope je ACA — pomald progresivna lézia primdarne lokalizo-
vana na extenzorovych plochach koncatin, ktora vyvolava
zapal a nakoniec stencenie postihnutej koze s pridruzenou
neuropatiou. CastejSie sa prejavuje u Zien vo vys$om veku
a zriedkavo u deti (ECDC, 2015).

Rozdiely medzi klinickymi prejavmi neskorej disemi-
novanej formy LB v Eurdpe a v USA su este vyraznejsie
ako pri prejavoch vo v€asnom Stadiu. U pacientov s LB sa
méze vyvinut artritida, ktora postihuje zvyéajne jeden ale-
bo viac velkych kibov, najéastejsie kolenny kib. V Eurépe
sa priznaky lymskej artritidy objavuju menej ¢asto a skor
akovUSA (Steere akol, 2016).

Neskora neuroborelidza sa zvycajne prejavuje ako en-
cefalomyelitida a méZe sa podobat na viacnasobnu skle-
rézu (ECDC, 2015).

Diagnostika lymskej boreliozy

Diagnostika LB je zalozena na anamnéze, klinickom
obraze a laboratérnej diagnostike. Jednoznaénu diagno-
zu mozno stanovit iba v pripade vzniku EM vo véasnom

Stadiu ochorenia, ostatné prejavy lymskej borelidzy si vy-
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Zaduju laboratérne potvrdenie (Krbkova akol., 2018;
Schwarzova,2019).

Priama diagnostika

Priama diagnostika spociva v priamom dokaze Borrelia
burgdorferi s. |. metédami mikroskopickymi, histologicky-
mi, kultivacnymi alebo molekularno-genetickymi (PCR).
Tieto metddy su zvycajne vysoko Specifické, ale hlavnou
prekazkou v klinickej praxi je ich nizka citlivost, naro¢na
standardizovatelnost, dlha doba vysSetrenia a ¢asto vysoka
cena. Metddy mikroskopické a histologické sa pouzivaju
iba ako doplnkové, nie su Standardizované a vyuZiva-
ju sa skor na vyskumné Gcely (Krbkova akol., 2018;
Kybicova Lukavska Balatova,2018).

Podobne ako iné spirochéty, ani Borrelia spp. sa neda
detegovat optickym mikroskopom ani farbenim podla
Grama. MobzZe byt detegovana mikroskopiou v tmavom
poli a fdzovo-kontrastnym mikroskopom. Bakteriémia po-
zorovana pocas lymskej borelidzy je vSak mierna, s krat-
kym trvanim, a vyskytuje sa len na zaciatku diseminacie.
Pocet spirochét v bioptate z EM je iba 1 az 10* organiz-
mov/1 ugtkaniva (Liveris akol., 2002), preto je mikro-
skopické stanovenie borélii zo vzoriek krvi u pacientov LB
mnohokrat neldspesné (A ase akol., 2016).

Kultivaéné metddy st velmi zdihavé a finanéne na-
ro¢né. Na in vitro kultivaciu borélii z tkanivovej biopsie
(koza, synovialne membrany) alebo z biologickych teku-
tin (CSF — cerebrospinalna tekutina, synoviadlna tekutina)
sa pouzivaju Specifické tekuté média (BSK-1l, MKP, BSK-H)
s inkubdciou pri 32-34 °C. Uspe$n4 kultivacia moze trvat
4 az 12 tyzdnov, pretoze borélie maju dlha generacnu
dobu (7 az 20 hodin). Vizualizicia kultir pocas rastu sa
robi mikroskopicky v tmavom poli a stcasne sa kontro-
luje Uspesnost kultivacie pomocou PCR (Kybicovs,
Lukavska, Balatova, 2018). Borélie ako velmi cit-
livé baktérie musia byt inokulované hned po odbere vzo-
riek. Z tohto dovodu kultivaciu kultur borélii z humannych
vzoriek vykondva v Eurdpe len niekolko Specializovanych
laboratérii. Napriek tomu, Ze kultivacia zo vzoriek koznych
biopsii je pomerne Uspesna (50-70 %), pri pouZiti inych
biologickych vzoriek (CSF, koZzna biopsia, ACA, synovialna
tekutina) tato metdda straca citlivost. Na kultivaciu nie su
vhodné ani vzorky krvi pacientov s chronickymi priznakmi
po niekolkych rokoch od postipania kliestom, alebo pa-
cienti po liecbe antibiotikami (El1din akol., 2019).

Antigén-zachytavajuci test by mohol byt rieSenim pria-
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mej diagnostiky LB. Baktérie zvycajne sekretuju antigény
do telovych tekutin, a tie by sa mohli stanovit antigénovy-
mi testami z mocu, krvi, bronchoalveolarnej tekutiny ale-
bo CSF. Pokusy o vyvinutie antigén-zachytavajuceho testu
mali vSak nizku $pecificitu, citlivost a neistotu v sprdvnom
vybere cielového antigénu (Klempner akol., 2001;
Schutzer akol., 2019).

Z molekularno-genetickych metéd je vhodnych nie-
kolko typov polymerazovej retazovej reakcie (PCR), kto-
ré sa lisia citlivostou, $pecificitou a detekénym spektrom
(Lager akol, 2017). Vhodnym materidlom pre PCR su
vzorky z biopsie koZe, CSF a synovidlna tekutina, ale nie
vzorky krvia mocu. Najvyssia citlivost PCR bola zaznamena-
na v synovidlnej tekutine u pacientov s lymskou artritidou
(az 78 %). Vysoka citlivost bola stanovena aj vo vzorkach
z biopsie koZe u EM (69 %) a u ACA (76 %), niZsia senziti-
vita z CSF (40 %) a vyrazne nizka v plazme, kde dosahuje
iba 20% (Wilske, Fingerle, Schulte-Spech-
tel,2007;Van Dam, 2011; Krbkova akol, 2018).
Aj ked citlivost PCR je vyssia ako detekcia kultivaciou kul-
tur zo vzoriek pacientov s koznym vysevom a kibovymi pri-
znakmi, diagndza lymskej borelidzy sa nesmie vylGcit len
na zaklade negativneho PCR testu. Testovanie pomocou
PCR v pripade negativnej serolégie sa neodporuca okrem
vzoriek, kde sa u pacientov prejavili atypické kozné lézie
EM alebo velmi skoré priznaky lymskej neuroboreliézy
(Dessau akol., 2018).

Z priamych diagnostickych technik méze byt na detek-
ciu borélii pouZzita len validovana PCR a kultivacia, aj na-
priek ich limitom. Mikroskopické metddy su Casto spoje-
né s nepresnymi nalezmi, a preto sa radsej vynechavaju
(Eldin akol., 2019).

Nepriama diagnostika

V sucasnosti je nepriama diagnostika LB zaloZena naj-
ma na sérologickych metddach, kedZe priame metddy
detekcie borélii v biologickom materiali maju svoje limity.
Sérologické vysetrenie je zaloZené na dokaze Specifickych
protilatok a hlavnou vyhodou tejto techniky je jej vyso-
ka citlivost na Ukor $pecificity. VyuZziva sa dokaz v¢asnych
(IgM) a neskorych imunoglobulinov (IgG). IgM protilatky
sa tvoria proti OspC a dal$im antigénom borélie v najvys-
Sej miere v 3. aZ 6. tyZdni od prisatia kliesta, potom ich
hladina v krvi vaésinou klesa, u niektorych pacientov s LB
vsak ani nemusia byt preukazatelné. IgG dosahuju najvys-
Sie hodnoty v 6. aZ 10. tyZzdni od prenosu infekcie a mozu




pretrvavat v krvi aj niekolko rokov po infekcii. Frekven-
cia vyskytu Specifickych protilatok u jednotlivych foriem
LB moZe byt rozdielna a vSeobecne plati, Ze u véasnych
foriem LB je najniz$ia a Umerne stupa s dizkou infekcie
(Krbkova akol, 2018, Kybicova, Lukavska,
Balatova, 2018).

Pre skriningovu diagnostiku protilatok sa pouziva pre-
vazne ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), kto-
rd moze byt dostupna ako test prvej, druhej alebo tretej
generacie. ELISA tretej generacie vyuziva rekombinantné
alebo syntetické antigény, ako su C6, OspC, p100, p18,
p41 a VIsE. Dalou sérologickou technikou na detekciu
protilatok proti Borrelia burgdorferi s. 1. je najma imu-
noblot (Western blot), ktory nie je rutinnym diagnostic-
kym testom, pretoZe vyzaduje Specializované laboraté-
rium. (ECDC, 2016). Vo vacsine Eurdpskych krajin a v USA
sa vyuZiva dvojstupnovy testovaci systém, ¢im sa zvysuje
Specificita findlneho vysledku v porovnani s pouzitim iba
ELISA testu alebo imunoblotu samostatne. V prvom kro-
ku sa zvyéajne pouziva ELISA alebo nepriama imunoflu-
orescencia (IFA), a v pripade pozitivnych, ¢i dubiéznych
vysledkov sa pouzije konfirmacny test — imunoblot (alebo
Western blot) na potvrdenie Specificity antiboréliovych
protilatok (Seriburi akol, 2012; Dessau akol,
2018). Ako pozitivna interpretacia imunoblotu IgG proti-
Iatok sa vyZaduje reaktivita aspon proti dvom alebo viace-
rym boréliovym antigénom, avsak v pripade IgM postacu-
je iba proti samotnému OspC (Goettner akol., 2005;
Hunfeld, Kraiczy, 2009). Charakteristické spektrum
pruzkov v IgG imunoblote mdze poskytnut informaciu,
¢i sa imunitna odpoved’ tyka vcasného alebo neskorého
stadia ochorenia, aby sa zlepsila koreldcia medzi labora-
térnymi vysledkami a klinickymi priznakmi. Uzke spek-
trum pruzkov s protilatkami proti antigénom véasného
stadia (napr. VISE, OspC, p41) je typické pre skoré prejavy
(napr. tvdrova obrna) alebo pre latentné stadium ochore-
nia(Hauser,Lehnert,Wilske, 1999;Goettner
akol., 2005; Hunfeld, Kraiczy, 2009). Naopak Siro-
ké spektrum pruzkov proti antigénom neskorého Stadia
(napr. p100, p17/p18) suhlasi s klinickymi prejavmi ne-
skorého Stadia ochorenia (napr. artritida, ACA(Hauser,
Lehnert,Wilske, 1999).

V eurdpskej meta-analyze sa zistilo, Ze imunoblot
nepreukazuje vysSiu citlivost ani $pecificitu ako ELISA
pri diagnostike LB, a to ani v pripade lymskej artritidy
¢i neuroborelidzy. Celkova citlivost testov pri vysSetreni
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séra v pripade lymskej neuroborelidzy bola 81 % pre ELISA
a 81 % pre imunoblot s 92 %-nou Specificitou pre ELISA
a 94 %-nou Specificitou pre imunoblot. V pripade lymskej
artritidy bola citlivost ELISA 94 % a 95 % pre imunoblot
s 97 %-nou Specificitou pre ELISA a 92 %-nou pre imu-
noblot. Studia tie? zd6raznila niz3iu presnost ELISA testov
v porovnani s imunoblotmi. KedZe obe metddy vykazuju
urcity stupen Specificity, ich dvojstupriové vyuZite pri-
spieva ku zvySeniu celkovej Specificity finalneho vysledku
(Leeflang akol., 2016).

Citlivost a Specificita tychto testov zavisi od infekéné-
ho Stadia LB. V pripade EM sa nevyZaduje Ziadny biologic-
ky test, pretoze sérologicky test je negativny vo viac ako
50 % pripadov v Eurdpe (Stanek akol., 2011). EM ako
najcastejsi klinicky priznak LB je lokalizovanou formou bo-
relidzy, ktora je spajana so slabou imunitnou odpovedou.
Negativny vysledok sérologického testu je preto spojeny
s pravdepodobnostou nespravneho vyliéenia diagndzy.
Diagnostika lymskej neuroborelidzy je zalozena na analy-
ze krvi a sucasne CSF (Blanc akol., 2007). Analyzy CSF
odhaluju skord lymfocytarnu bunkovu reakciu u viac ako
93 % pacientov s meningoradikulitidou. Séroldgia je pozi-
tivna v 70-89 % vzoriek od pacientov s akdtnym Stadiom
lymskej neuroborelidzy a citlivost v pripade CSF je > 90 %
(Ogrinc akol., 2016). V neskorom stadiu lymskej ar-
tritidy alebo ACA je citlivost sérologickych testov 95 %
a 98% (Leeflang akol., 2016). Vyrazna negativna
prediktivna hodnota sérologického vySetrenia by mala
viest k spochybneniu navrhovanej diagndzy v pripade ne-
gativneho vysledku u pacientov s klinickymi priznakmi.
Malo by sa tiez pamétat na to, Ze po Ucinnej liecbe mozu
anti-boréliové protildtky (vratane IgM) pretrvavat mesiace
alebo dokonca roky po klinickom vylieCeni. Sérologické vy-
Setrenie preto nie je uZito¢né ani pri sledovani lieCenych
pacientov a pritomnost IgM nenaznacuje pretrvavajlcu
boréliovu infekciu (Dessau akol., 2018;Eldin akol,
2019).

Iné typy diagnostickych testov

Stanovenie CXCL13

Chemokinovy atraktant B lymfocytov CXCL13 je moz-
né stanovit vo vysokych koncentraciach v CSF pacientov
s kone¢nym stadiom lymskej neuroborelidzy, ale rapid-
ne klesa pocas antibiotickej liecby (Senel akol., 2010;
Rupprecht akol., 2018). Chemokin CXCL13 vSak moze
byt detegovany aj pri niektorych inych ochoreniach, ako je
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neurosyfilis, fudska virusova imunodeficiencia a lymfom
(Dersch akol., 2015). Vysetrovanie chemokinu CXCL13
v sére nie je prinosné. Test mdze byt ndpomocny pri véas-
nej neuroboreliéze u séronegativnych pacientov a pre
kontrolu ucinnosti liecby. V rutinnej diagnostike sa nemo-
Ze vyuZivat, pretoZe v sucasnosti chyba metodicka Stan-
dardizacia a klinické skusenosti (Krb ko v a akol., 2018).

Test na dokaz transformovanych lymfocytov preu-
kazuje pritomnost in vitro lymfocytov schopnych trans-
formacie pomocou Specifickych boréliovych antigénov.
Test odraza nedavnu antigénovo Specifickd senzibilizaciu
imunitného systému. Chyba vsak dostatok metodickych
a klinickych informacii pre jeho odporucenie k rutinnému
diagnostickému vyuZitiu (Krbkova akol., 2018).

Dal$imi sposobmi detekcie LB, ktoré sa viak rutinne
nepouZivaju su: vysetrenie CD57/CD3 subpopuldcie lym-
focytov, detekcia Specifickych protilatok viazanych v cir-
kulujicich imunitnych komplexoch a ELISPOT (Enzyme-
-linked ImmunoSpot Assay) (Nordberg akol, 2012;
Dessau akol., 2014).

ZAVER

V sucasnosti je diagnostika borelidzy zalozena hlavne
na klinickych priznakoch a dvojstuprfiovej detekcii protila-
tok proti Borrelia spp. (najcastejSie ELISA a Western blot),
ktord je vSak ¢asovo narocnou a tiez nepostacujicou pri
detekcii pociatocnych stadii lymskej borelidzy. Mnoho
alternativnych, komercne dostupnych testov a testov vy-
vijanych v akreditovanych laboratériach v Eurdpe, vyka-
zuje odlisnu citlivost a $pecificitu Casto aj kvoli skrizenym
reakciam s inymi patogénmi. Je preto nevyhnutné zjed-
nodusit testovanie na lymsku borelidzu, zlepsit citlivost
diagnostickych testov najma v prvych stadiach ochorenia
a zaroven zachovat ich vysoku Specificitu, ako aj poskyt-
nat presné informacie o prave prebiehajicom stadiu in-
fekcie. Vyvoj diagnostického testu z hladiska ,,point-of-ca-
re” a stanovenie biomarkerov pre aktivnu infekciu by bol
velkym pokrokom v tejto oblasti.
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SUHRN

Bilancia udskych Zivotov stratenych pocas pandémie
COVID-19 vo svete je znacna, kedZe k 2. 11. 2021 prekro-
Cil celosvetovo pocet tmrti 5 milionov. K tomu treba este
pripoéitat naklady na zvy$end mieru chudoby, narusenie
pracovného a sukromného Zivota, rastuce sociadlne nepo-
koje, potrebu riesit narast psychologickych problémov
deti aj dospelych, prevenciu a liecbu zavainych diagnéz
(onkologické, kardiovaskularne, metabolické a iné), ktoré
boli kvoli pandémii odstivané. Vcasna a presna labora-
torna diagnostika ochorenia COVID-19 zohrava vyznam-
nu ulohu pri spomalovani a kontrolovani pandémie.
Po potvrdeni pritomnosti SARS-CoV-2 virusu v organizme
sa u symptomatickych pacientov sleduju viaceré hema-
tologické a zdpalové markery poukazujice na zavaznost
klinického stavu pacienta. Neustdle sa vSak vyhladava-
ju a testuju nové vhodné biochemické markery hlavne
na predikciu priebehu ochorenia s cielom maximalne
znizit mortalitu spésobenu touto virusovou infekciou,
ale zaroven aj posilnit globalnu pripravenost a schopnost
lepsie reagovat na podobné situdacie v buduicnosti.

Klacové slova: Covid-19; laboratérne markery; prog-

néza; zavaznost

ABSTRACT

The balance of human lives lost during the COVID-19
pandemic is significant, as more than 5 million people
have died (by November 2021), in addition to the costs
of increased poverty, disruption of work and private life
and growing social unrest. Early and accurate laboratory
diagnosis of Covid-19 plays an important role in slowing
down and controlling the pandemics. After confirmation
of the presence of the SARS-CoV-2 virus in the human
body, there are several hematological and inflamma-
tion markers monitored in symptomatologic patients,
which can indicate severity of the clinical state of the
patient. However, new suitable biochemical markers are
constantly being sought and tested, mainly to predict
the course of the disease in order to minimize mortali-
ty caused by this viral infection, but also to strengthen
global preparedness and ability to respond better to sim-
ilar situations in the future.

Key words: Covid-19; laboratory markers; prognosis;

severity
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uvoD

Infekéné ochorenie Covid-19 vyvolané koronavirusom
SARS-CoV-2 bolo prvykrat zachytené u pacientov so za-
vaznymi respiracnymi symptémami v roku 2019 v ¢in-
skom meste Wu-chan. Odtial sa rozsirilo do celého sveta
a vyvolalo celosvetovl pandémiu, pri ktorej sa Umrtnost
potvrdenych pozitivnych pripadov k novembru 2021 pod-
la CSSE (the Center for Systems Science and Engineering
at Johns Hopkins University) pohybovala od 0,1% v La-
ose do 19% v Jemene, na Slovensku to bolo okolo 3%
(https://coronavirus.jhu.edu/). Celosvetovo bola podla
CSSE umrtnost k uvedenému datumu nieco viac ako 2 %.
Délezitou sucastou efektivnej terapie ochorenia je véasna
diagnostika, predikcia komplikacii a odvratenie prechodu
ochorenia do zavaznych klinickych stavov. Preto su doéle-
Zitou sucastou diagnostiky popri vysetreni klinického sta-
vu pacienta aj vhodné laboratérne markery. Prehladovy
¢lanok je zhrnutim sucasne zndmych a pouzivanych bio-
chemickych markerov Covid-19 u pacientov s klinickymi
symptémami hlavne respiracnych komplikacii, a zaroven
popisuje markery, ktoré by sa v buddcnosti mohli vyuzivat
najma pri predikcii dalSieho priebehu ochorenia hospita-
lizovanych pacientov s Covid-19 s ciefom véasne zachytit
zhorSovanie ich klinického stavu.

‘ \il..ﬂs-tn‘u’-z

ACE

makrofagy ¥
dendritické bunky

Stru¢ny mechanizmus spustenia
infekcie Covid-19 u ¢loveka

SARS-CoV-2 (angl. severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) je virus patriaci do skupiny RNA-virusov.
SARS-CoV-2 infikuje bunky tym, Ze sa viaZe na angiotenzin
konvertujuci enzym 2 (ACE2). Tento membranovy protein
s enzymatickou aktivitou sa fyziologicky podiela na modu-
lacii u€inkov angiotenzinu Il. Tvorba angiotenzinu Il vedie
k zvyseniu krvného tlaku cez stimulaciu receptorov spriah-
nutych s inozitolfosfatovou kaskadou v endotelovych bun-
kach ciev. ACE2 Stiepi angiotenzin Il na kratSie molekuly,
¢im potlaca aktivaciu systému renin-angiotenzin-aldos-
terén (RAAS) a je teda dolezity pri fyziologickej regulacii
hladin angiotenzinu Il. ACE2 je exprimovany v mnohych
bunkach, vratane plucnych alveolarnych pneumocytov,
endotelovych buniek kapildr, buniek myokardu, obli¢iek
i dalSich (Zou akol., 2020; Vaduganathan akol,
2020). Internalizacia ACE2 po virusovej interakcii vedie
k zniZzeniu jeho mnoiZstva v plazmatickych membranach,
¢o nasledne vyvola zvySenie angiotenzinu Il. Ten vo vys-
Sej miere prostrednictvom receptora typu | (AT1R) akti-
vuje zapalové cesty veduce k rozsiahlemu alveoldarnemu
a intersticialnemu zapalu, ktory v najvaznejsich pripadoch
prechadza do vzniku ,cytokinovej burky“ (obrazok 1)

nepriaznivo ovplyviujucej viacero organov (D’Ardes

Zipalovd faza

Infiltrdcia imunitnich buniek

d pl: vagulaine] odpovede
protrombinovy tas
w alTT
Cytokinova birka . D-diméry
trombdzy
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Obrdzok 1: Hlavné aspekty patofyziologickej progresie infekcie virusom SARS-CoV-2
a niektoré markery jednotlivych fdz infekcie.
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a kol., 2020). Jednym z najskorsich dosledkov rapidne;j in-
fekcie virusovymi ¢asticami a nadmernej produkcie cytoki-
nov a chemokinov je apoptdza pltucnych epitelovych a en-
dotelovych buniek (Channappanavar,Perlman,
2017). V dalsom kroku dochadza k zvysenej perivaskular-
nej infiltracii alternativne aktivovanych markofagov, neut-
rofilov a fibroblastov, ¢o je sprevadzané rozsiahlym ukla-
danim fibrinu s naslednym vznikom akutneho poskodenia
plic, vzniku syndrému akutnej respiracnej tiesne (ARDS)
a dalsim zavaznym syndrémom casto veducim az k smrti
pacienta(Channappanavar,Perlman,2017).
Co vietko prispieva k vzniku ,cytokinovej burky” vy-
volanej SARS-CoV-2, nie je Uplne zname, predpoklada sa
vsak, Ze je tento proces obdobny ako pri inych koronaviru-
soch (SARS a MERS). Pri tychto ochoreniach zohrava ulohu
rychle rozmnoZovanie sa virusu, ¢o by mohlo viest k sil-
nému cytopatickému ucinku a nasledne aj vyssej produk-
cii prozapalovych cytokinov a chemokinov napadnutymi
plicnymi epitelidlnymibunkami(PerIman,Netland,
2009; Channappanavar, Perlman, 2017). Tak-

tiez bolo pri animalnych ale i fudskych vyskumoch zistené,
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\ l

kontakt s pozitivhou osobou

Ze po virusovej infekcii dochadza k hromadeniu monocy-
tov-makrofagov a neutrofilov v pltcach, pricom tieto typy
buniek si dominantnym zdrojom cytokinov a chemokinov
pri smrtelnych pripadoch SARS (Nicholls akol., 2003).

Klinicka diagnostika Covid-19 a laboratérne
markery komplikacii a predikcie priebehu
ochorenia v sucasnosti

Po prijati pacienta s podozrenim na ochorenie Co-
vid-19 so symptédmami, ktorymi su najcastejSie horucka,
suchy kasel, slabost, strata ¢uchu a chuti, ale i dalsimi
ako su problémy s dychanim, bolest hlavy a svalov, bolest
hrdla ¢i nevolnost (WHO, 2021), sa pritomnost virusovej
RNA potvrdzuje RT-PCR testom. Zaroven sa u symptoma-
tickych pacientov stanovuju viaceré hematologické, zapa-
lové a koagulacéné parametre (obrazok 2).

Pacienti s potvrdenym ochorenim Covid-19 sa pod-
la priebehu klasifikuji do Styroch skupin (spracované
podla: NIH, 2021). Prvu skupinu tvoria pacienti s mier-
nym priebehom ochorenia, Cize jednotlivci s akymkolvek
symptémom COVID-19 (napr. horucka, kasel a pod.) bez

téast na verejmych aktivitich
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Obrdzok 2: Hlavny diagnosticky protokol pre Covid-19.
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dychaviénosti alebo abnormalnej snimky hrudnika. Dalsiu
skupinu tvoria pacienti so stredne zavaznym priebehom
ochorenia, ktori podla snimky alebo klinického hodnote-
nia vykazuju priznaky ochorenia dolnych dychacich ciest,
ale saturdcia krvi kyslikom (SpO,) je 2 94 %. Zavainy prie-
beh ochorenia je charakterizovany frekvenciou dychania
2 30 dychov za minutu, SpO, < 94 %; pomer arteridlneho
parcidlneho tlaku kyslika k frakcii vdychovaného kyslika
(Pa0,/FiO,) je nizsi ako 300 mmHg alebo je na snimke po-
zorovana viac ako 50 % pritomnost plucnych infiltratov.
Medzi jedincov s kritickym priebehom ochorenia patria
pacienti s respiracnym zlyhanim (vyZadujicim mechanic-
ka ventilaciu), septickym Sokom a/alebo dysfunkciami via-
cerych organov.

MozZnymi pri¢inami tohto obrazu podobného sepse
moze byt uz spomenutd dysregulovana imunitna odpo-
ved, ktord nie je schopna kontrolovat produkciu mnoz-
stva cytokinov a chemokinov, konkrétne IL-2R, IL-6, IL-
8, IL-10, TNF-a, ale i dalSich (Leisman akol., 2020).
Z krvnych nalezov u zdvaznejSich priebehov Covid-19 je
okrem zvysenych hladin cytokinov a chemokinov pozoro-
vany zvySeny pocet leukocytov, neutrofilov, biomarkerov
infekcie (ako CRP, PCT a feritin) a zniZzeny pocet lymfo-
cytov (Hou akol., 2020). Pneumdnia vyvolana ochore-
nim COVID-19 zobrazuje Siroku skalu nalezov v zavislosti
od zavaznosti ochorenia a ¢asového priebehu a moze sa
prekryvat s réznymi infekénymi a neinfekénymi pldcnymi
ochoreniami(Carubbi akol., 2021).

Hematologické parametre

MnoZstvo leukocytov a lymfocytov je na zaciatku ocho-
renia, a teda vtedy, kedy eSte symptdmy nie su Specifické,
stdle v norme alebo iba mierne znizené (Terpos akol.,
2020). S vyvinom ochorenia, po 7 aZ 14 drioch od nastupu
symptémov, dochadza k vyraznému narastu leukocytov.
Zvysovanie mnozstva leukocytov pocas hospitalizacie pa-
cienta modze signalizovat klinické zhorSenie stavu pacien-
ta a zvySené riziko buducich komplikacii (He nry akol.,
2020). Takto vyznamné zvysenie mnozstva bielych krviniek
by mohlo suvisiet s narastajicim mnozstvom neutrofilov,
nakolko mnoZstvo lymfocytov, monocytov, ¢i eozinofilov
ma klesajuci charakter (He nry akol., 2020).

Mnoistvo lymfocytov v periférnej krvi je na zaciatku
ochorenia len mierne znizené (Terpos akol.,, 2020),
pricom pri zhorSovani klinického stavu je pozorovany uz
signifikantny pokles a vznik lymfocytopénie (Huang,

34

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2021

Pranata, 2020). Znizené mnozstvo lymfocytov bolo po-
zorované u pacientov s ARDS, zavainym priebehom ocho-
renia vyzadujucim prijatie na jednotku intenzivnej starost-
livosti (JIS), ako aj u pacientov, ktori neprezili (Huang,
Pranata, 2020). Signifikantny rozdiel v mnoiZstve
lymfocytov koreloval s mortalitou pacientov (Bairwa
a kol., 2021). Vznik lymfocytopénie u pacientov v kritic-
kom stave sa modze pripisovat viacerym mechanizmom.
Prvy mechanizmus popisuje priamu virusovu invaziu lym-
focytov, ktoré na svojom povrchu v istej miere exprimuju
ACE2 (X u akol., 2020), ktoré si miestom vstupu virusu
do bunky (Zhou akol., 2020). Takymto spésobom do-
chadza k priamemu infikovaniu lymfocytov virusom, ¢o
v koneénom désledku méze vyvolat ich lyzu a redukciu
v ich poéte (Tan akol., 2020). Dal$i mechanizmus opi-
suje vplyv zvySeného mnozstva interleukinov, najcastejsie
IL-6, TNF-a ale i dalsich, ktoré by mohli vyvolat apoptdzu
lymfocytov (Aggarwal akol., 1999), ¢o uz bolo preu-
kazané prisepse (U rra akol., 2020). Podstatna aktivacia
cytokinov tiez moze byt spojend s atrofiou lymfoidnych
organov vratane sleziny, co nasledne zhorSuje premenu
lymfocytov a vyvoldva tak ich redukciu (Singh akol.,
2014). U pacientov, u ktorych dochadza k zlepSeniu sta-
VU, je pozorovany aj narast v % zastlpeni lymfocytov, ¢o
prispieva k vyuZitiu toho parametra nie len ako prediktora
zavaznosti, ale i rekonvalescencie pre ochorenie Covid-19
(Tan akol., 2020).

