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UVODNIK

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

klinickej biochémie!

S prichodom nového rocného obdobia, povzbudi-

vych jarnych dni a pomalym ndstupom na slniecko zatial

skupych prvych aprilovych dni mézeme uZ iba spominat
na minuloro¢né oktobrové odborné stretnutie — XIV. Kon-
gres SSKB s medzindrodnou ucastou pod zdstitou EFLM,
ktory sa po vynutenej odmlke konal uZ prezenéne. Tento
rok 2023 by mal pokracovat v tradicnom tempe a uZ aj
s pripravou novej odbornej akcie LABKVALITA 2023 a vol-
bami do nového vyboru a dozornej rady SSKB na obdobie
20. 5.2023 do 19. 5. 2027. Volebné obdobie vyboru SSKB
konci 19. 5. 2023.

V sucasnych drioch na domdcej péde prebieha pripo-
mienkové konanie ku Kategorizdcii UZS nemocnic. Zdroveri
sa snaZime obnovit a rozvijat spoluprdcu so zdstupcami
Jesseniovej Lekdrskej fakulty v Martine na priprave nd-
vrhu Studijného pldnu a programu pre postgradudine
vzdeldvanie lekdrov a moZnostiach vyuZitia edukacného
grantu. V odbornom casopise Laboratérna diagnostika
sa postupne publikuje histdria ndsho odboru za jednotlivé
pracoviskd v radmci SR. A v neposlednom rade sme uZ aj
zacali s pripravou hlavnych tém a predndsok na bliZiacu sa
oktobrovu konferenciu LABKVALITA 2023, aby novy vybor
SSKB mohol plynule na jej realizdcii pokracovat.

Uspesne rozvijame spoluprdcu aj na medzindrodnej
urovni. IFCC pripravila spolocné stretnutie odbornych
zdstupcov jednotlivych krajin, ktoré sa konalo v drioch
28. 10 — 31. 10. 2022 v Bruseli z prileZitosti osldav 70. vy-
rocia IFCC, ktorého som sa ako zdstupca slovenskej od-
bornej spolo¢nosti zucastnila na zdklade pozvania EFLM
a odsuhlasenia vyborom SSKB. V jednotlivych vydaniach
EFLM Newsletter sa méZete docitat o vsetkych aktivitdch
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EFLM a ndrodnych spoloénosti. V Cisle Newsletter EFLM
2/2023 je zverejnené zastupenie ndrodnych spolo¢nos-
ti v pracovnej skupine ,,Zelené a udrZatelné laboratorid”.
Cielom pracovnej skupiny EFLM Task-Force ,,Green Labs”,
je vypracovat usmernenia, kritéria a klucové odporuca-
nia pre udrZatelné postupy v klinickych laboratdridch
(Green Lab Guide) a implementovat systém, ktory bude
viest eurdpske laboratdrid smerom na prechod k ,,zelenym
laboratériam” a na monitorovanie ich stavu v priebehu
rokov vyddvanim roéného EFLM Certifikdtu Green Labs.
Novou vyzvou EFLM v tychto dnoch je navrhnut zdstupcu
ndrodnej spoloc¢nosti do pracovnej skupiny EFLM Task
Force “Direct-to-Consumer Testing”, ktorého vybor SSKB
v tychto drioch odsuhlasil.

EFLM opakovane vyzyva jednotlivé ndrodné spoloc-
nosti na spoluprdcu a zastupenie v pracovnych skupindch,
preto je vhodné a potrebné sledovat webovu stranku
SSKB, kde sa vsetky tieto aktudlne informdcie a nové vyzvy
pravidelne zverejnuju.

Vyznamnou udalostou SSKB v druhom polroku 2022
bol XIV. Kongres SSKB s medzindrodnou ucastou pod zd-
Stitou EFLM, ktory sa konal v drioch 9. 10.-11. 10. 2022
v malebnej Demdnovskej doline po vynutenej dvojrocnej
pandemickej prestdvke. O to spontdnnejSie a radostnejsSie
boli nase osobné stretnutia na tomto kongrese a velmi si
vdzime, Ze pozvanie prijala aj Prof. Tomris Ozben, vykon-
na prezidentka EFLM a zdroveri zvolend prezidentka IFCC
na roky 2024-2026 ako aj dalsi vyznamni zahraniéni hos-
tia. Prvykrat v histérii SSKB bola pritomnd na kongrese
aj prezidentka EFLM a zdroven aj prezidentka IFCC.

XIV. Kongres SSKB v roku 2022 bol aj prileZitostou
a miestom pre vsetkych ocenenych jubilantov, ktori si prisli
pocty a ocenenia prevziat na kongres osobne, co si velmi
vdzZime.

Lauddcid na osobnosti su obsahom kongresového Cisla
Casopisu Laboratdrna diagnostika & 2/2022.




https://www.sskb.sk/2022/wp-content/uploads/
2022/11/dg_2022_2.pdf

Z vyznamnych medzindrodnych odbornych akcii sa pri-
pravuje XXV. Kongres IFCC WorldLab EuroMedLab, ktory
sa bude bude konat ako spolocny 25. medzindrodny kon-
gres klinickej chémie a laboratdrnej mediciny (WorldLab)
a 25. eurdpsky kongres klinickej chémie a laboratdrnej
mediciny (EuroMedLab) a hostitelom bude Talianska spo-
locnost klinickej biochémie a klinickej molekuldrnej biolo-
gie pri prileZitosti ich 55. vyrocného kongresu. Bude sa ko-
nat 21.-25. mdja 2023 v Rime.

XXVI. IFCC WORDLLAB sa bude konat 26.-30 mdja
2024 v Dubaji, Spojenych arabskych emirdtoch.

XXVI. IFCC-EFLM EUROMEDLAB 2025 sa bude konat
18.—-22. mdja 2025 v Bruseli.

Z domdcich odbornych akcii sa pripravuje uz spomina-
né tradicné odborné podujatie LABKVALITA 2023 venova-
né kvalite procesov v klinickych laboratdridch 8.—10. ok-
tobra 2023 v hoteli Horizont Resort
vo Vlysokych Tatrdch.

Ak

v Starej Lesnej

Blizsie informdcie priebeZne zverejnujeme na webovej
stranke SSKB.

Opdtovne by som chcela oslovit a poprosit vsetkych
¢lenov SSKB na publikovanie v nasom odbornom &asopi-
se ,Laboratérna diagnostika”. Redakcia ¢asopisu vita cely
rad réznych foriem publikdcii a zaujimavosti.

Zdverom mi dovolte podakovat sa za nednavnu spolu-
prdcu, aktivny pristup ku rieseniu, podporu, ale aj naplria-
niu novych vyziev EFLM, ktorych nie je vébec mdlo, viet-
kym ¢lenom vyboru SSKB (M. Kacdniovej, E. Durovcovej,
K. Lepejovej, J. Netriovej, O. Rdczovi, V. Heribanovi, D. Ma-
gulovi), élenom dozornej rady (P. Secnikovi jr., F. Stefancovi,
B. Hvozdovicovej) a dlhorocnému ndrodnému reprezen-
tantovi SSKB (J. Ballovi).
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Bolo mi ctou pracovat uplynulé volebné obdobie s ty-
mito odbornikmi, ktorych si vazim aj ako ludi nevdhaju-
cich kedykolvek poméct a podporit sa navzdjom, co je
v dnesnej dobe skér vynimocné, a prdve preto...

Hovori sa, Ze knizku Maly princ by sme si mali pocas
Zivota precitat viackrat. Minimdlne raz v detstve a druhy-
krat, ked dospejeme. Niektoré hiboké myslienky Antoina
de Saint-Exupéryho ndm totiZ zacnu ddvat vyznam vtedy,
ked' ziskame urcité Zivotné skusenosti. MéZete si na ne
spomenut ako v tazkych casoch, tak pri kazdodennej mo-
tivdcii.

»Sprdvne vidime iba srdcom. To déleZité, je ocami ne-
viditelné”.

,Kto ide stdle rovno, daleko nedéjde “

,Nikdy nie sme spokojni tam, kde sme*.
&

Zeldm vyboru SSKB v novom zloZeni vela entuziazmu,

energie, trpezlivosti, vzdjomnej ucty a pochopenia,
prajnosti, pokory, aby ,suzvucili“ vsetci jej clenovia
v zmysluplnej odbornej, ale aj osobnej spoluprdci dalsie
Styri roky.

Vsetky aktudlne informdcie vzdy vcas zverejhiuje-
me na webovej stranke www.sskb.sk, ktord nadobudla
mierne zmenenu Strukturu, a tym ulahcila vyhladdvanie

a sprehladnila déleZitost informdcii.

Podakovanie patri vsetkym...

17.4.2023 Hedviga Pivovarnikovad

prezidentka SSKB
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IN MEMORIAM — MUDR. VIKTOR ROSIVAL, PHD.
IN MEMORIAM = VIKTOR ROSIVAL, MD., PHD.

Dna 24. 1. 2023 nas vo veku 93 rokov navzdy opustil le-
kar, internista, klinicky biochemik, kolega a priatel MUDr.
Viktor Rosival, PhD. (nar. 31. 3. 1930 v Bratislave).

Radi by sme pri tejto smutnej prilezitosti, ktora ¢aka
kazdého z nas, len nevieme kedy a kde, spomenuli skutoc-
nosti, ktoré ostanu v nasej pamati ako trvala spomienka
na Viktora Rosivala—jeho pribeh, prinos a odkaz.

Dozit sa 93 rokov hovori samo za seba — urdite to mal
to v génoch, ale aj v Zivotosprave a pristupe k existencii
ako takej. Zivot sa s nim (na rozdiel od nas) nemaznal:
mal v porovnani s nami ovela tazsiu vychodiskovu situa-
ciu a podstatne tazsie podmienky. Vdaka jeho charakteru
a pristupu, vytrvalosti a doslednosti, Cestnosti a priatel-
stvu ho zvladol spésobom, ktory nam vsetkym sluzi ako
vzor — od klinického laboratéria — cez interné oddelenie —
az po ordinariat pre vnutorné prostredie: pre Trnavsku ne-
mocnicu, a tym aj pre celé Ceskoslovensko.

Viktor Rosival zostane navidy spojeny so zavede-
nim diagnostiky poruch acidobazickej rovnovahy do lie-
¢ebnopreventivnej praxe a ¢innosti. Osobne sme mali
moznost byt roky svedkami, ako spolu so svojou spolu-
pracovni¢kou Miou KniZzovou dennodenne navste-
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vovali pacientov na oddeleniach Trnavskej nemocnice,
zhodnotili ich klinicky obraz, odobrali krv a analyzovali ju
na , Astrupovi“, vypracovali zaver a odporucania pre oSet-
rujuceho lekara. Bol pre nas uciteflom, kolegom, priatefom
a vzorom - ako sa ma v praxi robit klinicka bichémia, ¢i la-
boratérna medicina.

Priniest diagnostiku poruch acidobazickej rovnovahy
zo Skandinavie do Ceskoslovenska — teda priamo zo zdro-
ja kde vznikla a kde mal moZznost problematiku dlhodo-
bo Studovat, sa podari malokomu. Jemu sa to podarilo
okrem vyssie spomenutych vlastnosti aj vdaka jeho jazy-
kovej zdatnosti — dokonalému ovladaniu nielen Svédstiny,
ale aj nemciny, anglictiny a madarciny. Na to prirodzene
nadvézuje jeho publika¢na ¢innost v renomovanych me-
dzinarodnych odbornych ¢asopisoch, v ktorych kazdy rok
uverejnil niekolko prispevkov reagujucich ¢i uz na vyvoj
alebo hodnotiacich poznatky a vysledky na poli problema-
tiky acidobdzy a vnutorného prostredia.

Primar Nejedly z Kladna — legenda ceskosloven-
skej klinickej biochémie — si na adresu klinickych bioche-
mikov svojho ¢asu povzdychol — Ze sa kliniku nikdy nedo-
ucili a biochémiu nikdy nenaucili. Viktor Rosival svojim




kazdodennym pristupom dokazoval pravy opak. Desatro-
¢ia denne vysetrit do 30 pacientov podozrivych z porich
acidobazy na interne, chirurgii, gynekoldgii, urologii, ne-
uroldgii a inych oddeleniach v Trnavskej nemonici, v kli-
nickom laboratériu stanovit kazdému z nich pH, pCO,,
bikarbonat, elektrolyty, mineraly a dalSie potrebné para-
metre, napisat nalez, odporucenia a dalsi der skontrolo-
vat stav a naviac sa kazdy den den starat o jednu izbu pa-
cientov na internom oddeleni — nepozname okrem MUDr.
Rosivala nikoho, ktory by tak osobitne a brilantne
dokazal pretavit rozsiahle vedomosti a skidsenosti z kliniky
a laboratéria do kazdodennej praxe, ako on.

Pribeh, prinos a odkaz MUDr. Viktora Rosivala,
PhD. nie je mozné charakterizovat vystiznejsie ako slovami
JosephaHellera-autoraromanu,Hlava 22“: “,Z blata
zlato” — z blata — napriek neuveritelne zlym podmien-
kam, prekazkam a neZiclivosti osudu vytvorit zlato — leka-
ra, ktory ovlada kliniku a laboratérium tak dokonale ako
nik iny a denne pomaha pacientom.

Pre nas zostavaju dve ulohy. Prva: zaviest do kazdo-
dennej praxe Rosivalov styl prace a vychovavat kli-
nickych biochemikov a Specialistov v laboratéornej medi-
cine, ktori sa kliniku doucili a biochémiu naudili. Druha:
zahdjit kazdoro¢ne v ramci vyrocnej schodze Slovenskej
spoloc¢nosti pre laboratornu medicinu, tak ako to uz viac
ako 20 rokov realizujeme s lauredtskou prednaskou a ude-

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2023

fovanim ceny a medaily Pera Hyltofta Petersena za zasluhy
o rozvoj laboratérnej mediciny na Slovensku, aj memori-
alovu prednasku Viktora Rosivala s udelenim diplomu
za presadzovanie laboratornych poznatkov do klinickej
praxe, ¢o by nam pripominalo nielen Rosivalov pribeh,
prinos a odkaz, ale aj povinnost nasej kazdodennej pri-
tomnosti na klinickom pracovisku a zlepSovania pomoci
chorym.

Za celozivotny prinos v oblasti klinickej biochémie,
prednaskovu v publikacnt ¢innost najma v problematike
acidobazickych pomerov a metabolizmu udelila Slovenska
lekarska spolo¢nost na navrh Slovenskej spolo¢nosti klinic-
kej biochémie v roku 2022 Viktorovi Rosivalovi ,Da-
kovny list SLS”

&

Spolu s priatelmi a kolegami zostdvame v trvalej spo-

mienke

Prof. MUDr. RNDr. Gustav Kovadc, CSc., MBA
Ustav chémie, klinickej biochémie a laboratérnej
mediciny LF SZU Bratislava

e-mail: gustav.kovac@gmail.com

MUDr. Daniel Magula, CSc.

Oddelenie klinickej biochémie, Specializovand

nemochnica sv. Svorada, Zobor, n. o., Nitra
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SPOMIENKA NA PRIMARA MUDR. ZDENKA CICVARKA
MEMORY OF THE PRIMARY MUDR. ZDENKO CICVAREK

*29.7.1921 Svaty Jur okres Pezinok
t26.11. 1976 Trencin

Rodicia: otec Ladislav Cicv ar e k, stredoskolsky pro-
fesor, narodil sa v Lidiciach na Kladensku; matka Matilda,
rodena Ko larova. Manzelka Anna, p6sobila ako ucitel-
ka v materskej Skole. Dcéra Zdenka, vystudovala vytvarné
umenie v Bratislave.

V roku 1939 maturoval na gymnaziu v Bratislave, v ro-
koch 1939-1946 studoval na Lekarskej fakulte Slovenskej
univerzity v Bratislave. Ako medik sa zucastnil Slovenské-
ho narodného povstania, ked asistoval v nemocniciach
v Banskej Bystrici a vo Zvolene.

Po promécii posobil ako lekar vo Zvolene a Rimavskej
Sobote, v roku 1950 sa stal primarom detského oddelenia
v Hnusti. Vyznacoval sa nielen pediatrickymi vedomos-
tami, ale aj otorinolaryngologickymi, rontgenologickymi,
parazitologickymi a samozrejme aj biochemickymi. V ro-
koch 1952-1956 posobil na Poverenictve zdravotnictva
v Bratislave ako veduci odboru starostlivosti o matku
a diefa. V tomto obdobi sa zameriaval na prevenciu det-

skych ochoreni a vyznamne sa zasluzil o pokles dojcenskej
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umrtnosti na Slovensku. V roku 1956 odisiel do Trencina,
kde sa stal primdrom nim zaloZeného centralneho bio-
chemického laboratéria ako prvého na Slovensku, neskor
Oddelenia klinickej biochémie Nemocnice s poliklinikou
v Trencine. Dlhodobo spolupracoval so Slovenskym usta-
vom pre doskolovanie lekarov (terajSia Slovenskd zdra-
votnicka univerzita v Bratislave), kde vyznamne pomahal
vychovavat novl generaciu slovenskych biochemikov.
Ustrednou oblastou jeho vedeckych zdujmov bola lekar-
ska biochémia, v rdmci ktorej ako jeden z prvych v Ces-
koslovenskej republike opisal otravu antihistaminikami,
spracoval problematiku fetdlneho hemoglobinu a bol
aj iniciatorom kontroly spravnosti a presnosti bioche-
mickych vySetreni. Propagoval a analyticky pouzil volnu
elektroforézu, laboratorne spracoval Waldenstromovu
makroglobulinémiu, do praxe zaviedol tymolovu zdkalovu
reakciu. Venoval sa biochémii a polarografii mozgomie-
chového moku, acidobdzickej rovnovahe ako aj viacerym
metodickym problémom klinickej biochémie. Medzi jeho
priority patrilo pouzivanie elektroforézy a imunoelektro-




forézy, prace o glutatidne, paraproteinémiach a poznatky
o biochémii mozgomiechového moku. Zastaval aj funk-
ciu krajského odbornika v klinickej biochémii. V priebehu
celého obdobia postupne budoval a inovoval pristrojovy
park a rozsiroval repertoar vySetreni. Intenzivne sa so svo-
jimi spolupracovnikmi venoval odbornej priprave zdravot-
nickych laborantov na Strednej zdravotnickej Skole v Tren-
¢ine, kde zaloZil odbor zdravotnicky laborant.

Bol ucastnikom mnohych sympézii, prednasal v Pra-
he, Petrohrade, Drazdanoch, Erfurte, Budapesti, Varsave,
Bialystoku, Stetine a na univerzite v Halle. Tiez pravidelne
prednasal na schodzach Spolku lekdrov v Trenéine. Pri-
spieval sam aj so spolupracovnikmi do odbornych caso-
pisov doma i v zahranici (100 exaktnych vedeckych prac).
Bol tieZz autorom pocetného radu recenzii knih a prac pre
rézne odborné ¢asopisy. V rokoch 1959-1961 p6sobil ako
zodpovedny redaktor, v rokoch 1961-1967 odborny re-
daktor ¢asopisu Lekarsky obzor. Bol veducim redaktorom
Casopisu Biochemia Clinica Bohemoslovaca. Od roku 1959
bol ¢lenom vyboru Ceskoslovenskej spolo¢nosti klinickej
biochémie a v roku 1969 sa stal predsedom federalneho
vyboru spolocnosti klinickej biochémie. V rokoch 1970—
1972 p6sobil ako predseda vyboru Slovenskej spolo¢nosti
klinickej biochémie.

Bol to ¢lovek so vzacnymi vlastnostami, prirodzene
inteligentny, vysoko erudovany, velmi pracovity, snazivy,
v praci systematicky, vytrvaly, talentovany, jazykovo zdat-
ny (anglicky, nemecky, polsky a rusky).

Osud nedoprial MUDr. Zdenkovi Cicvarkovi, prie-
kopnikovi v odbore klinickd biochémia, dozit sa veku,
v ktorom mohol zhodnotit svoje celoZivotné skisenosti,
vedomosti a vysledky vedeckej ¢innosti. No aj tak zane-
chal po sebe obdivuhodnu, kvalitnd pracu v prospech pa-
cienta a celého zdravotnictva.

Knizné publikacie:

1. 1955 Laboratdrna prirucka pre detské zdravotné stre-
diskd s J. Homolkom.

2. 1965 Vnutorné choroby s M. Ondrejickom.

3. 1970 Bielkoviny a nukleové kyseliny s L. Cebecauerom

4. 1974 Klinicka biochémia cerebrospinalneho likvoru
ako vrchol jeho vedecko-publikaénej ¢innosti.

5. 1975 Cicvarek, Z., Janis, J., Mdller, R.: Medzinarodna
sustava jednotiek Sl v klinickej biochémii. Ministerstvo
zdravotnictva SSR, 1. vyd.
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Ucebnice pre SZ8:

1. 1960 Laboratdrne vySetrovacie metddy.

2. 1964 a 1971 Biochemické vySetrovacie metddy - zosta-
vovatel a spoluautor.

3. 1969 Biochémia — spoluautor.

Za svoju bohatu vedecku ¢innost bol menovany za Cest-
ného ¢lena
* Nemeckej lekarskej spoloc¢nosti (NDR)
e Polskej lekarskej spolo¢nosti
o Ceskej lekarskej spolo¢nosti —in memoriam
¢ Slovenskej spolo¢nosti klinickej biochémie —in memo-

riam

MUDr. Jan Vindis,

emeritny primdr Oddelenia klinickej biochémie,
hematoldgie a mikrobioldgie Fakultnej nemocnice
v Trencine

e-mail: drvindis@yahoo.com

I
O AUTOROVI

MUDr. Jan Vindis

Narodil sa 18.1.1950 v Piedtanoch. Studoval na Lekar-
skej fakulte Univerzity Komenského v Bratislave, smer vse-
obecné lekarstvo, ktoru ukondil v roku 1975. V roku 1976
zacal pracovat ako sekundarny lekar na oddeleni klinickej
biochémie Nemocnice s poliklinikou OUNZ v Trenéine.
V roku 1981 absolvoval pedagogické minimum so zave-
re¢nou skuskou pre externych ucitelov na odbornych sko-
lach. V rokoch 1981, 1983 pracoval ako sekundarny lekar
na internom oddeleni NsP Trencin v rdmci povinnej preda-
testaCnej praxe. V roku 1982 vykonal atestaciu 1. stupna,
v roku 1987 atestdciu 2. stupna z klinickej biochémie. V ro-
koch 1977-1990 pracoval na oddeleni klinickej biochémie
NsP Trencin ako sekundarny lekar. V rokoch 1990-2005
ako nastupca primdara MUDr. Fridricha V a r g u, vykonaval
funkciu primdra Oddelenia klinickej biochémie FN Tren-
¢in, od roku 2005 primara Oddelenia klinickej biochémie
a hematoldgie, od roku 2012 primara Oddelenia klinickej
biochémie, hematolégie a mikrobioldgie, a od roku 2013
primdara Oddelenia klinickej biochémie, hematoldgie, mik-
robioldgie, imunoldgie a alergioldgie. V roku 1996 absol-

voval rekvalifikaény kurz ManaZment vediuceho pracovni-




ka v zdravotnictve. Od nastupu do veducej funkcie kladol
MUDr. Vindis$ doraz na to, aby sa oddelenie stalo mo-
dernym, Spickovym a kvalitnym zdravotnickym pracovis-
kom. Od roku 1977 vyucuje predmet klinicka biochémia
na SZS v Trenéine a od roku 2018 aj predmet patoldgia.
V $kolskom roku 2005/2006 ucil predmet klinickd bioché-
mia na Zdravotnickej fakulte Trencianskej univerzity Ale-
xandra Dubéeka v Trencine. V rokoch 1990-1995 pdsobil
ako okresny odbornik, v rokoch 1996-2008 ako krajsky
odbornik pre odbor klinicka biochémia. V roku 2020 bol
menovany krajskym odbornikom pre odbor klinicka bio-
chémia za trenciansky kraj.

Hlavnou ¢innostou bolo zabezpecovat kvalitni a od-
borna uroven diagnostiky s dérazom neurodegenerativ-
ne, demyelinizacné, nadorové a lymfoproliferativne ocho-
renia.
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Publika¢nd a prednaskova cinnost sa tykala oblasti
ochoreni centralneho nervového systému, gastrointes-
tindlneho systému, porich metabolizmu a v poslednom
Case problematike POCT.

Organizoval vedecké pracovné schodze Spolku leka-
rov Trencin, krajské semindre a semindre vlastného od-
delenia.

Slovenska spolocnost klinickej biochémie pri Sloven-
skej lekarskej spolocnosti v roku 2022 pri prileZitosti Zivot-
ného jubilea udelila MUDr. Jdnovi Vindi§ovi Dakovny
list za prinos v prospech rozvoja medicinskeho odboru kli-
nickd biochémia a aktivity v oblasti vzdeldvania zdravot-
nickych pracovnikov.

Redakcia
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HISTORIA ODDELENIA LABORATORNEJ MEDICINY NARODNEHO
USTAVU SRDCOVYCH A CIEVNYCH CHOROB, a.s., BRATISLAVA
HISTORY OF THE DEPARTMENT OF LABORATORY MEDICINE
OF THE NATIONAL INSTITUTE FOR CARDIOVASCULAR DISEASES
BRATISLAVA

Katarina Danova
Oddelenie laboratérnej mediciny, Narodny Ustav srdcovych a cievnych chorob, Bratislava

e-mail: katarina.danova@nusch.sk

Oddelenie laboratérnej mediciny (OLM) Narodné-
ho Ustavu srdcovych a cievnych choréb (NUSCH) vznik-
lo v roku 2005 zli¢enim Oddelenia klinickej biochémie
a Oddelenia hematoldgie a transfuzioldgie. Histéria p6-
vodného Oddelenia klinickej biochémie (OKB) sa zacala
pisat v roku 1950, kedy sa prestahovala Il. interna klinika
z priestorov nemocnice na Hlbokej ceste do byvalej Evan-
jelickej nemocnice na Partizanskej ulici (Obr. 1). Laboraté-

rium bolo sucastou Il. internej kliniky, ktord viedol pred-
nosta prof. MUDr. Vladimir Haviar. Il interna klinika
obsadila trakt nemocnice od Bradlianskej ulice a Il. chirur-
gicka klinika od Palisad.

Laboratérium bolo umiestnené na 2. poschodi. Najprv
ho tvorili tri miestnosti: hematologické laboratérium (vy-
Setrenie krvnych obrazov, rekalcifikacnych ¢asov plazmy,
protrombinovych testov— Quicka, krvnych naterov), kde

";h.

T el .a-

Obr. 1. Budova byvalej Evanjelickej nemocnice
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sa slcasne robili vysetrenia hladiny glykémie; miestnost
s meracimi pristrojmi a biochemické laboratérium, kde sa
vykonavali manudlne analyzy. Moc sa vySetroval v miest-
nosti vedla internej ambulancie na prizemi. Neskor sa vy-
Setrenie mocu robilo v priestoroch laboratéria na druhom
poschodi. Krvna banka, zriadend v chirurgickom trakte,
patrila Klinike hematoldgia a transfuzioldgie na Partizan-
skej ulici.

V biochemickom laboratériu pracovalo 5 zdravotnic-
kych laborantiek, funkciu veducej laborantky vykondvala
sestra Kamila-Rozédlia Parajkova. Az do roku 1957,
ked' nastupila do laboratéria Ing. Ofga Lukndrova-—
veduca useku rutinnej analyzy a kontroly, mal odborne
pod dohfadom laboratérium MUDr. Jalius Ka s p er, lekar
II. internej kliniky FN a Lekarskej fakulty UK. Laboratérium
sluzilo pre uz spomenuté kliniky a aj pre Kliniku plastickej
chirurgie. Laborantky vykonavali odbery z prsta na stano-
venie hladiny glykémie a na vySetrenie krvnych plynov.