Zmeny v mnozstve leukocytov sa tiez vyuZivaju aj pri
stanoveni pomeru neutrofilov k lymfocytom (NLR). NLR je
beZzne vyuzivanym indikatorom zapalu, napriklad pri sep-
se (Huang akol., 2020). U pacientov, ktori boli prijati
na JIS dochdadzalo pri zhorSovani klinického stavu nie len
k poklesu v mnozZstve lymfocytov, ale aj si¢asnému na-
rastu v hladinach neutrofilov. Cim signifikantnejsi je na-
rast neutrofilov a zaroven aj pokles lymfocytov, tym viac
narasta NLR demonstrujuci vysSiu mieru zapalu a prechod
do kritického stavu (Y an g a kol., 2020).

Zapalové markery

Dalsi vyznamny parameter pri posudzovani stavu pa-
cienta, ktory ma taktiez dobru prediktivnu hodnotu pre
zhor$enie stavu pacienta, je interleukin 6 (IL-6). Hladiny
IL-6 su signifikantne zvySené u viac ako polovice prijatych
pacientov (Ch en akol., 2020), pricom vyssia hodnota
tohto parametra koreluje so zavaznostou ochorenia a bi-
laterdlnym postihnutim pltc (Liu a kol., 2020).




Kombinaciou vsetkych zapalovych markerov, najma
cytokinov je mozné ziskat obraz o vyvoji syndrému systé-
movej zapalovej reakcie (SIRS) u pacientov s tazkym prie-
behom ochorenia (He nry a kol., 2020). Zavazny priebeh
Covid-19 je spojeny s hypercytokinémiou (Giamarel-
los-Bourboulis akol., 2020), ktora je vyvolana naj-
ma trvalou produkcia cytokinov ako je IL-6 a TNF-a cirku-
lujucimi monocytmi, ¢im sa odliSuje Covid-19 od chripky,
¢i bakterialnej sepsy (A ud o akol., 2020).

Unikatnou crtou ,cytokinovej burky” je vyrazné zvy-
Senie IL-10, ktoré koreluje s narastom IL-6 i dalSich zapa-
lovych markerov, ako je napriklad CRP (Lu a kol., 2021).
Zvysenie koncentracie IL-10 méZe poukazovat na snahu
organizmu branit sa hyperinflamacii sposobenej prudkym
narastom hladin cytokinov, aviak pozorovania vztahu me-
dzi zadvaznostou ochorenia a hladinami IL-10 naznacuju, ze
IL-10 bud' nie je schopny potladit zapal alebo nadobuda
ind funkciu (I slam akol., 2021). IL-10 je jednym z hlav-

nych protizapalovych cytokinov (mechanizmus negativ-

nej spatnej vazby), no v sticasnosti sa uvazuje, Ze aj ked’

skord indukcia IL-10 po infekcii virusom SARS-CoV-2 pocas
inicianej fazy v plicach by mohla mat sice protizapalo-
v funkciu, jeho nasledny narast by mohol spésobit jeho
prispievanie k zapalovej reakcii (Lu a kol., 2021). Podob-
ny mechanizmus je opisany aj v suvislosti s [udskou en-
dotoxémiou, kde IL-10 stimuluje zvySenie produkcie INF-y
(Lauw akol., 2000), a teda IL-10 by mohol zosilfiovat
zapal suvisiaci s virusovou sepsou pozorovanou u niekto-
rych kriticky chorych pacientov (Li a kol., 2020). Nech uz
je ndrast tohto interleukinu vyvolany akymkolvek mecha-
nizmom, faktom zostdva, Ze u kriticky chorych pacientov
s Covid-19 su pozorované dramaticky zvySené hladiny IL-
10, ktoré koreluju so zdvaznostou ochorenia (Lu a kol.,
2021).

Spolu s interleukinmi dochadza k narastu aj dalsich
zdpalovych markerov ako je feritin, prokalcitonin ¢i C-re-
aktivny protein.

C-reaktivny protein (CRP) je reaktantom akutnej fazy
zapalu, pricom jeho hladiny su zvySované pri mnohych
ochoreniach suvisiacich s infekciami a zapalom. Jeho hla-
diny vyrazne stipaju uz po niekolkych hodinach od vzni-
ku najma bakteridlneho zapalu a za zvySenu produkciu
je zodpovedny najmé IL-6. Dnes je uZz zname, Ze za zvy-
senou koncentraciou CRP mézZe byt aj virusovd infekcia
(Melbye akol., 2004). V skorych Stadiach ochorenia
Covid-19 bol pozorovany postupny ndrast hladin CRP,
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pricom najvyssie hladiny boli pozorované u kritickych pa-
cientov a postupne sa znizovali aj so zavaznostou stavu
pacientov (W a n g, 2020).

Prokalcitonin (PCT) je glykoprotein, ktory sa za fyzio-
logického stavu syntetizuje tyroidnymi parafolikularnymi
C bunkami. PCT vsak moZe byt pocas bakterialnej infek-
cie syntetizovany a uvolnovany aj z extrafolikularnych
buniek, na ktoré posobia pro-zapalové cytokiny, najma
TNF-aa a IL-6 (Lippi, Cervellin, 2018). U pacientov
s vaznejSim priebehom ochorenia Covid-19 bola pozoro-
vana priblizne 4-ndsobne vyssia hladina PCT oproti pa-
cientom s miernym priebehom a u kritickych pacientov
iSlo az o 8-nasobny narast voci skupine s miernym prie-
behom (H u akol., 2020). Navyse u pacientov, ktori boli
Z nemocnice prepusteni, sa pocas doby rekonvalescencie
pozorovalo postupné zniZzovanie hladin. Tento parameter
je dalsim vhodnym markerom pri posudzovani mozného
rizika zavaznosti priebehu ochorenia.

Feritin je dalSim reaktantom akutnej fazy, jeho kon-
centracie sa zvySuju pri zapalovych reakciach a pozitivne
koreluju s dalSimi zapalovymi markermi. Pri retrospektiv-
nej analyze bolo zistené, Ze koncentracie feritinu u pacien-
tov s klinicky miernymi priznakmi vykazovali normalne
hodnoty oproti neskér kritickym pripadom, kde bola po-
zorovana hyperferitinémia (Goémez-Pastora akol.,
2020). Rozdiely boli tieZz pozorované medzi pacientami,
ktori boli po prekonani ochorenia z nemocnice prepus-
teni oproti pacientom, ktori nakoniec ochoreniu podlahli
(GOmez-Pastora akol.,, 2020). Zvysenie hladin fe-
ritinu nad urcitu hranicu u niektorych pacientov predsta-
vovalo zdvazné plicne postihnutie zistené aj pomocou CT
vysetrenia (Carubbi akol., 2021).

Koagu la¢né parametre

Paralelne so systémovym zapalom dochadza k aktiva-
cii koagula¢nej kaskady cestou endotelu a tkanivového
faktora (Levi akol., 2020; Tang akol.,, 2020). D-di-
méry su malé proteinové fragmenty v krvnej plazme tvo-
rené degradaciou fibrinu. U pacientov s COVID-19 su vy-
znamne zvySené (H e I ms a kol., 2020) a pravdepodobne
odrazaju trombdzu pliucneho cievneho 16zka a fibrinolyzu
(Dennis Mc Gonagle akol., 2020). Zakladna prici-
na zvySenych hladin D-dimérov a trombotickych prejavov
méze byt dosledok patofyziologicky odliSnej virusovej ko-
agulopatie alebo suvisi s aktivaciou koagulacného systé-

mu pri zavaznom zdapale, pricom superinfekcia a dysfunk-
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cia organov mozu byt dalsimi moznymi pri¢éinami (W o o |,
Miller, 2021). U pacientov so zdvainym priebehom
ochorenia a pacientov, ktori ochoreniu podlahli, sa zaro-
ven znizoval priemerny pocet krvnych dosticiek a predlzo-
val sa priemerny protrombinovy cas, ¢o podporuje nazor,
Ze u pacientov infikovanych COVID-19 méze existovat ri-
ziko rozvoja diseminovanej intravaskularnej koagulacie
(Polimeni akol., 2021). Je viak potrebné podotknut,
Ze pri porovnani ochorenia Covid-19 s bakterialnou sep-
sou spojenou s koagulopatiou je predizenie protrombino-
vého Casu, aktivovany parcidlny tromboplastinovy cas, i
znizenie aktivity antitrombinu menej casté (Iba akol.,
2020).

Potencialne nové plticne markery

Nakolko pandémia Covid-19 nie je stale v sucasnosti
odvratend, vyhladavaju a testuju sa dalSie vhodné mar-
kery pre zvySenie Specifickosti a zachytu zhorSujuceho
sa stavu pacientov. Potencidlnych ,adeptov” je mnoho
(VCAM-1, P-selektin, E-selektin, RAGE, CXCL10, CCL3,
MCP1...), nie vSetky sa v3ak ukazuju byt vhodnym marke-
rom plucneho poskodenia.

Faktor stimulujuci kolénie
granulocytov a makrofagov

Jednym zo skimanych markerov je faktor stimulujuci
koldnie granulocytov a makrofagov (GM-CSF). Jeho ulo-
hou spolu s faktorom stimulujucim kolénie makrofagov
(M-CSF) a faktorom stimulujucim koldnie granulocytov
(G-CSF) je podielanie sa na produkcii monocytov, makro-
fagov, dendritickych buniek a granulocytov (neutrofily, eo-
zinofily a bazofily) z progenitorovych buniek (Wiktor -
Jedrzejczak akol., 1990; Lieschke akol., 1994;
Dai akol. 2002). Zatial ¢o M-CSF a G-CSF su v krvi de-
tekovatelné za fyziologickych podmienok, a teda pravde-
podobne hraju ulohu v homeostdze myelopoézy, hladiny
GM-CSF su takmer nedetekovatelné a predpoklada sa, Ze
za normalneho stavu nemaju doéleZitu ulohu pri udrziava-
ni tejto homeostazy (Stanley akol., 1994; Becher
a kol., 2016). GM-CSF je vsak v pripade infekcii kritickym
homeostatickym faktorom v pltcnych alveolach, kde sluzi
na vyvoj a dlhodobé udrziavanie alveoldrnych makrofagov
(Trapnell akol., 2003; Guilliams akol., 2013).
Tento faktor zabezpecuje produkciu Specifickych dendri-
tickych buniek, ktoré su kriticky délezité pri iniciacii CD8+
T buniek, ¢im moze zohravat délezitd dlohu priobrane plic
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hostitela (Greter akol, 2012; Unkel akol., 2012).
Pocas zapalu dochadza k jeho zvySenej produkcii viacerymi
typmi buniek, vratane epitelidlnych buniek a leukocytov
s naslednym moznym iniciovanim reakcii vrodenej i adap-
tivnej imunity (Lan g a kol., 2020). Je zname, Ze k zvySe-
niu GM-CSF dochdadza pri mnohych ochoreniach, ktoré su
podobné neskorsim stadiam Covid-19, ako napriklad SARS
(Reghunathan akol, 2005), ARDS (Matute-
Bello akol., 1997), syndrom uvolnenia cytokinov (A h-
m e d, 2019) a pod. Podas ochorenia dochadza k jeho
aberantnej produkcii s naslednym vznikom zapalu, che-
motaxie, poskodenia tkaniva a zvySenej produkcie cytoki-
nov(Hamilton akol, 2016; Hamilton, 2020). Pri
ochoreni Covid-19 boli v pripade stredne tazkych a taz-
kych pripadov hodnoty GM-CSF vyrazne zvysené a v prie-
behu &asu zostdvali jeho hladiny relativne stabilné. Vznik-
la tak domnienka, Ze zmeny v tomto parametri sa budu
prejavovat uz pocas pociatoénych faz ochorenia. Pocas
prvych 4 dni od nastupu symptémov bolo u tazkych pripa-
dov pozorované vyrazne zvySenie niekolkych parametrov
(napriklad IL-6, IL-2), no rovnako aj GM-CSF oproti skupine
so stredne tazkym priebehom (Thwaites akol., 2021).
Navyse je tento typ markera nielen dobrym prediktivnym
parametrom pre odliSenie stredne tazkych a taZzkych
priebehov ochorenia Covid-19 v skorych stadiach, ale je
tiez cielom mnohych vyskumov pre vyvin terapie (Lang
a kol., 2020).

Surfaktant protein D

Surfaktant protein D (SP-D) je stcastou rodiny pro-
teinov nazyvanych kolektiny (lektiny typu C obsahujuce
kolagén) a je syntetizovany a uvolfiovany z alveolarnych
buniek Il typu. Tieto proteiny st sucastou vrodenej imu-
nity, viazu sa na mikroorganizmy ¢im mozu spustit ich eli-
minaciu pomocou opsonizacie, zvysenia fagocytozy alebo
spustenia produkcie oxidu dusnatého. Su tiez schopné
iniciovat adaptivhu imunitu prostrednictvom buniek pre-
zentujlcich antigén (napr. makrofagy, dendritické bunky)
a modulovat mnoZstvo chemokinov a cytokinov. V pripade
infekcie dochadza k proteolytickému rozpadu SP-D v plu-
cach, pricom sa meni na trimerickd formu a nasledne vy-
tvara oligoméry. Pltucny SP-D prechadza do krvného obe-
hu v dosledku straty integrity vzduchovo-krvnej bariéry
v plucach (Alay akol., 2021) a tato cirkulujuca forma
SP-D sa stava biomarkerom poukazujucim na poskodenie
plic (Sorensen, 2018). Ukazalo sa, Ze sérové hladiny




SP-D sU spojené s vyvojom, progresiou a aj zavaznostou
réznych plticnych choréb (W ar e akol., 2013). V pripade
virusu SARS-Cov-2 dochadza k rozpadu pneumocytov typu
Il v plucach, produkcii zmenenych surfaktantov, ¢o vedie
k vzniku dyspnoe, ARDS a v najzavaznejsich pripadoch aj
k respiraénému zlyhaniu (Ghati akol., 2021). V akdtnej
faze bola hladina SP-D v sére zvy$ena u pacientov s tazkou
pneumodniou COVID-19 v porovnani s pacientmi s mier-
nym priebehom, ¢o naznacuje, Ze hladina SP-D v sére
Uzko suvisi so zavaznostou ochorenia a méze sluzit ako
prvy potencialny biomarker zavaznosti ochorenia na stra-
tifikdciu pacientov s COVID-19 (Ton g a kol., 2021). Bolo
tieZz pozorované, ze sérové hladiny SP-D boli v obdobi po-
cas zotavenia vyrazne znizené v porovnani s hladinami
stanovenymi pri prijati u vSetkych pacientov s COVID-19
(Tongakol., 2021). TaktieZ boli pozorované signifikant-
né rozdiely v koncentraciach medzi pacientmi s kritickym
priebehom Covid-19 a pacientami s komunitne ziskanou
pneumaniou, pricom sa zistilo, Ze u pacientov s Covid-19
su koncentracie tohto markera vyssie (Alay, Laloglu,
2021).

Angiopoetin-2 a rozpustna medzibunkova
adhézna molekula-1

Angiopoetin-2 (Ang-2) a rozpustnd medzibunkova
adhézna molekula-1 (ICAM-1) sa vyuZivaju ako markery
endotelového poskodenia, pricom v predchadzajucich
studiach boli skimané ako biomarker pri prognéze mor-
tality pacientov s klasickym ARDS (Calfee akol., 2008,
Calfee akol., 2012). Tieto markery by teda mohli mat
prognosticku relevanciu aj pri ARDS vzniknutej pri Co-
vid-19. Vyssie hladiny Ang-2 boli pozorované v suvislos-
ti so zvySenym plucnym cievnym dnikom (Bhandari
akol.,, 2006; Parikh akol., 2006) a zvySend expresia
ICAM-1 plticnymi endotelovymi bunkami v reakcii na za-
pal (Calfee akol.,, 2008; Pan a kol., 2020). Dalsie $tu-
die naznaduju, ze ICAM-1 mbze viazat alveolarne makrofa-
gy a zvysSovat produkciu zapalovych cytokinov v alveolach
(Schmal akol., 1998). Hodnoty pre Ang-2 a ICAM-1
stanovené pri prijme na JIS boli vysSie u pacientov, ktori
ochoreniu Covid-19 podlahli oproti pacientom, ktori pre-
Zili (Spadaro akol., 2021). ICAM-1 bol navyse vhod-
nym parametrom aj pri sledovani stavu pacientov v case
— u pacientov, ktori prezili boli hodnoty v ¢ase po prijme
na JIS nizSie ako u pacientov, ktori neprezili, a pocas hos-
pitalizacie boli signifikantnejSie poklesy v hladinach toh-
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to parametra u prezivsich pacientov (Spadaro akol.,
2021). Otazkou vsak zostava, Ci st tieto markery vhodné aj
pri rozliSovani klasického ARDS od ARDS vzniknutého pri
ochoreni Covid-19. U pacientov s klasickym ARDS boli po-
zorované nizsie koncentracie Ang-2 aj ICAM-1 oproti pa-
cientom s Covid-19 suvisiacim ARDS (Spadaro akol,
2021), ¢im sa tieto parametre stdvaju esSte viac vyuzitel-
nymi pri predikcii a rozliSovani typov komplikdcii u pacien-
tov hospitalizovanych na JIS. Vyssie hodnoty tychto dvoch
parametrov plucneho poskodenia u Covid-19 navodenom
ARDS podporuju dolezité zistenia odliSnej patofyziolo-
gickej drahy oproti klasickému ARDS, ktoré boli nedavno
navrhnuté (Gattinoni, Chiumello akol., 2020;
Robba akol. 2020).

ZAVER

Identifikacia spolahlivych markerov u pacientov s CO-
VID-19 by mohla napoméct pri klinickom rozhodovani,
prispdsobovani terapeutickych pristupov a v konecnom
dosledku aj zlepSovani starostlivosti a progndzy vyvo-
ja ochorenia u tychto pacientov. Sti¢asnymi markermi je
dnes mozné odlisit menej zavazné pripady od tych tazkych
a pomocou novych markerov by mohlo byt mozné odha-
lit takych pacientov, ktorym hrozi riziko vyvinu kritického
priebehu tohto ochorenia uz v zaciato¢nych stadiach.
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SUHRN

Autori na subore 304 hospitalizovanych pacientov
s COVID-19 retrospektivne analyzovali vybrané labo-
ratérne parametre z pohladu ich potencidlu pre odhad
prognozy a vyvoja tohto ochorenia. Pomocou grafickych,
Statistickych a epidemiologickych analytickych metéd
porovnavali laboratorne nalezy v skupine 54 zomrelych
pacientov voci skupine 250 pacientov, ktori ochore-
nie uspesSne prekonali. Pri vSetkych sledovanych para-
metroch: mocovina (urea), C-reaktivny protein (CRP),
interleukin-6 (IL-6), pocet leukocytov (LEU), podiel
lymfocytov v leukograme (%LYM), pomer poctu neutro-
filov k lymfocytom (NLR), saturacia artériovej krvi kysli-
kom (Sa0,) a D-dimér zistili uZ pri inicidlnom vy3etreni
pri prijati na hospitalizaciu vyznamné Statistické rozdie-
ly (Mann-Whitneyho U-test), s vynimkou D-diméru.
Pre tieto parametre definovali rozhodovacie limity (dis-

kriminacnu hodnotu, cut-off value) s naslednym urc¢enim
zakladnych prognostickych ukazovatelov — relativne rizi-
ko (RR) imrtia, pomery Sanci (odds ratio — OR) pri sucas-
nom stanoveni diagnostickej G¢innosti (DU) jednotlivych
laboratornych testov. Tieto ukazovatele su nasledovné:
urea: cut-off value 27,00 mmol/l, RR=3,47 (CI95%
2,00-6,01), OR=4,54 (C195% 2,37-8,68), DU =0,651;
CRP: 275,68 mg/l, 1,88 (1,15-3,09), 2,20 (1,17-4,16),
0,711;, IL-6: 251,60 ng/l, 3,36 (2,06-5,46), 4,69 (2,47-
8,89), 0,763; LEU: 211,50 mid/l, 1,60 (0,9-2,66), 1,79
(0,94-3,41), 0,699; % LYM: <10,5%, 2,30 (1,41-3,74),
2,84 (1,51-2,85, 0,728; NLR: 27,56, 2,13 (1,32-3,42),
2,60 (1,40-4,86), 0,723; Sa0,:£92,0%, 1,67 (1,00-2,77),
1,88(1,00-3,54), 0,637; D-dimér: = 2,00 mg/|, 1,69 (0,88-
3,23), 1,91 (0,83-4,38), 0,738.

Zaverom autori konstatuju, Zze vhodna volba a vyber
laboratornych parametrov u pacientov hospitalizova-
nych s COVID-19 méZe prispiet svojim prognostickym
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potencialom k odhadu prognézy a dalSieho vyvoja ocho-

renia, co je v sulade aj s poznatkami inych autorov.

Klfacové slova: COVID-19; laboratérne parametre;

prognéza ochorenia; diagnosticka Géinnost testu

ABSTRACT

The authors retrospectively analyze selected labora-
tory parameters in a group of 304 hospitalized patients
with COVID-19 in terms of their potential for estimat-
ing the prognosis and further evolution of this disease.
Using graphical, statistical and epidemiological analyti-
cal methods, they compared the laboratory findings in
a group of 54 deceased patients to a group of 250 pa-
tients who successfully overcame the disease. For all
monitored parameters: urea, C-reactive protein (CRP),
interleukin-6 (IL-6), leukocyte count (LEU), lymphocyte
count in leukogram (% LYM), neutrophil to lymphocyte
count ratio (NLR), arterial oxygen saturation, (SaO,)
and D-dimer found significant statistical differences
(Mann-Whitney U-test) at the initial examination at
admission to hospital, with the exception of D-dimer.
Besides of this initial assessment, the authors defined
the decision limits (cut-off values) for these parame-
ters with subsequent determination of basic prognostic
indicators—relative risk (RR) of death, odds ratio (OR),
and determined diagnostic efficiency (DE) in individual
laboratory tests as well. These indicators are as follows:
urea: cut-off value >7.00 mmol/l, RR=3.47 (CI95%
2.00-6.01), OR=4.54 (CI95% 2.37-8.68), DE =0.651;
CRP: >75.68 mg/l, 1.88 (1.15-3.09), 2.20 (1.17-4.16),
0.711; IL-6: 251.60 ng/l, 3.36 (2.06-5.46), 4.69 (2.47-
8.89), 0.763; LEU: >11.50.10°/1, 1.60 (0.96-2.66), 1.79
(0.94-3.41), 0.699; % LYM: <10.5%, 2.30 (1.41-3.74),
2.84 (1.51-2.85, 0.728; NLR: 27.56, 2.13 (1.32-3.42),
2.60 (1.40-4.86), 0.723; Sa0,: < 92.0 %, 1.67 (1.00-2.77),
1.88 (1.00-3.54), 0.637; D-dimer: 22.00mg/l, 1.69
(0.88-3.23), 1.91 (0.83-4.38), 0.738.

The authors conclude that the appropriate choice
and selection of laboratory parameters in patients hospi-
talized with COVID-19 can contribute with its prognostic
potential to estimate the prognosis and further evolu-
tion of the disease, which is consistent with the findings
of other authors.
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uvoD

COVID-19 je infekéné ochorenie, ktorého vyvolavate-
fom je koronavirus SARS-CoV-2. Po prvykrat bolo identifi-
kované 31. decembra 2019 vo Wuchane v Cine, nasledne
sa ochorenie rychle Sirilo po celom svete. Dia 11. marca
2020 vyhlasila Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) Si-
renie infekcie a ochorenie COVID-19 za globalnu pandémiu
(Svetova zdravotnicka organizacia, 2020, Cucinotta,
Vanelli, 2020).

U vacsiny nakazenych prebieha ochorenie s miernymi
priznakmi, u malej ¢asti ochorenie progreduje do akut-
nej respiracnej insuficiencie s hypoxiou, ktora si vyzaduje
hospitalizaciu. U hospitalizovanych pacientov méze v istej
Casti pripadov ochorenie dalej progredovat do syndromu
akutnej respiracnej tiesne s multiorgdnovym zlyhanim,
nutnostou umelej plicnej ventilacie spojenej s vysokou
mierou Umrtnosti(Lassdan,Kristufek, 2021).

U infikovanych jedincov sa uvadza umrtnost v rozme-
dzi 0,5 %-10,0 %, mortalita hospitalizovanych presahuje
20% (lzcovich, 2020). V slovenskych podmienkach
bola zaznamenana priemerna mortalita u vSetkych hospi-
talizovanych pacientov na vrchole druhej viny vo februari
2021-22 %, u pacientov leZiacich na jednotkach intenziv-
nej starostlivosti dosiahla 48 % a u pacientov, u ktorych
bola aplikovana umeld plicna ventilacia bola mortalita aZ
53% (Cerveny akol., 2021).

Jednou z prvych a principidlnych rozhodnuti lekara zo-
Ci-voci hospitalizovanému pacientovi s COVID-19 je inicial-
ne uréenie rizika (stratifikacia pacientov s infekciou SARS-
-CoV-2) na zaklade posudenia jeho celkového klinického
stavu, zhodnotenia pomocnych vysetreni - zobrazovacich
RTG, USG, CT, pripadne HRCT a vyuzitia celej palety labo-
ratérnych parametrov.

Prave laboratérne parametre boli pre Siroké spektrum
moznosti ich vyberu, relativne jednoduchd dostupnost
od pociatku predmetom zaujmu, €o sa odrazilo i na vy-
sokom pocte publikovanych prac zaoberajucimi sa touto
problematikou, ¢i uz v kazuistikach, povodnych pracach
a na nich nadvazujucich systematickych prehladov, ¢i me-
taanalyz, ktoré este viac upresnuju pouzivanie a ulohu la-
boratérnych markerov pri novom ochoreni COVID-19.




Prvi metaanalyzu spracovali britski a talianski auto-
ri na Cinskych a singapurskych datach (Henry akol,
2020) ako vystup hodnotenia 21 studii u 3377 pacientov
a 33 laboratérnych parametrov na odlisenie priebehu CO-
VID-19 s tazkym a miernym priebehom, a zhodnotenim
troch Studii na pocte 393 pacientov — na odliSenie skupin
zomrelych a prezivsich pacientov. Zaznamenali vzostup
poctu leukocytov pri su¢asnom poklese poctu lymfocytov
a trombocytov, vzostup zapalovych markerov, pritomnost
kardidalneho a svalového poskodenia, porusenia funkcii
pecene a obliciek, zmien koagulacnych parametrov. Velmi
vyznamné zmeny boli zaznamenané rozdiely pri vySetre-
niach interleukinu-6 a 10 a feritinu.

Ponti akol.(2020) v systematickom prehlade uva-
dzaju prehlad laboratornych markerov s realnym i poten-
cidlnym vyuzitim pri COVID-19 v rozdeleni na hematolo-
gické, biochemické, hemokoagulacné, zapalové parametre
a uvadza i potencialne nové biomarkery.

Sledovanie pacientov s COVID-19 monitorovanim ru-
tinnych laboratérnych testov k predikcii budiceho priebe-
hu choroby (progndzy) povazuju za kriticky délezité aj ka-
nadski autori (Kavsak akol., 2020).

CIEL PRACE

V nadvéaznosti na pocetné prace, ktoré sa zaoberali
hodnotenim réznych laboratérnych parametrov v odha-
de progndzy u hospitalizovanych pacientov s COVID-19
z hladiska zavaznosti priebehu ochorenia (stratifikacie
rizika), odhadu prezitia, resp. Umrtia chorych pacientoy,
sme na vlastnom subore 304 hospitalizovanych pacientov
retrospektivne analyzovali, ¢i vySetrenie niektorych labo-
ratérnych parametrov pri zaCiatku hospitalizacie moéze od-
lisit pacientov, ktori ochorenie Uspesne zvladnu (vyliecia
sa, preZiju) od skupiny pacientov, u ktorych bude priebeh
ochorenia fatdlny (nepreziju). Na skupindch zomrelych
a prezivsich pacientov sme analyzovali prediktivny poten-
cial jednotlivych laboratornych parametrov, a to metéda-
mi deskriptivne]j a epidemiologickej Statistiky.

METODA

Nas subor pozostaval z 304 pacientov (m =179, Z=
125), ktori boli v obdobi druhej viny pandémie koronavi-
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rusove] infekcie SARS-CoV-2 (19. oktdbra 202-22. aprila

2021) hospitalizovani pre COVID-19 na reprofilizovanom

|6zkovom fonde Specializovanej nemocnice sv. Svorada

Zobor, n. o.

Vekovy median hospitalizovanych bol 69,0 rokov, doba
hospitalizacie ¢inila v mediane 13,0 dia.

Vsetci pacienti mali infekciu detegovanu RT-PCR tes-
tom na SARS-CoV-2, mali COVID-19 potvrdeny RTG vyset-
renim. Zavaznost stavu bola posudzovana lekarom-pneu-
moftizeolégom klinicky (anamnéza, fyzikalne vysetrenie),
pomocou zobrazovacich metdéd (CT, resp. HRCT, USG)
ako aj laboratérnymi (biochemickymi, hematologickymi
a hemostazeologickymi) metédami. U vSetkych hospita-
lizovanych bol aplikovany Standardizovany terapeuticky
protokol — poddvanie kyslika 2—25 litrov za minuatu, korti-
kosteroidy, antibiotikd, nizkomolekulové hepariny, imuno-
modulacna liecba a pripadne Specificka liecba (prekonzul-
tovana s infektolégom).

V subore 304 hospitalizovanych sme zaznamenali
54 Gmrti (17,8 % hospitalizovanych), 250 pacientov ocho-
renie Uspesne prekonalo. Tieto dve skupiny boli povaZo-
vané za referenéné z hladiska porovnavania dat, t. j. hod-
not jednotlivych sledovanych laboratérnych parametrov
v Case prijatia na hospitalizaciu (1., resp. 2. den hospitali-
zacie) a v Case ukoncenia hospitalizacie (jeden, max. dva
dni pred ukonéenim hospitalizacie).

Pre ucely hodnotenia boli vybraté tie laboratérne pa-
rametre, ktoré boli vySetrované Standardne a pravidelne
u kazdého pacienta pri prijati, boli vyuzivané i na moni-
torovanie priebehu pocas a pri ukonceni hospitalizacie,
a zaroven to boli parametre, ktoré v zmysle doterajsich
skusenosti a publikovanych prac o najlepSie a najupl-
nejSie laboratdorne charakterizuju chorobnu jednotku
COVID-19.

Rationale vyberu laboratérnych parametrov v naSom
subore vychadzalo z charakteristik ochorenia COVID-19,
ktoré je:
¢ de facto pneumodniou vzniknutou v komunite (z vali-

dovaného stratifikacného indexu CURB-65 je jedinou

laboratérnou zlozkou vysetrenie urey — pismeno ,,U“
akronymu),

e ochorenim zdpalovym — laboratérne parametre vy-
braté do retrospektivneho sledovania boli C-reaktiv-
ny protein (CRP), interleukin-6 (IL-6) — marker cha-
rakterizujuci pritomnost tzv. ,cytokinovej burky” pri
COVID-19, pocet leukocytov (LEU), podiel lymfocytov
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v diferencialnom leukograme (% LYM), resp. pomer

poctu neutrofilov k lymfocytom (tzv. NLR index),

e ochorenim s trombogénnou zlozkou (tvorbou mikro-
trombov) — laboratérny pendant D-dimér,

e ochorenim, ktoré charakterizuje intersticialny edém
pltuc, obmedzujuci prenos kyslika z alveol do artériovej
krvi — laboratérne charakterizované vysetrenim satu-
racie artériovej krvi kyslikom (Sa0,).

Laboratérne parametre v diagnostickom procese ne-
boli posudzované z pohladu ich referenéného rozsahu
hodnét, ale z pohladu hodnoty parametra ako rozhodova-
cieho limitu (decision limit, diskrimina¢na hodnota, cut-off
value) — teda takej hodnoty, ktord ma potencial dostatoc-
ne diskriminovat skupinu tych pacientov, ktori ochorenie
uspesne zvladnu (vyliecia sa, preziju) voci skupine pacien-
tov, ktori ochoreniu podlahni (zomreli), pri ¢o najvyssej
miere diagnostickej Gcinnosti (diagnostic efficiency).

Hodnotenie kazdého jednotlivého parametra bolo vy-
konané dvoma pristupmi:

a) Grafickym zobrazenim pomocou Skatufovych grafov
(box and whisker plot) s kvartilovym rozdelenim na-
meranych hodn6t, uvedenym medianom, pri prijati
na hospitalizaciu a pri jej ukonceni, v skupine zomre-
lych aj prezivsich pacientov (pouZité nastroje Micro-
soft Excel). Statistické hodnotenie bolo vykonané po-
mocou Mann-Whitneyho U-testu (porovnanie dvoch
nerovnakych siborov s non-Gaussovskou distribuciou
hodnot laboratdérnych testov).

b) Vyuzitim niektorych ndstrojov deskriptivnej (percenti-
lové rozdelenie hodndt) a epidemiologicke] Statistiky
za vyuzitia binarnych (kontingencnych) tabuliek, vy-
poctov senzitivnosti, Specifickosti, diagnostickej ucin-
nosti testu, uréenia rizika Umrtia v skupine pacientov
s hodnotou vysSou, resp. nizSou ako diskriminacna
hodnota, vypoctom tzv. odds. Diskriminacné hodnoty
(cut-off values) boli uréené bud' prijatim arbitrarnych
hodnét (napr. zindexu CURB-65) alebo vypoctom, zvy-
¢ajne prijatim hodnoty zodpovedajucej 75-temu per-
centilu rozdelenia hodnét.

Uvadzame poufZité pristrojové vybavenie (vyrobca),
diagnostické supravy (vyrobca), analytickd variabilitu me-
tédy CV % v uvedenom obdobi podla internych kontrol kva-
lity: biochemicky analyzator Bio Majesty JCA-BM 6010/c
(Jeol Ltd.): Urea (DiaSys), CV 1,8 %; C-reaktivny protein —
CRP FS* (DiaSyS), CV 8,0 %; D-dimér (DiaSys), CV 12 %. Imu-
nochemicky analyzator Cobas E411 (Roche): IL-6 — Elecsys
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IL-6 (Cobas®), CV 8,2 %, hematologicky analyzator Sysmex
KX-21N (Sysmex): Leukocyty, % lymfocytov, CV 2,4 % a vy-
pocitany index NLR, acidobazicky analyzator ABL-830 (Ra-
diometer): saturdcia artériovej krvi kyslikom — CV 0,1 %.

VYSLEDKY

a) Zhodnotenie grafickou analyzou (Skatulové grafy —
box and whisker plots — s kvartilovym rozdelenim
a vyznacenim hodnoty medianu) podla jednotlivych
laboratérnych parametrov v skupine zomrelych (v gra-
fe vyznacené cervenou farbou) vs. prezivsich (v grafe
zelenou farbou) pri prijati (s vyznacenim p-hodnoty —
Mann-Whitneyho U-test) a pri ukonceni hospitalizacie
(grafy ¢. 1 aZ 8).

b) Hodnotenie jednotlivych laboratérnych parametrov
metéddami epidemiologickej Statistiky za pouZzitia bi-
narnych (kontingencnych) tabuliek z pohladu prog-
ndzy pacientov s COVID-19 prezentujeme na priklade
urey (Tab. 1) s vyjadrenim vystupov pri zadanej diskri-
minacnej hodnoty (cut-off value) — riziko a relativne
riziko umrtia, pomery $anci (odds ratio) s prislusnymi
intervalmi spolahlivosti pri 95 % pravdepodobnosti
a vyjadrenim diagnostickej ucinnosti prislusného tes-
tu. Pri dalSich parametroch tieto Udaje uvdadzame uz
iba v texte.

Pri CRP a diskrimina¢nej hodnote cut-off > 75,68 mg/I
bolo zaznamenanych 20 dmrti zo 75 hodnotenych (20/75),
pri hodnote nizsej ako 75,68 mg/l 32 imrti z 226 sledova-
nych (32/226), s relativnym rizikom umrtia 1,88 (ClI 95 %
1,15-3,09), pomerom Sanci (odds ratio— OR) 2,20 (Cl 95 %
1,17-4,16) a diagnostickej U¢innosti (DU) testu 0,711.

Obdobne pre IL-6 pri diskriminacnej hodnote cut-off
> 51,60 ng/l (26/72), pri hodnote < 51,60 ng/I (24/223),
boli hodnoty RR=3,36 (CI95% 2,06-5,46), OR =4,69
(C1 95 % 2,47-8,89), DU = 0,763.

Pre pocet leukocytov (LEU) boli zistené vystupy na-
sledovné: pri cut-off >11,5mld/l (18/75), pri cut-off
<11,5mld/l (34/227), RR=1,60 (CI95% 0,96-2,66),
OR =1,79 (CI 95 % 0,94-3,41), DU = 0,699.

Pre podiel lymfocytov v diferencidlnom leukogra-
me (% LYM) boli zistené vystupy nasledovné: pri cut-off
< 10,5 % (22/74), pri cut-off > 10,5 % (29/224), RR = 2,30
(Cl95% 1,41-3,74), OR=2,84 (CI95% 1,51-2,85),
DU =0,728.
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Graf 2. C-reaktivny protein - graficka analyza

Pre index NLR boli zistené vystupy nasledovné: pri cut-
-off 2 7,56 (22/74), pri cut-off < 7,56 (32/229), RR = 2,13
(C1 95 % 1,32-3,42), OR = 2,60 (Cl 95 % 1,40-4,86), DU =
0,723.

Pre saturaciu artériovej krvi (Sa0,) boli zistené nasle-
dovné vystupy: pri cut-off < 92,0% (23/95), pri cut-off
>92,0%(25/172),RR=1,67 (CI 95 % 1,00-2,77), OR=1,88
(C195% 1,00 - 3,54), DU = 0,637.
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Pre D-dimér boli zistené nasledovné vystupy: pri cut-
-off > 2,00 mg/I (10/41), pri cut-off < 2,00 mg/| (25/173),
RR = 1,69 (Cl 95 % 0,88-3,23), OR = 1,91 (Cl 95 % 0,83—
4,38), DU = 0,738.

Celkovy prehlad pre jednotlivé analyzované laborator-
ne parametre v poradi podla diagnostickej ucinnosti tes-
tov uvadzame v tabulke 2.
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Graf 4. Pocet leukocytov - graficka analyza

DISKUSIA

S objavenim sa nového ochorenia — COVID-19, ktoré-
ho Sirenie zaznamenalo pandemicky priebeh s vysokou
mierou Umrtnosti sa postupne vyvijaju aj nazory na jeho
priebeh, diagnostiku, liecbu, hodnotenie rizikovych fakto-
rov ochorenia. Priebeh ochorenia je vo vacésine pripadov
lahsi, avSak u pacientov s rizikovymi faktormi, medzi ktoré
patri najma vek nad 65 rokov, pritomnost inych chronic-
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kych ochoreni — kardiovaskuldrne (srdcové zlyhavanie,
artériova hypertenzia), respiracné (chronicka obstrukéna
choroba plc, a i.), chronické oblickové ochorenie, obez-
ita, diabetes mellitus, onkologické ochorenia a dalsie
ochorenia spojené s imunodeficitom, stavy po transplan-
taciach, ochorenie ¢asto prechadza do tazsieho priebehu
s vysokou mierou letality (Lassan,Kristufek, 2021).

Okrem diagnostiky ochorenia — najma molekulovo-
-genetickych vySetreni pritomnosti patogénu (RT-PCR),
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Graf 6. Pomer poctu neutrofilov k lymfocytom v leukograme (index NLR) - graficka analyza

klinického hodnotenia priebehu, vyuZitia zobrazovacich
pomocnych vysSetreni (najma RTG, CT, resp. HRCT) sa pri
hodnoteni priebehu ochorenia a odhade progndézy ocho-
renia vyuzivaju v hojnej miere aj laboratérne parametre,
ktoré sa prakticky od pociatku stali predmetom zaujmu
mnohych povodnych prac, prehladov, metaanalyz.

V juni 2020 pracovna skupina IFCC publikovala pracu,
ktora sumarizovala zasady diagnostiky, séroldgie a sledo-
vania zmien rutinnych laboratérnych parametrov pri hod-
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noteni priebehu a progndzy ochorenia COVID-19 (Bo hn
a kol., 2020). V nasich krajoch zhrnuliv prehfadnom ¢lan-
ku prvotné informdcie k vyuZzitiu rutinnych laboratérnych
vySetreni pri COVID-19 z pohladu spektra ich vyuzitia,
monitorovania zmien v priebehu ochorenia ako i pohladu
vyuZitia tychto parametrov v odhade progndzy pacientov
sCOVID-19 Friedecky, Kratochvila (2020).

V nasom subore 304 hospitalizovanych pacientov s po-
tvrdenou diagnézou COVID-19 sme sa v retrospektivnom
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Graf 8. D-dimér - graficka analyza

zhodnoteni zamerali na porovnanie rozdielov v hodnotach
vybranych laboratérnych parametrov v skupine pacientov,
ktori ochorenie Uspesne zvladli (preZili) voci skupine pa-
cientov s nepriaznivym priebehom hospitalizacie (zomreli,
n=>54,17,8%).

UZ pri porovnani hodnoét laboratérnych parametrov
pri zaciatku hospitalizacie sme zaznamenali Statisticky vy-
znamné rozdiely medzi oboma porovnavanymi skupinami
(zomreli vs. prezivsi) pri vSetkych sledovanych paramet-
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roch, s vynimkou D-diméru, ako sme to ukazali v grafic-
kych znazorneniach. Vo vyvoji zmien hodnoét tychto la-
boratérnych parametrov sme ku koncu hospitalizacie pri
vsetkych parametroch zaznamenali ich dalSie zhorsenie
v skupine zomrelych, kym v skupine prezivSich sa hodnoty
meranych parametrov ku koncu hospitalizacie zlepsili.
Druhym ciefom prace bolo posudenie miery rizika dmr-
tia (odhad progndzy) v zavislosti od zadefinovanej hodnoty
rozhodovacieho limitu (decision limit, diskrimina¢na hod-




Tab. 1, Urea - analyza laboratérneho testu z pohladu diagnostickej Gcinnosti a prediktivnej hodnoty testu
pre odhad prognézy pri uvedenej diskriminacnej hodnote (cut-off value)

UREA S ZOMRELI PREZIVSI 1
catoff  |>7,00 mmol 39 90 120 30.2% |rziko Gmrtia
< 7,00 mmol1 15 157 172 87% |riziko umrtia
relativne riziko (RR) 347 (C195% 2,00-6,01)
0dds ratio (OR) 454  (C195% 237-8,68)
serzitivnost 0,722
Specifickost 0,636
diagnosticka Ginnost’ 0,651
Hodnotenie:

Relativne riziko imrtia u padentov shladinou urey pri prijati =7 00 mmol/1 je 3 47 -krat vySSie vod

radentom s hladinou urey < 7,00 mmol/1.

Tab. 2. Diskriminacné (cut-off) hodnoty jednotlivych laboratérnych parametrov pre riziko imrtia vysetrenych

pri zaciatku hospitalizacie pre COVID-19 zoradené podla diagnostickej ticinnosti testov

Parameter Cut-off value RR umrtia Odds ratio DU testu Poznamka
IL-6 > 51,60 ng/l 336 469 0763 ¢asovo predchadza vzostupu
CRP 0 24—48 hod.

D-dimér >2,00 mg/I 1,69 1,91 0,738

% Lymfocyty <10,5% 2,30 2,84 0,728

NLR >7,56 2,13 2,60 0,723

CRP >75,68 mg/l 1,88 2,20 0,711

Leukocyty > 11,50 mld/I 1,60 1,79 0,699

Urea > 7,00 mmol/I 3,47 4,54 0,651 sticast CURB-65

% Sa02 <92,0% 1,67 1,88 0,637

Legenda: RR - relativne riziko, DU - diagnosticka ¢innost

nota, cut-off value) pre kazdy jednotlivy sledovany para-
meter pri inicidlnom laboratérnom zhodnoteni pacientov.
Hodnoty rozhodovacich limitov pre jednotlivé parametre
boli uréené bud’ na zaklade prijatych arbitrarnych hodnot
(napr. pri stratifikacno-prognostickom indexe CURB-65),
alebo boli odvodené z percentilového rozdelenia vsetkych
nameranych hodnét, zvacsa na Urovni 75-teho percentilu
(rozhranie 3. a 4. kvartilu) a naslednej analyzy za vyuZitia
binarnych (kontingencnych) tabuliek pri ¢o najvyssej diag-
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nostickej ucinnosti testu. Odhad progndzy (rizika imrtia)
pri danej diskriminacnej hodnote kazdého jednotlivého
parametra sme hodnotili metédami epidemiologickej sta-
tistiky (senzitivnost, Specifickost, diagnosticka ucinnost,
analyza rizika) (M o c d k a kol., 2008).

Diskriminaéna hodnota pre ureu na Grovni 7,00 mmol/I
je hodnota ur¢end arbitrarne ako sucast v klinickej praxi
zauzivaného stratifikacného a prognostického inde-
xu CURB-65, ktory sa vyuziva ako prediktor mortality
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v komunite vzniknutej pneumdnie, kam mozno zaradit
aj ochorenie COVID-19 ako komunitnd pneumaéniu viru-
sového povodu. Iba samotny parameter urea vyssia ako
7,00 mmol/l indikuje pri klasickej komunitnej pneumaonii
30-dfiovd Umrtnost na Urovni 2,7 %. Pokial sa pridruzi
aj vek vyssi ako 65 rokov, tak sa riziko 30-driovej mortality
zvysina6,8% (Macfarlane, 2021).

Nguyen akol. (2020) pri aplikacii skore CURB-65
u 279 pacientov s COVID-19 zistili, Ze pacienti s tymto
ochorenim mali horsi priebeh (letalita 18,3 %), ako by
ukazoval tento etablovany prediktor pri klasickej komunit-
nej pneumonii, Cize vyuZite tohto skérovacieho systému
pri COVID-19 podhodnocuje zavaZnost progndzy tohto
ochorenia. Zdévodnuju to aj tym, Ze CURB-65 nezahfna
v sebe Specifika charakteristické pre COVID-19, a to naj-
ma hypoxémiu vyZadujicu oxygenoterapie, ako i virusom
indukovanu ,cytokinovu burku®, ktorej markerom je IL-6.
So stanovenim urey ako laboratérneho parametra prog-
nostického skére CURB-65 uvazuju pri COVID-19 aj Kavsak
a kol. (2020). Aj v nasom pripade sme preukdzali vyssie
riziko mortality pacientov s COVID-19 pri hladinach urey
vy$sich ako 7,00 mmol/I (na ¢o vak mozu vplyvat aj iné
rizikové faktory, najma vek vyssi ako 65 rokov). Relativne
riziko Umrtia u pacientov s ureou vys$sou ako 7,00 mmol/I
voCi skupine s ureou nizSou ako 7,00 mmol/l bolo takmer
3,5-krat vyssie.

Vyuzitie zapalovych laboratérnych markerov v moni-
torovani priebehu a odhadu progndzy je pri zadpalovom
ochoreni, akym je i COVID-19 viac-menej logické. Do Uva-
hy prichddzaju bezne vyuzivané zapalové markery — CRP,
pocet leukocytov, ale i napr. prokalcitonin, ¢i feritin. Vzhla-
dom na virusovy povod ochorenia je viak netypickym na-
lezom pomerne vysoky vzostup CRP, ktory skor sprevadza
zapalové ochorenia baktériového pévodu. V pripade toh-
to ochorenia je vSak potrebné vziat do Gvahy patogené-
zu ochorenia — virus SARS-CoV-2 atakuje nielen bunky
imunitné (monocyty/makrofagy), ale aj bunky epitelu
a cievneho endotelu, ktoré na sprievodnu tkanivovu hy-
poxiu reaguju vysokou produkciou cytokinov, najma IL-6,
ktory ako najstabilnejSi z nich ma najlepSie predpoklady
aj pre laboratérne stanovenie (Thomas, 1999). IL-6 je
hlavnou signalnou molekulou na produkciu (proteosynté-
zu) CRP v peceni ako markera akutnej fazy zapalu, a tak
Casovo predchadza laboratérnemu zachytu vzostupu CRP
024-48 hodin (Thom as akol., 1999). Na druhej strane
cirkulujaci CRP aktivuje produkciu solubilného receptoru
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pre interleukin-6 (sIL-6R) a potencuje tak rozvoj zapalové-
ho procesu vytvaranim komplexu sIL-6R/IL-6 (Jones a kol.,
1999). Vyssie hladiny IL-6, CRP (porovnanie najvyssSieho
kvartilu voci najnizSiemu kvartilu) su spojené s vyssou
mortalitou (pri IL-6 1,9-nasobok, pri CRP 1,6-nasobok),
ako to jednoznacne na 1293 zdravych starSich jedincoch
preukdzali Harrisova akol. (1999).

Kavsak akol. (2020) povazuju CRP ako délezZity
diskriminacny parameter pri porovnani skupin pacientov
s COVID-19 zomrelych (n=113) vs. preZivsich (n=161)
a uvadzaju medidnova diskriminaénd hladinu CRP
113 mg/I, rovnako tak aj IL-6, kde diskrimina¢nd hodnotu
kladd v mediane na Uroven 72 ng/l. Mortalitu u pacientov
s COVID-19 pri inicidlnom vstupnom vySetreni CRP vys-
Som ako 100 mg/l na drovni 42 %, a pri inicidlnej hodnote
pod 100 mg/l na drovni 37 % zistili pri rozbore 95 hos-
pitalizovanych pacientov s COVID-19 autori z Bardejova
(Huddkova akol., 2021). Oba parametre — CRP aj IL-6
— mézu odlisit aj zavaznost priebehu COVID-19, ako to
ukazali Liu akol. (2020), pricom diskriminaéni hodnotu
CRP stanovili na 41,8 mg/l a IL-6 na 32,1 ng/I.

V metaanalyze dat z 207 prac uvadzaju lzcovich
a kol. (2020) pri vysokom CRP (viac ako 100 mg/l) riziko
mortality na Urovni odds ratio (OR) 6,6.

V nasom subore sme pri inicidlnej vstupnej hladine
CRP vyssej ako 75,68 mg/| zistili riziko Umrtia na COVID-19
na urovni 26,7 %, 1,88-krat vyssie vocCi pacientom, ktori
pri vstupnom vySetreni mali hladinu CRP niZSiu ako uve-
dena cut-off hodnota (odds ratio 2,2). Obdobne v pripa-
de vySetrenia hladiny IL-6 pri prijati vy$Sej ako 51,6 ng/I
sme v nasom subore stanovili riziko Umrtia na drovni
36,1 %, ¢o je 3,35-krat vyssie voci pacientom, u ktorych
sa pri prijati stanovila hladina IL-6 nizSia ako tato cut-off
hodnota. Daldimi zo zapalovych parametrov, ktoré mozu
odlisit priebeh ochorenia COVID-19 su prokalcitonin
(PCT) a feritin (Liu akol., 2020, Kavsak akol., 2020,
Huddkova akol., 2021). Prokalcitonin vSak v naSom
subore bol vySetrovany iba nepravidelne, pri feritine boli
inicidlne vysetrenia sice CastejSie, avsak v mensom subo-
re dat sme nezistili Statisticky signifikantnd diskriminac-
nu hodnotu. Kavsak akol., 2020 udavaju pri feritine
diskrimina¢nd hodnotu na urovni 1418 pg/l, Liu a kol,,
2020 pri PCT 0,07 pg/|.

Virusovy povod ochorenia sa viak vyznamne prejavu-
je v zmene diferencidlneho leukogramu, najma poklesom

lymfocytov (Co je pre vacsinu virusovych ochoreni typic-




kou znadmkou), ¢i uz v absolutnom alebo relativnom vyjad-
reni, ako i zmenami indexov odvodenych vypoctami, napr.
pomeru poctu neutrofilov ku lymfocytom.

Metaanalyza 207 prac (lzcovich akol., 2020)
uvadza pre riziko mortality pri COVID-19 aj vysoky pocet
leukocytov (vy3$si ako 10 mld/I) — odds ratio 4,06, pokles
poctu lymfocytov (o 1 mld/l) — odds ratio 3,57, hodnoty
D-diméru vyssie ako 1,00 mg/l, odds ratio 4,81.

V nasom subore sme pri cut-off celkového poctu leu-
kocytov vyssieho ako 11,5 mld/I zachytili 1,6-krat vyssie
riziko umrtia ako v skupine pacientov s hladinami leuko-
cytov nizsimi (OR = 1,79), pri relativnom pocte lymfocytov
pod 10,5 % ako diskriminacnej hodnote bolo riziko dmr-
tia 2,3-krat vyssie ako u pacientov, nad touto hranicou
relativneho poctu lymfocytov (OR =2,85). Rovnako pri
hodnoteni indexu NLR v naSom subore vyssom ako 7,56
bolo riziko umrtia 2,1-krat vyssie ako u pacientov s in-
dexom NLR nizsSim ako uvedena diskriminacna hodnota
(OR =2,61). Zvysenie indexu NLR je spOosobené dysregu-
laciou expresie zapalovych cytokinov, upregulaciou génov,
ktoré zapri€ifuju zanik (smrt) lymfocytov — spésobenou
mechanizmom infekcie SARS-CoV-2. Vzostup NLR je teda
indikatorom zavaznosti COVID-19, napriklad Ponti a kol.
(2020) uvadzaju, ze az 75,8 % pacientov s tazkym priebe-
hom COVID-19 pocas hospitalizacie malo index NLR vyssi
ako 2,973. Rovnako i metaanalyza piatich prac zaoberaju-
cich sa pomerom NLR u pacientov s COVID-19 preukaza-
la signifikantny narast pomeru NLR u pacientov s tazkym
priebehom COVID-19 (Lagunas-Rangel, 2020).

U pacientov s tazsimi formami COVID-19 je jednym

z typickych nalezov obmedzenie plucnych funkcii, i ked'

u hospitalizovanych sa ma obmedzit vySetrenie iba
na testy, ktoré su nevyhnutné pre rozhodnutia o okam-
zitej liecbe, pricom vySetrenia krvnych plynov z artério-
vého odberu medzi takéto vysSetrenia patria (LasSan,
Kristufek, 2021). Tieto boli vysetrované aj v nasom
subore, pricom uz pri prijati sme zistili Statisticki vyznam-
nost pri vySetrovani saturacie artériovej krvi kyslikom
(v %) v skupine zomrelych a skupine prezivsich, pricom
v priebehu hospitalizacie v skupine zomrelych prislo este
k dalSiemu zhorSeniu saturdcie artériovej krvi kyslikom.
Pri SaO, mensej ako 92 % bolo riziko Umrtia 24,2 % (pri-
blizne 1,7-krat vyssie ako u pacientov so saturaciou vys-
Sou ako takto uréend diskrimina¢nd hodnota). Podobné

vysledky zaznamenali aj bardejovski autori(Hudadkov a
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a kol., 2021), ktori pri saturdcii krvi kyslikom pod 90 % pri
prijati uvadzaju umrtnost 40 %.

Poslednym hodnotenym prognostickym markerom
bolo vysetrovanie D-diméru, ktory poukazuje na uro-
ven fibrinolytického procesu pri rozpustani vznikajucich
trombov (fibrinu), ¢o je pri COVID-19 charakteristické.
D-dimér sa vSeobecne povaZzuje za ukazovatel progndzy
pri COVID-19, i ked' arbitrarne prijata diskriminacna hod-
nota vyssia ako 0,5 mg/| pouZivana za beZnych okolnosti
hlavne pri vyluéeni trombogénneho procesu, mala nizky
diskriminacny potencial a v nasom subore aZ cut-off hod-
nota vyssia ako 2,0 mg/l mala dostatocny diskriminacny
potencial (relativne riziko 1,7, OR =1,91), i ked' ako jedi-
ny zo sledovanych markerov bez Statistickej vyznamnosti.
Vyssia diskriminacna hodnota poukazuje prave na vyssi
trombogénny potencidl COVID-19 ale i na vys$Siu Uroven
fibrinolytickej aktivity organizmu, pri ktorej este priebeh
ochorenia moéze byt priaznivy. Diskriminacni hodnotu
u hospitalizovanych pacientov na trovni 2,0 mg/| pri prija-
ti uvadzaju ako optimalnu cut-off hodnotu aj ¢inski autori
(Zhang akol., 2020) pri analyze siboru 343 hospitalizo-
vanych pacientov, s rizikom Umrtia viac ako 50-nasobne
vyssSim ako u pacientov s hladinami D-diméru niz$imi ako
uvedena diskrimina¢na hodnota. Paradoxne vysSiu mor-
talitu (az 40 %) zaznamenali Huda kova akol. (2021)
pri fyziologickych hodnotach D-diméru pri prijati, kym pri
zvySenych hodnotach D-diméru pri prijati bola zachytena
mortalita na drovni 30 %.

Pri zhodnoteni jednotlivych laboratérnych parametrov
pouzivanych v naSom subore sme podla hodnoty diagnos-
tickej ucinnosti jednotlivych testov (pri zadefinovanych
diskriminacnych cut-off hodnotach) urdili aj ich predik-
tivny potenciadl pri odhade progndzy vyvoja pacientov
hospitalizovanych pre COVID-19. Vo vSetkych pripadoch,
s vynimkou vySetrenia D-diméru, sme zachytili Statisticky
vyznamny potencidl (vyjadreny aj mierou diagnostickej
ucinnosti). Poukazuje to na vyznamny prinos vySetrovania
laboratérnych parametrov pre odhad progndzy hospitali-
zovanych pacientov s COVID-19, o je v sulade i so zaver-
mi publikovanych systematickych prehladov a metaana-
lyz. Vysledky tak v kone¢nom désledku mozu prispievat
k dalSiemu upresfiovaniu a posilfiovaniu mediciny, resp.
laboratérnej mediciny zaloZenej na dokazoch (EBM, resp.
EBLM), ¢o sa spektra vyberu a diskrimina¢nych hodnét

jednotlivych laboratérnych parametrov tyka.
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ZAVER

Na zaklade analyz vysledkov vlastnej prace, ktoré su
v sulade s vysledkami pocéetnych prac svetového pisom-
nictva, mozno skonstatovat, Ze laboratérne parametre
svojou diagnostickou informaciou prispievaju k spravnosti
a komplexnosti nielen inicidlneho posudenia klinického
stavu hospitalizovaného pacienta s COVID-19 ale i k prie-
beZnému hodnoteniu jeho priebehu. Znalost vyberu pa-
rametrov a ich diskriminaénych hodnét moze prispiet
k odhadu progndzy a stratifikdcii rizika pacienta pri ocho-
reni s vysokou mierou letality, akym je COVID-19. Cielom
préace je poskytnut ,iny“ pohlad na prognosticky potencial
beZne pouZivanych laboratérnych parametrov (napr. urea,
CRP, pocet leukocytov, lymfocytov), ako i niektorych me-
nej Casto pouZivanych markerov (napr. IL-6, index NLR).
VyuZivanie laboratornych parametrov tak méze v klinickej
praxi vyznamne prispievat k stratifikacii rizika hospitalizo-
vaného pacienta s COVID-19, jeho naslednom manazmen-
te (véasnom prijati najvhodnejsich diagnosticko-terapeu-
tickych postupov), ¢im sa laboratérna diagnostika stava
zakladnou sucastou integrovaného klinického a laboratér-
neho diagnostického algoritmu koronavirusovej infekcie
a COVID-19.
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SUHRN

Pretrvavajlica pooperacna svalova paralyza nasled-
kom pouzitia nervovosvalovych blokatorov sa vyskytuje
pomerne casto. Incidencia je zavisla tak od druhu bloka-
tora ako aj lieciva pouzitého na reverziu neuromuskular-
nej blokady. Je spajana s hypoxiou, slabostou veducou
k respiracnému zlyhaniu a zvySeniu perioperacnej morbi-
dity. Vzhladom na pritomnost poéetnych polymorfizmov
v géne pre plazmaticku acetylcholinesterazu ovplyviuju-
cich jej aktivitu a nasledne aj reakciu na podavané lieciva,
je praca zamerana na skrining dvoch polymorfizmov, kto-
ré znizuju jej aktivitu priblizne o 30 %. Prvotné vysledky

naznacuju pomerne vysoky vyskyt alel variantu K.