V hematologickom laboratériu sa zo zaciatku podita-
li krvné elementy mikroskopicky a hodnotila morfolé-
gia krvnych elementov. Az v roku 1970 bol instalovany
na oddelenie prvy hematologicky analyzator. Zodpovedna
za Usek hematoldgie bola MUDr. EditaLipSicova zKli-
niky hematoldgie a transfuzioldgie na Partizanskej ulici.
Vysetrenia krvnych skupin, krizové pokusy a sklad krvnych
liekov zabezpecovala pre nemocnicu Klinika hematolégie
a transfuzioldgie.

V sedemdesiatych rokoch dvadsiateho storocia vzniklo
v ramci laboratérneho pracoviska laboratérium krvnych
plynov s analyzatorom krvnych plynov firmy Radiometer.
Najprv ho viedol RNDr. C e rv e fi, po riom RNDr. Felicitas
BabuSsikova.Pracovaliviiom 3 laborantky.

V roku 1970 nastupil do ustavu prof. MUDr. Ervin
Barta, DrSc. Ked sa v roku 1971 vytvorilo v ramci Kraj-
ského ustavu narodného zdravia na Mickiewiczovej ulici
Oddelenie klinickej biochémie s primarom MUDr. Oskarom
Kadlecom aveducou laborantkouD.PrieloZnou,
laboratérium na Partizanskej ulici sa od¢lenilo od Il. inter-
nej kliniky a stalo sa detaSovanym pracoviskom — isekom
tohto oddelenia. Ing. O. Luknarov3, CSc., bola vedu-
cou uUseku a z veducej laborantky R. Parajkovej sa
stala stani¢na laborantka.

Vo vyskume sa Ing. O. Luknarov3, CSc. venovala
prevazne metabolizmu lipidov. Bola zaradena do timu
ochrany myokardu pocas ischémie a perftizie pri VUS SAV,
ktory sidlil na 4. poschodi nemocnice.
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Pulfrichov fotometer, pouZivany do sedemdesiatych
rokov 20. storocia, nahradili fotometre Spekol (Analytik
Jena) a Eppendorf s tlaciarfou na kinetickd analyzu en-
zymov. Na meranie sodika a draslika sltzil plamenovy fo-
tometer znacky Zeiss, chloridy sa vysetrovali nadalej tit-
racne. Sucastou laboratérneho vybavenia boli osmometer
a zariadenie na dvojrozmernu elektroforézu na papieri, na
ktorej sa robila aj elektroforéza lipoproteinov.

1.1.1979 bol zaloZeny Ustav kardiovaskularnych
chordéb (UKVCH). Jeho jadrom sa stali Il.internd kli-
nika a Il chirurgicka klinika. Vtedy vzniklo samo-
statné Oddelenie klinickej biochémie UKVCH. Ing. O.
Luknarova viedla nadalej OKB, odbornym garantom
sa stal prof. MUDr. E. Barta, DrSc., ktory bol sucastou
timu mimotelového obehu (ECC). Veduca laborantka
R. Parajkova odisla do starobného dochodku, jej
funkciu prebrala Eva Pisonova. Vroku 1981 nastupila
na oddelenie Ing. Helena Minadarova. E.Pisofovu
vo funkcii veducej laborantky nahradila v roku 1983 Lud-
milaGaSparovicova.Vtom Case pracovali tri labo-
rantky v laboratdriu krvnych plynov, tri v hematologickom
laboratériu a osem v biochemickom laboratériu. Operacie
v mimotelovom obehu vyZzadovali vysetrenie krvnych ply-
nov a hemokoagulacné vySetrenia, preto vzniklo v operac-
nom trakte priru¢né laboratérium s jednou laborantkou
(Obr. 2, 3, 4).

V roku 1989 boli na OKB inStalované dva biochemické
analyzdtory Cobas Fara firmy Roche, ktoré umoznili auto-
matizaciu vySetreni a zmeny v prevadzke oddelenia. Za-
viedli sa metddy s malym objemom vySetrovanej vzorky
(mikrometddy), kvantitativne stanovenie imunoglobuli-

Obr. 2. Prof. MUDr. E. Barta, DrSc., v roku 1985
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Obr. 3 Pracovny kolektiv OKB UKVCH v roku 1983 - zlava vediica
laborantka L. Gasparovicovd, zlava Stvrtd Ing. O. Lukndrovd, vedla
zlava M. Palieskovd, E. Buryniakovd

Obr. 5. Primdr OKB UKVCH a SUSCH prof. MUDr. I. Pechdri, DrSc.,
a vediica laborantka OKB UKVCH a SUSCH L. Gasparovicovd

nov na principe turbidimetrie. Plamenovy fotometer Zeiss
nahradili dva ionselektivne analyzatory AVL 983. Pristro-
jovy park sa rozsiril aj o dva analyzatory krvnych plynov
AVL 995.

Prof. MUDr. Ivan Pechan, DrSc.,
na UKVCH v roku 1986 a stal sa prvym primarom OKB

prisiel pracovat

(Obr. 5). Pod jeho vedenim sa rozsiril vyskum ochrany
myokardu pocas ischémie a reperfuzie so Specidlnym za-
meranim na kardiochirurgickych pacientov. Zaoberal sa
biochemickym a imunologickym monitorovanim pacien-
tov po transplantacii srdca. V roku 1994 odisla do starob-
ného dochodku Ing. 0. Luknarova.

Na jar roku 1997 sa laboratérium prestahovalo do no-
vovybudovanych priestorov Slovenského uUstavu srdco-
vych a cievnych chorob, ktory sa po vzniku Stredosloven-
ského a Vychodoslovenského ustavu srdcovych a cievnych
choréb premenoval na Narodny ustav srdcovych a ciev-
nych chordb (2006). Ustav sidli na Kramaroch. Laboraté-

14
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Obr. 4. Pracovny kolektiv OKB UKVCH v roku 1990

| [l

LIRS

Obr. 6. Budova Ndrodného ustavu srdcovych a cievnych choréb

rium sa nachadza na 2. poschodi v blizkosti operacnych sal
a Oddelenia akutnej a intenzivnej mediciny. V operachom
trakte je detaSované pracovisko — laboratérium s analyza-
torom krvnych plynov, elektrolytov a glukdzy. Pracuje
v nom jedna laborantka.

Po prestahovani sa hematologickd ¢ast odclenuje
a vznika Oddelenie hematoldgie a transfuzioldgie pod ve-
denim primarky MUDr. Evy Silvdnovej. Obe oddele-
nia sa v roku 2005 opét zlu€uju do Oddelenia laboratérnej
mediciny. Nové, velkorysé priestory OKB boli vybavené
nasledovnou pristrojovou technikou —automatickymi
analyzatormi Hitachi 911, Cobas Mira Plus, OPUS Dade
Behring, analyzatorom na stanovenie hladiny lieciv ViVA E
(Siemens), imunochemickym analyzatorom Elecsys 2010,
analyzatorom mocu Miditron, analyzatormi krvnych ply-
nov OMNI 4 (AVL), neskdér Cobas b221 Roche, AVL Com-
pact 3, ionselektivnymi analyzatormi elektrolytov AVL 983

(neskor 988-3), glukometrom Beckmann (neskor Biosen




Obr. 7. Zdravotnicka laborantka L. Rajnicovd pracuje
na analyzatore Hitachi 911

Obr. 9. Zdravotnicka laborantka J. Mihalikovd
v urgentnom laboratériu SUSCH/NUSCH

C-line). Pristroje boli zapojené do laboratérneho infor-
macného systému (LIS), na jeseri 1998 sa LIS stal suc¢astou
nemocni¢ného informacného systému (Obr. 6, 7, 8, 9, 10,
11).

1. 9. 1997 na OKB nastupila MUDr. Katarina D a-
fova, primdrkou sa stala v roku 1999 a Uspesne vedie
oddelenie dodnes. V roku 2000 nahradila Ing. Katarina
Ondrejkovi¢ova RNDr. F. BabusSikovu, ktora
odisla do dochodku a po odchode Ing. H. Minarovej
do dbéchodku na jej pracovné miesto prisla Mgr. J.
Balajova. Od mdja roku 2022 na tejto pozicii pracuje
Ing. Viera Horvathova (Obr. 11, 12, 13, 14).

L. Gasparovicova vykonavala funkciu vedu-
cej laborantky OKB a OLM-PKB (Pracovisko klinickej bio-
chémie) od roku 1983 do roku 2011. Na kratke obdobie
(2011-2012) bola veducou laborantkou Mgr. Denisa
Stépankova, tu zastupovala pocas materskej a ro-
dicovskej dovolenky Magdaléna Zahorska. Od roku
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Obr. 8. Zdravotnicka laborantka J. Kasarikovd
v urgentnom laboratériu SUSCH/NUSCH

Obr. 10. Imunochemicky analyzdtor Cobas e 411

2015 doposial je veducou laborantkou Mgr. Lucia R a j-
ni¢ova. V suasnosti pod jej vedenim pracuje devat
zdravotnickych laborantiek.

Detské kardiocentrum (DKC) sa presidlilo do novych
priestorov v areali NUSCH vo februéri 2021, laboratériu
tak pribudla Gloha poskytovat svoje sluzby aj detskym pa-
cientom so vSetkymi Specifikami detského veku v ramci
predanalytickej, analytickej a postanalytickej fazy. S do-
stato¢nym casovym predstihom sa aj vdaka cennym ra-
dam kolegov z Oddelenia laboratérnej mediciny NUDCH

15



Obr. 11. Zlava Ing. K. Ondrejkovicovd a Ing. H. Mindrovad

"

Obr. 13. Zlava stojaca E. Pisofiovd byvald vedica laborantka
OKB UKVCH v spoloénosti kolegyri v roku 1999

a znalosti poziadaviek odbornikov z DKC na tuto Specificku
situdciu OLM pripravilo priestorovo, pristrojovym vyba-
venim, vypracovanim potrebnej dokumentdcie a zmenou
rezimu prace.

OLM NUSCH, a.s., a jeho stcast OLM-PKB Uspeine
zvladli proces akreditacie v zmysle normy EN ISO 15189:
2012. SNAS mu udelila osvedcenie o akreditacii podla
uvedenej normy v odboroch klinicka biochémia, klinicka
hematoldgia a transfuzioldgia v biologickych materialoch
humanneho p6vodu.
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Obr. 12. Pracovny kolektiv OKB SUSCH v roku 1999, dole v strede
v civilnom obleceni RNDr. F. Babusikovd, vedla nej sprava primdrka
MUDr. K. Dariovd, PhD.

Obr. 14. Zdravotnicka laborantka E. Buryniakovd
na spolo¢énom prijme biochemického a hematologického
materidlu OKB SUSCH v roku 2004

Histériu tvoria ludia a aj histériu OKB/OLM tvorili
a tvoria ludia so svojimi schopnostami, vedomostami,
charakterovymi danostami a viziami o smerovani odde-
lenia. Kazdy z nich zanechal odtlacok na dnesSnej podobe
pracoviska. Napriek tomu, Ze mnohi z nich, ktori budovali
toto oddelenie, uz neziju, ostali Zit v zivotoch pacientoy,
ktorym svojou pracou pomohli a tieZ v srdciach a pama-
ti spolupracovnikov, ktorych viedli, ucili a pomahali im
po odbornej a aj fudskej stranke.
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HISTORIA ODDELENIA KLINICKEJ BIOCHEMIE
FAKULTNA NEMOCNICA TRENCIN
THE HISTORY OF DEPARTMENT OF CLINICAL BIOCHEMISTRY
FACULTY HOSPITAL TRENCIN

Jan Vindis
Stredna zdravotnicka Skola Celestiny Simurkovej, Trencin

e-mail: drvindis@yahoo.com

SUHRN

Pracovisko klinickej biochémie bolo zalozené v roku
1956 ako centralne biochemické laboratérium, od roku
1968 pod nazvom Oddelenie klinickej biochémie, ktoré
bolo prvé svojho druhu na Slovensku.

Vzniklo zli€enim priruénych laboratérii dislokova-
nych pri niektorych 16zkovych oddeleniach.

V roku 1968 vzniklo v Trencine skriningové laboraté-
rium pre vyhladavanie vrodenych metabolickych poruch.

Obdobie rokov 1973-1990 sa vyznacovalo nastupom
pouzivania mikroanalytickych metdd.

Po roku 1990 dochddza k mohutnému rozvoju auto-
matizacie a informatizacie prevadzky oddelenia a roz-
siahlemu vyuZivaniu imunoanalytickych metaéd.

Sucasné obdobie sa vyznacuje zriadenim POCT use-
ku, integraciou analytickych systémov do jedného celku,
zavedenim vyuzivania Ciarového kodu na identifikaciu
vzoriek biologickych materidlov a tiez elektronickej Zia-
danky z oddeleni a ambulancii fakultnej nemocnice. Od-
delenie pocas celej svojej historie participovalo na viace-
rych vyskumnych ulohach v ramci spoluprace s ostatnymi

oddeleniami.

Klacové slova: histdria; laboratérium; biochémia; au-

tomatizacia; informatizacia
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ABSTRACT

The Department of Clinical Biochemistry was foun-
ded in 1956 as a central biochemical laboratory, since
1968 named as the Department of Clinical Biochemistry,
the first of its kind in Slovakia.

It was created by the merger of manual laboratories
located at some hospital departments.

In 1968, a screening laboratory was established in
Trencin for the search for congenital metabolic disorders.

The period 1973-1990 was characterized by the be-
ginning of the use of microanalytical methods.

After 1990, there was a massive development of au-
tomation and computerization of the department’s ope-
ration and extensive use of immunoanalytical methods.

The current period is characterized by the establis-
hment of the POCT section, the integration of analytical
systems into a single unit, the introduction of the use of
barcodes for the identification of samples of biological
materials and also the electronic request form from the
departments and clinics of the teaching hospital. Throu-
ghout its history, the department has participated in
several research tasks in cooperation with other depart-

ments.

Key words: history; laboratory; biochemistry; auto-
mation; computerization
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Prva zmienka o mestskom Spitali v Trencine pochadza
u? z roku 1130. Spital — chorobinec existoval v Trenéine
v roku 1505. Zakladny kamen terajsej nemocnice polozZili
v roku 1848. Nemocnica mala jednu hlavni poschodovu
budovu a dve prizemné, mala 112 posteli. V rokoch 1910-
1912 bola nemocnica za pomoci Zupy rozsirend dalSou vy-
stavbou. Postavil sa chirurgicky pavilon a pribudli aj dalSie
pavilény pre interné, infekéné, detské, neuropsychiatric-
ké, gynekologicko-p6rodnicke oddelenie a neskér aj novy
chirurgicky pavildn.

Sucasna fakultna nemocnica zaviedla a aplikuje systém
manazérstva kvality podla normy ISO EN 9001:2015.

Pracovisko klinickej biochémie bolo zalozené 15. 11.
1956 ako centralne biochemické laboratérium, na cele
s odbornym lekdrom prvé svojho druhu na Slovensku.
Vzniklo zluéenim priruénych laboratérii dislokovanych pri
niektorych |6zkovych oddeleniach (interné, detské, neu-
rologické oddelenie). Kadrové obsadenie v pociatku pozo-
stdvalo z jedného lekara, Styroch zdravotnickych laboran-
tov a jedného vysokoskolsky vzdelaného pracovnika. Boli
zriadené aj detasované pracoviskd v nemocniciach v No-
vom Meste nad Vahom a Trencianskych Tepliciach.

Od 1969 oddelenie nesie sucasny nazov Oddelenie
klinickej biochémie, ktoré do roku 1966 plnilo aj funkciu
vyucbovej bazy pre vzdelavanie lekarov v Slovenskom
Ustave pre dogkolovanie lekdrov (SUDL). Na ¢ele oddele-
nia od jeho vzniku az do Umrtia (t26. 11. 1976) stal primar
MUDr. Zdenko Cicvarek.

V roku 1969 bolo pri pracovisku v Trencine zriadené
Krajské kontrolné a referencné laboratérium poverené vy-
konavanim externej kontroly kvality s pdsobnostou pre Za-
padoslovensky kraj (Ing. ElenaRemen cov a) za icelom
zlepsenia medzilaboratérnej porovnatelnosti vysledkov.

Pre obdobie 1968-1973 bolo charakteristické vyuZi-
vanie manudlnych metdd s vysokou spotrebou biologic-
kého materiélu, reagencii, ¢asto agresivnych, zdlhavostou
analytickych postupov a nizkou $pecifickostou metdd.
Prechodne sa vyuZivala polarografickd metdda stanove-
nia mukoproteinov séra a vySetrenia mozgovomiechové-
ho moku. V rokoch 1968-1996 sa vyznamne podielala na
¢innosti oddelenia Ing. BohumilaBajcikova(t2021).

V roku 1968 vzniklo v Trencine skriningové laborato-
rium pre vyhladavanie vrodenych metabolickych poruch
u novorodencov pre celé Uzemie Slovenskej republiky.
V obdobi 1971-1995 bolo pracovisko poverené vykonava-
nim skriningu fenylketonurie.

18
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Obdobie rokov 1973-1990 sa vyznacovalo nastupom
pouzivania mikroanalytickych metéd stanovovania latok,
enzymov a parametrov vnutorného prostredia (elektroly-
ty, acidobdazicka rovnovaha), diagnostiky lipidového me-
tabolizmu, rozvojom elektroforetickych metéd, mechani-
zaciou pracovnych postupoy, ¢iastocnou automatizaciou
analytickych cinnosti a rozvojom urgentnej diagnostiky
(elektrolyty, ABR, enzymy), vySetrovania lipidového meta-
bolizmu, imunochemickych metdd (protilatky, hormany,
lie¢iva), zaCiatkom vyuZivania vypoctovej techniky. V tych-
to rokoch postupne pribldali pristroje, spektrofotometre
Spekol, plameniovy fotometer Zeiss, Spektromom, Kipp
and Zonen s linkou, spektrofotometre Chiratik a progra-
movatelny Chiratik MK s linkou, Spekol 11, 1973 prvy aci-
dobazicky analyzator BMS 3, 1977 plamenovy fotometer
FLM 3, 1979 osmometer Knauer, acidobazicky analyzator
AVL. V roku 1984 oddelenie ziskalo prvé dva selektivne sé-
riové biochemické analyzatory Gilford SBA 300.

V roku 1987 Ing. Ivan Vik & r naprogramoval prvy in-
formacny systém oddelenia prevadzkovany na dvoch po-
¢itatoch SM 50/50. RNDr. Bitt o s pracovnikom oddele-
nia Ing. Milanom C e salom sa pokusili o viacrozmernu
analyzu dat.

V rokoch 1976-1989 viedol pracovisko primar MUDr.
Fridrich V ar g a. Od roku 1990 do roku 2017 stél na cele
pracoviska primar MUDr. JanVindis.

Po roku 1990 dochadza k mohutnému rozvoju automa-
tizacie a informatizacie prevadzky oddelenia v suvislosti s
narastajucim poctom vysetreni a k rozsiahlemu vyuZzivaniu
imunoanalytickych metdd. V roku 1990 bolo OKB vybave-
né glukézovym analyzatorom ECA 20, 1991 prvym auto-
matickym random access analyzatorom Alliance 570, 1993
imunochemickymi analyzatormi ES 33, ES300, 1994 analy-
zatormi TDX, IMX a neskor AXSYM. Postupne pribadali ana-
lyzatory Olympus AU 600 (1997), Olympus AU 400, Cobas
Mira Plus, analyzatory Architect biochemické aj imunoche-
mické, imunochemicky analyzator Elecsys 2010, glukézové
analyzatory ECA 2000, Super G, moderné elektroforetické
zariadenie Sebia, prietokovy cytometer FACS Canto, kvapa-
linovy chromatograf, registracny spektrofotometer, mikro
ELISA analyzator Dynex DSX, imunochemické analyzatory
Advia Centaur, Cobas €411, Immulite 2000, Dynablot Euro-
imun, Orgentec alegria, nefelometer, OC-Senzor FOBT, Bio-
-Rad D-10 HbA1lc, mocovy analyzator iQ200 ELITE, moder-
nejSie acidobazické analyzatory postupne AVL, CHIRON,
Cobas Roche, Siemens RAPIDLab, ABL FLEX Radiometer.




V roku 1994 bolo pracovisko vybavené modernym infor-
macnym systémom Istrolab.

Postupne sa zavadzaju nové vysSetrenia ako napriklad
stanovenie Sirokej palety hormdnov, vitaminov, lieciv,
ukazovatelov ochoreni srdca, kostného obratu, nadoro-
vého rastu, diabetu, zdpalovych a reumatickych procesov,
poruch imunitného systému, alergii, vySetrenia na zisto-
vanie otrav a pocetné vysSetrenia mozgovomiechového
moku (aj cytologické) so zameranim na diagnostiku roz-
trisenej mozgovomiechovej sklerézy. O rozvoj toxiko-
l6gie a farmakobiochémie sa zasluzila najma PharmbDr.
MéariaSchlesingerovad (12007). Pracovisko OKB sa
zacalo podielat na vySetrovani stavu vyvoja plodu pred
narodenim v spoluprdci s oddelenim lekdrskej genetiky.
V roku 2012 bol zriadeny POCT Usek pod vedenim Ing.
Jany Strigacovej, PhD, spociatku rozmiestnenim
glukdzovych analyzatorov Accu-Chek Inform I, na jednot-
livé oddelenia s prepojenim na laboratérny informacny
systém oddelenia. Rychle odovzdavanie informacie leka-
rovi sa dosahuje vzajomnym prepojenim laboratérneho
informacného systému s nemocni¢nym informaénym sys-
témom a tiez s ambulantnymi informaénymi systémami
prostrednictvom internetu.

V marci 2005 sa po zriadeni Narodnej transfuznej sluz-
by k Oddeleniu klinickej biochémie pripojila ¢ast Hematolo-
gicko-transfuziologického oddelenia s krvnou bankou, ¢im
vzniklo spolocné Oddelenie klinickej biochémie a hemato-
I6gie (OKBaH). V roku 2012 bolo k OKBaH priclenené praco-
visko klinickej mikrobiolégie a v roku 2013 zriadené praco-
visko laboratérnej imunoldgie a alergiolégie (OKBHM).

Uvedené obdobie sa vyznacuje aj integraciou analytic-
kych systémov do jedného celku a zavedenim vyuZivania
¢iarového kodu na identifikaciu vzoriek biologickych ma-
teridlov a tiez elektronickej Ziadanky z oddeleni a ambu-
lancii fakultnej nemocnice. Oddelenie pocas celej svojej
histérie participovalo na viacerych vyskumnych ulohach
v ramci spoluprace s ostatnymi oddeleniami.

Primari oddeleni
e MUDr. Zdenko Cicvarek, 1956-1976
e MUDr. Fridrich Varga, 1977-1989
e MUDr.Jan Vindis§, 1990 -2017
e MVDr.Jana Repiscakova, 2017-2018
e Mgr.Zuzana Gallova, 2019-doteraz
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Vedlce laborantky
e Margita Sturdikova
e Janka Strapkova
e Bernadetta Zovc¢dkova
e Jana Gavendova

e Mariana Burianova

Pracovnici pracoviska KB v suc¢asnosti:

e Lekari (t. €. pracovisko klinickej biochémie
je bez lekara)

® Pracovnici s vysokoskolskym vzdelanim —
laboratdrni diagnostici

e Laboranti s vysokoskolskym vzdelanim

e Laboranti s vy38im odbornym vzdelanim

¢ Laboranti

e Dokumentacny pracovnik

e Sanitari

Suéasnost pracoviska klinickej biochémie

e vykonava biochemické vysetrenia bezné, Special-
ne, toxikologické a molekularnobiologické

e pre nemocni¢né a ambulantné zlozky

e pre region mesta Trencin, okres, kraj a podla pozia-
daviek aj pre iné kraje

e poskytuje konzultacné a ambulantné sluzby (vyset-
renie oGTT)

* je zaradené do systému externej kontroly kvality
vo vacsine stanovovanych parametrov

e podiela sa na pregradudlnej a postgradualnej vy-
chove SZP, V5P a lekarov

* je bazou pre praktickd vyucbu Ziakov Strednej zdra-
votnickej Skoly a od roku 2005 aj Studentov Tren-
Cianskej univerzity Alexandra Dubceka.

Podakovanie
Dakujem mojej manZelke za ldskavé spracovanie foto-
dokumentdcie.
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PRILOHA  Jin Vindi§
HISTORIA ODDELENIA KLINICKEJ BIOCHEMIE FAKULTNA NEMOCNICA TRENCIN
THE HISTORY OF DEPARTMENT OF CLINICAL BIOCHEMISTRY FACULTY HOSPITAL TRENCIN

Obr. ¢. 2. primdr MUDr. Zdenko Cicvdrek
1921-1976

Stovenskd lekirskn spolotnost
spolotmest kilnicke] biochémbe
Spolek lckirov v Trendine
¥ tstav p lekirstva
Okresng nirodny vibor Trendin - edbor rdravotnictva
Tiaditelstve DUNZ Trentin

usporiedajd

XVII,
KLINICKO-BIOCHEMICKY DEN

na pofest XVL. zjnndu KSC

¥ Trentine diie 26. marca 1981
Obr. ¢. 3. 1980, Krajsky semindr Trencin.
Zlava Ing. Milan Cesal, primdr MUDr. Fridrich Varga,

primdr MUDr. Vojtech Ok3a, CSc., krajsky odbornik Obr. & 4. Pozvénka na XVII. Klinicko-biochemicky deri

Obr. ¢. 5. 1981 Plénum XVII. Klinicko-biochemického dria. Obr. €. 6. 1981 XVII. Klinicko-biochemicky deri, predsednictvo.
Zlava: Zlava: doc. MUDr. Jan Cervenka CSc., primdr MUDr. Romulus Miiller,
primdr MUDr. Emil Bielik, CSc., primdr MUDr. Anton Neuwirth, CSc., doc. Primdr MUDr. Simon Omanik, CSc., riaditel MUDr. Jén Kalis,
primdar MUDr. Vojtech Oksa, CSc., primdrka MUDr. Ruth Kratinovd primdr MUDr. Fridrich Varga
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Obr. 7. 1977, Laborantky Mdria Chovancovd a Daniela Arpdsovd Obr. 8. 1977, Laborantka Anna Samdkovd
pri titracnom stanoveni vapnika pri fotometeri Spekol s logaritmickym prevodnikom

Obr. 9. 1977, Laborantky Bedta Mitdnkovd a Olga Spdnikovd Obr. 10. Zlava: primdr MUDr. Fridrich Varga,
pri acidobdzickom analyzdtore BMS 3 Ing. Milan Cesal a MUDr. Jan Vindis

Obr. ¢. 11 1981, Ing. Bohumila Bajcikova v strede a laborantky zlava Obr. 12 1982, Laborantka Anna Uhrinovd pracuje na fotometrickej
Olga Jurdkovd, Bedta Mitdnkovd, Anna Kasédkovd, Olga Spdnikovad linke Chiratic 49

a Libertina Nosekovad
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Obr. 13. 1982, Laborantka Anna Fabova pri prdci
s fotometrickou linkou Chiratic 49

Obr. 15. 1986, Ing. Elena Remencovd programuje
fotometrickd linku Chiratic 59 MK

Obr. 14. 1982, Laborantka Bedta Mitdnkovd
pri fotometri Clinicon 4010

75

Obr. 16. 1988, Laborantka Zuzana Suranovd
pri zaddvani vysledkov do poéita¢a SM 50/50