Klacové slova: acetylcholinesteraza; butyrylcholines-
teraza; cholinesteraza; nervovosvalovy blokator; poly-
morfizmus; rezidualna kurarizacia

ABSTRACT

Persistent postoperative muscle paralysis due to the
use of neuromuscular blockers is relatively common. The
incidence depends either on the type of blocker or the
drugs used to reverse neuromuscular blockade. It is as-
sociated with hypoxia, weakness leading to respiratory
failure and increased perioperative morbidity. Due to
the presence of numerous plasma acetylcholinesterase
gene polymorphisms affecting its activity and subsequ-
ently the response to administered drugs, the work is
focused on the screening of two polymorphisms that
reduce its activity by approximately 30 %. Initial results
suggest a relatively high incidence of K variant alleles.

Key words: acetylcholinesterase; butyrylcholineste-
rase; cholinesterase; neuromuscular blocker; polymor-

phism; residual curarisation
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Neuromuskuldrnej blokatory (NMBA) st sucastou kaz-
dodennej anestetickej praxe na celom svete. Len v USA
sa odhaduje, Ze sa uskutocni 51,4 milidna chirurgickych
zadkrokov rocne (Brull, Kopman, 2017). V Eurdpe sa
odhaduje 34,8 milidna postupov (W eiser akol., 2008).
Kombinované celosvetové odhady predpokladaju celkovy
objem 234,4 milidna chirurgickych zédkrokov rocne. Poo-
peracna rezidudlna kurarizacia (PORC, Post-Operative Re-
sidual Curarization) je charakterizovana ako pritomnost
svalovej Unavy, vyCerpania alebo nedostato¢nosti nasled-
kom pouzitia NMBA s predizenym pooperaénym ucinkom.
PORC je asociovana s hypoxiou, slabostou veducou k res-
piracnému zlyhaniu a zvySenim perioperacnej morbidity.
Tieto priznaky, ako slabost, hypoxia ¢i nemoznost odkaslat
sa mozu vyskytovat relativne ¢asto, ale malokedy sa dava-
ju do spojitosti s rezidualnou kurarizaciou.

Studie preukazali vyskyt PORC v rozmedzi od 4 do 50%
v zavislosti na diagnostickych kritériach, od druhu pouzité-
ho NMBA a od podania medikamentov, ktoré zvratia sva-
lovi paralyzu (Butterly akol, 2010; Plaud akol.,
2010). Dokonca Murphy, Brull (2010) uvadzaju in-
cidenciu v rozmedzi od 2 % do 64 %. Tento problém ma
znacné klinické désledky spojené so svalovou slabostou,
poklesom arteridlnej saturacie krvi kyslikom, alveoldrnym
kolapsom az akutnym respiracnym zlyhanim, ktoré moze
viest k vaznemu poskodeniu mozgu az smrti.

Sukcinylcholin a rokurénium su typicky pouZziva-
né NMBA, ked je potrebnd neuromuskuldrna blokdda
na rychle ulahcéenie trachedlnej intubacie (Tran akol.,
2015). Sukcinylcholin je hydrolyzovany butyrylcholines-
terazou (BCHE, plazmaticka cholinesteraza, pseudocho-
linesteraza) a obnovenie neuromuskularnej funkcie je
u pacientov s normalnou aktivitou BCHE priblizne 9 mi-
nut, ale s vyraznou variabilitou. Tato variabilita moze savi-
siet so ziskanymi a dediénymi faktormi (Bretlau akol.,
2013). Rokurénium nie je metabolizované BCHE, a pretr-
vavajlca svalovd blokdda moze byt zvratend sugamma-
dexom (Keating, 2016). Rokurdonium vSak nemusi byt
idedlne pre vsetkych pacientov, pretoZe nepdsobi tak
kratko ako sukcinylcholin a moze byt spojené s hepato-
toxicitou (Sauer etal., 2017). Okrem toho pouZitie ro-
kurdnia v celkovej anestézii v porodnictve bolo spojené
s nepriaznivymi dosledkami pre novorodencov v porov-
nani so sukcinylcholinom (Kosinova etal, 2017). Na-

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2021

vyse zvratenie bloku sugammadexom nie je vidy Uspesné
u myastenickych pacientov (Fernandes akol., 2019).

Nedostatok BCHE ma autozomalne recesivnu dedic-
nost, s mnohymi variantami, ktoré mozu spdsobit urcity
stupen znizeného metabolizmu esteru cholinu, ale ne-
predstavuje Ziadne dalSie zdravotné rizikd, preto je mozné
ho zistit aZ po poufZiti sukcinylcholinu alebo mivakuria. Pri-
blizne 25 % kaukazskej populdcie ma mutdcie v géne pre
BCHE (Lockridge, Masson, 2000; Gatke akol.,
2005). Vacdsina doteraz opisanych variant je vysledkom
jednonukleotidového polymorfizmu (Goodall, 2004).
Neddvno vSak bola preukdzana asociacia polymorfizmu
rs1803274 v BCHE géne so zvySenym rizikom koronarnej
restendzy in-stentu (Pl e va a kol., 2015), Alzheimerovou
chorobou (Nordberg akol, 2013), ale aj metabolic-
kymi rizikovymi faktormi (kardiovaskularnymi, obezitou,
krvnym tlakom, diabetes) (Benyamin akol., 2011).

Uelom tejto $tudie je zistit frekvenciu vyskytu poly-
morfizmov v BCHE géne, zodpovednych za znizenu akti-
vitu BCHE u pacientov podstupujucich chirurgicky vykon
na Slovensku.

MATERIAL A METODIKA

Studia bola schvélend Etickou komisiou UNLP Kogice
¢. 115/EK/18. Ucastnici (18) podstupili operaény vykon
v celkovej anestézii s pouzitim nedepolarizacného rela-
xancia — rokurénium s intermediarnou dizkou pdsobe-
nia. VSetci Ucastnici boli extubovani na operacnej sale
a v doprovode anestézioldga a anestéziologickej sestry
transportovani do zotavovacej izby, kde boli ihned napo-
jeni na monitor vitalnych funkcii. Bol im aplikovany kyslik
tvarovou maskou v rdmci oxygenoterapie a na predlaktie
pripevneny monitor svalovej relaxacie TOF-Watch (Orga-
non, SwordsCo., Dublin, irsko). TOF stimuléciou bol stimu-
lovany ulnarny nerv (4 pulzy v trvani 0,2 ms a s frekven-
ciou 2 Hz). Tri po sebe idice merania TOF boli vykonané
s odstupom 15 minut a vypocital sa priemer. Zo zotavo-
vacej miestnosti boli prepusteni az po dosiahnuti hodno6t
TOF ratio 2 0,9. Zaznamenané boli aj vaha, vyska (z nich
vypocitané BMI), pohlavie, vek, dizka vykonu, telesna tep-
lota a ASA (American Society of Anaesthesiologist physical
status classification). Do protokolu sa zaznamenali infor-
macie aj o dekurarizacii pacienta a podani sugammadexu.

Genomickd DNA bola izolovana z periférnej krvi pa-
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cientov do skimaviek s obsahom antikoagulacného di-
nidla (K3EDTA) podla pokynov vyrobcu komercne vyrobe-
ného kitu UltraClean® Blood non-spin® DNA Isolation Kit
(Carlsbad, CA, USA). Polymorfizmy génu BCHE (rs1799807,
rs1803274) boli vybraté na zaklade studii, ktoré sa spajaju
so znizenou aktivitou butyrylcholinesterazy. Genotypiza-
cia bola uskutocnena prostrednictvom TagMan SNP As-
say (C___ 2411904 20; C_ 27479669 _20) (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA) na zaklade standardného
protokolu. Florescencia bola detegovana prostrednictvom
metddy Real-Time PCR s vyuZitim pristroja 7500 Fast Real-
-Time PCR Systém (Applied Biosystem). Mutantny geno-
typ bol overeny sekvenovanim a nasledne bol pouzity ako
pozitivna kontrola pre kazdy experiment. Genotypovanie
bolo uskutocnené prostrednictvom TagMan SNP genoty-
ping assay (Applied Biossystem, Foster City, CA, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pre BCHE bolo identifikovanych najmenej 75 genetic-
kych variantov (Lockridge, 2015). Genetické varianty
v BCHE sp6sobuju nedostatok aktivity enzymu BCHE, ¢o
vedie k vy$sim plazmatickym koncentraciam sukcinylcholi-
nu, a tym k predizenej neuromuskuldrnej blokade. Pacienti
s tymito genetickymi variantmi su zvyéajne asymptomatic-
ki, kym nie su vystaveni sukcinylcholinu pocas chirurgické-
ho zakroku (Soliday akol., 2010). Najznamejsi variant
BCHE je atypicky variant (variant ,A“). Podkladom atypic-
kého variantu je jednonukleotidovy substitu¢ny polymor-
fizmus rs 1799807 (G), ktory vedie k zdmene aspartatu
za glycin na sekunddrnom viazbovom mieste substratu/
inhibitora. Forma ,A“ BCHE ma o 30% nizSiu enzymovu ak-
tivitu (Z h u akol., 2020). Atypicky variant je najc¢astejsou
pri¢inou predizenej apnoe (Delacour akol., 2016),
a pacientom s homozygotnym genotypom pre tento va-
riant pouzitie sukcinylcholinu odporuicané nie je. Z nasich
pociatocnych analyz 18-tich vzoriek bol iba jeden jedinec
rizikovy pre poutzitie sukcinylcholinu s ohfadom na hetero-
zygotny genotyp (Tabulka 1).

Alela A jednonukleotidového polymorfizmu rs1803274
kéduje variantu Kalow (K) spésobent zdmenou guaninu
za adenin na nukleotide 1615, ¢o vedie k zmene koddnu
GCA na ACA a zamene aminokyselin alanin za treonin v ko-
doéne 539 (Ala539Thr). V dosledku toho je aktivita BCHE
znizend a vedie k 30 % predizeniu trvania neuromusku-

56

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2021

Tabulka 1. Frekvencie alel a genotypov polymorfizmov
rs1799807 a rs1803274 génu BCHE u pacientov podstupuijticich
chirurgicky vykon

Frekvencie alel Frekvencie genotypov
Polymorfizmus
G A GG GA AA
1 35 0 1 17
rs1799807
278% | 97.22% | 0.00% | 5.56% | 94.44%
29 7 12 5 1
rs1803274
80.56% | 19.44% | 66.66% | 27.78% | 5.56%

larnej blokady aj po podani mivakdria (Gatke akol.,
2005; Levano akol.,, 2005). Vyskyt rizikovej alely pre
polymorfizmus rs1803274 bol v zatial malej vysetrenej
vzorke pomerne vysoky (19.44 %) a takmer 28 % jedincov
nieslo rizikovy genotyp. Jeden z vySetrenych pacientov
bol pre variant K homozygotny. Kombinacie najcastejsie
sa vyskytujucich genotypov zatial nepotvrdili sicasny vy-
skyt oboch variantov u homozygotnych jedincov. Ako vy-
plyva z tabulky 2, iba jeden pacient bol nositelom riziko-
vych alel pre oba varianty. Vyznam K-variantu pre trvanie
ucinku sukcinylcholinu nebol dobre prestudovany, aj ked’
frekvencia alel K-variantu je pomerne vysoka 0,12 az 0,27
v niektorych populdacidch s pévodom v Severnej Amerike
(Lockridge,Masson,2000;Levano akol.,2008),
Japonsku (I zumi akol.,, 1994), Brazilii (Mikami akol.,
2008), Taliansku (Lan d o a kol.,2003), Dédnsku(Jensen
a kol., 1996) a priblizne 1 z kazdych 63 pacientov je nosite-
fom homozygotného genotypu (Le van o akol., 2008).
Nedepolarizujuce relaxancia ucinkuju kompetitiv-
nym obsadenim receptorov acetylcholinu. Napriklad atra-
kdrium nie je metabolizované BCHE, ale hydrolyzou este-
rovej vazby alebo Hoffmanovou elimindciou. Vekurénium
a rokurénium su vylucované zlcou (Beaufort akol.,
2001). V stuadii bolo pouZité vylucne rokurénium, ktoré
nie je metabolizované BCHE. U troch pacientov (16.6 %)
bolo nutné zvratit ucinok rokurdénia sugammadexom,
ktory s nim vytvara komplex, alebo neostigminom, ktory
inhibuje hydrolyzu acetylcholinu kompeticiou o miesta
cholinergnej transmisie na acetylcholinesteraze. Atypic-
ka BCHE je odolna vodi inhibicii kladne nabitymi lieciva-
mi neostigminom a fyzostigminom. 50 % inhibicia aktivity
atypickej BCHE v fudskom sére si vyZzaduje 20-krat vysSie
koncentracie fyzostigminu a neostigminu ako v pripade
divokého typu BCHE (Kallow, Davies, 1959). Traja
pacienti, ktorym bola podana dekurarizacia vsak boli no-
sitefmi variantu K. Predpoklada sa, Ze genetické varianty




Tabulka 2. Vyskyt kombinovanych genotypov a dalSich sledovanych parametrov

u pacientov podstupuijtcich chirurgicky vykon

3 ,

& < - £ 3 3 &

T | = | & | % z E | 2 g S | 58| 22| ¢
1 AA AA z 48 34.95 94 3 0 0 150 36.2 100
2 AA GG m 70 24.62 78 3 0 0 220 36.4 95
3 AA GG m 53 33.69 102 2 0 0 720 36 93
4 AA GA m 73 24.62 87 3 25 0 180 35.5 34
5 AA GG z 63 28.28 77 2 0 0 200 36.2 92
6 AA GG z 64 37.78 87 3 0 0 240 36.1 100
7 AA GG z 61 37.25 93 2 0 0 245 36.2 100
8 AA GG z 50 30.97 106 2 0 0 245 359 90
9 AA GA m 72 22.77 65 3 0 200 225 36 20
10 AA GG z 70 29.76 84 2 0 0 200 36 92
1 GA GA z 28 20.55 58 1 0 0 295 36 97
12 AA GA z 68 4298 117 3 0 200 135 36.1 48
13 AA GA z 36 29.3 75 1 0 0 330 36.6 95
14 AA GG z 53 25 64 2 0 0 270 36.5 83
15 AA GG m 63 38.99 114 3 2.5 0 205 36.6 94
16 AA GG z 67 22.2 68 2 0 0 185 36.3 94
17 AA GG m 63 32.87 95 3 2.5 0 120 359 84
18 AA GG z 66 29.75 81 3 25 0 150 36.1 80

s abnormalne nizkymi hladinami BCHE vratane K-varian-
tov a tichych variantov su naopak na nizke davky neob-
vykle citlivé (Lockridge akol., 2016).

ZAVER

Genetické analyzy polymorfizmov BCHE na identifika-
ciu pacientov s rizikom predizenej postsukcinylcholinovej

neuromuskularnej blokddy mézu v klinickej praxi umoz-
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nit jednoduchsie rozhodovanie pri vybere alternativnych
NMBA. Pouzitie nedepolarizujucich relaxancii, ktoré nie su
metabolizované acetylcholinesterazou, nie je definitivnym
vychodiskom pre predchadzanie pooperacnej rezidualnej
kurarizacie, nakolko efektivnost lie€iv ovplyvriujlicich re-
verziu neuromuskuldrnej blokady je taktiez ovplyvnena
pritomnostou alebo nepritomnostou genetického varian-
tu acetylcholinesterazy. Skrining vyskytu variantov bude
napomocny pre rychlu a adekvatnu liecbu pooperacnej

rezidudlnej kurarizacie.
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RIZIKOVE FAKTORY PARODONTITIDY
RISK FACTORS OF PERIODONTITIS
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2stav lekarskej a klinickej biochémie LF UPJS, Kosice

pbvodnd prdca

SUHRN

Parodontitida je ochorenie, ktoré méze byt pri¢inou
predcéasnej straty zubov a s tym spojenych dal$ich tazkos-
ti. Mikroorganizmy nachadzajuce sa v mikrobialnom pla-
ku spdsobuju destrukciu parodontalnych tkaniv. Rozsah
a dalsich rizikovych faktorov, ktoré podporuju zapalovy
proces. Medzi rizikové faktory parodontitidy mézeme
zaradit fajéenie, diabetes, nedostatoénu ustnu hygienu,
lokalne drazdenie a dalSie. Okrem toho samotny stav pa-
rodontu méze tiez ovplyviiovat celkové zdravie. V tejto
studii sme hodnotili vyskyt rizikovych faktorov a inych
podmienok, ktoré mézu podporovat parodontitidu a ich
zastupenie v jednotlivych skupinach s ochorenim pa-
rodontu v porovnani so zdravou skupinou. Vzhladom
na maly pocet pacientov, niektoré parametre nebolo
mozné Statisticky vyhodnotit.

Klacové slova: parodontitida; zapal; rizikové faktory

ABSTRACT

Periodontitis is a disease that can cause premature
tooth loss and other associated problems. Microorga-

nisms found in microbial plaque cause the destruction
of periodontal tissues. The extent of the damage also
depends on the host’s immune response and other risk
factors that support the inflammatory process. Risk fac-
tors for periodontitis include smoking, diabetes, poor
oral hygiene, local irritation and others. In addition, the
condition of the periodontium itself can also affect ove-
rall health. In this study, we evaluated the occurrence of
risk factors and other conditions that may promote pe-
riodontitis and their representation in individual groups
with periodontal disease compared to a healthy group.
Due to the small number of patients, some parameters

could not be statistically evaluated.

Key words: periodontitis; inflammation; risk factors

uvoD

Parodontitida je chronické zapalové ochorenie paro-
dontu, vznikajuce v dosledku pbsobenia baktérii a tiez
inych podpornych faktorov. Je to druha najéastejsie pri-
Cina predcasnej straty zubov. V sucasnosti je zname, Ze
okrem poOsobenia mikroorganizmov, v patogenéze paro-
dontalnych ochoreni zohrava Ulohu tiez imunitna odpoved’
hostitela. Zapalové zmeny spociatku postihuju len tkanivo
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gingivy Co vedie k jej zapalu, nasledne ak vcas nie je za-
pocatd liecba, zapalovy proces postihuje hlbsie Struktiry
az dochadza k naruseniu spojivového epitelu. V dosledku
narusenia spojivového epitelu vznikaju parodontalne vac-
ky, zapalovy proces destruuje hlbsie Struktiry a nasledne
moze viest az k predcasnej strate zubov.

Podla studie ,,Global Burden of Disease Study 2016“ je
zavaziné ochorenie parodontu 11. najrozsirenejsim na sve-
te (GBD, 2017). Prevalencia parodontalnych ochoreni sa
na celom svete pohybuje od 20% do 50% (S a nz, 2010).
Pocas obdobia od roku 1990 do roku 2010 doslo az k 57,3 %
ndrastu vyskytu ochoreni parodontu (Jin et al., 2016).

Okrem zakladnych faktorov pre vznik parodontitidy
(mikrobidlny povlak a imunitnd odpoved hostitela) su
dnes zname rizikové a podporné faktory, ktoré podporuju
vznik alebo progresiu parodontalneho ochorenia. Niekto-
ré rizikové faktory su ovplyvnitelné ako fajcenie, diabetes
a tiez lokdlne faktory (nevyhovujuce vyplne a protetické
prace, nevhodné poutzitie matric alebo kofferdamu a dal-
Sie) a niektoré faktory su neovplyvnitelné ako vek, pohla-
vie a tiez geneticky podklad (Van Dyke, Dave, 2005).

Okrem toho, Ze celkové faktory mozu zvysSovat riziko
a progresiu parodontitidy taktieZ parodontalne patogény
mozu mat priamy alebo nepriamy vplyv na celkové zdra-
vie. Aj ked'su potrebné dalSie Studie na pochopenie tohto
vztahu je zrejmé, Ze zlepSenie Ustneho zdravia ma pozitiv-

ny vplyv na celkové ochorenia (Bui a kol., 2019).

MATERIAL A METODY

Stadia bola schvélend Etickou komisiou Univerzit-
nej nemocnice Louisa Pasteura v Kosiciach pod ¢. 2018/
EK/2010. Potencialni Gcastnici studie boli pred zaradenim
do Studie podrobne obozndmeni s priebehom vyskumu,
nasledne podpisali informovany suhlas a vyplnili predloze-
ny dotaznik. Studie sa zdéastnilo 101 respondentov, v ob-
dobi od januara 2019 do marca 2020, s odberom vzoriek
a vypisanim suvisiaceho dotaznika na |. stomatologickej
klinike LF UPJS a UNLP.

Respondenti boli rozdeleni do Styroch skupin. Zdravq,
kontrolnu skupinu tvorilo 43 jedincov, u ktorych neboli po-
zorované Ziadne zapalové zmeny gingivy, Ziadna resorp-
cia alveoldrnej kosti, parodontdlne vacky neboli pritomné
a taktiez neboli pritomné nanosy mikrobidlneho plaku
a kamena. Druhu skupinu tvorilo 17 pacientov, u ktorych
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bola pozorovana gingivitida. Pri klinickom vySetreni gingi-
va bola zaCervenana, edematdzne presiaknuta a taktiez
bolo pritomné krvacanie na podnet po sondovani. Okrem
toho boli pritomné ndnosy mikrobialneho plaku a kame-
na. Parodontalne vacky sondované neboli, rovnako re-
sorpcia alveoldrnej kosti na RTG viditelna nebola. Pri hod-
noteni indexu CPITN boli namerané hodnoty 1, svedciace
pre krvdcanie a hodnota 2 svedciaca pre ndanosy zubného
kamena alebo previslé vyplne. Tieto hodnoty boli merané
vo vacSine sextantov u tychto pacientov. Do tretej skupiny
bolo zaradenych 23 pacientov s chronickou parodontiti-
dou (CP). Pri klinickom vysetreni u tychto pacientov boli
pozorované charakteristické znaky parodontitidy. Zapalo-
vé zmeny gingivy, ktoré sa prejavili zaervenanim, edema-
téznym presiaknutim a krvacanim po sondovani. Pritomné
boli parodontalne vacky s hibkou do 6 mm ¢omu prislticha
hodnota 3 CPITN indexu a parodontélne vacky hibky viac
ako 6 mm, ktorym bola priradena hodnota 4 CPITN inde-
xu. TaktieZ bola pozorovana resorpcia alveolarnej kosti
na RTG snimku a ndnosy mikrobidlneho plaku a kamenia.
Poslednu skupinu tvorilo 16 pacientov, u ktorych bola
diagnostikovana agresivna parodontitida (AP). U tychto
pomerne mladych jedincov boli pozorované parodontaine
vacky hibky viac ako 6 mm. Gingiva bola prevaine ruiovej
farby s bodkovitym krvacanim po sondovani. Celkovo stav
ustnej hygieny nezodpovedal rozsahu poskodenia paro-
dontu, kedZe pri pomerne dobrej a dostatocnej hygiene
doslo k vyraznej destrukcii parodontu v pomerne mladom
veku a v anamnéze boli zistené opakované zdpalové ataky
priblizne od 20. roku Zivota. Na RTG snimkach bola pozo-
rovana horizontédlna resorpcia alveolarnej kosti a v nie-
ktorych oblastiach tiez vertikalna ¢&i miskovitd resorpcia.
U skupiny s chronickou aj agresivnou formou bola vyhod-
notena parodontitida ako generalizovana forma.
Dotaznik, ktori vyplfiali obsahoval otdzky ohladom
veku, hmotnosti, vysky, vzdelania, celkovych ochoreni, faj-
Cenia, rodinnej anamnézy a tieZ otazky o ustnej hygiene.
Jednotlivé rizikové faktory a dalSie parametre (pohla-
vie, vek, BMI, vzdelanie, rodinna anamnéza, fajcenie, stav
ustnej hygieny a systémové ochorenia) boli zhodnotené
pomocou deskriptivnych a induktivnych Statistickych me-
téd za pouZitia programu Microsoft Excel a tieZ dostup-
nych Statistickych tabuliek. Hodnotili sme priemerné
hodnoty, smerodajné odchylky, maximdlne a minimalne
hodnoty. Vztah jednotlivych skupin a pohlavia, rodinnej
anamnézy a fajcenie sme hodnotili za pouzitia chi-kvadrat
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testu a vztah jednotlivych skupin s vekom a BMI za pouZi-
tia ANOVA, Tukey HSD testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pohlavie

Do studie bolo zapojenych 42 muzZov a 58 Zien. V sku-
pine zdravych jedincov bolo 28 Zien a 15 muZov. V skupi-
ne s AP bolo viac muZov v porovnani so Zenami a naopak
v skupine s CP bolo viac Zien ako muZov. Predpokladana
bola hypotéza, Ze viac muZov trpi chronickou parodon-
titidou a naopak agresivnou parodontitidou viac Zien.
Statisticky vyznamné (x* = 3,66; p = 0,301; vysledky nie su
Statisticky vyznamne pri p < 0,05).

V niektorych studiach bol pozorovany vyssi vyskyt
parodontdlneho ochorenia u muzov avsak pricina tohto
vztahu nie je Uplne jasnd, pravdepodobne je to spdsobe-
né horsim stupriom Ustnej hygieny u muzov (AlJehani
akol., 2014; Mack akol., 2004; G e nco, 1996). Co sa
tyka agresivnej parodontitidy, Studie naopak popisuju vys-
Si vyskyt u Zien (Cortelli eakol., 2002; Hgrmand
akol., 1979; Fatema, Desai, 2016; Meisel akol.,
2008). Na rozdiel od spominanych sStudii sme dospeli
k opacnych vysledkom kedZe v skupine s CP boli vyssie
pocty Zien a naopak v skupine s AP vyssi poCet muzZov.

Vek

Nasledujuca tabulka zobrazuje priemerny vek v jed-
notlivych skupinach a tiez minimd, maxima a smerodajné
odchylky. Predpokladané boli rozdiely v jednotlivych sku-
pindch s ochorenim parodontu s najvyssim vekom v sku-

Pohlavie
30
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15
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0
Zdravi Gingivitida CP AP

Emuzi HZeny

Obrdzok é. 1: Zastupenie muZov a Zien v jednotlivych skupindch
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pine s CP. Rozdiely medzi jednotlivymi skupinami boli sta-
tisticky vyznamné pri p < 0,05 (f-test = 54,738; p < 0,001).

Viaceré studie popisuju vyssiu prevalenciu a tiez za-
vaznost parodontalnych ochoreni s vy$sim vekom, ¢o
moze byt spésobené zmenami kapacity hojenia buniek
a tkaniv a tiez vystavenim prozapalovym stavom. Aj ked'
sa stav parodontu v poslednych desatrociach u starSich
ludi zlepsil, prevalencia parodontitidy je stdle pomerne
vysokd (AlJehani akol, 2014; Lopez akol., 2017).
Tadjoedin akol. (2017) v studii hodnotenia vztahu
veku a parodontalneho ochorenia dospeli k nasledujicim
vysledkom — castejsi vyskyt CP vo veku 46-55 (23 %), vy-
skyt AP v skupine 36-45 rocnych (33 %) a najvyssia pre-
valencia gingivitidy v skupine 17-25 roc¢nych (35 %). K po-
dobnym vysledkom sme dospeli v nasej studii s najvyssim
priemernym vekom v skupine CP (i = 53,87), pacienti s AP
v nizSom vekovom rozsahu (i = 41,94) a v skupine s gingi-
vitidou prevazne mladi jedinci (u = 21,95).

Vzdelanie

V najvyssich hodnotach bolo vo vsetkych skupinach
dosiahnuté stredoskolské vzdelanie. Priemerne bolo 85 %
respondentov s ukonéenym stredoskolskym vzdelanim
v kazdej skupine a 14 % s ukoncenym vysokoSkolskym

Tabulka ¢. 1: Vek v jednotlivych skupinach
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priemer min max SD
Zdravi 21,95 19 29 2,08
Gingivitida 31,94 19 74 16,83
CcP 53,87 31 70 10,30
AP 41,94 24 71 11,88

CP - chronicka parodontitida, AP - agresivna parodontitida

Ukonéené vzdelanie
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Obrazok €. 2: Ukonéené vzdelanie v jednotlivych skupindch




vzdelanim. Medzi skupinami neboli Statisticky vyznamné
rozdiely pri p < 0.05 (x? = 5,960; p = 0.114).