Obr. 17. 1989, Laborantka Anna Samdkovad stanovuje
aktivity enzymov na analyzdtore Gilford SBA 300
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Obr. 18. Laborantka Veronika Halgosovad pri praci
na analyzdtoroch Abbott c800 a i2000




Obr. 19. Laborantka Marta Kovdcovd Obr. 20. Laborant Mgr. Radovan Paléek pri spojenych
pri analyzdatore Olympus AU 400 analyzdatoroch Abbott c16000 a i2000

Obr. 21. Laborantky Alena Jamborovd a BlaZzena Fabovad Obr. 22. Analyzdtor Roche Cobas Mira Plus

pri zaddvani poZiadaviek do informacného systému
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HISTORIA VZNIKU ODDELENIA KLINICKYCH LABORATORII
V NEMOCNICI MINISTERSTVA OBRANY SR
THE HISTORY OF THE ESTABLISHMENT
OF THE DEPARTMENT OF CLINICAL LABORATORIES IN
THE MILITARY HOSPITAL OF THE MINISTRY OF DEFENSE

Pavel Blazicek
Ustav chémie, klinickej biochémie a laboratérnej mediciny LF SZU, Bratislava

blazicekp@seznam.cz

SUHRN

Po vzniku Vojenskej nemocnice v Bratislave bolo
v pivnici nemocnice vytvorené ,Laboratérium“, ktoré
oficidlne riadil primar interného oddelenia. V roku 1969
do Vojenskej nemocnice nastupil na post nacelnika-pri-
mara interného oddelenia plk. MUDr. Jan Langos CSc.,
ktory si dal za alohu zlepsit diagnostiku a lie€ébu hyper-
tenzie. K tomu potreboval zlepsit funkciu laboratéria
a vytvorit nové vyskumné laboratérium na internom od-
deleni, kde by bolo mozné vykonavat aj $pecialne vyset-
renia. V roku 1992 pre komplexné potreby Nemocnice
Ministerstva obrany SR, a.s. vzniklo pracovisko Oddele-
nie klinickych laboratérii. Oddelenie pozostavalo z klinic-
kej biochémie, hematologie a mikrobiolégie, na Sloven-
sku bolo hodnotené spolu s Nemocnicou Ministerstva
obrany ako jedno z najlepsich a iniciovalo vznik klinic-
kych laboratérii aj v inych nemocniciach. Napriek vyraz-
nym uspechom Nemocnice Ministerstva obrany sa naslo
niekolko Spekulantov a Nemocnicu Ministerstva obrany
zlikvidovalo spojenim s Nemocnicou s poliklinikou Mi-
nisterstva vnutra SR.

Klticové slova: klinicka biochémia; oddelenie klinic-
kych laboratérii; vyskumné laboratérium; spolupraca
s klinickymi pracoviskami
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ABSTRACT

After the establishment of the Military Hospital
in Bratislava, a “Laboratory” was created in the base-
ment of the hospital, which was officially managed by
the head of the internal department. In 1969, colonel
MUDr. Jan Lango$ CSc., joined the Military Hospital
as the head-primary of the internal department, who
set himself the task of improving the diagnosis and
treatment of hypertension. For this, he needed to im-
prove the function of the laboratory and create a new
research laboratory in the internal department, where
special examinations could also be performed. In 1992,
the Department of Clinical Laboratories was created for
the complex needs of the Ministry of Defence Hospital.
The department consisting of clinical biochemistry, he-
matology and microbiology was evaluated in Slovakia
together with the Ministry of Defence Hospital as one
of the best, and clinical laboratory departments began
to be established in other hospitals as well. Despite the
significant successes of the Ministry of Defence Hospi-
tal, several speculators were found and the the Ministry
of Defence Hospital was liquidated by merging with the
Hospital with Polyclinic of the Ministry of the Interior of
the Slovak Republic.




b)

Obr. 1. Spoluprdca Oddelenia klinickej biochémie Vojenskej nemocnice v Bratislave s internistami zacala v roku 1969.
Na fotke zlava: a) plk. MUDr. Jdn Langos, CSc., plk. Ing. Pavol BlaZicek, CSc.; b) plk. MUDr. Pavol Vencel, plk. Ing. Pavol BlaZicek

Key words: clinical biochemistry; department of clin-
ical laboratories; research laboratory; cooperation with
clinical workplace

* %k %

Historia biochemického laboratéria na internom
oddeleni vo Vojenskej nemocnici Bratislava a vznik
Oddelenia klinickych laboratérii Nemocnice Minis-
terstva obrany SR

Nacelnik-primar interného oddelenia plk. MUDr. Jan
Langos, CSc., sidal za dlohu zlepsit diagnostiku a lieé-
bu pacientov s hypertenziou. K tomu potreboval zlepsit
funkciu laboratéria a vytvorit nové vyskumné laborato-
rium na internom oddeleni, kde by bolo mozné vykona-
vat aj niektoré dalsie Specialne vySetrenia. Takymito boli
najma stanovenia reninu, aldosteréonu, separovaného kli-
rensu vyuzitim inulinu a para-aminohippurovej kyseliny,
kreatininu, proteinurie. Velmi vyznamnou sa stala najma
diagnostika funkénosti a porich sympatoadrenomedu-
larneho systému pomocou stanovenia katecholaminov
a metabolitov v krvi. Tieto novozavedené analyzy sa ne-
skér vyuzivali aj pri vyskume stresu v ramci projektu In-
terkosmos. Uzka spolupraca s Ustavom experimentalnej
endokrinolégie Slovenskej akadémie vied (UEE SAV) a Far-
makologickym Ustavom Slovenskej akadémie vied (FU
SAV) bola podmienkou Uspesnej realizacie tohto projektu.

Zo spolupracovnikov z UEE SAV treba spomendt najmé
Dr. Macha, Dr. Kvetinanského, D Németha,
Ing. Kolenu,Dr.VigaSa,Dr.Palkovic¢a,Ing. Tor-
du, Dr. Murgasa, Dr. Culmana, Ing. Knoppa,
Dr. Ko3ku, Ing. E. Sebokovid, Dr. Novotného
aDr.Ujhazyho. Dal$imi spolupracujticimi pracoviska-
mi boli Endokrinologicky Ustav v Lubochni (Dr. Kre z e),
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interné kliniky (Dr. Hnilica, Dr. Podoba, Dr. Ba-
Kadlec),
Breza),

lazoviech, Dr.
Dr.

(Dr. My dIik), Slovenska zdravotnicka univerzita v Bra-

urologicka klinika (Dr.
Zvara, internd klinika v KosSiciach
tislave (Dr. Trnovec, Ing. Kudla¢kova, Dr. K. Se-
b e k o v a). Spolupraca so SAV bola nutna, napr. renin po
vyextrahovani z krvi pacienta sa inkuboval s angiotenzino-
génom v skimavke a vzniknuty angiotenzin Il sa meral na
nefrektomovanych potkanochna FUSAV (Dr.Novotny).
V Ceskoslovensku vtedy renin, angiotenzin a aldosterén
meralilen v Prahe (Dr.Horky a Dr.Kuch el). Niektoré
$pecialne vySetrenia sa merali na UEE SAV (dopamin-be-
ta-hydroxylaza, katecholamin-o-metyltransferaza a fenyl-
etanol-N-metyltransferaza), ktoré sa vsak stanovovali len
v rdmci vyskumu Interkosmos. V ramci klinického vySetre-
nia bolo snahou efektivne vyuZitie laboratérneho vyset-
renia a zabezpecenie adekvatneho vyuzitia potrebnych
analyz. Bolo potrebné upozorriovat na zbytocné testy
u niektorych pacientov uvedomujuc si, ze konecné klinic-
ké rozhodnutie zavisi vidy od klinika, ktory v§ak musi mat
istotu, Ze spolupracujuci laboratorny diagnostik mu dava
spolahlivé vysledky analyz. Niektoré analyzy, ktoré sa stali
obsolentnymi, sme nahradili modernejsimi analyzami. Dy-
namické zmeny v laboratdrnej diagnostike su aj podkla-
dom pre celozivotné vzdeldvanie v odbore klinickd bioché-
mia a laboratérna medicina. Na vybudovani vyskumného
laboratéria mal velkud zasluhu aj nacelnik nemocnice plk.
MUDr. Andrej Burdiga, ktory dal suhlasné stanovisko
k realizacii takéhoto projektu a zabezpecil nan aj finanéné
prostriedky. Uspesnt spolupracu s UEE SAV zabezpedil plk.
MUDr. PavolVencel.

Pre pracu vo vyskumnom laboratériu vSak neposta-
Covali pristroje beZne pouzivané v nemocni¢nych labo-
ratériach (1970) a museli sme nakupit dalSie pristroje:
rota¢nd vakuova odparka, lyofilizator, spektrofluorime-
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Meranie katecholaminov v krvi
na Aminco-Bowman SPF a nade vysledky

Lokakizicia feochromocytomu
Katéter 23 raviedol cez vfemoraka af do subllivie 3 postupne =3 vyfahoval a
kafdych 10 em 32 nabralo 2 ml ko Krv 33 ihned'dals do termaosky 3 adom Vi
53 merali kate cholaminy pomocou Spektrofluorimetra Aminco Bowman,
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Obr. 2. Analyza katecholaminov pomocou
Aminco-Bowman spektrofluorimetra

ter, HPLC systém s elektrochemickym detektorom, elek-
troforéza PAGE v trubickdch tzv. diskovd elektroforéza
na vySetrenie mocovych proteinov a neskoér pristroj prie-
tokova cytometria mocu Sysmex na vysetrenie glomeru-
larnej a nonglomerularnej hematurie. Novo zavedené
vySetrenia sa na Slovensku v klinickej biochémii pouzivali
u nas ako v prvom laboratdriu. ZaZili sme pri tom ¢asto aj
Usmevné prihody, napriklad sme potrebovali kupit Spek-
trofluorimeter Aminco-Bowman na vySetrenie katecho-
laminov a pan hlavny odbornik Ministerstva obrany pre
biochémiu doc. MUDr. Arient ndm napisal, Ze ,na tieto
vySetrenia Vam staci Spekol, maximalne Vitatron”. Pri-
mar Dr. Langos vtedy napisal na Ministerstvo obrany ,Pan
minister my by sme potrebovali topanky, ale poltopanky
a nie ponukané bagance” nacelnik zdravotnickeho odbo-
ru Ministerstva obrany general Lux to pochopil a povolil
kupit spektrofluorimeter Aminco-Bowman. Za rok sa po-
mocou tohto pristroja podarilo standardizovat stanovenie
katecholaminov v krvi. Diagnostikovali sa dalSi pacienti
s feochromocytdmom, u ktorych bol nador aj Uspesne
operacne odstraneny.

Nakolko bola takato laboratdrna diagnostika zavedena
ako v prvom laboratériu v byvalom Ceskoslovensku, hlavny
odbornik Ministerstva obrany pre biochémiu doc. MUDr.
Arient to tazko znésal a vyskumné laboratdrium vzdy kriti-
zoval ,Vidyt to nema ani UVN Praha“. O sedem rokov ne-
skor vyskumné laboratérium zIucili s centrdlnym laboratd-
rium Vojenskej nemocnice a vzniklo Oddelenie klinickych
laboratorii (OKL). V roku 1992 sa z Vojenskej nemocnice
stala Nemocnica Ministerstva obrany SR a kedZe prima-
rom, teda nacelnikom oddelenia sa mohol stat atestovany
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Obr. 3. Feochromocytom lokalizovany pomocou
etdZového odberu krvi

klinicky biochemik a zaroven vojak z povolania, nacelni-
kom-primarom bol urceny, Ing. Blazi¢ ek, CSc., v hod-
nosti pplk.

Na oddeleni dalej pracovali atestovana hematologicka
MUDr. Kadlecov3d, a atestovany klinicky biochemik
MUDr. Sangret, atestovana mikrobiologicka Dr. K o-
pilcovad a atestované biochemicky Ing. Stachov3,
Ing. Kopcova, Ing. Syrova a vynikajuce laborantky
s pomaturitnym Specializatnym stidiomHajduchova,
Kadrolyova, Hlavenovd Kolpaska, Seme-
ldakova, Wenclova SiSoldkova Petrova,
Tomanovd Kulcsarova Drabova, Kosicka,
odberové sestryKruzlikovda a Mozolova.

Vznik OKL bol vyhodny najma pre pacientov: rano sa na
OKL odobrala pacientovi kry, internista pacienta vysetril,
urobil EKG a popoludni mal pacient kompletny predopera-
¢ny vysledok HBsAG, HCV, HIV, krvny obraz, krvnu skupinu,
RPR a TPHA. Mal tak ukoncené kompletné predoperacné
vySetrenie a na druhy den rdno pred operaciou mal pa-
cient vdaka velmi dobrej spolupraci s Hematologickou kli-
nikou zaistenu aj konzervu krvi. V tom ¢ase laboratérium
uz Uspesne a intenzivne spolupracovalo s nasledujucimi
institGciami: s UEE SAV, s Ustrednou vojenskou nemocni-
cou (UVN) v Prahe, s Indtitutom klinickej a experimental-
nej mediciny (IKEM) v Prahe, s vojenskymi nemocnicami
(VN) v Plzni, VN v Ceskych Budejoviciach, VN v Olomouci,
VN v Brne, VN v Ruzomberku, VN v Kogiciach, dalej s FU
SAV, Slovenskou zdravotnickou univerzitiou v Bratislave,
s National Institute of Health (NIH) v Bethesde v USA.
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Obr. 6. Uspesnd spoluprdca s National Institute
of Health, Bethesda, USA

S NIH bola nadviazana spolupraca najma s kolegami nosi-
tela Nobelovejceny Dr.J.Axelroda,sDr.Kopinom,
Dr.Goldsteinom,Dr.Eisenhoferom a Dr.Pa-
ca kom. Aj vzhladom na takuto Uzku spolupracu s viace-
rymi institdciami boli moZnosti Uspesne vyliecit pacientov.
Okrem klinickych vySetreni pacientov sa OKL podielalo aj
pri vyskume kozmu v ramci projektu Interkosmos.