Nizsie dosiahnuté vzdelanie mdze zvysovat riziko pa-
rodontdlneho ochorenia (Akhiobare, Ojehanon,
2016). Roy akol. (2019) dospeli k Statisticky vyznamnej
asociacii medzi uroviou vzdelania a zdpalovymi zmena-
mi tkaniv parodontu. Rovnako Boillot akol. (2011)
poukazali na to, Ze socioekonomicky status ovplyvnuje ri-
ziko parodontalnych ochoreni. V nasej studii bolo najviac
respondentov s dosiahnutym stredoskolskym vzdelanim
a medzi jednotlivymi skupinami s parodontalnym ochore-

nim sme Statisticky vyznamné rozdiely nepozorovali.

Rodinna anamnéza

Predpokladany bol vyssi pocet pacientov s pozitiv-
nou rodinnou anamnézou v skupine pacientov s AP. Vo
vsetkych skupinach boli vo vy$Som pocte pacienti s ne-
gativnou rodinnou anamnézou avsak v skupine s AP bol
pozorovany nizsi pomer medzi pacientmi s pozitivnou
a negativnou anamnézou. Vysledky neboli Statisticky vy-
znamné pri p < 0,05 (x? = 2.605; p = 0.457).

Rodinna anamnéza

5
, [ i ll

Zdravi Gingivitida Cp AP

M pozitivna Mnegativna

Obrdzok ¢. 3: Rodinng anamnéza v jednotlivych skupindch
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Obrdzok ¢. 4: Frekvencia Cistenia zubov v jednotlivych skupindch
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Med@zi rizikové faktory parodontitidy patri tieZ genetic-
ka predispozicia (Shearer akol., 2011). Viaceré studie
(Ziukate akol, 2016; Monteiro akol., 2015) pou-
kazuju na ¢astu kladnu odpoved na otazku vyskytu paro-
dontitidy v rodine. V nasej studii sme nedospeli k Statistic-
ky vyznamnym rozdielom medzi skupinami s ochorenim

parodontu a zdravou skupinou.

Frekvencia Cistenia zubov

Vo vsetkych sledovanych skupinach bola najéastejsia
odpoved na otazku frekvencie Cistenia zubov 2x denne,
v mensej miere viac ako 2x denne. Vo vSetkych skupinach
s ochorenim parodontu sa vyskytli respondenti, ktori si
Cistili chrup 1x denne, tieto hodnoty sa vSak Statisticky
vyhodnotit nedali vzhladom na nizke pocty v jednotlivych
skupindch. Rozdiely medzi skupinami neboli tatisticky vy-
znamné pri p < 0,05 (chi-kvadrat x> = 0,989; p = 0,804).

KedZe je zndme, ze mikrobidlny povlak ma hlavnu ulo-
hu v patogenéze parodontitidy, dolezitu ulohu preto zo-
hrava pravidelné Cistenie zubov (Attin, Hornecker,
2005). Viaceré Studie poukazali na pozitivny vplyv Cistenia
zubov na prevalenciu parodontalneho ochorenia. V nasej
studii sme nedospeli k Statisticky vyznamnym rozdielom
medzi skupinami aj ked' vo vSetkych skupindch s ochore-
nim parodontu sa vyskytli respondenti s frekvenciou Cis-
tenia zubov 1x denne zatial' o v zdravej skupine sa takyto

jedinec nevyskytol.

Fajcenie

NajvysSie zastUpenie sucasnych alebo byvalych faj-
Ciarov bolo v skupine s CP (54,17 %) a ndsledne v skupi-
ne s AP (50 %). V skupine zdravych jedincov bolo 37,2 %

aktudlnych alebo byvalych fajciarov. Zistené rozdiely me-

Fajcenie
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Cp AP

® byvali alebo prilezitostni fajéiari

Zdravi Gingivitida
®nikdy
menej ako 10 cigariet denne M viac ako 10 cigariet denne

®neuvedené

Obrdzok €. 5: Rozsah fajéenia v jednotlivych skupindch
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dzi skupinami neboli Statisticky vyznamné pri p <0,05
(x*>=6.83; p =0.655).

Znama je v sucasnosti suvislost medzi fajéenim a vy-
skytom a zévaznostou parodontitidy. Fajéenie urychluje
destrukciu parodontalnych tkaniv a stratu ,attachmen-
tu“ (Gautam akol, 2011). Vouros akol. (2009)
poukazuju na pozitivnhu korelaciu medzi stratou tkani-
va (attachmentu) a rozsahom faj¢enia. Rovnako dalsie
studie (Calsina akol, 2002; Kedvongbundit,
Wikesjo, 2000; Preshaw akol., 2005) poukazali
na negativny vplyv faj¢enia na parodontdlne tkaniva. Po-
dobne v nasej studii najvyssi pocet sucasnych alebo byva-

lych fajciarov bol v skupinach s parodontitidou.

BMI

BMI je index telesnej hmotnosti, v norme su hodnoty
18,5-24,9; mierna nadvaha 25,0-29,9; obezita 30,0-34,9
a extrémna obezita viac ako 35. Najvy3Sie priemerné
hodnoty BMI boli v skupinach s parodontitidou, ktoré
zasahovali do miernej nadvahy (CP—u=27,23; SD 4,92
a AP—u=25,47; SD =4,27). Zdrava skupina a pacienti
s gingivitidou boli v rozmedzi normy (zdravi — = 21,69;
gingivitida — u = 23,72). Predpokladany bol vyskyt chro-
nickej parodontitidy u jedincov s obezitou. Rozdiely
v jednotlivych skupinach nie su statisticky vyznamné pri
p < 0,05 (f-test =0,722; p = 0,540).

Literatira popisuje suvislost medzi nadvahou alebo

obezitou so vznikom parodontdlneho ochorenia aj ked'

presny mechanizmus eSte nie je znamy (Martinez-
-Herrera akol.,2017).Li akol. (2018) dospeli tieZ k za-
veru, Ze vy$sie BMI ma spojitost s rozsiahlejsim zédpalom
parodontu. Podobne v nadej studii sme pozorovali vyssie
hodnoty BMI (mierna nadvaha) v skupinach s CP a AP.

BMI
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Zdravi Gingivitida Cp AP

Obrdzok €. 6: Priemerné hodnoty BMI v jednotlivych skupindch
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Systémové ochorenia

Na nasledujucom obrazku €. 7 je znazorneny vyskyt
systémovych ochoreni v jednotlivych skupinach. V zdravej
skupine boli dvaja respondenti s ochorenim Stitnej Zlazy.
V skupinach s ochorenim parodontu sa vyskytli najcas-
tejSie ochorenia ako hypertenzia, ochorenia stitnej zlazy
a diabetes 2. typu zvlast v skupindch s parodontitidou.
Okrem tychto spomenutych sme v skupine s gingivitidou
pozorovali vyskyt Crohnovej choroby, celiakie, karcinomu
prostaty, hypotyredzy a hypertenzie ako je uz spomenuté.
V skupinach s chronickou a agresivnou parodontitidou to
boli okrem diabetu a hypertenzie, alergie, astma, osteo-
pordza, ochorenia stitnej zlazy, anémia, migréna, epilep-
sia, psoriatickd artritida a reumatologické ochorenia.

Parodontalne patogény v Ustnej dutine moézZu tiez
ovplyviiovat imunitnd odpoved aj v inych oblastiach
a tym zohravat Ulohu v rozvoji systémovych ochoreni.
Rastie mnozstvo $tudii, ktoré poukazuji na suvislost me-
dzi parodontitidou a systémovymi ochoreniami ako su
kardiovaskularne ochorenia, diabetes mellitus, Alzheime-
rova choroba, nadorové zmeny v oblasti traviaceho trak-
tu a v neposlednom rade nepriaznivy vplyv parodontitidy
v obdobi tehotenstva (B ui a kol., 2019).

ZAVER

Viaceré studie poukazuju na ulohu rizikovych faktorov
v patogenéze parodontitidy. Ulohou lie¢by parodontitidy
je zredukovat baktérie a zabranit ich pésobeniu na paro-
dontalne tkaniva. Okrem toho je vsak nutné pred samot-
nou liecbou ziskat informacie o celkovom zdravotnom sta-

ve pacienta a moznych faktoroch, ktoré ovplyvnuju stav

Systémové ochorenia
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Obrdzok ¢. 7: Vyskyt systémovych ochoreni v jednotlivych skupindch




parodontu a nasledne informovat pacienta o nutnosti re-
dukcie ovplyvnitelnych rizikovych faktorov ako nevyhnut-
nej sucasti liecebného planu. Poznanie a porozumenie
vztahu parodontitidy a rizikovych faktorov moze prispiet
k zlepSeniu vysledkov liecby a volit lie¢bu individualne
u daného pacienta.
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SUHRN

Analyza rizikovych faktorov rozvoja aterosklerotické-
ho poskodenia ciev u 0sob s ochorenim kardiovaskular-
neho systému patri k dennej rutine osetrujtceho lekara,
ktory individualne nastavuje liecbu s cielom jej optimali-
zacie pre konkrétnu rizikovu osobu.

Porucha metabolizmu lipoproteinov, spojena so
zvySenou koncentraciou cholesterolu, triacylglycerolov
a aterogénnych lipoproteinovych subfrakcii, véitane ma-
lych denznych LDL, je indikaciou pre liecbu hypolipide-
mikami. Lieba statinmi a fibratmi Géinne dokaze znizit
koncentraciu lipidov a lipoproteinov v krvi, a tym zniZit
kardiovaskularne riziko postihnutych osob. Hypolipide-
mika typu statiny a fibraty — ako dokazuju aj vysledky
predkladanej klinickej Studie — ma stale prvotné miesto
v liecbe degenerativnych poskodeni srdca a ciev. Liecbu
statinmi je potrebné indikovat pri hypercholesterolémii
pripadne pri kombinovanej hyperlipo-proteinémii a liec-
bu fibratmi, véitane odporucenia zmeny diétneho rezimu

indikujeme pri zvysenej hladine triacylglycerolov v krvi.

Klacové slova: dyslipoproteinémia, artériova hyper-
tenzia, statiny, fibraty, aterogénny lipoproteinovy profil,
malé denzné LDL, malé HDL

ABSTRACT

Analysis of risk factors for the development of a de-
generative atherosclerotic injury of vessels in subjects
with cardiovascular diseases, belongs to the daily rou-
tine work of physician, who according to the results ad-
justs a treatment for everyone risk person individually.

An impairment of lipoprotein metabolism charac-
terized by increased concentration of cholesterol, tri-
glycerides, lipoprotein(a) and atherogenic lipoprotein
subfractions, including small dense LDLs (sdLDL) in blood,
is the indication for treatment with hypolipidemics. Treat-
ment with statins and fibrates is effective in reducing the
levels of lipids and lipoproteins in the blood, thereby re-
ducing the risk of people at higher cardiovascular risk.

Treatment with statins and fibrates—according to
the results of our clinical study—has till now one of the
first places in the treatment of degenerative damages of
heart and vessels. Statins for treatment of hypercholes-
terolemia resp.combined hyperlipidemia, and fibrates
together with a dietary recommendations there, where
the triglycerides become higher.

Key words dyslipoproteinemia, arterial hyperten-
sion, statins, fibrates, atherogenic lipoprotein profile,
small dense LDL, small HDL
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uvoD

NajcastejsSie rizikové faktory vzniku srdcovo-cievnych
ochoreni predstavuju artériova hypertenzia a hyperlipo-
proteinémia. Oba rizikové faktory su ovplyvnitelné a cie-
fom lie€by je odstranenie ich negativneho vplyvu na zdra-
votny stav postihnutej osoby, resp. zniZenie negativneho
vplyvu. Podcenenie nutnosti liecby dyslipoproteinémie
a artériovej hypertenzie v neindikovani liecby terapeu-
tom, nedostato¢nom manazmente liecby, ale aj zlej com-
pliance liecby zo strany pacienta (T o t h, 2016), mbzZe mat
fatdlne dosledky pre postihnutt osobu (lkezaki akol.,
2021). Pri liecbe hyperlipoproteinémie a artériovej hy-
pertenzie je potrebné urcit komplexny liecebny postup,
akym je zmena stravovacich navykov, zmena Zivotného
Stylu a spravny vyber farmakologickej liecby. Optimalna
hypolipidemicka liecba v kombinacii s antihypertenziv-
nou lie¢bou ucinne znizuje kardiovaskularne riziko, inci-
denciu nahlych koronarnych a cerebrovaskulanych prihod
a zlep3uje progndzu lieCenej a klinicky sledovanej osoby
(Dukat akol., 2012).

Porucha metabolizmu lipoproteinov, spojena so zvy-
Senou koncentraciou cholesterolu, triacylglycerolov, lipo-
proteinu (a), aterogénnych lipoproteinovych subfrakcii,
véitane malych denznych LDL (mdLDL), je indikaciou pre
lie¢bu hypolipidemikami. Lie¢ba statinmi a fibrdtmi Gcinne
dokaze znizit koncentraciu lipidov a lipoproteinov v krvi,
a tym znizovat kardiovaskularne riziko postihnutych oséb
(Oravec akol, 2014; Oravec akol, 2015;Duran
a kol., 2020).

Liecba hypolipidemikami: statinmi a fibratmi — ako do-
kazuju aj vysledky predkladanej klinickej Studie — ma stale
prvotné miesto v lieCbe degenerativnych aterosklerotic-
kych poskodeni srdca a ciev (Okopien akol, 2017;
Okopien akol., 2018).

V nasej klinickej studii sa liecili hypertonici, u ktorych
pretrvavala dyslipoproteinémia hypolipidemikami: statin-
mi a fibratmi. Cielom prace bolo porovnat ucinok statino-
vej lieCby a liecby fibratmi. VSeobecne je znama indikacna
oblast pre liecbu statinmi a fibratmi pri poruchdch me-
tabolizmu lipidov (Vallejo-Vaz akol, 2018; Mach
a kol., 2020). V klinickej praci sa viac indikuje liecba sta-
tinmi, chapana casto ako univerzalna liecba, hoci hyper-
triacylglycerolémia by sa mala lie€it skor fibratmi. Klinic-
ké studie hodnotiace benefit liecby fibratmi u pacientov

s izolovanou hypertriacylglycerolémiou, ale aj s kombino-
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vanou hyperlipoproteinémiou s malo zastupené. Prepo-
jenie metabolizmu triacylglycerolov s tvorbou aterogén-
nych mdLDL, kde fibraty moduluji tvorbu mdLDL tym,
Ze zniZuju koncentraciu triacylglycerolov v krvi, je znamou
skutoénostou, na ktoru sa v klinickej praxi, Zial, zabuda
(Watts, Chan, 2020). Z pochopenia prepojenia meta-
bolizmu sacharidov a lipidov, ako aj patomechanizmov pri
tvorbe lipoproteinov bohatych na triacylglyceroly, malych
denznych LDL a dalSich aterogénnych subpopulacii lipo-
proteinov, by mohli profitovat nielen klinici — terapeuti
skvalitiovanim svojich liecitel'skych schopnosti, ale predo-
vSetkym pacienti s ochoreniami kardiovaskularneho sys-
tému: diabetici, osoby s nadvahou, pacienti s artériovou
hypertenziou a osoby s metabolickym syndrémom. Stalo
by sa to vtedy, ak by sa liecba zamerana na zniZovanie
hladiny sdLDL - silne aterogénnej lipoproteinovej subfrak-
cie — stala zavaznym lieCebnym postupom pre oSetruju-
cich lekdrov (Oravec akol, 2019).

Pacienti

Do suboru pacientov s lieCenou artériovou hyperten-
ziou a hyperlipoproteinémiou bolo zaradenych 300 os6b.
Z nich kontrolnd skupinu tvorilo 56 pacientov. Tito boli
lie€eni na artériovu hypertenziu a v ¢ase Studie boli nor-
motenzni, s priemernymi hodnotami krvného tlaku (TK)
125/80 torr a s hodnotami lipidovych parametrov v ramci
referenénych hodnot. Kontrolna skupinu tvorilo 23 muzov
vo veku 56 * 6 rokov a 33 Zien vo veku 59 t 6 rokov.

112 pacientov s prelieCenou artériovou hypertenziou
a s hyperlipoproteinémiou (HLP) bolo lie¢enych statinmi:
50 muZov vo veku 55 + 8 rokov a 62 Zien vo veku 58 + 8 ro-
kov. Pri testovani boli normolipemicki a normotenzni.

70 pacientov s prelieCenou artériovou hypertenziou
a s kombinovanou HLP bolo lie¢enych fibratmi: 33 muzov
vo veku 53 + 8 rokov a 37 Zien vo veku 56 + 8 rokov. Pri tes-
tovani pacientov boli normolipemicki a normotenzni.

Dalsiu skupinu pacientov s lie¢enou artériovou hyper-
tenziou tvorilo 62 0s6b: 22 muzov vo veku 60 * 8 rokov
a 40 Zien vo veku 66 rokov + 8 rokov. U nich sa artériova
hypertenzia upravila antihypertenzivnou liecbou na hod-
noty TK 127/80 torr. Indikovanu hypolipidemicku liecbu
tieto osoby pre vedlajsie nepriaznivé ucinky netolerovali,
a od hypolipidemickej lieCby sa v dalSom upustilo. V case
testovania boli tito pacienti — 62 0s6b — normotenzni, pre-
trvdvala hyperlipoproteinémia a ani dietetické odporuca-
nia neboli na Upravu HLP dostatocne Ucinné.




Liecba artériovej hypertenzie bola zaloZzend na antago-
nistoch osi renin-angiotenzin-aldosterdn (sartany a inhibi-
tory ACE) v kombindcii s antagonistami kalciového kanala
(prevazne amlodipin) a v pripade potreby doplnena o in-
dapamid.

Pre lieCbu hyperlipoproteinémie sa odporucili stati-
ny a fibraty: atorvastatin 40 mg/den, alternativa simvas-
tatin 40 mg/den, alebo fenofibrat v davke 160 mg, resp.
215 mg/den.

Informovany suhlas s i¢astou v klinickej studii deklaro-
vali vSetky testované osoby.

Statistické vyhodnotenie sa vykonalo nepdrovym stu-
dentovym t-testom. Za signifikantnost v rozdieloch porov-
ndvanych parametrov sa deklarovala hodnota p< 0.05.

METODY ANALYZY

Celkovy cholesterol a triacylglyceroly sa analyzovali
enzymatickou CHOD-PAP metddou fa Roche-Diagnostics,
FRG. Analyza subpopulacii LDL a HDL sa vykonala elektro-
foretickou metddou delenia lipoproteinov na polyakryla-
midovom géli (PAG): Lipoprint LDL System (Hoefner
a kol., 2001) a Lipoprint HDL System (Morais akol.,
2003), fa Quantimetrix, Ca, USA.

VYSLEDKY

Tab. 1. Porovnava sa koncentracia sledovanych lipi-
dovych a lipoproteinovych parametrov medzi skupinou,
ktord sa liecila statinmi a skupinou pacientov s nelie-
¢enou HLP. VSetky sledované lipidové a lipoproteinové

parametre v skupine lieCenych statinmi poklesli oproti
hodnotdm pacientov s nelieCenou HLP vysoko signifikant-
ne (p<0.002..p <0.0001). Vysledky potvrdzuju vysoku
ucinnost lieCby statinmi. V lie¢enej skupine vyrazne klesla
aj koncentracia LDL1 — ateroprotektivnej LDL subfrakcie
a mierne klesla koncentracia — ateroprotektivnej HDL.

Tab. 2. V skupine neliecenej HLP liecba fibratmi zni-
Zuje koncentraciu IDL3 (p <0.0001), subpopulaciu LDL1
(p<0.001) a HDL (p < 0.0001). Fibraty v nasej studii ne-
signifikantne zniZuju koncentraciu triacylglycerolov, VLDL,
celkového cholesterolu, celkového LDL a mdLDL, ¢o moz-
no hodnotit ako slaby hypolipidemicky uc¢inok liecby fibra-
tov v nasej studii.

Tab. 3. Porovnavaju sa lipidové parametre normoli-
pemickej kontrolnej skupiny s nelieCenou skupinou hy-
perlipoproteinemikov. Koncentracia ateroprotektivnej
LDL1 subpopulacie v skupine neliecenych hyperlipopro-
teinemikov je prekvapivo vysoka a je signifikantne vyssia
(p <0.0001), nez v kontrolnej normolipemickej skupine.
U vietkych sledovanych parametrov zistujeme signifikant-
né rozdiely v koncentrdacii lipidov a lipoproteinovych sub-
populacii u hyperlipoproteinemikov a normolipemickej
kontroly (p < 0.01...p < 0.0001).

Tab. 4. V skupindch testovanych oséb su uvedené hod-
noty sérovych lipidov a lipoproteinov pri liecbe statinmi
porovnavané s normolipemickou kontrolnou skupinou.
Ide o ilustracnu tabulku, ktord ukazuje, Ze liecba statinmi
ucinne zniZzuje koncentrdcie lipoproteinovych paramet-
rov k hodnotam v kontrolnej skupine normolipemikov. Pri
LDL1 subpopuldcii je pokles koncentracie este vyraznejsi
a koncentracia LDL1 niZSia (p < 0.0001), neZ v skupine ne-
lie¢enej normolipemickej kontroly.

Tab. 1. Subor pacientov po liecbe statinmi (n=112) v.s.
pacienti s nelie¢enou hyperlipoproteinémiou (n = 62)

VLDL IDL1 IDL2 IDL3 LDL1 LDL2 mdLDL HDL T-chol. T-LDL TAG
[mmol/l £ SD]
Nelie¢ena HLP, n =62
0.91+0.25 | 0.74+0.21 | 044+0.14 | 0.59+0.22 | 1.42+0.36 | 0.84+0.43 | 0.17+0.17 | 142+ 043 | 6.53+0.64 | 420+0.65 | 1.84+1.21
Th-Statiny, n=112
0.70+£0.25 | 0.52+0.16 | 0.29+0.10 | 0.39+0.16 | 1.00+0.31 | 041+0.22 | 0.02+£0.02 | 1.24+£0.32 | 460+0.77 | 2.65+0.57 | 1.40+0.80
HLP v.s. statiny
p <0.0001 p < 0.002 p <0.0001 p <0.001
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Tab. 2. Subor pacientov liecenych fibratmi (n = 70) v. s. pacienti
s nelie¢enou hyperlipoproteinémiou (n = 62)

VLDL IDL1 IDL2 IDL3 LDL1 LDL2 mdLDL HDL T-chol. T-LDL TAG
[mmol/l £SD]
Neliecena HLP, n = 62
091+0.25 | 0.74+£0.21 | 044+0.14 | 059+0.22 | 142+0.36 | 0.84+043 | 0.17+0.17 | 142+£043 | 6.53+0.64 | 420+ 0.65 | 1.84+1.21
Th-Fibraty, n=70
0.96+0.33 | 0.69+£0.26 | 041+£0.14 | 045+0.15 | 1.19+£0.39 | 1.00£0.40 | 0.15+0.15 | 1.10+£0.28 | 6.13£1.53 | 408+ 1.23 | 1.69+0.49
HLP v.s. fibraty
ns ns ns p<0.0001 p <0.00 p<0.03 ns p < 0.0001 ns ns ns
Tab. 3. Subor pacientov s normolipémiou - kontrolna skupina (n = 56)
v.s. pacienti s neliecenou hyperlipoproteinémiou (n = 62)
VLDL IDL1 IDL2 IDL3 LDL1 LDL2 mdLDL HDL T-Chol. T-LDL TAG
[mmol/l + SD]
Neliecena HLP, n = 62
091+£0.25| 0.74+£0.21 | 044+0.14 | 0.59+0.22 | 1.42+0.36 | 0.84+043 | 0.17+£0.17 | 142+ 043 | 6.53+0.64 | 420+ 0.65 | 1.84+1.21
Kontrola, n =56
0.66+0.19 | 0.55+0.14 | 0.27+0.08 | 043+0.15 | 1.20+£0.26 | 0.43+£0.27 | 0.03£0.03 | 1.21+£0.27 | 479+0.50 | 2.90+0.43 | 1.27 £0.56
HLP v.s. kontrola
p < 0.0001 p <0.01 p < 0.0001 p <0.003
Tab. 4. Subor pacientov po liecbe statinmi (n =112)
v.s. kontrolna skupina (n = 56)
VLDL IDL1 IDL2 IDL3 LDL1 LDL2 mdLDL HDL T-chol. T-LDL TAG
[mmol/I £SD]
Th-Statiny, n=112
0.70£0.25| 052+0.16 | 0.29+0.10 | 0.39+0.16 | 1.00+0.31 | 0.41+0.22 | 0.02+0.02 | 1.24+0.32 | 460+0.77 | 2.65+0.57 | 1.40+0.80
Kontrola, n =56
0.66+0.19 | 0.55+0.14 | 0.27+0.08 | 0.43+£0.15 | 1.20£0.26 | 043+0.27 | 0.03+0.03 | 1.21+£0.27 | 479+0.50 | 290+ 043 | 1.27 £0.56
Statiny v. s. kontrola
p <0.0001 p<0.01
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Tab. 5. HDL subpopulacie v subore pacientov liecenych
statinmi (n = 112) v.s. kontrola (n = 56)

Tab. 6. HDL subpopulacie v stibore neliecenej
hyperlipoproteinémie (n = 62) v.s. kontrola (n = 56)

Subpopulacie | Pacientilieceni | Kontrola Pacienti lieceni Subpopulacie Pacienti - Kontrola Pacienti lieceni
HDL statinmi statinmi v.s. HDL nelie¢ena HLP statinmi v.s.
[mmol/1] n=112 n=>56 kontrola [mmol/I] n=62 n=>56 kontrola
Large HDL 0.45 0.44 ns. Large HDL 0.52 044 ns.
Intermediate 061 0.64 ns Intermediate 071 0.64 0,02
HDL ' ’ - HDL ’ ' '
Small HDL 0.15 0.15 n.s. Small HDL 0.20 0.15 0,005

Tab. 7. HDL subpopulécie v stibore pacientov liecenych statinmi
(n=112) v.s. neliecena hyperlipoproteinémia (n = 62)

Subpopulacie | Pacienti lieceni Pacienti - Pacienti lieceni
HDL statinmi nelie¢ena HLP | statinmiv.s.
[mmol/1] n=112 n=62 nelie¢ena HLP
Large HDL 0,45 0,52 ns.
Intermediate
HDL 0,61 0,71 0,0001
Small HDL 0,15 0,20 0,0001

HDL subpopuldcie analyzované systémom
Lipoprint HDL

Pri analyze supopulacii HDL, maja small (malé) HDL
najvyssiu koncentraciu 0.20 mmol/I v neliecenej skupine
hyperlipoproteinemikov s aterogénnou lipoproteinovou
konstelaciou, ¢o relativizuje ateroprotektivitu small HDL
t.j. HDL3 subfrakcie a pripisuje jej nie ateroprotektivne
vlastnosti (Tab.6, Tab.7).

Statiny Ucinne znizuju koncentraciu small HDL na uro-
ven small HDL v kontrolnej normolipemickej skupine
0.15 mmol/I (p < 0.0001) (Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7).

DISKUSIA

Monitorovanie rizikovych parametrov ochoreni kar-
diovaskularneho systému (KVS) u os6b s diagnostiko-
vanym ochorenim srdca a ciev (Hoogeveen akol.,
2014) je uz rutinnou pracou klinikov, ktorou dokazu opti-
malizovat a indivudualne nastavit lieCbu pacienta. K lie¢be
hypercholesterolémie a kombinovanej hyperlipoproteiné-
mie sa odporucaju statiny, k liecbe hypertriacylglycero-
[émie fibraty. Pri kombinovanej hyperlipoproteinémii sa
menej Casto indikuje lie¢ba fibratmi, hoci fibraty znizu-
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ju nielen hladinu triacylglycerolov, ale aj koncentraciu
mdLDL a ciastocne aj celkového cholesterolu. Pri sledova-
ni uc¢innosti hypolipidemickej lie¢by je optimalne sledovat
hladinu celkového cholesterolu, LDL- a HDL-cholesterolu,
triacylglycerolov, ale aj aterogénnych lipoproteinov. Pred-
stavuje to nové moznosti posudenia kardiovaskularneho
rizika pacienta a ucinnost hypolipidemickej liecby. Ide
predovsetkym o urcovanie koncentracie malych denznych
LDL (mdLDL) a malych HDL ¢astic(Johanessen akol.,
2021;Sampson akol., 2021;Hirano akol., 2021).

Liecba statinmi a fibratmi — ako dokazuju aj vysledky
predloZenej studie — ma stale prvotné miesto v lieCbe dys-
lipoproteinémie u pacientov s kardiovaskuldrnym ocho-
renim. (Katsiki akol., 2013; Komyia akol., 2021;
Rosenblit 2019; Mach akol., 2020). Precizovat ich
indikaciu a individuadlne upravovat ich davkovanie, je tym
doleZitym benefitom, ktory lekdr pacientovi poskytuje.
Monitorovanie hladiny aterogénnych lipoproteinovych
subpopulacii v krvi pacienta, akymi si malé denzné LDL
amalé HDL (Kas ko akol., 2014) poskytuje naviac klini-
kovi presnejsie informacie o tom, ako optimalizovat liecbu
a zniZovat rezidualne riziko.

Nasa klinicka studia prinasa informacie o tom, Ze cie-
lena hypolipidemicka liecba znizZuje koncentraciu celkové-
ho cholesterolu a LDL-cholesterolu. Naviac sa zistil pokles
koncentracie HDL v sére, ¢o nie je optimalnym prinosom
statinovej lieCby v nasej studii. Statiny tiez, signifikantne
znizuju (p < 0.0001) koncentraciu subfrakcie LDL1 (Tab. 1,
Tab. 3, Tab. 4). Diskusia ostava otvoreng, ¢i aj zniZenie kon-
centracie ateroprotektivnej LDL1 navodenej hypolipide-
mickou liecbou, je pre pacienta terapeutickym benefitom.

Liecba fibratmi znizila hladinu triacylglycerolov, malych
denznych LDL hoci sa o¢akdvalo, Ze ucinok liecby fibrat-
mi bude u sledovanych pacientov prenikavejsi. Ciastoéne
to mozno vysvetlit tym, Ze nasi pacienti neboli diabetici.
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U diabetikov sa prepojenie metabolizmu triacylglycerolov
a patomechanizmy tvorby malych denznych LDL potvrdilo
vo viacerych pracach. To napomaha k spravnej interpreta-
cii hypertriacylglycerolémie ako silného rizikového fakora
rozvoja ochorenia kardiovaskularneho systému (fibraty
-PPAR receptor agonisti) (Tenenbaum, Fishman,
2012; Komyia akol, 2021).

Origindlnym sledovanim v naSej Studii je zistenie,
Ze v skupine neliecenej hyperlipoproteinémie je LDL1
subfrakcia vyrazne zvysena (Tab. 1, Tab. 2) a dokonca vys-
Sia nez v kontrolnej skupine. V kontexte tvorby ateropro-
tektivneho lipoproteinového spektra vyssia koncentracia
LDL1 v plazme predstavuje pre pacienta s dyslipoprotei-
némiou urcity benefit. Ak by sa u novo vyvijanych hypoli-
pidemik, podarilo odstranit zniZzovanie koncentracie LDL1
u lieCenych osob, bol by to pre pacienta prinos liecby. Sta-
tiny zniZuju koncentraciu mdLDL, ¢o je pozitivnym prino-
som liecby. Pri fibratoch sa tento optimalny terapeuticky
ucinok na hladinumdLDL(Katsiki akol., 2013) potvrdil
len Ciastocne.

V skupine pacientov s nelieCenou hyperlipoprotei-
némiou, sa potvrdila vysoka koncentracia aterogénnych
mdLDL, ¢o predstavuje negativny prognosticky index
v zmysle akcelerdcie ochorenia u neliecenych hyperlipo-
proteinemikov (Hirayama, Miida, 2012). Pri analyze
subpopuldcii HDL sa v tejto skupine zistila aj vysoka kon-
centracia malych HDL (p < 0,003), ¢o prispieva k poznaniu
nie ateroprotektivneho charakteru malych HDL = HDL3
subfrakcie (Hirano, 2016; Kas ko akol., 2018).
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SUHRN

Testovacie zariadenia point-of-care (POC) sa pouii-
vaju na skrining dyslipidémie a na monitorovanie hla-
din lipidov u pacientov. Ciefom pilotnej studie bolo vy-
etrit zakladné lipidové parametre POC analyzatorom
Cholestech LDX a porovnat so $tandardnymi diagnostic-
kymi laboratérnymi metédami (CDLM). U 118 jedincov
boli zmerané hladiny celkového cholesterolu (TC), tria-
cylglycerolov (TG), HDL cholesterolu (HDL-C) a LDL cho-
lesterolu (LDL-C). Zmerané koncentracie sledovanych
lipidov kazetovymi testami POC zaradené do nizkeho,
stredného a vysokého rozsahu boli v sulade s hodno-
tami ziskanymi pomocou CLDM, s vynimkou stredné-
ho rozsahu, kde hladiny TC a LDL-C boli podhodnotené
(p <0,01). Vsetky parametre zakladného lipidového
panelu merané analyzatorom POC vyznamne korelovali
s CDLM (p < 0,001).

Analyzator Cholestech LDX pre POC testovanie je
nastroj s primeranym analytickym vykonom a velmi
dobrou korelaciou. Poskytol spolahliva alternativu ku
konvencnym laboratornym metédam pre skrining riziko-
vych faktorov chronickych choréb u nahodne vybranych
jedincov bez klinickej manifestacie symptéomov kardio-

vaskularnych chorob.

Klacové slova: lipidy; point-of-care testovanie; skri-
ning; Cholestech LDX

Abstract

Point-of-care (POC) testing devices can be used
to screen for dyslipidemia and to monitor lipid levels
of patients. The aim of our study was assessment of ba-
sic lipid parameters used the Cholestech LDX analyzer
and compared to clinical diagnostic laboratory methods
(CDLM). In 118 individuals total cholesterol (TC), tri-
glycerides (TG), HDL cholesterol (HDL-C) and LDL choles-
terol (LDL-C) levels were measured. Data were evaluated
for conformance with National Cholesterol Education
Program (NCEP) guidelines. Results were grouped into
low, middle and high ranges and were similar to those
obtained by CLDM, except in the middle range where
TC and LDL-C levels were underestimated by Cholestech
LDX (p < 0.01). All analytes measured by POC analyzer
correlated significantly with CDLM (p < 0.001).

The Cholestech LDX analyzer for POC testing is a tool
with adequate analytical performance and very good
correlation. It provided a reliable alternative to con-
ventional laboratory methods for screening for chron-
ic disease risk factors in randomly selected individuals
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without clinically manifest symptoms of cardiovascular
diseases.

Key words: Point-of-care testing; lipids; health scre-
ening; Cholestech LDX

uvoD

Testovanie rizikovych faktorov kardiovaskularnych
choréb (CVD) pomocou point-of-care (POC) zariadeni sa
v poslednych rokoch vyrazne rozsirilo (Cheng akol.,
2020). Na meranie hladin lipidov sa v urcitych Specific-
kych pripadoch/podmienkach/potrebéch ¢asto pouzivaju
testovacie zariadenia oznacované ako POC - point-of-ca-
re (v mieste starostlivosti o pacienta). U¢elom vyuzivania
testov typu point-of-care je prioritne rychle analyzovanie
odobratej vzorky biologickej tekutiny, pohotové poskytnu-
tie vysledkov v porovnani s citlivymi diagnostickymi meté-
dami realizovanymi v laboratériach, ktoré su nepochybne
presnejsie, avsak ¢asovo narocnejsie (Shemesh akol.,
2006). V stcasnosti je k dispozicii viacero POC analyzatorov
na nepriame testovanie zakladnych lipidov. Pre pacientov
st vyhodné z dévodu minimalizacie invazivnosti odberu
biologického materialu, postacuje malé mnozstvo vzorky,
zvyc€ajne < 50 ul kapilarnej krvi z prsta, ¢o zvysuje komfort
pacienta. Benefitom je skutocnost, Ze poskytuju vysledky
rychlo, takmer okamzite na mieste prvého kontaktu, kto-
ré je pre pacienta fahko dostupné (O'Donovan akol,
2011) a osetrujucemu lekarovi umozZiiuje promptne sta-
novit diagndzu, zistit vysledok monitorovania indikovanej
lieCby, zrychlit rozhodovaci proces (Panz akol., 2005).
Aj ked su pohodlie pacientov, komfortnd obsluha pre
zdravotnikov, rychlost pri ziskavani vysledkov nepochybne
vyhodné, dostupné analyzatory POC sa neodportca vyuZzi-
vat ako nahradu za priame citlivé diagnostické metddy pre
stanovenie lipidov realizované na automatickych analyza-
toroch v laboratéridch (Dale akol., 2008). Je dolezité,
aby zariadenia POC pouzivané na ucely skriningu a moni-
torovania zdkladnych ukazovatelov lipidového metaboliz-
mu poskytovali presné a spolahlivé vysledky.

Cholestech LDX (Cholestech Co., Hayward, CA, USA) je
malé, lahké stolné zariadenie typu POC, ktoré vyuZiva pre
stanovenie vybranych parametrov lipidového profilu 6 ty-
pov jednorazovych kaziet s moZnostou stanovenia viace-
rych parametrov z jednej vzorky: Lipid profile*GLU; Lipid
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profile (TC, HDL-C, TG); TC*HDL-C=GLU; TC*HDL-C; TC*GLU;
TC. Analyzator stanovi na zdklade zvolenej kazety celko-
vy cholesterol (TC), triacylglyceroly (TG), HDL cholesterol
(HDL-C) a automaticky vypocitava LDL cholesterol (LDL-C)
z malého mnozstva (priblizne 40 pl) krvi (kapilarnej alebo
Zilovej) v priebehu niekolkych minut. Odobrata vzorka krvi
sa aplikuje do kazety, inicializuje sa enzymaticka reakcia,
ktord sposobi zmenu farby. Zmena intenzity farby sa me-
ria pomocou odrazovej fotometrie a koncentracia mera-
nych parametrov sa zobrazi na displeji.

Ciefom Studie bolo vySetrit point-of-care testovanim
zadkladné parametre lipidového metabolizmu u nidhodne
vybranej skupiny jedincov bez manifestacie kardiovasku-
larnych choréb a porovnat s priamymi Standarnymi diag-
nostickymi laboratérnymi metédami, siéasne posudit
presnost a spolahlivost POC analyzatora Cholestech LDX.

MATERIAL A METODY

Participanti

Do suboru bolo ndhodnym vyberom zaradenych
118 dospelych os6b —Zien bez znameho kardiovaskularne-
ho rizika (hypertenzia, obezita — BMI > 35 kg.m™, fajCenie,
nedostatocna telesna aktivita, nedostato¢nd konzumacia
ovocia a zeleniny, nadmerna konzumacia alkoholu a iné),
priznakov hypercholesterolémie, manifestacie kardiovas-
kuldrnych choréb. Priemerny vek skimaného stuboru Zien
bol 35,4 + 9,5 rokov. Vsetky probandky poskytli informo-
vany suhlas s ucastou v studii.

Design Studie

Kazdej ucastnicke bola rano po 12-hodinovom lac¢neni
odobrata vendzna krv do zbernej skimavky bez antikoa-
gulancii na analyzu sledovanych parametrov Standardny-
mi laboratérnymi diagnostickymi metddami. Druha vzorka
Zilovej krvi bola odobrata do litium-heparinovej zbernej
skumavky a pouzitd na meranie lipidov POC analyzdtorom
Cholestech LDX.

Point-of-care analyzy lipidov

Vzorky krvi boli testované analyzdtorom Cholestech
LDX (Cholestech Co., Hayward, CA, USA). Kazety Choles-
tech LDX pre lipidovy profil (TC, TG, HDL-C, LDL-C) boli
skladované pri 4 °C podla pokynov vyrobcu, pred pouZitim
boli ponechané 10 minut pri izbovej teplote, nasledne sa
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na kazetu aplikovala vzorka krvi a vysledky boli k dispozicii
do 10 minut.

Systém Cholestech LDX® kombinuje enzymovo inicio-
vané chemické reakcie na stanovenie lipidov a reflexnu fo-
tometriu. Celkovy cholesterol sa meria enzymovo pomo-
cou cholesterolesterdzy, cholesteroloxidazy, peroxidazy
a indikatora pomocou sodnej soli N-etyl-N-sulfohydroxy-
propyl-m-toluidinu (TOQOS). Triacylglyceroly sa tieZ meraju
enzymovo pomocou glycerolkinazy, glycerolfosfatoxidazy.
HDL-C sa izoluje z lipoproteinov po ich vyzrazani dextran-
sulfatom a octanom horec¢natym. Filtrat obsahujici HDL-C
sa potom nasmeruje na HDL-C reakénu podlozku, kde sa
cholesterol v tejto frakcii meria enzymovo ako v pripade
celkového cholesterolu. Analyzator automaticky vypocita
hodnoty LDL-C(Friedewald akol., 1972).

Analyza lipidov Standarnymi diagnostickymi
laboratérnymi metédami

Zakladné parametre lipidového profilu TC, TG a HDL-C
boli analyzované enzymatickymi, kolorimetrickymi meté-
dami pouzitim komerénych stiprav Randox (Randox Labo-
ratories, Crumlin, UK) na klinickom automatickom analy-
zatore Biolis 24i Premium (Tokyo Boeki Machinery, Tokio,
Japonsko). Vypocet hodnot LDL-C bol zaloZeny na Friede-
waldovej rovnici (Friedewald akol., 1972). Takto zis-
kané hodnoty boli oznacené ako CDLM (Clinical Diagnostic
Laboratory Methods).

Analyza udajov (dat)

Vysledky CDLM boli zoradené vzostupne a rozdelené
do troch urovni, ktoré oznacovali klinicky nizky, stred-
ny a vysoky rozsah. Vysledky Cholestech LDX pre kaidy
subjekt boli priradené k vysledkom CDLM a k rovnakému
rozsahu CDLM na porovnanie. Odporucania NCEP panelu
Il pre liecbu dospelych boli pouzité ako hrani¢né hodno-
ty na definovanie metabolickych abnormalit. Rozmedzia
pre TC boli nasledovné: nizke <5,0 mmol.I"}; stredné
5,1-7,5 mmol.I"}; vysoké = 7,6 mmol.I"t. Pre TG boli roz-
medzia: nizke <1,5 mmol.I"}; stredné 1,5-4,4 mmol.I
a vysoké > 4,5 mmol.I"*. Rozsahy HDL-C boli kategorizova-
né nasledovne: menej ako 1,2 alebo viac ako 1,2 mmol.I™.
Pre LDL-C boli stanovené rozsahy: nizky < 3,0 mmol.I™%;
stredny 3,1-5,0 mmol.I"* a vysoky 25,1 mmol.I"%. Stan-
dardné diagnostické laboratérne metdédy merali lipidy
v celom rozsahu hodnot. Pristroj Cholestech LDX regis-
troval vysledky v nasledujicich meratelnych rozsahoch:
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TC 2,59-12,93 mmol.I"Y; TG 0,51-7,34 mmol.I* a HDL-C
0,39-2,59 mmol.I"*. Hodnoty LDL-C bolo mozné vypocitat
len za podmienky, ak boli vysledky TC, TG a HDL-C v ramci
meratelného rozsahu. V doésledku toho boli tie vysledky,
ktoré sa nachdadzali nad alebo pod meratefnymi rozsah-
mi, vylicené zo Statistickej analyzy, ktora bola vykonana
na kompletnych suboroch vysledkov kazdého jednotlivca.

Pozitivna alebo negativna odchylka bola vyjadrend
v mmol.I"t av %, bola vypocitana ako rozdiel medzi hodno-
tou Cholestech LDX a hodnotou CDLM. Aj ked' neexistuju
Ziadne Specifické kritéria pre prijatelny vykon analyzatorov
POC, American Heart Association odporuca, aby sa ria-
dili pokynmi Narodného vzdelavacieho programu o cho-
lesterole (NCEP ATP Il — National Cholesterol Education
Program, Adult Treatment Panel Ill) (NCEP ATP Ill, 2001).
Odporuéania NCEP na presnost testovania lipidov, uvede-
né ako celkova chyba, st: < 8,9 % pre TC, < 15,0 % pre TG;
<£22,0% pre HDL-C; £ 12,0 % pre LDL-C, ktoré su v sulade
s variaénym koeficientom CV £3,0% pre TC; <5,0 % pre
TG; £6,0 % pre HDL-C a < 4,0 % pre LDL-C (NCEP, 1995).

Hodnoty v dvoch klinickych medznych bodoch NCEP
boli pre vSetky analyty vypocitané pomocou regresnej rov-
nice pre kazdu z metdd (Y = A + B * X) a odchylka v tychto
bodoch bola vyjadrend ako %. Klinické medzné body NCEP
reprezentuju hodnoty lipidovych analytov, pri ktorych sa
zaCina zvySovat riziko kardiovaskuldrnych chorob, pri vy-
pocte boli pouzité nasledovné: TC 5,18 a 6,22 mmol.I%;
TG 1,69 a 2,26 mmol.I"t; HDL-C 1,03 a 1,55 mmol.I*; LDL-
-C 3,36 a 4,13 mmol.I™* (NCEP ATP IlI, 2001).

Statisticka analyza

Vysledky su vyjadrené ako priemer £ SEM, pripadne
priemer * SD. Porovnanie vysledkov v dolnom, strednom
a hornom klinickom rozsahu jednotlivo, ako aj v celej
skupine, bolo realizované za pouzitia parového t-testu.
Hodnota p < 0,05 bola povaZovana za signifikantnu. Hod-
noty Cholestech LDX boli porovnané s hodnotami CDLM
pomocou linedrnej regresnej analyzy a vypoctov korelac¢-
nych koeficientov. Hodnoty Cholestech LDX nachadzajlce
sa v jednotlivych rozsahoch, boli oznac¢ené ako ,,INside”
(t.j. vrozsahu), hodnoty mimo rozsahu ako ,,OUTside“ (t. j.
mimo rozsahu). Analyza distribucie Gdajov bola vykonana
testom dobrej zhody chi-kvadrat. Rovnako bol subor tes-
tovany aj z hladiska normalnosti distriblcie dat Kolmogo-
rovym-Smirnovym testom pouzitim softvéru STATISTICA
Cz 10 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).




VYSLEDKY

Hodnoty TC, TG, HDL-C a LDL-C mali normalnu distri-
buciu. Priemerné hodnoty + SEM pre jednotlivé rozsahy
a cely subor su uvedené v Tab. 1. V porovnani s CDLM boli
koncentracie TC merané analyzatorom Cholestech LDX
znizené v dolnom a strednom rozsahu, vo vysokom rozsa-
hu neboli namerané Ziadne hodnoty. Hodnoty celkového
cholesterolu Cholestech LDX boli v dolnom rozsahu zni-
zené o 0,11 mmol.I? (p < 0,05), v strednom rozsahu bol
pokles 0 0,25 mmol.I"* (p < 0,01).

Hladiny TG merané POC analyzatorom v nizkom
a strednom rozsahu sa vyznamne nelisili od hladin CDLM,
vo vysokom rozsahu neboli zaregistrované Ziadne hodno-
ty. Analyzator Cholestech LDX nameral podobné hladiny
ako CDLM v dolnom rozsahu, zatial ¢o v strednom rozsa-
hu boli hladiny TG Cholestech LDX o 0,07 mmol.I"! vyssie

v porovnani s CDLM.

Vnizkom rozsahu bola koncentracia HDL-C merand Cho-
lestechom LDX vyssia 0 0,12 mmol.I* (p < 0,001). Choles-
tech LDX zaznamenal vo vysokom rozsahu o 0,23 mmol.|™?
vyssie hodnoty ako CDLM (p < 0,001).

Hladiny LDL-C zistené pomocou Cholestech LDX boli
vysSie ako hodnoty CDLM v dolnom rozsahu, naopak
v strednom rozsahu boli hladiny LDL-C nizSie ako v pripa-
de CDLM, vo vysokom rozsahu neboli zaregistrované hod-
noty pri Ziadnej metdde. Hodnota LDL-C Cholestech LDX
bola v dolnom pasme zvysend o 0,30 mmol.I”* (p < 0,001).
Hodnoty stredného rozsahu boli 0 0,42 mmol.I™ niZsie pre
Cholestech LDX (p < 0,01).

Porovnanie hodnot v celom subore poukazalo na to, Zze
koncentracie TC merané Cholestechom LDX boli vyznamne
nizsie ako koncentracie CDLM o 0,16 mmol.I™* (p < 0,001).
Hladina TG pri Cholestechu LDX bola prakticky rovnaka
ako pri CDLM. V hladinach HDL-C sme pomocou Choleste-
chu LDX zistili nadhodnotenie o 0,20 mmol.I”* (p < 0,001).

Nevyznamné rozdiely sme zaregistrovali pri hodnotach

Tab. 1. Porovnanie koncentracie lipidov meranych analyzatorom POC (point-of-care)
a CDLM (Clinical Diagnostic Laboratory Methods)

Klinicky rozsah hodnot
Cely subor
nizke stredné vysoké
Celkovy cholesterol <50 51-7,5 275 2,85-7,40
[mmol.I"] (n=77) (n=41) (n=0) (n=118)
Cholestech LDX 4,14+0,08 536+0,14 - 4,56 £0,09
CDLM 4,25+ 0,06 5,62 +0,09 - 4,72 10,08
p < 0,05 p <001 - p < 0,001
Triacylglyceroly <15 1,6-4,4 >45 0,45-3,25
[mmol.I""] (n=95) (n=12) (n=0) (n=107)
Cholestech LDX 092+0,03 1,87 +£0,15 - 1,03+0,04
CDLM 0,91+0,02 1,80+ 0,05 - 1,01+0,03
p=0,05 p=0,05 - p=0,05
HDL cholesterol <12 - >1,2 0,71-2,58
[mmol.I""] (n=37) (n=81) (n=118)
Cholestech LDX 1,18+0,03 - 1,81+0,04 1,62+0,04
CDLM 1,06 + 0,02 - 1,58 £ 0,03 1,42+£0,03
p < 0,001 - p < 0,001 p < 0,001
LDL cholesterol <30 3,1-5,0 >5,1 0,73-4,41
[mmol.I"] (n=77) (n=29) (n=0) (n=106)
Cholestech LDX 2,32+0,08 3,11+0,11 - 2,53+0,07
CDLM 2,02 +£0,07 3,53+0,06 - 2,43+0,08
p < 0,001 p <001 - p=0,05

Hodnoty vyjadrené ako priemer + SEM
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Tab. 2. Distribucia hodnoét lipidovych analytov v ramci klinického rozsahu (n = 118) (v rozsahu -
hodnoty z Cholestechu LDX sti v rovnakej kategorii ako hodnoty z CLDM; mimo rozsah - hodnoty z Cholestechu LDX
st nadhodnotené/podhodnotené v porovnani s hodnotami z CLDM)

Klinicky rozsah hodnot
Chi-kvadrat
nizke stredné vysoké
Celkovy cholesterol <50 51-7,5 >76
[mmol.I""] (n=77) (n=41) (n=0)
68 27
hodnoty v rozsahu (883%) (65.9%) - 8,599
hodnoty mimo rozsahu 2 14 - <0,01
y (11,7%) (34,1%) p<
Triacylglyceroly <15 1,6-4,4 >45
[mmol.I"] (n=95) (n=12) (n=0)
90 10
hodnoty v rozsahu (947%) (833%) - 2,266
hodnoty mimo rozsahu > 2 - >0,05
y (53%) (16,7%) =
HDL cholesterol <12 B >1,2
[mmol.I""] (n=37) (n=81)
21 80
hodnoty v rozsahu (56,8%) - (98.8%) 36,348
hodnoty mimo rozsahu 16 - ! < 0,001
y (43,2%) (1,2%) p<t
LDL cholesterol <30 3,1-5,0 >5,1
[mmol.I"] (n=77) (n=29) (n=0)
65 9
hodnoty v rozsahu (84.4%) (31.0%) - 28,484
. 12 20
hodnoty mimo rozsahu (15.6%) (69,0%) - p < 0,001

Vysledky su vyjadrené v poradi: pocet (n), percento [%]

Tab. 3. Presnost POC analyzatora Cholestech LDX v porovnani s CDLM

Parameter Korela¢ny Priemerna odchylka Odchylka NCEP
koeficient (r) [mmol.I""] [%] cut-off points [%]
Celkovy cholesterol 0,8476 p <0,001 -0,16 -3,24 -3,53 -3,81
Triacylglyceroly 0,85%94 p <0,001 0,02 2,39 335 3,86
HDL cholesterol 0,8790 p < 0,001 0,20 13,75 14,06 13,78
LDL cholesterol 0,6709 p <0,001 0,11 10,93 -7,81 -13,75
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Obr. 1. Linedrna regresia pre lipidy merané POC analyzdtorom
Cholestech LDX v porovnani s CDLM

LDL-C, hodnoty z Cholestechu LDX boli o 0,11 mmol.I*
vyssie (p 2 0,05).

Niektoré hodnoty TC, TG, HDL-C a LDL-C namerané
Cholestechom LDX sa lisili od vysledkov CDLM v rdmci ur-
cenych rozsahov. Vacsinu rozdielov sme zistili pri krajnych
hodnotach nizkeho rozsahu.

Frekvenénou analyzou sme vyhodnotili presnost hod-
noét lipidov z Cholestechu LDX, teda distriblciu koncen-
tracii v medznych rozsahoch a ich sulad s hodnotami po-
skytnutymi Standardnymi laboratornymi diagnostickymi
metddami. Uvadzame pocet subjektov, ktori maji hodno-
ty v ramci alebo mimo daného rozsahu pre test POC opro-
ti Standardnému laboratérnemu testu (Tab. 2). Analyzator
Cholestech LDX poskytoval CastejsSie hodnoty TG v sprav-
nej kategdrii. Mimo stredného rozsahu boli hodnoty TC
z Cholestechu LDX u 14 Zien (p <0,01) a hodnoty LDL-C
u 20 Zien (p < 0,001). Pomocou Cholestechu LDX sme zis-
kali presné hodnoty HDL-C vo vysokom rozsahu v pripade

98,8 % skumaného suboru Zien. Vac¢siu nepresnost sme
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zaznamenali v strednom rozsahu pre TC a LDL-C, avsak
v pripade mensieho poctu hodnét.

Priemerna odchylka (mmol.I", %) pre analyzator Cho-
lestech LDX verzus CDLM a odchylka (%) v dvoch klinic-
kych medznych bodoch NCEP su pre vsetky analyty uvede-
né v Tab. 3.V porovnani s CDLM Cholestech LDX vykazoval
malé odchylky, priemerné odchylky pre vSetky parametre
boli< 0,2 mmol.I":. Odchylka hodnét nameranych analyza-
torom Cholestech LDX v porovnani so Standardnymi diag-
nostickymi laboratérnymi metédami pre TG, HDL-C a LDL-
-C predstavovala pozitivhu a pre TC negativhu hodnotu.
Zaporna hodnota naznacuje, Ze analyzator POC v prieme-
re podhodnocoval laboratérne hodnoty daného paramet-
ra, zatial ¢o kladné hodnoty naznacuju nadhodnotenie.
Cholestech LDX v analyzovanom subore zdravych jedincov
nadhodnocoval TG, HDL-C a LDL-C, ale podhodnocoval
celkovy cholesterol. Priemerna odchylka (%) bola najnizsia
pre TG a najvyssia pre HDL-C. Analyzator Cholestech LDX
vyhovoval smerniciam NCEP pre vSetky analyty v prvom
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klinickom hrani¢nom bode NCEP. Rovnako v druhom kli-
nickom hraniénom bode NCEP vyhovoval Cholestech LDX
smerniciam NCEP takmer pre vSetky analyty — okrem LDL-
-C, kde bola smernica (< 12 %) mierne prekrocena.

Grafy linearnej regresie su pre hodnotené lipidy TC,
TG, HDL-C a LDL-C zobrazené na Obr. 1 a korela¢né ko-
eficienty (r) si uvedené v Tab. 3. VSetky analyty merané
pomocou Cholestechu LDX vyznamne korelovali s CDLM
(p < 0,001). Najtesnejsia korelacia bola zistena pre hodno-
ty HDL-C (r = 0,8790). Medzi hodnotami TG, TC z Choleste-
chu LDX a CDLM bola dobra zhoda, zatial ¢o korelacny ko-
eficient LDL-C poukazoval na slabu korelaciu (r = 0,6709).

DISKUSIA

Kardiovaskularne choroby (CVD) su hlavnym global-
nym problémom verejného zdravia. Odhaduje sa, Ze v roku
2019 zomrelo na CVD 17,9 milidna ludi, ¢o predstavuje
32 % vsetkych celosvetovych Umrti. Z tychto umrti bolo
85 % sposobenych srdcovym infarktom a mozgovou pri-
hodou (WHO, 2021). V slovenskej populdcii je morbidita
a mortalita na choroby neinfekéného pévodu vysoka, pri-
¢om dominantné su choroby obehovej sustavy (Al b erty
a kol., 2017). Doraz na spravnu identifikaciu, monitoring
a manazment osbb s vysokym kardiovaskuldrnym rizikom
vzniku nahlych koronarnych a cerebrovaskularnych prihod
je zasadny. Studia poukazuje na to, 7e analyzator Choles-
tech LDX moze byt vhodnym diagnostickym nastrojom
na skrining biochemickych markerov pre metabolické ab-
normality za urcitych Specifickych podmienok.

Hladiny lipidov, merané analyzatorom Cholestech LDX,
ktoré zodpovedaju nizkemu a strednému rozsahu, boli
v sulade s vysledkami CDLM. Medzi vysledkami ziskanymi
analyzatorom Cholestech LDX a laboratériom bola velmi
dobra zhoda. U niektorych pacientov sa vysledky z Choles-
techu LDX lisili od vysledkov CDLM v posudzovanych roz-
a stredného rozsahu. V niektorych pripadoch mohlo déjst
k predanalytickym chybam sp6sobenych fudskym fakto-
rom, ako su napr. vzduchové bubliny v skimavke na odber
vzoriek, nedostatocné mnoiZstvo krvi vloZzenej do kazety,
nedostatocny adaptacny Cas. Akakolvek odchylka v analy-
zovanych lipidoch nemusi byt vysledkom zmeny hladiny pa-
rametra, ale skor variacie v zariadeni (Glasziou akol.,
2008). Uvedené chyby mozno eliminovat, vhodné je kva-
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litné vyskolenie pracovnikov (M e now n a kol., 2009).

Priemerné hodnoty lipidovych parametrov v niekto-
rych rozsahoch sa Statisticky lisili, avSak rozdiely boli malé
a klinicky nevyznamné. Pri nizkom rozsahu boli vysledky
TC a LDL-C nachadzajuce sa v krajnych bodoch detegova-
né s vacsou odchylkou, vacsi rozdiel bol v pripade hodnot
LDL-C. Tieto nezrovnalosti mohli byt sp&sobené vysky-
tom urcitého poctu vzoriek s nizkymi hladinami lipidov
v monitorovanom subore, ako aj skutoc¢nost, Ze rozsahy
meratelné analyzatorom Cholestech LDX su obmedzené.
V pripade TG niektoré vzorky dosahovali hodnoty okolo
0,51 mmol.I"%, ¢o bol dolny meratelny limit pre TG. Okrem
toho hladiny TG pri 11 vzorkach nespadali do rozsahu
merania pristrojom POC a boli z hodnotenia vylucené.
Pacienti s hodnotami mimo uvedenych rozsahov byvaju
zvyc€ajne odporucani na potvrdzujlice merania v klinickom
diagnostickom laboratdriu. Pokial ide o HDL-C, treba mys-
liet na to, Ze pri kazdom znizeni HDL-C o 1,0 %, dochadza
k zvySeniu koronarneho rizika 0 2,0 az 3,0% (Barter,
Ry e, 1996). Nadhodnotenie HDL-C v priemere 0 13,75 %
(a vacsia nezhoda pri nizkych hladinach HDL-C) méze vy-
volat ur¢ité obavy u oetrujucich lekérov, ktori na zaklade
analyzovanych hodnét hodnotia zdravie pacientov.