Vdaka dosiahnutym UspesSnym vysledkom sa laboraté-
rium mohlo dalej pristrojovo rozvijat. Zakupili sme chla-
denu ultracentrifigu, novy lyofilizator, zariadenie na pa-
pierovu dvojrozmernt chromatografiu, rota¢nu vakuovu
odparku, HPLC systém , Laboratérni pristroje” (1973), kto-
ry sa dal napojit cez kremennd prietokovu kyvetu do spek-
trofotometra Aminco-Bowman. Spolo¢nost Technopol
pomohla zakupit HPLC Waters s elektrochemickym detek-
torom ECD 460, neskor aj detektor Coulochem 3, ¢im nam
umoznili stanovovat hladiny katecholaminov a ich meta-
bolitov v nadobli¢kach potkanov z kozmickej lode v rdmci
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Obr. 5. Niektori ¢lenovia OKL pri prdci a pri gatuldcii
vrchnej laborantke k narodenindm
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Feochromocytdm prof. Breza vybral a bolulofeny na suchy fad
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Obr. 7. Cast feochromocytému bola spracovand na OKL
a ¢ast bola v suchom lade odosland do NIH, Bethesda, USA, kde
bola vykonand imunohistochémia nddoru

projektu Interkozmos. Tieto metodiky sme plne vyuZivali
aj v diagnostike pacientov s hypertenziou, hlavne na sta-
novenie katecholaminov a nefrinov v krvi.

Na oddeleni sme zaviedli uz v roku 1976 vysetrenie
proteinurie pomocou elektroforézy PAGE-SDS (diskovej)
a neskor v ramci vyskumu sme merali proteinuriu aj po-
mocou dvojrozmernej PAGE-SDS elektroforézy. Dovtedy
sa proteinurie analyzovali po zahusteni mocu pomocou
elektroforézy na agardze a farbenim s Coomassie brilliant
blue podla EngliSovej metddy. Pomocou PAGE elektrofo-
rézy a farbenim so striebrom nebolo treba mo¢ zahusto-
vat. Meranie tak bolo mnohondsobne citlivejsie a pomo-
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Katecholaminy a ich metabolity v krvi pomocou
hem 3

Obr. 8. Analyza katecholaminov a metabolitov v krvi metédou HPLC
s elektrochemickym detektorom Coulochem Il
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Obr. 10. Prdca s fazovym kontrastom (horny obrdzok viavo)
a na prietokovom cytometri (horny obrdzok vpravo).
V dolnej Casti obrazku: rozlisSenie glomeruldrnej a non-glomeruldrnej
hematurie prietokovou cytometriou

cou denzitometra aj kvantifikovatelné, bolo mozné presne
zmerat zlozenie bielkovin v moci a presne posudit aj typ
proteindurie.

V OKL sa ako v prvom laboratériu na Slovensku za-
viedlo vysetrenie mocu prietokovou cytometriou pomo-
cou Sysmex UF 50 a neskdér UF 1000 a bolo mozné zistit
o aké erytrocyty v mocdi sa jedna, ¢i o glomerularne, alebo
nonglomerularne. Nahradili sme tak dovtedy pouZivané
meranie pomocou fazového kontrastu.

Klinicka biochémia musi zaistit potrebné a rychle infor-
macie pre lekarov prvého kontaktu, aby bola dosiahnuta
rychla informacia k zakladnému diagnostickému rozho-
dovaniu. V roku 1970, ked sme zacinali, interna kontrola
kvality, externa kontrola kvality, presnost, pravdivost, ne-
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Obr. 9. Metdédy stanovenia proteinov v moci
Vlavo: proteintria pomocou diskovej SDS PAGE elektroforézy, moc bol
zahusteny 100 x, farbenie pomocou Coomassie Blue; vpravo: vysledok
analyzy nativneho mocu pomocou PAGE 8-25, farbenie striebrom

istota merania boli len snom. Kontrolny material si bolo
potrebné v laboratériu vyrobit vo vlastnej rézii. Na konci
merani sa nespotrebované sérum zamiesalo (zistila sa ne-
pritomnost HbsAg), prefiltrovalo cez 0,22 um milipérovy
filter a potom precizne rozpipetovalo po 5 ml do injek¢-
nych ampuliek, vzniknuté alikvoty sa zlyofilizovali, zatavili
a zamrazili. Zmerali sme presné hodnoty jednotlivych pa-
rametrov. Ampulky boli uloZzené v mraznicke pri —20 °C.
Laborantka vybrala kazidy den jednu ampulku, rozpusti-
la v 5 ml redestilovanej vody a analyzovala ju ako beznu
vzorku pacienta, a vysledok vlastne sluzil ako interna kon-
trola kvality laboratdria. Vtedy (1970) neboli kity, vSetko
sa muselo navazovat a roztoky zarabat. Vtedajsie metddy
stanovenia glykémie (o-toluidin, kyselina octova), choles-
terolu (kyselina sirova, anhydrid kyseliny octovej), mera-
nie enzymov endpoint metddou (60 mindtova inkubacna
doba), vapnika titraciou, mineralie pomocou plamenného
fotometra Zeis IIl boli pracné a zd/havé.

Po elektroforéze bielkovin sme jednotlivé frakcie
po naslednom farbeni z papiera vystrihovali. Intenzita far-
by Umerna koncentracii bielkovin sa po extrakcii do meta-
nolu stanovila spektrofotometricky. Vedeli sme stanovovat
katecholaminy a ich metabolity, serotonin a jeho metabo-
lity a to najprv pomocou dvojrozmernej papierovej chro-
matografie, neskdr spektrofluorimetricky na pristroji SPF
Aminco-Bowman a nakoniec pomocou HPLC s elektroche-
mickou detekciou a coulochemickou detekciou.

KedZe laboratérium vykonavalo v ramci Ceskosloven-
ska presnu HPLC diagnostiku feochromocytému, alebo
karcinoidu, bol to dovod, Ze do laboratdria boli posielani
pacienti z celého Ceskoslovenska. Mozno spomenut pa-




Obr. 11. Pristrojové vybavenie OKL v roku 1969

cientov, napr. od prof. Ry b k u zo Zlina, prof. Krezeho
z Lubochne, plk.Bestvinu z UVN v Ruzomberku, prof.
Durackovej aprof. Carskeho z Lekarskej fakul-
ty UK v Bratislave, z UVN v Prahe, od Dr. Vosmika z IKEM
Praha. Vdaka takejto spolupraci sme dokazali za 35 rokov
existencie OKL diagnostikovat 126 pacientov s feochro-
mocytémom a MEN2A syndromom a 7 pacientov s kar-
cinoidom. Vynikajucu spolupracu mozno demonstrovat
aj na jednom z mnohych klinickych pripadov. Dcére nasej
pacientky s MEN2A syndrdmom, Rachel S., sme v labora-
tériu namerali vysoky metanefrin, ale tumor nebolo moz-
né na Slovensku lokalizovat, poZziadali sme o pomoc profe-
sora Pacaka v NIH Bethesda. V NIH diagndzu potvrdili
a po lokalizovani tumoru feochromocytom aj odstranili,
bez ndroku na dhradu poskytnutej zdravotnej starostli-
vosti. Tento fakt tak moze dokumentovat vysokd Uroven
spoluprace s NIH Bethesda a hlavne s prof. Pacd ko m,
ktory bol Slovenskou spolo¢nostou klinickej biochémie
prijaty za jej Cestného ¢lena SSKB.

Vedeli sme posudit, ¢i vischemickej obli¢ke vznika vela
reninu a vedeli sme posudit aj funkciu jednotlivych ob-
liciek pomocou separovaného klirensu. Intravenézne sme
podavali PAH (kyselinu paraaminohippurovd) a inulin.
V jednotlivych vzorkach mocu, ktory sme ziskali z katétrov
zavedenych do jednotlivych uréterov, sme merali klirens
kreatininu, inulinu a PAH a vedeli sme presne posudit
funkciu jednotlivych obli¢iek u pacientov, ktori mali tazku
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Paciontia J B.

Analyza 12.02.1973

Obr. 12. Hlavny metabolit katecholaminov, kyselina
vanylmandlovd (VMK) pomocou dvojrozmernej papierovej
chromatogradfie.

Vlavo: standard 5 ug VMK vpravo koncentrdcia u pacientky J. B.

hypertenziu a vysokd hladinu reninu pri ischemickej obli¢-
ke. V laboratériu bola zavedena aj metodika odberu krvi
z jednotlivych obli¢kovych Zil. Ak bol rozdiel v hladinach
reninu velmi velky, odporucila sa nefrektdomia. Pacientovi
sa po odstraneni ischemickej obli¢ky ,normalizoval” tlak
krvi.

Zaujem o spolupracu s OKL bol velky, od roku 1997
malo laboratérium certifikat GLP (Good Laboratory Prac-
tice) a od roku 2000 aj certifikat podla normy STN EN ISO
15189 pre Medicinske laboratéria. Laboratérium bolo

vyborne vybavené a vysetrovali sme aj mnohé Specialne
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Obr. 13. Dokumentdcia spoluprdce s prof. Pacdkom.
Stanovenie zvysenych hladin nefrinov na OKL, operdcia pacientky
v NIH, Bethesda, USA. Vysledok: feochromocytom, syndrom
MEN-2A, mutdcia Faktor V Leiden

parametre, napr. LP-PLA2, katecholaminy, metanefriny,
homocystein, adiponektin, MCP-1, HSP60, leptin, grelin,
TAS, lipofuscin, serotonin, 5-HIOK, atd' (vid' publikacie).

O uspesnej spolupraci s klinickymi pracoviskami svedci
aj mnozstvo publikacii v domdcich aj zahrani¢nych caso-
pisoch. Spolupraca je velmi doblezita, lebo interna medi-
cina bez biochémie by bola okliestena a to i dnes, ked'si
niektori lekari eSte stale myslia, Ze pre diagnostiku po-
stacuju iba zobrazovacie metddy, napr. echokardiografia,
Holterovo monitorovanie tlaku ¢i EKG, vySetrenie CT a
pod. Nie je to celkom tak, lebo diagnostika napr. MEN2
syndrému bez biochemického a genetického vysetrenia je
neuplna a ¢asto nemozna. Svedci o tom aj pripad pacient-
ky Anny I., ktorej na prestiznej klinike na Floride diagnos-
tikovali infarkt myokardu (IM), ale aZ o rok nato sme na
OKL pri druhom IM dokazali, ze bol spésobeny feochro-
mocytémom, ktory prof. Breza odstranil a pacientka
Zila eSte 23 rokov. Do ordinovania jednotlivych vysetreni
vsak treba zaviest logiku a nespoliehat sa len na vysledky

vysetreni.

ZAVER

Dolezita je potreba edukacie vsetkych laboratérnych
zdravotnickych pracovnikov a potreba intenzivnej spo-
luprace s klinickymi pracovnikmi. Spolupraca s klinikmi

umozni zlepsit vyuZivanie sluZieb laboratdria, eliminovat
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zbytocné vydavky na laboratdornu diagnostiku. Tu je prave
dolezitd spatna vazba od spolupracujucich klinikov. Vacsi-
na laboratérnych skdsok sa vykonava vo vysoko automa-
tizovanych ,,core” laboratdriach, kde su k dispozicii mo-
derné technické prostriedky, ktoré su pouzité na urcenie
klinickej Gcinnosti, efektivnosti, alebo Ucinnosti uskutoc-
novanych preventivnych opatreni, ako aj na zabezpecenie
ekonomického hodnotenia celého procesu. Laboratérni
profesiondli musia mat zodpovedajlice vedomosti, aby
mohli pomdct zlepsit kvalitu a G¢innost zdravotnej starost-
livosti a organizovanim kontrolnych procesov v zdravotnic-
tve zlepsit vyuzivanie testov vo vztahu ku klinickym pro-
cesom. Klinickd biochémia musi zaistit potrebné a rychle
informacie pre lekdrov prvého kontaktu, aby bola dosiah-
nuta rychla informacia k zakladnému diagnostickému
rozhodovaniu a urceniu, ako sa o pacienta postarat. Bio-
chemické testy su Casto potrebné na Specifikaciu tumoru
podla vylu¢ovaného horménu, alebo jeho metabolického
produktu, alebo kontrolu jeho aktivity a liecebného efektu
po operdcii ako aj doZivotny skrining. Biochemické skrinin-
gové testy pomahaju v prevencii, diagnostike ako aj sledo-
vani lie¢ebného procesu mnohych nadorovych ochoreni.
OKL sa vzdy podielalo na rieseni otazok diagnostiky a tera-

pie v uzkej spoluprdci s klinikmi.

Podakovanie

Dovolujem si podakovat vsetkym mojim spolupracov-
nikom a hlavne perfektnym laborantkam, bez ktorych by
sa nepodarilo vysetrenia uspesne realizovat.

Zdroven patri podakovenie vsetkym kolegom a pra-
coviskam, s ktorymi malo OKL pocas celej jeho cinnosti

uspesnu a zmyslupinu spoluprdcu.
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SUHRN

V ¢lanku sa popisuje vznik a vyvoj medicinskych la-
boratarii ako pracovisk odboru laboratérnej diagnostiky
po roku 1993. V kratkosti sa venuje obdobiu transforma-
cie zdravotnictva charakterizovaného ,odstatinovanim“
velkej casti zdravotnickych sluzieb, vratane odborov
laboratdrnej diagnostiky. Popisuju sa etapy privatizacie
laboratérnych sluzieb a vznik kumulovanych pracovisk
laboratdrnej diagnostiky. V suvislosti s privatizaciou sa
pokusam o charakteristiku laboratérnych pracovisk ako
obchodnych spolocnosti, ako aj vyvoja a stavu trhu v ob-
lasti laboratornej diagnostiky.

Klacové slova: laboratérna diagnostika; privatizacia;

vyvoj trhu

ABSTRACT

This article describes formation and development of
medical laboratories as a departments of laboratory di-
agnostic after 1993. Briefly covers the period of transfor-
mation of healthcare which was characterized by ,, dena-
tionalization” of a large part of health services including
laboratory diagnostics. Privatization stages of laboratory
services and formation of consolidated departments of
laboratory diagnostics are described. In connection with
privatization, we characterize the laboratory depart-
ments as commercial companies as well as market de-
velopment in the field of laboratory diagnostics.
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uvoD

Medicinske laboratéria — stru¢ny prehlad vzniku a vy-
voja do roku 1993

Medicinske laboratérid, ako samostatné pracoviskd
nemocnic a poliklinik zacali vznikat ako centralizované
pracoviska na prelome 50 a 60-tych rokov minulého storo-
¢ia vo vtedaj$om Ceskoslovensku. Ich vznik a zriadovanie
si vyziadal celkovy svetovy vedecky vyvoj v oblasti lekar-
skych a prirodnych vied, predovsetkym chémie a biolo-
gie, ktoré prostrednictvom novych fyzikalno-chemickych
metdd analyzy biologického materidlu dokazali poskytnut
Sirokd Skalu informdcii potrebnych v diagnostike a v dife-
rencialnej diagnostike chorob.

Na Slovensku (byvalom Ceskoslovensku) zacali vznikat
rézne centralizované laboratéria, ktoré sa neskor pre-
transformovali na

e oddelenia klinickej biochémie

e oddelenia hematologicko- transfuziologické

e oddelenia klinickej mikrobioldgie

e oddelenia klinickej imunoldgie a alergoldgie

¢ patologicko-anatomické oddelenia

¢ aneskor oddelenia lekarskej genetiky

Na rozdiel od vsetkych okolitych krajin (Polsko, Ra-
kusko, Nemecko, NDR, Madarsko atd’.) a aj v dalsich krajin
zapadnej Eurdpy, kde uz vo vtedajsej dobe bolilaboratérne
sluzby centralizované pod pojmom laboratérna diagnos-
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tika, resp. laboratérna medicina a prislusné laboratdrne
pracoviska boli oznacované ako laboratéria pre laborator-
nu medicinu, resp. laboratérnu diagnostiku, v Ceskoslo-
vensku sa presadil model, ktory pretrval az do prevratu
v roku 1989 a kratky ¢as aj po nom. Laboratdrne pracovis-
ka boli samostatnymi pracoviskami poliklinik a nemocnic
s celou strukturou riadiacich a odbornych pracovnikov. Sa-
mozrejme, vyssie uvedenych pat odbornosti sa do znacne;j
miery vyvijalo izolovane, ¢o mohlo negativne ovplyviovat
nielen efektivitu prace, odbornu profilaciu pracovnikov
v jednotlivych samostatnych odboroch, ale aj ich postgra-
duadlne vzdelavanie.

AZ zmena politického zriadenia a tlaky na ekonomiza-
ciu zdravotnictva, jeho privatizaciu, nutnost zvySovania
kvality a dalsie ekonomicko-politické faktory prispeli k po-
stupnym zmendm, ktorych sme svedkami v tejto oblasti
od roku 1993 dodnes.

Transformacia zdravotnictva na Slovensku
a vznik medicinskych laboratorii

Transformadcia zdravotnictva zacala privatizaciou, eufe-
misticky nazyvanou ,odstatnenim“ celej ambulantnej
sféry, zubnych ambulancii, lekarenskej sluzby a velkodis-
tribucie doddvok 5ZM, zdravotnickej pristrojovej techniky.

Laboratdrne pracoviska stali zo zaciatku bokom priva-
tizacnych snah, pretoze rézne typy medicinskych labora-
torii boli integralnou sucastou zdravotnickych zariadeni,
predovietkym nemocnic a poliklinik vSetkych typov a ich
,vynatie — delimitacia“ z organizacnej Struktury tychto
samostatnych pravnych subjektov bolo z legislativneho
hladiska velmi komplikované az nemozné. Nakoniec mys-
lienke privatizacie laboratérnej mediciny, ako ju pozname
dnes, neboli nakloneni ani samotni predstavitelia vtedaj-
Sich profesnych organizacii a odbornych spolo¢nosti, ktori
nevyvinuli, az na malo vynimiek, Ziadny tlak ani aktivitu
v tomto smere. ,Osvietenej$i” riaditelia zdravotnickych
zariadeni videli v ziskovych laboratdriach prinos pre eko-
nomiku zariadenia, ti ini sa snazili vynosy laboratorii vyu-
Zivat na vykrytie strat stratovych oddeleni.

Je priznacné, Zze prvé sukromné laboratéria zaca-
li vznikat v poliklinickej sfére, kde uz pésobili rézne typy
sukromnych zdravotnickych subjektov (ambulantni lekari,
stomatoldgovia, ambulantni Specialisti, lekarne, vydajne
a pod.) a ich existencia nevyvolavala pocit ,,cudzieho” te-

lesa v systéme.
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Etapy privatizacie laboratérnych sluzieb
a ,vznik” laboratérnej mediciny

Privatizdcia poliklinickych laboratornych pracovisk

Privatizdcia poliklinickych laboratdrnych pracovisk
sa datuje do obdobia druhej polovice poslednej dekady
minulého storocia, kedy vznikaju prvé sukromné labora-
térne pracoviska poskytujuce svoje sluzby predovsetkym
v ambulantnej sfére. Klientmi tychto laboratdrii sa stali
sukromni vSeobecni lekari, ambulantni Specialisti a pod.

Jednym z prvych ,odstatnenych” zdravotnickych za-
riadeni sa stalo Diagnostické centrum Reimanus s.r.o.
MUDr. Hollého v PreSove —Sekcéove, ktoré vzniklo ako
prva privatna poliklinika spolu s laboratériom pre klinicku
biochémiu a hematoldgiu.

V PresSove vznika v roku 1995 , na zelenej luke” jedno
z prvych pracovisk laboratérnej mediciny ako Analyticko-
-diagnostické laboratérium s.r.o. (ADL) RNDr. Kuzmovej
realizujuce biochemické, hematologické a imunologické
analyzy pre ambulantnu sféru.

V roku 1996 v Bratislave zaklada svoje mikrobiologické
laboratérid MUDr. Hanzen ako spoloénost HPL spol. s . o.

V Martine zaklada MUDr. Pirek spolo¢nost Pharm-
swiss a. s., ktora zacina prevadzkovat sikromné laborato-
rium v Ruzomberku — Podhore a ktora sa neskor pretrans-
formuje na Alpha medical s. r. 0., v kratkej buducnosti
jedného z najvacsich poskytovatelov laboratérnych slu-
Zieb na Slovensku.

V roku 1997 zacinaju v KoSiciach samostatnu prevadz-
ku spolo¢nosti MEDY s.r.o. MUDr. OleksSdaka, RIA la-
boratériums.r.o. PharmDr.Z emberov ej, aBIO-HEM
s.r.o.Ing.Maximovej.

Na zdpadnom Slovensku a v Bratislave za¢ina pdsobit
spoloénost Medirex s. r. 0., ktoru zaklada a vlastni MUDr.
Bardun vPezinku a ktord postupne rozsiruje svoju po-
sobnost v oblasti poliklinickych laboratérnych sluzieb na
tzv. izemné polikliniky v Bratislave a na blizke okolie Brati-
slavy, kde zacina poskytovat laboratérne sluzby v klinickej
biochémii a hematoldgii. Neskor priebezne vznikali suk-
romné laboratérid v Trnave, Piestanoch, Nitre, Banskej
Bystrici, Lucenci, Rimavskej Sobote, TrebiSove, Michalov-
ciach a inde.

Nemocnicné laboratorne sluzby

Relativne dlho odoldvali zaujmom ,nestatneho” biz-
nisu v tejto oblasti. Privatizacii nemocni¢nych laboraté-
rii zo zacCiatku branila do urcitej miery legislativa, zna¢na




averzia vo i privatizacii na strane — primarov nemocnic-
nych laboratdrnych oddeleni a skuto¢nost, Ze tieto praco-
viska boli organickou stic¢astou nemochnic, ktorych ,, delimi-
tacia“ do sukromnej sféry nardzala aj na odpor samotnych
nemochi¢nych manazmentov.

Priaznivejsi vyvoj pre ,odstatiovanie” nemocnicnych
laboratérnych sluzieb nastava v priebehu prvej dekady to-
hoto storocia. Paradoxne ho mohol spdsobit urcity stupen
technologického Upadku tychto laboratérii ako aj ich upl-
né podfinancovanie zo strany vrcholového manaimentu
nemochic, ktoré mohlo vyplyvat z celkového podfinanco-
vania slovenského zdravotnictva ako celku. Mnohi riadi-
telia nemocnic pravdepodobne nepochopili, Ze laboraté-
rid, ktoré su predovsetkym poskytovatelia medicinskych
informacii pre diagnostiku, pracuju podobne ako ,vyrob-
né“ podniky a ich produktom su vysledky. Ignorovali fakt,
Ze tieto laboratdria, napriek ich ekonomickej rentabilite,
potrebuju pre svoju ,produkciu” financie na ,suroviny”
(diagnostické sety, laboratérnu techniku). Nevhodnymi
zdsahmi do ekonomiky tychto laboratérii prispeli k ich
upadku a tak urychlili proces ich ,,odstatnenia”

So skusenostami z prevadzkovania bratislavskych
poliklinickych laboratérii spolo¢nosti Medirex, zaklada
MUDr.Bardun spartnermiav spolupraci s manazmen-
tom Fakultnej nemocnice L. Pasteura v KoSiciach akciovu
spolo¢nost LABMED a.s., ktora vznika v roku 2003 deli-
mitaciou oddelenia klinickej biochémie a hematologické-
ho oddelenia a ich organizaénym vy¢lenenim z pracovisk
Fakultnej nemocnice L. Pasteura. Vznika tak prvé velké
sukromné nemocni¢né pracovisko laboratérnej medici-
ny, ktorého denna kapacita v tej dobe obnasa odhadom
do 1000 vzoriek. Rychlo sa rozvija a zvySuje svoju kapacitu
v dbsledku intenzivneho marketingu zameraného najma
na ambulantnu sféru, kde ponuka rychle a kvalitné labo-
ratérne sluzby. RozSiruje svoju ponuku aj najma v oblasti
cytologickych a histologickych vySetreni.

V tomto obdobi vznika tiez vyclenenim oddelenia
klinickej mikrobiolégie vo Fakultnej nemocnici L. Paste-
ura v Kosiciach, spolo¢nost AVILAB s.r.o. MUDr. Sz 6-
vényiovej.

V Kosiciach ,,odskudsany” model vzniku sukromnych
nemocni¢nych pracovisk laboratérnej mediciny reali-
zuje MUDr. Bard un aj v Bratislave, kde vznikd velké
zli€ené pracovisko klinickej biochémie vo FN na Micz-
kiewiczovej ulici a v Nemocnici s poliklinikou v Ruzinove.
Medirex v roku 2014 zaclefiuje do skupiny a.s. LABMED
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v Kosiciach, postupne pohlcuje mikrobiologické labora-
téria HPL s. r. 0., r6zne cytologické, genetické a r6zne iné
Specializované pracoviska, aby v Uzkej spoluvlastnickej
spolupréci s nemeckou sietou laboratérii Dr. Hansa Jako-
ba Limbacha po niekolkych rokoch vytvoril MEDIREX
Group —jednu z najvacsich privatnych laboratérnych sieti
na Slovensku.

Do procesu ,,odStatiovania“ nemocni¢nych laborator-
nych sluZieb sa zapojila i spoloénost INTES Poprad, v. 0. s.,
ktord sa zaoberala okrem iného aj dovozom zdravotnickej
a laboratdrnej techniky a diagnostik. Formou tzv. strate-
gického partnerstva vytvarala s odbornymi manazérmi
laboratérii okresnych nemocnic spolo¢nosti s ru¢enim
obmedzenym. Ti sa totiz stavali spolo¢nikmi a/alebo od-
bornymi garantmi a zarucovali ich odborné vedenie, kto-
ré vyzadovala prislusnd legislativa. Vzniklo tak odhadom
15 az 20 rozne velkych laboratorii (hlavne klinickej bio-
chémie a hematolégie) od vychodného aZ po zapadné
Slovensko a Bratislavu, ktoré sa neskor predali do rozpi-
najucej sa spolo¢nosti Alpha medical s. . 0. Nech bol amy-
sel vlastnikov tejto spolocnosti akykolvek, vysledkom ich
niekolkoro€nych akvizi¢nych sndh bola velka slovenska
laboratdrna siet, ktort po desiatich rokoch Uspesne pre-
dali medzinarodnému konzorciu UNILABS, za niekolko sto
milidénov eur, ktoré prevadzkuje tuto siet v si¢asnosti.

V roku 2002 je zaloZend spoloénost KLINICKA BIOCHE-
MIA s.r. 0. so sidlom v Ziline, ktora zacala prevadzkovat
medicinske laboratérium Zilinskej nemocnice a postupne
rozsirila svoje pdsobenie na oblast severného a severo-
zapadného Slovenska od Popradu, cez Liptovsky Mikulds
aZz na Kysuce a Trencin.

V roku 2005, ako poslednad, vstupuje na trh aj spoloc-
nost SYNLAB Holding Austria GmbH so sidlom vo Viedni,
ktora prostrednictvom SYNLAB Slovakia s. r. 0. v spolupraci
s manazmentom pracoviska a nemocnice prebera pod svo-
ju &innost delimitované pracovisko klinickej biochémie
a hematoldgie vo FNsP ak. Dérera na bratislavskych Kra-
maroch. V rokoch 2008 az 2012 preber3, resp. kupuje me-
dicinske laboratdria vo FN Presov, mikrobiologické labora-
torid spolocnosti Avilab a niektoré poliklinické laboratéria
v Kosiciach. V sucasnosti prevadzkuje sedem laboratér-
nych pracovisk nielen vo velkych univerzitnych nemocni-
ciach v Bratislave a v PresSove, ale aj niekolko poliklinickych
pracovisk v KoSiciach a na zapadnom Slovensku.