Pri analyze lipidov sa Standardizdcia metdd, spolahli-
vost a presnost merani povazuju za mimoriadne dolezité
(Zhang akol., 2015). Analyzator Cholestech LDX posky-
tol reprodukovatelné vysledky a linearna regresia pouka-
zala na to, Ze existuje dobra koreldcia medzi metéddami
Cholestech LDX a CDLM. Aj ked' neexistuju Specifické kri-
téria pre prijatelny vykon analyzatorov POC, AHA (Ameri-
can Heart Association) odporucda riadit sa pokynmi NCEP
(NCEP ATP Ill, 2001). Pouzité diagnostické limity vychadza-
li z odporucani NCEP ATP lll, z hodnotenia severoameric-
kej populdcie s vy$Simi hladinami celkového cholestero-
lu, porovnatelnej so slovenskou populaciou. S vynimkou
LDL-C analyzator vyhovoval v sucasnej dobe prijatym
ciefom merania zaujatosti. Okrem toho boli pokyny NCEP
do znacnej miery splnené pre vietky sledované parametre
lipidového panelu v dvoch klinickych hrani¢nych bodoch,
s vynimkou LDL-C, kde boli usmernenia prekro¢ené v dru-
hom medznom bode. Absencia hodnét vo vysokom roz-
sahu pre TC, TG a LDL-C a mald pocetnost v nizkom roz-
sahu pre HDL-C vyZaduje pre definovanie vysokého rizika
diagnostické vySetrenie analyzatorom s rozsahom vyssich
koncentracii.




Hodnotenie zhody a vhodnosti pouzitia analyzatora
POC na zaklade naSich zisteni je v sulade s doteraz publi-
kovanymi stadiami (Cheng akol., 2020;Whitehead
akol.,20143;Whitehead akol.,2014b;0'Donovan
akol., 2011; Dale a kol., 2008; Carey akol., 2006;
Shemesh akol,2006;Shephard, Tallis, 2002).

Specifika a limitacie studie

K obmedzeniam $tudie patri nizka pocetnost a nedo-
stato¢nda robustnost skiimaného suboru probandov bez
znamych rizikovych faktorov, ako aj vyber vylucne Zien.
Pric¢inou zistenych rozdielov pri niektorych vzorkach mézu

byt predanalytické chyby pri manipulacii so vzorkou.

ZAVER

Point-of-care analyzator Cholestech LDX preukazal
dobrd zhodu s konvencnymi laboratérnymi metdodami
na stanovenie zdkladnych lipidov pouzivanych na identi-
fikaciu kardiovaskularneho rizika v skupine zdravych Zien.
Nase zistenia a hodnotenie celkovej zhody a vhodnos-
ti pouzitia analyzatora POC podporuje jeho pouzivanie
v klinickej praxi, pri populaénom skriningu, monitoringu
ucinnosti dietetickej liecby, rezimovej a farmakologickej
liecby v prostredi primarnej zdravotnej starostlivosti, je
vsak nevhodné a nespravne nahradzat priame standarné
diagnostické laboratérne metdédy nepriamymi point-of-ca-
re. Potrebné su porovnavacie, prierezové, prospektivne,
populac¢né studie, kedZe vysledky ziskané z porovnava-
nych analyzatorov maju potencial ovplyvnit rozhodovanie
o liecbe.
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OPTIMALIZACIA METODIK SDS-PAGE A ZELATINOVEJ ZYMOGRAFIE
NA RYCHLU PROTEOMICKU ANALYZU PACIENTOV
OPTIMALIZATION OF SDS-PAGE AND GELATIN ZYMOGRAPHY METHODS
FOR RAPID PROTEOMIC ANALYSIS OF PATIENTS
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SUHRN

Cielom predkladanej prace bolo vyvinut uéinny pro-
tokol polyakrylamidovej gélovej elektroforézy na baze
dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE), ako aj Zelatinovej
zymografie, na detekciu proteinov. Na studium elektro-
foretického profilovania proteinov bolo pouzitych 100
vzoriek od pacientov s kolorektalnym karcinémom (CRC)
v roznych Stadiach. Bol navrhnuty presny protokol na op-
timalizaciu podmienok, ako je pH pouZivanych roztokov,
koncentracie jednotlivych zlozZiek gélov, mnoZstvo vzorky
nanasanej do gélu, ¢asové rozmedzie farbenia, odfarbo-
vania a iné. Optimalizaciou tychto faktorov boli metédou
zymografie detegované matrixové metaloproteinazy

v svojej latentnej aj aktivnej forme.

Klacové slova: SDS-PAGE; zymografia; optimalizacia

ABSTRACT

The present work aimed to develop an efficient pro-
tocol for sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), as well as gelatin zymog-
raphy, for the detection of proteins. To study the elec-
trophoretic profiling of proteins, 100 samples from pa-

tients with colorectal carcinoma (CRC) at different stages
were used. An accurate protocol has been proposed to
optimize conditions such as the correct pH level of the
solutions used, the concentration of the individual com-
ponents of the gels, the amount of sample applied to the
gel, the time range of staining, decolorization, etc. By op-
timizing these factors, matrix metalloproteinases in both
latent and active forms were detected by zymography.

Key words: SDS-PAGE; zymography; optimalization

uvoD

Existuje mnoho metdd na Studium a kvantifikaciu en-
zymov v biologickych tekutinach. Standardnou laboratér-
nou separacnou technikou je elektroforéza, ktorou su na-
bité proteinové molekuly transportované cez rozpustadlo
prostrednictvom elektrického pola. Beiné pouzivané
nosné matrice v elektroforéze su polyakrylamid a agaré-
za. Tieto matrice slUzZia ako porézne média a spravaju sa
ako molekulové sito. Agaréza ma velku velkost porov a je
vhodna na separaciu nukleovych kyselin a velkych protei-
novych komplexov. Polyakrylamid ma mensiu velkost poé-
rov a je idealny na oddelenie vacsiny bielkovin a mensich
nukleovych kyselin (G a s, 2005).
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Obr. 1. llustracny obrdzok priebehu SDS-PAGE a Zelatinovej zymografie

Pri SDS-PAGE sa vzorky proteinov rézneho pdévodu
(tkanivo, bunkové lyzaty, plazma/sérum, perfuzaty, iné te-
kutiny) separuju v polyakrylamidovych géloch dodecylsul-
fatu sodného (SDS) podla molekulovej hmotnosti. Vysled-
kom techniky si modré pasy prezentované jednotlivymi
proteinmi na odfarbenom géle (Obr. 1). Separaciu pomo-
cou SDS-PAGE vsak obmedzuje hlavne fakt, Ze niektoré
proteazy nerenaturuju, preto ich po pésobeni SDS nemoz-
no detekovat. Upravou podmienok a zakomponovanim
substratu (Zelatina, kazein, elastin, atd’) do polyakrylami-
dového gélu bola vytvorena modifikovana SDS-PAGE, tzv.
substratova zymografia. Po Stiepeni substratu su pri zymo-
grafii aktivity proteaz graficky zobrazené ako priehladné
pasy na tmavomodrom pozadi (Obr. 1). Aktivita enzymov
je teda detegovana nepritomnostou substratu v géli, kto-
rd je mozné vizualizovat transilumindaciou. Aktivita urcitej
proteazy je Umerna intenzite a hrabke zodpovedajuceho
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pasu na zymograme, ktory je mozné po skenovani gélov
vyhodnotit elektronicky pomocou pocitatového softvéru
(Benczik akol., 2017).

Hlavhou premennou, ktord je potrebné kontrolovat
pocas vyvoja zymogramoyv, je dizka inkubacie. PredlZujdci
sa inkubacny ¢as vo vseobecnosti zvySuje citlivost detek-
cie protedz, no zvysuje sa aj pravdepodobnost difundacie
proteazovych pasov, ¢im sa znizuje rozliSenie. Okrem toho
sa v tomto pripade zény lyzy produkované tesne migruju-
cimi proteinmi spoja, ¢im sa eliminuje moznost detekcie
véetkych proteolyticky aktivnych enzymov vo vzorke. Ucel
SDS-PAGE a zymografie je teda v podstate odlisny — zatial
¢o SDS-PAGE sa vo velkej miere pouZiva na separaciu pro-
teinov réznej velkosti podla ich molekulovej hmotnosti,
zymografia sa vyuZiva predovsetkym na stanovenie jed-
notlivych foriem enzymu (Hu, Be et o n, 2010).




Zakladné principy metodik

Princip SDS-PAGE

SDS PAGE, teda polyakrylamidova gélova elektroforéza
v prostredi dodecylsiranu sodného (SDS — sodium dodecyl
sulphate) sa pouziva pri rychlom a jednoduchom uréeni
relativnych molekulovych hmotnosti proteinov. Technika
je zaloZena na migracii nabitych molekul v gélovej matrici
pbésobenim elektrického pola. SDS sa viaze na peptidové
vazby a zasadité skupiny proteinov, v dosledku ¢oho vset-
ky proteiny ziskaju priblizne rovnako velky zaporny ndboj
a pri elektroforéze sa potom delia len podla velkosti svo-
jich molekul. SDS sa da pouzit aj na separaciu podjedno-
tiek alebo jednotlivych retazcov z komplexnej molekuly
proteinov (napr. fahkych a tazkych retazcov imunoglobu-
linov), pretoze zabranuje ich opatovnej asociacii. Rovnaky
ciel sa dé dosiahnut aj pomocou mocoviny, deoxycholatu
a Tritonu X-100 (Khurshid akol. 2021).

Na tento druh elektroforézy sa pouzivaju dva hlavné
typy pristrojov:

* minigelovy pristroj, ktory sa bezne pouZziva na identifi-
kaciu a charakterizaciu proteinov;

e velkoformatovy gélovy pristroj, ktory sa pouziva na pri-
pravné prace.

SDS-PAGE sa moze uskutoCriovat za redukujucich, ale
aj neredukujucich podmienok. Za redukujucich podmie-
nok zahfiia SDS-PAGE linearizaciu proteinov disociaciou
vnutroretazcovych disulfidovych vézieb, ktord sa dosiah-
ne kratkym zahriatim vzorky proteinu vo vriacom vodnom
kupeli v pritomnosti redukéného cinidla (2-merkaptoe-
tanol, ditiotreitol). Proteiny su tiez obalené negativnym
nabojom v pritomnosti anidonového detergentu SDS. Na-
sledne sa proteiny rozdelia na jednotlivé pasy, ked migru-
ju v elektrickom poli ,preosievacim” pésobenim polyakry-
lamidovej gélovej matrice (Osborne,Brooks, 2006).

Postup zacina pripravou gélov. SDS-PAGE sa nana-
$a do aparatury v dvoch vrstvach, hornom stohovacom
,,stacking” géli a spodnom, separacnom ,,running” géli.
Stohovaci gél je v podstate volna sietovina obsahujuca
nizke percento (zvy€ajne 3-5% [w/v]) akrylamidu, cez
ktory proteiny vSetkych velkosti l'ahko migruju v elektric-
kom poli. U¢elom stohovacieho gélu je umoznit vietkym
proteinom vo vzorke ,stohovat” sa do koncentrovanej
vrstvy pred vstupom do separacného gélu. Rozne per-
centd akrylamidu zacleneného do separacného gélu su
vhodné na rozlisenie proteinov s réznymi rozsahmi mole-
kulovych hmotnosti. Gély pripravené s nizSim percentom
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akrylamidu (napriklad 57,5 % [w/V]), maju vacésiu velkost
porov, cez ktoré proteiny prechddzaju, a optimalne rozde-
lia velkomolekularne proteiny. Gély s vysSim percentom
akrylamidu (napriklad 12,5-15 % [w/v]) maji mensiu vel-
kost pdrov a optimalne rozdeluju proteiny s nizSou mo-
lekulovou hmotnostou. Obycajne je sibezne s testovany-
mi vzorkami separovana aj zmes proteinovej Standardy,
ladder. Okrem potvrdenia Uspesnej separacie proteinov,
meranie migrac¢nych vzdialenosti série proteinov znamych
molekulovych hmotnosti v akrylamidovej gélovej matrici
ulahcuje stanovenie molekulovej hmotnosti proteinov vo
vzorke. Standardné zmesi proteinov s réznymi molekulo-
vymi hmotnostami st komeréne Siroko dostupné a daju
sa zakupit ako nativne proteiny, oznacené biotinovymi
alebo enzymovymi znackami, ¢i radioaktivne oznacené
(Brooks,Harris, 2006).

Princip Zelatinovej zymografie

Zelatinova zymografia je jednoduchd, ale G¢inna me-
téda na detekciu proteolytickych enzymov schopnych
degradovat Zelatinu (hydrolizovany kolagén). Je obzvlast
uZito¢na pri stanoveni dvoch klt¢ovych ¢lenov rodiny mat-
rixovych metaloproteinaz, MMP-2 (Zelatindaza A) a MMP-9
(Zelatinaza B), vzhladom na ich vyraznu aktivitu pri degra-
dacii zelatiny (M asSlankova akol., 2019). Tato meto-
da méze poskytnut spolahlivé uréenie relativneho mnoz-
stva enzymu a jeho stavu aktivacie (latentné v porovnani
s aktivnymi formami enzymov) v kultivovanych bunkach,
tkanivach a biologickych tekutinach. Metddu je tiez moz-
né pouzit na skimanie faktorov, ktoré reguluju expresiu
Zelatindz a moduluju aktivaciu zymogénov v experimen-
talnych systémoch. Zymografia poskytuje informacie
o expresii a aktivite Zelatinaz v ludskych rakovinovych tka-
nivach a nacrtava, ako tieto procesy suvisia s progresiou
rakoviny. Pri vhodne nastavenych podmienkach je Zelati-
nova zymografia vynikajucim ndstrojom na studium Zelati-
naz v biologickych systémoch (Toth, Frid man, 2001).

Technika zymografie je zaloZend na separdcii protei-
nov elektroforézou na polyakrylamidovom géli s vyuZitim
sédium dodecylsulfatu (SDS-PAGE). Specidlny polyakryla-
midovy gél sa vytvara indukciou akrylamidovej polymeri-
zacie v pritomnosti Specifického substratu pre poZadova-
ny MMP enzym. Pocas elektroforézy st MMP aktivované
pomocou SDS. Po elektroforetickej separacii a kroku , re-
naturacie”, teda premyti v Triton X-100 sa gél inkubuje pri
37 °C v timivom roztoku obsahujucom Ca* a Zn?* optima-
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lizovanom na meranie aktivity MMP vzhladom k Specific-
kému substratu (R e n akol., 2017).

MATERIAL A METODY

Priprava roztokov

Na zaCiatku je potrebné pripravit vietky pouZzivané
roztoky (Tab. 1), pricom je doleZité zohladnit ¢as ich pri-
pravy (napriklad renaturacny timivy roztok a inkubacny
roztok sa pripravuju vidy Cerstvé, zatial co 10 % APS vy-
drzi v mraze aj niekolko rokov) a skladovanie (napriklad
farbiaci a odfarbovaci roztok sa udrziavaju len pri izbovej
teplote, elektroforeticky timivy roztok je vhodné chladit).

Priprava vzoriek

Pre kazdu analyzu je dolezZité spravne a precizne po-
stupovat v predanalytickej faze, ktora zahfna spravny od-
ber materidlu, jeho spracovanie a skladovanie (Tab. 2).

Pred spustenim elektroforézy je potrebné stanovit cel-
kovu koncentraciu proteinov (napriklad Bradfordovou me-
tédou), aby sa na gél aplikovala vZidy rovnaka koncentracia
proteinu. Pri SDS-PAGE sa jednotlivé pasy javia najzretel-
nejsie, ak je na jamku aplikovanych 0,029-0,061 ug pro-
teinov/5 ul vzorky a pri Zelatinovej zymografii 0,084 ug/
15 pl vzorky. VSetky merané vzorky su teda riedené tak,
aby koncentracia vzoriek aplikovanych do gélov bola ek-
vivalentna.

Pri SDS-PAGE prebiehajucej za redukujucich podmie-
nok sa do loading timivého roztoku musi pridat 2-merkap-
toetanol, vzorky pred aplikidciou na gél zahriat (100 °C/
5min), chladit (6 °C/5min) a centrifugovat (14 000 rpm/
5 min/4 °C).

Priprava gélov
Prislusné gély vhodne zvolenych koncentracii a obje-

mov su pripravované do falkénov pouzitim chemikalii uve-

denych v Tab. 3 a Tab. 4.

* Running gél je pipetovany medzi krycie skla, priblizne
1-1,5 cm pod hranicu skla (je potrebné si uvedomit,
Ze APS je donorom volnych kyslikovych radikalov, tzn.
inicidtor polymerizacnej reakcie a TEMED je jej kataly-
zator. Preto sa APS a TEMED pridavaju ako posledné.
Po pridani TEMEDu sa v momente spusta polymeriza-
cia-tuhnutie gélu a treba s nim pracovat rychlo).

e Navrch gélu sa nalieva izopropanol (chrani gél pred at-
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mosférickym O, a teda vytvorenim bublin, vyrovndva
povrch gélu, susi prechod medzi gélmi, a tak napoma-
ha prilnutiu stacking gélu).

e Uplna polymerizacia running gélu pri izbove] teplote
trva priblizne 30 minut (ak sa vo falkéne, v ktorom bol
gél pripravovany, nechd hodend Spicka z pipety, doba
tuhnutia je lahko odpozorovatelnad).

e Po stuhnuti running gélu je pomocou filtraénych papie-
rov odsaty pouZzity izopropanol. Nasledne sa medzi skla
aplikuje stacking gél a vkladd sa hreben na tvorbu ja-
miek, do ktorych sa bude aplikovat vzorka. Stacking gél

polymerizuje priblizne rovnako dlho ako running gél.

Elektroforéza

* Po ukonceni polymerizacnej reakcie su gély prelozené
z odlievacieho stojana do elektroforetickej cely.

e Elektroforeticka cela je vlozena do vane, do ktorej je
nasledne naliaty ELFO tImivy roztok 1x (zasobny roz-
tok ELFO tlmivého roztoku 5x je tesne pred spustenim
elektroforézy riedeny: 200 ml ELFO tlmivého rozto-
ku 5x + 800 ml ddH,0), priom musi byt zaliata celd
elektroforeticka cela s gélmi (dba sa na minimalizaciu
tvorby bublin a elektroforeticka vana sa pocas celého
procesu chladi).

e A7z takto zaliatych gélov su hrebene vytahované von
(minimalizuje sa riziko poskodenia gélov).

e Do jednej z jambk kazdého gélu su pipetované 4 ul
proteinového laddera Opti-Protein XL Marker (marker
molekulovej hmotnosti v rozmedzi 10-245 kDa).

¢ Do zvy$nych jamok su pipetované vzorky (pri Zelatino-
vej zymografii 15 pl a pri SDS PAGE 5 pl riedenej vzor-
ky; vid Priprava vzorky). Elektoroforéza je nastavena
na 150 V (30 mA) a trva priblizne 1,5 hodiny (zastavuje
sa po tom, ¢o pohybujuce sa vzorky prejdu spodnou
hranicou gélu).

Premyvanie, inkubacia, farbenie a odfarbovanie
Zelatinova zymografia:

e Po prebehnuti elektroforézy su gély premyvané
v 100 ml renaturacného timivého roztoku (2,5 % Tri-
ton X-100) 2 x 30 minut na laboratérnej trepacke.

e Po dvoch dlhsich premyvaniach nasleduju dve kratke
v 100 mM Tris-base (2x5 min).

e Gély su nasledne inkubované v inkuba¢nom roztoku
24 hodin pri 37 oC v termocykléri polozenom na tre-
packe.




Tab. 1. Priprava roztokov pre SDS-PAGE a Zelatinovu zymografiu

Roztok Latka Mnozstvo
1% roztok zelatiny Zelatina 10mg
re zelatinovii zymografiu
L ymografiu) ddH.0 10ml
SDS 10g
10% SDS
ddH,0 100ml
APS 100mg
10% APS
ddH,0 Tml
Tris-base 159
elektroforeticky (ELFO) timivy roztok .
(5x; pH=8,3-8,7) glycin 29
SDS 59
Renaturaény timivy roztok Triton X-100 sml
(2,5 % Triton X-100) ddH20 195ml
1 MTris-base 2ml
Loading (sample) timivy roztok (4x) glycerol 4ml
(pre zelatinovu zymografiu) 20% SDS 4ml
bromfenolové modra 0,4 % par kvapiek
1M Tris-base 2,4ml
Glycerol 3ml
Loading (sample) timivy roztok (3x) 20% SDS 3ml
(pre SDS-PAGE)
brémfenolové modra 0,4 % par kvapiek
5% 2-merkaptoetanol (ak ma pre- 16ml
biehat za redukénych podmienok) !
Coomassie briliant blue G-250 29
izopropanol 120ml
Farbiaci roztok
kyselina octova 40ml
ddH,0 240ml
kyselina octové 100ml
Odfarbovaci roztok metanol 50ml
ddH,0 850ml
100 mM Tris-base (pH = 7,4) 99,1 ml
Inkubacny roztok 1mM ZnCl 500
(pre zelatinovii zymografiu) 2
25MCadl, 400 pl
Kyselina chlorista 14ml
Stabilizacny roztok (pre SDS-PAGE) metanol 80ml
ddH,0 306 ml
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Tab. 2. Priprava vzoriek pred analyzou

Biologicky material Odber do Spracovanie Skladovanie
Sérum Skumaka blez cnjldla Cer'1tr|f’ugaC|a (3 500 rpm.3 min™"); -80°C
(so separacnym gélom) Alikvotne podiely supernatantu
T e,
Plazma Skumavky s K2EDTA Centr.lfug’aaa G 5.00 rpm.3 min'/4 °C); -80°C
Alikvotne podiely supernatantu
, L Homogenizacia v PBS
Tkanivo Nadoba s fyziologickjm Centrifugdcia (10 000 rpm.10 min-'/4 °C) -80°C
roztokom oo A
Alikvotne podiely supernatantu
Tab. 3. Priprava gélov pre Zelatinovii zymografiu
Running gél 10% Stacking gél 5%
(separacny, spodny) (2 minigély) (vstupny, horny) (2 minigély)
Roztok zelatiny 8,1ml ddH,0 34ml
1,5MTris- base 1 MTris- base
(PH=8,8) S5ml (oH =6,8) 0,63 ml
10% SDS 200 pl 10% SDS 50 pl
30 % akrylamid/bis 6,6ml 30% akrylamid/bis 0,83ml
10% APS 100 pl 10% APS 50ul
TEMED 0u TEMED 54l
Tab. 4. Priprava gélov pre SDS-PAGE
Running gél 10% Stacking gél 5%
(separacny, spodny) (2 minigély) (vstupny, horny) (2 minigély)
ddH,0 22ml ddH,0 3,6ml
1,5 M Tris- base 2,6ml 1M Tris-base 500 ul
(pH=8,8) (pH=6,8)
10% SDS 400 pl 10% SDS 200 pl
30% akrylamid/bis 34ml 30% akrylamid/bis 700 pl
10% APS 20l 10% APS 50
TEMED 0 TEMED 5ul
* Po inkubdcii su gély farbené 0,5% Coomassie briliant SDS-PAGE:
blue G-250 priblizne 1 hodinu. ¢ Premyvanie gélov prebieha iba v destilovane]j vode,

e Zafarbené gély su odfarbované tak dlho, kym sa farbi- a to 3x5 mindut.

vo dalej neuvolfiuje do odfarbovacieho roztoku a pasy ¢ Nasleduje stabilizacia proteinov v géloch v stabilizac-
na géloch su v dobrom kontraste s pozadim. nom roztoku, ktord trva 30-60 minut.

e Farbenie a odfarbovanie prebieha rovnako ako pri Ze-

latinovej zymografii.
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VYSLEDKY

Vysledky Zelatinovej zymografie

Najcastejsie sa vyskytujuce chyby (Obr. 2) pri Zelatino-
vej zymografii si nespravne nariedené vzorky a nevhodné
podmienky pocas elektroforézy. Pozor si treba dat uz pri
priprave pouzivanych roztokov, pricom jeden z najdolezi-
tejsich faktorov je spravne upravené pH.

Pri vhodne zvolenych podmienkach elektroforézy je
mozné vidiet (Obr. 3), Ze v sérach pacientov s CRC sa nena-
chadzaju ziadne aktivne formy enzymov MMP-2 a MMP-9,
zatial ¢o v tkanivach pacientov ano. To méze byt zaujima-
vym diagnostickym prvkom pri dalSom vyuZiti Zelatinove;j
zymografie v studiu CRC.

Vysledky SDS-PAGE

Pri vhodne nastavenych podmienkach mo6ze SDS-PA-

Rozmazané pasy signalizuji nespravne prevedenu elek-
troforézu. Pravdepodobne prebiehala pri vysokom napiti
(V) a teplote. Je potrebné nastavit niZ$ie napitie a sustavu
pocas celej elektroforézy chladit, aby sa gél neroztekal.

Tmavé pasy na rozmedzi stacking a running gélu pred-
stavuji proteiny, ktoré do gélu nepresli. Ich koncentracia je
prili$ vysoka a vzorky je teda potrebné viac riedit.

Vysoka koncentracia proteinov sa prejavuje aj v navzajom
spojenych pasoch jednotlivych vzoriek.

Obr. 2. Nesprdvne rozdelené proteiny pri Zelatinovej zymogrdfii (elektoroforéza pri 200 V, nechladend)
a nesprdvne nariedené vzorky (vzorky séra 30x)

1A II1B I IIc

Zymogram séra
pacientov s CRC

I IIA IIA 1B
E

Zymogram tkaniva
pacientov s CRC

114 kDa: MMP2 dimér
92 kDa: pro-MMP9

86 kDa:  aktivna MMP9
72kDa: pro-MMP2

66 kDa:  aktivna MMP2

114 kDa: MMP2 dimér
92 kDa: pro-MMP9

72kDa: pro-MMP2

Obr. 3. Sprdvne zobrazené pdsy pri Zelatinovej zymogradfii(elektroforéza: 150 V, chladend), sprdavne nariedené vzorky
(vzorky tkaniva 30x, vzorky séra 50x)
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Extrémne vysoka koncen-
tracia proteinov vo vzorke.
Vzorky je potrebné viac rie-
dit a centrifugovat.

Vhodna koncentracia protei-
nov (rozmedzie od 0,029-

0,061 pg/in total); vzorka | Ladder 0,029 00310033 0035 0,041 0,049 0,055 0,061

plazmy pacienta v u llIB.

Obr. 4. Porovnanie riedenia vzoriek plazmy pri SDS-PAGE (na hornom géli boli vzorky riedené
na koncentrdciu proteinov 2 ug/in total; na spodnom géli sa porovndva ovela niZsie rozmedzie koncentrdcie,
pri¢om vzorky boli opditovne centrifugované po pridani loading timiaceho roztoku)

GE poskytnut informacie o proteinoch a ich relativnych
koncentraciach vo vzorke, ¢im sa dotvara celkovy pohlad
na pacienta a Ulohy jednotlivych proteinov pocas CRC.

ZAVER

Techniky SDS-PAGE a zymografia mozu byt mimoriad-
ne uZitocné pri identifikacii a charakterizacii protedz. Ak je
znamych niekolko ddlezitych vlastnosti stanovovanej pro-
teazy, ako je rozsah pH, v ktorom je aktivna, alebo, ¢i sa
moze renaturovat po vystaveni SDS, protokol sa moze $pe-
cificky a lahko prisp&sobit tak, aby boli podmienky detek-
cie optimalizované a enzym mohol byt pomocou tychto
dvoch technik blizsie charakterizovany.
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SUHRN

Neplodnost je globalny zdravotny problém ovplyviiu-
juci ludi v reprodukénom veku. Na zaklade dostupnych
udajov neplodnostou trpi 186 miliénov jednotlivcov
na celom svete, v désledku ¢oho dochadza aj k narastu
cyklov umelého oplodnenia, in vitro fertilizacii (IVF). Cie-
fom predkladanej Studie bola detekcia proteinov ErbB2
amplikénu v sére Zien zaradenych do IVF programu. Zis-
kané vysledky koncentracie proteinov ErbB2 amplikonu
naznacuju, Zze deregulaciou expresie ErbB2 amplikénu,
méze dochadzat aj ku zmenam na drovni angiogenézy
u neplodnych pacientiek. Vysledky predkladanej pilotnej
studie prispievaju k prehibeniu poznatkov o zmenach
v koncentraciach proteinov ErbB2 amplikonu a ich vyz-
name pri Studiu neplodnosti v IVF procese.

Klaéové slova: ErbB2 amplikén; neplodnost; angioge-
néza
ABSTRACT

Infertility is a global health problem affecting people

of reproductive age. Based on available data, 186 million
individuals worldwide suffer from infertility, resulting

in an increase in vitro fertilization (IVF). The aim of the
present study was to detect ErbB2 amplicon proteins in
the serum of women in the IVF process. The results ob-
tained with ErbB2 amplicon levels suggest that deregula-
tion of ErbB2 amplicon expression can lead to changes in
the level of angiogenesis in infertile patients. The results
of the present pilot study contribute to the deepening
of knowledge about changes in ErbB2 amplicon protein
concentrations and their importance in the study of in-
fertility in the IVF process.

Key words: ErbB2 amplicon; infertility; angiogenesis

uvoD

Neplodnost sa v stfasnosti stava ¢oraz vacsim prob-
lémom a podla Svetovej zdravotnickej organizacie patri
medzi popula¢né ochorenia. K najcastejSim pricinam ste-
rility u Zien patria poruchy ovuldcie (25 %), endometriéza
(15 %), adhézie panvy (12 %), tubdlna blokdda (11 %), iné
abnormality vajickovodov/maternice (11 %), hyperprolak-
tinémia (7%) (Walker, Tobler, 2021). KedZe sterilita
v dnesnej spolo¢nosti postihuje ¢oraz viac parov, zvysuje
sa aj pocet IVF. Na Uspesnu implantaciu embrya su po-

trebné dostatocne vaskuldrne vyZivované endometrium
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a niektoré angiogénne faktory. Vaskulatira sa u dospe-
Iého ¢loveka vyvija vaskulogenézou alebo angiogenézou.
U Zien vplyva angiogenéza na folikulogenézu, ovulaciu
a funkciu corpus luteum, ale ovplyviiuje aj niektoré pa-
tologické procesy v organizme (Saito akol., 2007).
Medzi najvyznamnejsie faktory zapojené do angiogenézy
patri rodina vaskularnych endotelovych faktorov (VEGF,
PLGF), angiopoetiny (Angl,2), endoglin a signdlne drahy
zahrfnajuce ErbB2. ErbB2 amplikdn, tvori skupina génoy,
ktoré su exprimované pri chronickom zdpale, v prekance-
réznych stavoch a nadexprimované v bunkach tumorov
reprodukéného traktu (Deblois, 2013). Predpoklada
sa, Ze jeden z tychto génov pdOsobi ako spustac a vedie
k deregulacii ostatnych génov v amplikéne a ndslednej
translacnej aktivite proteinov. Gény v amplikone mézu
byt deregulované aj na zaklade vzajomnej interakcie pri
tvorbe tzv. génovych sluciek. Doposial publikované studie
popisuju CCCTC-vazbovy faktor (CTCF protein) a cohezin
ako mozné transkripéné izolatory. Deregulacia ampliko-
nu vedie k deregulacii angiogenézy nielen na molekulo-
vej, ale aj na proteinovej urovni. CTCF protein a cohezin
ako funkéné chromatinové hranice medzi prométormi
a zosilfiovaémi, mézu tvorit tzv. kotvy (anchor), pre chro-
matinové slucky vzdjomne interagujucich génov. Kohezin
hra tiez vyznamnu ulohu v kohézii sesterskych chromatid
a v dribe chromatinovych sluciek vzdjomne interaguju-
cich génov v mamalnych bunkach (Gullerova, 2012,
Bhahrajn, 2016). Analyza transkripnych faktorov
a pritomnost transkripéne, geneticky aktivheho euch-
romatinu, ako aj analyza proteinov kédovanych génmi
ErbB2 amplikdnu, hra hlavnd udlohu v kontrole expresie
pri vzniku inflamaénych procesov, prekancerdz a tumorov.
Pochopenie a analyza expresie génov v ErbB2 amplikdne
napr. Mienl, IKZF3, Grb7, ERa, ERB, mbZe v buducnosti
poskytnut nové informacie o funkénosti, Ulohe tychto gé-
nov pri tvorbe a vzniku zapalovych procesov a karcinémov
reprodukéného systému a nielen izoforiem génu ErbB2.
ErbB2 sa rovnako povazuje za pozitivny modulator expre-
sie vaskularneho endotelového rastového faktora (VEGF)
(Agrawal, 2015). Signalna drdha VEGF predstavuje
kldcovy regulator pri iniciacii angiogenézy za fyziologic-
kych aj patologickych podmienok. VEGF je exprimovany
v stromalnych bunkach, luminalnom epiteli a jeho nerov-
novaha vedie k zlyhaniu implantacie embrya a potratu,
kvoli nedostatocnému cievnemu zédsobovaniu. Nadmerna
expresia ErbB2 zvysuje koncetraciu VEGF prostrednictvom
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najmenej troch réznych transkripcnych faktorov - STAT3,
Specifického proteinu 1 (Sp1) a hypoxiou indukovatelnych
faktorov (HIF) (Salmasi akol., 2021).

Deregulacia amplikénu vedie k dereguldcii angioge-
nézy nielen na molekulovej, ale aj na proteinovej Urov-
ni, ¢o mbéze viest k ovplyvneniu fyziologickych procesov
aj z hladiska fertility. V sucasnosti je mozné detegovat
expresiu mikroRNA (miRNA), ktoré maju priamy suvis
s génmi ErbB2 amplikdnu. Je zname, Ze miRNA maju vy-
znamnu ulohu v posttranskripénej regulacii ¢o ma poten-
cial pri diagnostike onkologickych ochoreni a na detekciu
inych patologickych procesov v organizme (Spakova
a kol., 2020). Hlavnym dovodom analyzy koncentracie
proteinov ErbB2 amplikénu pri neplodnosti je stvis tychto
proteinov s angiogenézou, ktord je klucovym procesom
v ramci implantaného okna a decidualizacie endometria
(Salmasi akol., 2021).

Cielom tohto ¢lanku preto bolo stanovenie rozdielov
v koncentracii vybranych proteinov (ErbB2, Mien1, IKZF3,
Grb7, ERa, ERB) v zavislosti od nasledujucej Uspesnosti
IVF zo séra pacientok za ucelom vzniku komplexného al-
goritmu na predikciu Uspesnosti IVF.

MATERIAL A METODY

Do studie boli zaradené Zeny, ktoré boli zahrnuté
do procesu IVF. V experimentdlnej skupine 37 pacientiek
IVF proces zlyhal (potvrdena negativita séra hCG 10. den
po prenose blastocysty, 11. defi po prenose zhutnenej mo-
ruly). Uspech IVF bol hodnoteny v druhej experimentélnej
skupine, u 38 pacientiek, u ktorych bola koncentracia hCG
zaznamenana viac ako 30 U/l defi 10. po prenose blasto-
cysty, derl 11. po prenose zhutnenej moruly. V sére pa-
cientiek bola v den prenosu embrya detekovana expresia
6 proteinov. Pacientky boli informované lekarom o pouziti
ich krvi na experimentalno — diagnostické ucely a nasled-
ne pacientky podpisali informovany suhlas. Klinické sledo-
vanie bolo schvaleny Etickou komisiou UNLP v KoSiciach.

Na kvantitativne enzymaticko-imunologické stanove-
nie proteinov bola pouzita ELISA metdda na zaklade vyuzi-
tia komercne dostupnych diagnostickych kitov, a to ErbB2
(Abcam, Cambridge, UK), Estrogen receptor alpha (ERa)
(MyBioSource, San Diego, USA), Estrogen receptor beta
(ERB)(MyBioSource, San Diego, USA), Human G rowth
Factor Receptor Bound Protein 7 (GRB7) (MyBioSource,




San Diego, USA), Human Zinc Finger Protein Aiolos (IKZF3)
(MyBioSource, San Diego, USA), Migration And Invasion
Enhancer 1 (MIEN1) (MyBioSource, San Diego, USA). De-
tekcia bola uskutocnena na pristroji Synergy H4 (Biotek,
Winooski, USA). Pri vyvhodnocovani vysledkov bola vytvo-
rena Standardnad krivka zavislosti absorbancie od koncen-
tracie Standardov. Koncentracie proteinov, boli Statisticky
vyhodnotené programom IMB SPSS Statistics 26. Hodnoty
v suboroch mali normalne rozdelenie. Na Statistické vy-
hodnotenie bol pouzity parametricky dvojvyberovy Stu-
dentov t-test, ktorym boli porovndvané statistické rozdiely
medzi pacientkami s Gspesnym a neudspe$nym IVF. Udaje
su prezentované ako priemerna hodnota + SD. Na analy-
zovanie koreldcii medzi premennymi sme pouzili Pearso-
novu korelaciu a hodnoty su prezentované ako korelacny
koeficient r a Statistickd vyznamnost p.

VYSLEDKY A DISKUSIA

U pacientiek s negativnym vysledkom IVF procesu boli
detegované signifikantne vysSie koncentracie proteinov
ErbB2 0 25 % (p <0,01) a GRB7 0 17 % (p < 0,05) oproti
pacientkam s pozitivnym IVF (Obr. 1).

Pri porovnani koncentracie ostatnych sledovanych
proteinov boli v skupine s UspeSnym IVF detegované signi-
fikantne niZsie koncentracie Mien1 029 % (p < 0,01) a ERa
0 15 % (p < 0,05) v porovnani so skupinou s netspesnym
IVF (Obr. 2).

ErbB2 amplikon
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Obr. 1. Priemerné hodnoty koncentrdcie proteinov ErbB2 amplikénu

Vysledky st uvddzané ako priemer +SD.
Statistickd vyznamnost: * —p < 0,05, **—p < 0,01
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Silna pozitivna Pearsonova korelacia bola v skupine
s neuspesnou IVF zistend iba medzi koncentraciami prote-
inov ERbB2 a GRB7 (0,761, p = 0,004). V skupine s Uspes-
nou IVF bola preukazana slaba pozitivna koreldcia medzi
koncetraciami IKZF3 a ERa (0,400, p = 0,023) ako aj medzi
ERa a ERB (0,603, p = 0,001).

Estrogén je klicovym regulatorom rastu a diferen-
cidcie v _mnohych tkanivach, vratane reprodukéného
systému, mlieCnej Zlazy, centrdlnej nervovej sustavy ale
podiela sa aj na mnohych patologickych procesoch, ako
je karcindm prsnika a endometria (Zhao akol., 2008;
Rumi akol., 2017). Estrogénové hormdny ovplyviuju
dozrievanie oocytov, povazuju sa za dolezité faktory ur-
Cujuce kvalitu oocytu. Kvalitny oocyt je nevyhnutny pre
uspesny IVF proces (Ayvaz akol., 2009). Plodnost Zeny
vyraznym sposobom ovplyviiuje endometridza, je prici-
nou neplodnosti u 50 % Zien s neplodnostou a je zndme,
Ze dochadza k zhorSovaniu kvality oocytov u tychto pa-
cientiek (Cadenas, Bolt, 2012). Stidie dokazuju zvy-
Sené koncentracie ERB pri endometridze, €o je v sulade
s nasimi zisteniami (Bu l u n a kol., 2012). TieZ sa predpo-
klada, Ze nadmerna expresia ErbB2 spdsobuje endometri-
alnu rezistenciu na progesterdn pri neplodnosti suvisiacej
s endometridzou (Patel akol., 2017).

Z nami nameranych dat zmien koncentracii jednotli-
vych vybranych proteinov vyplyva, Ze pacientky s Uspes-
nym IVF mali v sére signifikantne zniZzené koncentracie
ErbB2, Mienl, Grb7, ERa v porovnani s pacientkami s ne-

uspesnym IVF. Identifikdcia tychto biomarkerov preto

ErbB2 amplikén
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Obr. 2. Priemerné hodnoty koncentrdcie proteinov ErbB2 amplikénu

Vysledky st uvddzané ako priemer +SD.
Statistickd vyznamnost: * p < 0,05, ** p < 0,01
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mbze viest k v€asnej detekcii zvy$eného rizika neluspes-
ného IVF. Vzhladom na obmedzenia tejto Studie stoji
za zmienku, Ze experimentdlne skupiny boli malé a zis-
kané vysledky su preto sucastou prvotnej studie, kde je
vzhladom na velmi velky pocet faktorov tazké navrhnut
terapeutickd modalitu, ktord by znizovala hodnoty kon-

centracii vybranych génov

ZAVER

Dosiahnuté vysledky ukdzali vyznamnu rozdielnu
translacnu aktivitu proteinov kédovanych génmi ErbB2
amplikdnu, a to: IKZ3, estrogénovych receptorov, avsak
aj GRB7 proteinu u pacientiek s réznym vysledkom in vitro
fertilizaéného procesu. Vysledky tejto pilotnej Studie by
mobhli prispiet k prehfbeniu poznatkov o translaénej regu-
lacii proteinov ErbB2 amplikdnu a o ich ulohe pri regulacii

neplodnosti v IVF procese.
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Turay, Jozef (2021): Dyslipoproteinémia a ateroskleréza —
Zaklady klinickej lipidolégie. A-medi managements. r. o.
Bratislava, 112 s. ISBN 978-80-89797- 68-4

il IR

OYELIPOPROTEINEMIA
A ATEROSKLEROZA

Publikacia je urcéena Sirokému spektru lekdrov — pre-
dovsetkym kardiolégom, diabetolégom, klinickym bio-
chemikom aj vSeobecnym lekdrom. Autor tejto pomerne
utlej publikacie je klinicky biochemik a lipidoldg s dlhoroc-
nymi klinickymi skisenostami v oblasti diagnostiky aj ma-
nazmentu pacientov s poruchami metabolizmu lipopro-
teinov. V Uvodnych kapitolach je stru¢ne a zrozumitelne
popisana uloha dyslipidémii v etiopatogenéze ateroskle-
rézy a jej komplikacii. Okrem vysvetlenia zakladnych poj-
mov, zakladnej Struktury lipoproteinov, ich metabolizmu
a analytiky jednotlivych lipoproteinov sa samostatné ka-
pitoly venuju vsetkym doélezitym bielkovinam (receptory,
transportéry, enzymy) zapojenym do metabolizmu lipo-
proteinov, ako aj bunkam a ich produktom (cytokiny, che-
mokiny a pod.) zucastrujucich sa na procese aterogenézy.
Dalsie kapitoly st venované tlohe jednotlivych lipopro-
teinov v procese aterogenézy, ich vztahu ku kardiovasku-
larnemu riziku a prehladu liecby pacientov so zvySenym
rizikom pre aterosklerotické kardiovaskularne komplika-
cie. V poslednej Casti publikacia popisuje klasifikaciu li-
poproteinovych poruch a podava charakteristiku ¢astych

aj zriedkavych primarnych a sekundarnych dyslipopro-
teinémii. V zadvere autor nacrtdva nové patofyziologické,
diagnostické a terapeutické perspektivy v tejto oblasti.
Jednotlivé kapitoly odkazuju na literarne referencie z os-
tatnych desiatich rokov. Citatelny, zrozumitelny text a kon-
denzovany obsah tejto publikacie robia z nej uzitocného
pomocnika pre klinickych lekarov mnohych Specializacii.
MUDr. Eva Durovcovd, PhD.
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Durovcova, Eva; Marekova, Maria; Moléanyova, Angela;
Turecky Ladislav (2020): Klinicka biochémia, vybrané ka-
pitoly. Osveta Martin, 301 s. ISBN 978-80-8063-489-6

Dlho ocakavana ucebnica urcena pre studentov medi-
ciny a pre postgradudlne studium. Kniha obsahuje 13 ka-
pitol. Prva je venovana zakladnym pojmom (indikacia
a interpretdcia laboratérnych testov) a obsahuje rozbor
aj takych dolezitych noviniek, ako su Coraz rozsirenejsie
POCT testy a systém ,choosing widely”. Druha a tretia
kapitola sa zaobera poruchami metabolizmu vody, elek-
trolytov a acidobazickej rovnovahy. Po nich nasleduju
biochemické vysSetrenia pri chorobach obliciek a pecene
a tri mimoriadne dolezité kapitoly o poruchiach metabo-
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lizmu sacharidov (diabetes a hypoglykémie), lipidov a kar-
didlnych markeroch. Deviata kapitola je opat venovand
vSeobecnej problematike — vapniku, fosforu a magnéziu.
Z oblasti endokrinoldgie je zaradena kapitola o poruchach
funkcie Stitnej zlazy. Odborna cast knihy sa konéi rozbo-
rom Specifickych problémov (zdpal, sepsa, onkologické
ochorenia a poruchy metabolizmu hému). Na zaver je
zaradeny zoznam odporucanej a poutzitej literatdry a re-
gister.

Struktdra jednotlivych kapitol je z didaktického hla-
diska vynikajuca. VSetky sa zacinaju fyziologickym mini-
mom a koncia kazuistikami, kontrolnymi otdzkami a zhr-
nutim. Tabulky a grafy su pekné a prehfadné. Zaujimavé je
zaradenie ,informacii“ do jednotlivych kapitol. Su to také
Casti, ktoré pre bezného studenta nie su az také dolezité,
ale pre postgradual uz su potrebné.

Zaverom je moziné konstatovat, Ze Studenti, lekari
a pracovnici biochemickych laboratérii dostavaju do ruk
nesmierne doélezitu a dobre napisani pomocku.

prof. MUDr. Oliver Rdcz, CSc.
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Racek, Jaroslav; Rajdl, Daniel a spol. (2021): Klinicka bio-
chemie. Treti, pfepracované a rozSifené vydani. Galén
Praha, 454 s. ISBN 978-80-7942-545-0

i ieilre Aaleh
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KLINICKA
BIOCHEMIE
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Tretie vydanie znamej monografie plzenskych autorov
vychadza 15 rokov po druhom (prvé vydanie vyslo v roku
1999). Rozsahom sa podobd na predoslé vydanie, ale
obsahuje menej kapitol (26 oproti 35 — niektoré kapitoly
starSieho vydania boli spojené, ako napriklad pecen a hy-
perbilirubinémia, oblicky a urolitidza). Aj pocet autorov je
mensi (v novom vydani len 5, vSetci z LF UK v Plzni). Nova

je kapitola ,,Pozadovani a interpretace laboratornich tes-
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t0” a Specialne kapitoly sa zacinaju acidobazou, elektrolyt-
mi a bielkovinami plazmy. Nasleduju kapitoly venované la-
boratérnym vysetreniam chordb obliciek, pecene, poruch
vyZivy a traviaceho traktu. Po kapitolach venovanych ate-
rosklerdze, kardioldgii, endokrinolégii a diabetu a i. nasle-
duju Specifické oblasti (toxikoldgia, vysetrenia v gravidite,
u deti, v starobe a pri onkologickych ochoreniach). Nova
je kapitola o zrazani krvi a monografia sa konci prehfadom
novych trendov v klinickej biochémii a laboratérnej medi-
cine. Typograficka uroven knihy je vysoka —tabulky a grafy
su pekné a prehladné. Doélezitou novinkou su kazuistiky,
ktoré su pre porozumenie chorobnych pochodov aspon
také dolezité, ako zakladné kapitoly monografie. Je to aj
v stlade s cielom autorov uvedeného v Gvode: ,Taziskom
je klinicka interpretacia laboratérnych vysledkov. Metody
su podrobnejsie uvedené len tam, kde je to potrebné pre
pochopenie interpretacie nalezu”.

Recenzent piSe tieto riadky 28. oktébra 2021, 103 ro-
kov po vzniku spolo¢ného Statu. Je dobré, Ze priatelstvo
medzi naSimi ndrodmi sa dodnes realizuje aj na odbornej
urovni — slovenski biochemici sa uz tesia na podrobné ci-
tanie jednotlivych kapitol tejto peknej knihy a na kreativ-
ne uzivanie takto ziskanych poznatkov vo svojej ¢innosti.

prof. MUDr. Oliver Rdcz, CSc.
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VYBER Z NOVINIEK - POZNAMKY A RECENZIE
ODBORNEHO REDAKTORA

prof. MUDr. Oliver Racz, CSc.

Existuje glykemicka pamit (legacy effect)?

17-20 rokov po ukonceni slavnej studie DCCT (The
Diabetes Control and Complications Trial, 1983-1993),
ktora je stale citovana ako definitivny dokaz moznosti pre-
vencie cievnych komplikacii diabetu dobrou glykemickou
kompenzaciou boli jeho Géastnici opat vysetreni v rdmci
studie EDIC (Epidemiology of Diabetes Interventions and
Complications, 2009). Zistilo sa, Ze ti, ktori boli pévodne
lieceni intenzifikovanym inzulinovym rezimom, mali znize-
ny vyskyt mikrovaskularnych komplikacii oproti tym, ktori
boli pocas studie na konvencnej liecbe, a to napriek tomu,
Ze uroven glykemickej kompenzacie sa medzi nimi za uply-
nulé obdobie uz vyrovnala*. Tento nalez bol potvrdeny aj
pri dalSom sledovani, ked  uz uplynulo 30 rokov od DCCT.
Podobné zavery malo aj nasledné sledovanie diabetikov 2.
typu v ramci UKPDS (The UK Prospective Diabetes Study,
1977-1997) studie. Tieto Studie sa vSak venovali pacien-
tom s novozistenym diabetom a je otdzne, ¢i sa podobny
efekt da dosiahnut aj u tych, ktori maju diabetes uz niekol-
ko rokov. Podla analyz autorov metabolicka pamét u cho-
rych v tychto studiach bola menej vyrazna, alebo Ziadna.
Vysledky takzvanych ,real word” $tudii opat poukazovali
na existenciu metabolickej paméte a taky bol aj zaver je-
dinej dostupnej metaanalyzy. V dalsej ¢asti ¢lanku auto-

ri hladaju odpoved na moznu patogenézu metabolickej

* Ni¢ nové pod slnkom. V na$ej monografii o glykovanom hemo-
globine (1989) na strane 74 citujeme pracu z roku 1969, ktord tvrdi,
ze o rozvoji komplikacii rozhoduje kompenzacia v prych 5 rokoch
choroby.

** Obidve hypotézy boli publikované v renomovanych vedeckych
¢asopisoch. Napriek tomu referenta pri ich ¢itani napadla ustipaéna
otdzka jeho tdtora, prof. F.B. Strauba: Pan kolega, to ste aj merali,
alebo si to len myslite.

pamate. Jedna hypotéza tvrdi, Ze za efekt su zodpovedné
epigenetické mechanizmy, ktoré pri dobrej kompenzacii
na zaciatku choroby mozu trvat dlhé roky. Druha sa tyka
oxida¢ného stresu, ktorda by mohla byt dlhodobo nizsia
u dobre kompenzovanych diabetikov, ako u tych s vyraz-
nou hyperglykémiou na zaciatku choroby**.

*

Folz, R., Laiteerapong, N.: The legacy effect in diabe-
tes: are there long-term benefits ? Diabetologia, 2021, 64.
2131—2137.
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Novy regulator inzulinovej signaliza¢nej kaskady

V poslednych rokoch sme boli presvedceni, Ze nase ve-
domosti o ¢innosti beta buniek Langerhansovych ostrov-
cekov a metabolizme glukdzy su zname a tvoria logicky
celok. Pozname Struktiru a funkciu regulatorov metabo-
lizmu sacharidov (inzulin, glukagéon a mnohé iné), Struk-
turu a funkciu inzulinového receptora a postreceptorovu
kaskadu v r6znych tkanivach. Nedavno vsak bol publikova-
ny objav dalSieho dblezitého hraca na tomto poli. Ide o in-
ceptor, inhibitor inzulinového receptora a receptora pre
inzulinu podobného rastového faktora (IGF1). Bielkovina
je kddovana génom ,lir“ (skratka insulin inhibitor recep-
tor), ktory sa nachadza na 3. chromozéme mysi a podobny
gén je aj u ludi. Vyradenie génu lir u mysi ma za nasledok
hyperinzulinémiu a hypoglykémiu a vedie k thynu zvierat
par hodin po narodeni. Podobné vysledky boli dosiahnuté
in vitro — vyradenim génu lir v izolovanych ostrovéekoch
doslo k proliferacii beta buniek. V praci autorov z Mnicho-
va a inych nemeckych vyskumnych centier su podrobne
opisané r6zne manipulacie s génom lir a vysledky pokusov

jednoznacne svedcia o vyznamnej fyziologickej funkcii in-
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ceptora v zmysle autokrinnej regulacie Cinnosti beta bu-
niek ostrovéekov. V kratkej buduicnosti je mozné ocakavat
vysledky vyskumu humanneho génu a jeho produktu ako
aj objasnenie ich vyznamu pri prouchach cinnosti beta
buniek ostrovéekov a signalizacnej kaskady inzulinu. Bude
zaujimavé aj hladanie a objasnenie ucinkov inceptora
na inzulinové a IFG receptory v inych tkanivach.
*

Ansarullah, Jain C. et al. (2021): Inceptor counteracts
insulin signalling in R-cells to control glycaemia. Nature,
590, 321—326. doi: 10.1038/s41586-021-03225-8

Kulkarni, R. N. (2021): New-found brake calibrates
insulin action in B-cells. Nature, 590, 221—223. doi: 10.
1038/d41586-021-00141-9.*
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Velky krok neurovedy

Nestava sa Casto, Ze celé ¢islo multidisciplinarneho ¢a-
sopisu Nature (impakt faktor 15) je venované jednej téme.
Oktobrové prvé Cislo zvazku 598 (!) je vynimkou — obsahu-
je 17 ¢lankov a niekolko komentarov suvisiacich s vysled-
kami BRAIN iniciativou (Brain Research through Advancing
Innovative Neurotechnologies), ktora bola odstartovana
prezidentom Obamom v roku 2013 a podporena miliar-
dami americkych doldrov a viac ako 700 milionmi eur
v ramci eurépskeho projektu HBP (Human Brain Project).
Iniciativa a jej Stedré financovanie je plne opodstatnené,
pretoZe ako to pripomenul profesor Szilveszter E. Vizi,
vyznamny vyskumnik a byvaly prezident Madarskej Aka-
démie Vied, ,vsetko, ¢o o svete vieme, vieme pomocou
mozgu. Na druhej strane z pohladu bioldgie a fyzioldgie
o0 mozgu vieme velmi malo”. Tento zazra¢ny organ u ¢lo-
veka ma 86 miliard neurdnov a ovela vacsi pocet spojeni
medzi nimi. K tomu je potrebné priratat priblizne taky isty
pocet podpornych buniek, bez ktorych by nervovy systém
nemohol spravne fungovat. Na jednotlivych projektoch
v rdmci BRAIN iniciativy a HBP spolupracuje viac ako 100

vyskumnych centier na celom svete, ktoré vyuzivaju vset-

* Ten druhy ¢lanok je v sekcii ,News and Views“ a je to aj pre neod-
bornikov zrozumitelny komentar k velmi komplikovanému ¢lanku.
Podstata je nasledovnd: Podla doteraj$ich predstav hyperglykémia
indukuje tvorbu a vylu¢ovanie inzulinu z beta buniek (a brzdi vy-
lu¢ovanie glukagénu). Objav inceptoru to zmeni v tom zmysle, Ze je
to zlozitejsie — beta bunky kontroluju vlastnu ¢innost autokrinnym
sposobom, aby to s vylu¢ovanim inzulinu neprehnali. Podobne
ako dobry $ofér sam kontroluje rychlost auta (auto-krinne?) podla
stavu vozovky a inych okolnosti.
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ky dostupné metddy genomiky, molekulovej a bunkovej
bioldgie bioinformatiky a umelej inteligencie.

Jedna z prac (1) obsahuje opis, ako bunky embrya sa
menia na vysoko Specializované neurdny ludskej kory
mozgovej, dalSie dve (2, 3) referuju o atlase 25 podskupin
buniek mozgovej kory u Eloveka, mysi a svista a o epige-
netike a transkriptéme buniek kéry (4) , piata (5) popisuje
detailnd mapu cesty axonov jednotlivych motoneurénov
smerom na perifériu a dalSia opisuje detailnu Strukturu
spojeni medzi kérou, bazalnymi gangliami a talamom (6).
To, Ze aka je struktura kéry mozgovej, kam vedu axdny
(pyramidova draha), sa na Urovni nervového systému ve-
delo uz predtym. Podobne to bolo s extrapyramidovym
systémom, ale uvedené prace to rozpisuju do najmensich
detailov. DalSie prace skugaju vysvetlit molekulové a bun-
kové pozadie takych zloZitych funkcii nervového systému,
ako su kognitivne funkcie alebo emdcie. Zatial nie su zna-
me mozné aplikdcie tychto vysledkov pre klinickd neuro-
légiu a psychiatriu, ale je realny predpoklad, ze k tomu
dojde v najblzsich rokoch.

*

Bhaduri, A. et al. (2021): An atlas of cortical arealiza-
tion identifies dynamic molecular signatures. Nature, 598,
200—201. doi: 10.1038/s41586-021-03910-8.

Bakken, T. E. et al. (2021): Comparative cellular analy-
sis of motor cortex in human, marmoset and mouse. Na-
ture, 598, 111—119. doi: 10.1038/s41586-021-03465-8.

BRAIN Initiative Cell Census Network (BICCN): (2021)
‘A multimodal cell census and atlas of the mammalian pri-
mary motor cortex. Nature, 598, 86—102. doi: 10.1038/
s41586-021-03950-0.

Yao, Z. et al. (2021): A transcriptomic and epigenomic
cell atlas of the mouse primary motor cortex. Nature, 598,
103—110. doi: 10.1038/s41586-021-03500-8.

Muioz-Castaiieda, R. et al. (2021): Cellular anatomy
of the mouse primary motor cortex’, Nature, 598, 159—
166. doi: 10.1038/s41586-021-03970-w.

Foster, N. N. et al. (2021): The mouse cortico—basal
ganglia—thalamic network. Nature, 598, 188—194. doi: 10.
1038/s41586-021-03993-3.

*

Viac prehladného materidlu o celkovej americkej,
europskej a japonskej iniciative vyskumu mozgu je moz-
né ndjst v Casopise Nature, 2021, zvézok 598, s. 22—25,
https.//doi.org/10.1038/s41586-021-02661-w.
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