Z hladiska popisaného vyvoja privatizacie je zaujimavé
sledovat na Obr. 1 vznik a zanik samostatnych sikromnych
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Odhad podtu samostatnych medicinskych laboratérii -
stikromnych obchodnych spolo¢nosti v rokoch 1995a% 2018
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Obr. 1. Odhad poctu samostatnych poskytovatelov —
samostatnych pravnych subjektov. Zdroj: FinStat, n. d.
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Obr. 2. Vyvoj finanénych trZieb styroch laboratornych
sieti od roku 2011. Zdroj: FinStat, n. d.

Laboratérne siete - lzemné rozlozenie pracovisk
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Obr. 3. Schematické zndzornenie iizemného rozloZenia pracovisk styroch laboratornych sieti. Stav v roku 2018.
Zdroj: Klinickd Biochémia, n.d., Medirex, n.d., Synlab Slovakia, n.d., Unilabs Slovensko, n.d.

laboratérii v priebehu uplynulych viac ako dvoch dekad.
V tzv. ,,zakladatel'skej” faze (1995-2004) narasta pocet su-
kromnych laboratdrii, kulminuje v intervale 2005 az 2008
a v dalSom obdobi klesa v désledku akvizi¢nej ¢innosti vel-
kych hracov.

V sucasnosti, zda sa, je ,odstatnovanie” laboratér-
nych medicinskych sluZieb v itlme. Manazmenty $tatnych
a MZ SR spravovanych nemocnic a Ustavov pravdepodob-
ne pochopili, Ze ekonomicky odborne riadené laboratéria
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mézu prinasat pozitivne hospodarske vysledky podobne
ako v privatnom sektore. Mnohé nemocni¢né zariade-
nia na Slovensku si bud’ nechavaju vo svojej organizacnej
Strukture laboratdrnu diagnostiku, alebo si laboratérne
sluZby objedndvaju v sukromnej sfére mimo vlastného
zdravotnickeho zariadenia.

Na Obr. 2 je zndzorneny vyvoj trzieb Styroch najvacsich
laboratérnych sieti od roku 2011. Ich hospodarske vysled-
ky su pravidelne uverejiiované od roku 2009.




Trzby samostatnych sukromnych laboratorii

16 -
14
5 12 L
E 10 //
. 8
ﬁ 6 ,—-’”‘ a
2
2 4 . = = —
2 E— 3 ———
'0 T T T T T T T T T T 1
2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

——AnalytX sro.
RIA LABORATORIUM s.r.0.
——CYTOPATHOS spol. sr.0.

—a— ADL a ambulancie s.r.o.

Laboraténia Piestany s.1.0.
——SK-LAB. s.r.0.

Obr. 4. Vyvoj finanénych triieb styroch laboratornych sieti od roku 2011. Zdroj: FinStat, n. d.

Z pohladu na Obr. 2 sa zradi ista rivalita oboch vel-
kych sieti — Medirex Group a UNILABS Group. Vzostup
ich trzieb bol podmieneny hlavne masivnou akvizi¢nou
a investi¢nou ¢innostou krytou bankovymi Gvermi. Roky
2017 aZ 2018 sa javia ako platd, ktoré je pravdepodobne
zapricinené ,vyprazdnenim rybnika“ Pre vlastnikov a ma-
naiment spolo¢nosti Alpha medical s. r. 0. bol pravde-
podobne tento bod najvyhodnejsi na predaj spolocnosti
zahrani¢nému konzorciu UNILABS.

Medirex Group nadalej pésobi ako najvacsia labora-
térna siet a bude iste zaujimavé sledovat jej buduicnost na
slovenskom laboratérnom trhu.

Vyvoj dvoch mensich sieti ovplyvnil pravdepodobne
neskorsi a menej razantny vstup na trh, velmi obmedzené
akvizi¢né moznosti a mozno aj nechut manazmentov ma-
sivnejsie investovat. Vysledkom je len mierny narast trzieb
u skupiny Klinicka biochémia s. r. 0. na Urovni okolo 20 mil.
eur/ro¢ne a uplne horizontalny priebeh trZzieb u spoloc¢-
nosti Synlab Slovakia s. r. 0. priblizne do 15 mil. eur ro¢ne
(Obr. 3).

Roky 2020 a 2021 nie je mozné z tohoto hladiska se-
ridzne hodnotit, kedZe tieto roky spadaju do obdobia pan-
démie Covid-19 a podobné trzby sa v buducnosti pravde-

podobne odakavat nedaju.

Medicinske laboratoria — ako obchodné spolocnosti
Sukromné medicinske laboratéria posobia v sloven-

skom verejnom zdravotnictve ako obchodné spoloc¢nosti.
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ako akciové spolo¢nosti—samostatné pravne subjekty.
Najvacsie z tychto spolocnosti su vyssie zmienené labo-
ratérne siete. Okrem nich ale na Slovensku stale pdsobia
a poskytuju svoje sluzby pracoviska, ktoré su na trhu vyse
20 rokov a ktoré dokazu odolavat r6znym ekonomickym
a konkurenénym tlakom v neprajnom podnikatelskom
prostredi.

Cely rocny objem trzieb tychto laboratérii pochadza,
az na malé vynimky, z platieb za vykony v odboroch labo-
ratérnej diagnostiky.

Obr. 4 poskytuje pohlad na vyvoj ro¢nych trzieb tychto
pracovisk za poslednych 10 rokov.

Ako je z Obr. 4 zrejmé skupine tychto laboratdrii v prie-
behu poslednej dekady rocné trzby , opatrne” rastu, resp.
stagnuju. Z vlastnej podstaty vSak zostavaju oscilovat
v rozmedzi 2 az 6 mil. eur roc¢ne co ich vlastne zaraduje
do skupiny ,,malych” laboratérii. Opat neberieme do Gva-
hy trend rokov 2020 a 2021, ktory bol velmi Specificky
z dévodu pandémie Covid-19.

Vacsina tychto sukromnych laboratérii dlhodobo
a pravidelne vykazuje pozitivne hospodarske vysledky.

Dalsia skupina poskytovatelov sa nachadza v rdznych
typoch zdravotnickych zariadeni vratane statnych nemoc-
nic a Ustavov, sukromnych nemocnic, neziskovych organi-
zacii a poliklinik, ktorych organickou suéastou su aj pra-
coviska laboratdrnej diagnostiky. Ich separatne trzby vsak
nie su zrejmé z Uctovnych uzavierok ani z koncepcie vy-
rocnych sprav, takze ich nemozZno hodnotit v ramci jednej

homogénnej skupiny pracovisk.
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Obr. 5. Odhad percentudlneho podielu jednotlivych poskytovatelov
laboratodrnej diagnostiky v roku 2013 a 2017

Odhad % podielu na celkovom objeme trhu

2013 2017
(%] (%]
Samostatné sukromné siete
P . . 61 70,1
a ostatni sukromni poskytovatelia
Nemocnicni poskytovatelia1) 37 28,5
Polikliniky a Spec. ambulantna sféra 2 1,5

Szalayova a Muzik (2014) zaviedli rozdelenie
laboratérnych pracovisk na tri skupiny:

¢ Samostatné sukromné siete a ostatni sukromni

poskytovatelia

e Nemocnicni poskytovatelia*

¢ Polikliniky a Specidlna ambulantna sféra

Vo svojej studii sledovali relativny podiel trzieb r6znych
typov poskytovatelov laboratérnej diagnostiky v roku
2013. Cast ich zisteni je zndzornena v nasledujicom grafe
a tabulke. Hun kova (2018) vo svojej ostatnej analyze
uvadza, Ze aj pri klesajucom trende nakladov troch sloven-
skych zdravotnych poistovni, ich naklady na laboratérnu
diagnostiku predstavovali v roku 2017 spolu 249,6 mil. eur
(FinStat, n. d.). Ak vychadzame z predpokladu, Ze nakla-

*Vsetci nemocniéni poskytovatelia vratane $tatnych nemocnic
a ustavov, sukromnych nemocnic a poliklinik, ktorych organickou
sucastou su pracoviska laboratdrnej diagnostiky.
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Podiel trzieb stikromnych laboratoni podla vlastnictva
(2021)

O Zahraniéni B Tweemski

Obr. 6. Rozdelenie trzieb medzi sikromnych tuzemskych
a zahrani¢nych vlastnikov v roku 2021

dy poistovni tvoria Uhrady vykonov, potom tieto naklady
predstavuju financie poskytnuté zdravotnymi poistovia-
mi vSetkym slovenskym pracoviskam z oblasti laborator-
nej diagnostiky a teda finanény objem slovenského trhu
laboratérnej diagnostiky.

Nase odhady z roku 2017 vychddzaju z publikacie Hun-
kovej (2018) a z medializovanych dat (FinStat, n. d.).

V sulade s vyvojom trzieb sukromnych laboratérii (vid'.
Obr. 2 a 4) vzrastol v priebehu Styroch rokov ich podiel na
trhu o temer 10% na ukor nemocniénych poskytovatelov
a poliklinik (Obr. 5).

Udaje v Obr. 5 pochadzaju za rok 2013 od Sz a-
layovej a Muzika(2014) a za rok 2017 z publikacie
Hunkovej (2018). V obdobi rokov 2018 a 2019 nevykazuju
trzby sukromnych poskytovatefov nijaké vyznamné na-
rasty a preto sa da predpokladat, Ze stav z roku 2017 pre-
trvdval v podstate aj v dalSom obdobi. Roky 2020 a 2021
nie je mozné z tohoto hladiska seriézne hodnotit, kedZze
tieto roky spadaju do obdobia pandémie Covid-19 a po-
dobné trzby sa v buducnosti pravdepodobne odakavat
nedaju.

Pri sledovani vyvoja laboratérnej diagnostiky v suvis-
losti s jej privatizaciou, stoji za zmienku pohlad na vlast-
nicke vztahy tychto pracovisk.

Samostatné sukromné laboratdrne siete a samostatné
sukromné laboratérid vlastnia tuzemski i zahrani¢ni vlast-
nici (Obr. 6., druh vlastnictva —Zdroj: Finstat, n.d.) Z ve-
rejne dostupnych zdrojov vyplyva, Ze z celkového objemu
trzieb 311,5 milidnov eur sukromnych laboratérii v roku
2021, 60 % trzieb inkasuju laboratérne siete zahranic¢nych
vlastnikov. Skupine tuzemskych vlastnikov sikromnych la-
boratérnych sieti a sukromnych laboratdrii zostava 40 %
trzieb. Udaje st spracované na zaklade hospodarskych vy-
sledkov z roku 2021.




ZAVER

Vyvoj laboratérnej diagnostiky na Slovensku zazna-
menal za poslednych tridsat rokov znac¢ny pokrok. Prvé
sikromné laboratdria zacali velmi opatrne vznikat v pod-
state z iniciativy ich vtedajSich $éfov, ktori nemali nijaku
odbornu predpripravu na ekonomické riadenie. Niektori
to povazovali skor za osobnu vyzvu a postupne sa zacali
zaplietat do neprehladnej pavuciny vznikajucich a neusta-
le sa meniacich predpisov, osobnych vztahov a zavislosti.
Mnohi po ¢ase zistili ndaro¢nost riadenia malého rodinné-
ho podniku, ktory asi, najméa spociatku, ani nemusel byt
tak ekonomicky lukrativny.

SubeZne s procesom privatizacie medicinskych labo-
ratérii (klinicka biochémia, hematoldgia, mikrobioldgia
atd’) vSak vznika a silnie iny proces - realizovany skupinou
podnikatelov, ktori az na vynimky, nemaju nijaké odborné
vzdelanie laboratdrneho smeru. Maju v3ak financie, vplyv
a kontakty. Su to obchodnici, ktori si spocitali ekonomic-
ky potencial laboratérnej diagnostiky a vyuZijuc situdciu
a kontakty v manaZmentoch nemocnic, postupne ,vy-
viedli“ laboratérne sluzby z pdsobnosti nemocnic na viet-
kych odbornych drovniach, od univerzitnych az po malé
okresné nemocnice. Ani jedna sikromna laboratérna siet
na Slovensku nevznikla ,na zelenej Itke ale ich jednot-
livé pracoviska boli postupne a cielavedome skupované
od majitefov uz sprivatizovanych malych laboratérii, ale-
bo boli ,delimitované” z nemocni¢nych laboratérnych
pracovisk. V dosledku toho, Ze sa laboratdrne siete stali
velkymi podnikmi, ktorych trzby sa pohybuju v desiatkach

miliénov eur rocne, su predmetom medzinarodnych akvi-
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zicii, a vacsina profitu sukromnych slovenskych laboratorii
smeruje dnes k zahrani¢énym vlastnikom a k ich zahranic-
nym beneficientom.

Mozno povedat, Ze privatizacia laboratdrii a spéjanie
jednotlivych odborov laboratérnej diagnostiky do jedného
organizacného celku by malo zndsobovat potencionalne
moznosti ekonomického rozvoja laboratérii aj odborného
rastu pracovnikov v tomto odbore. Ci tomu tak bude a ¢i
je tento vyvoj, ktory prindsa aj mnohé rizika, vyhodny pre
slovensku laboratérnu diagnostiku to ukaze buducnost.
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SUHRN

Neurodegenerativne ochorenia zahfnaju Siroku ska-
lu stavov, ktoré su vysledkom progresivneho poskode-
nia buniek a drah a struktur nervového systému, ktoré
si nevyhnutné pre mobilitu, koordinaciu, vnimanie
¢i kogniciu. Neurodegenerativne ochorenia postihuju
milidny ludi na celom svete. Napriek zavaznej progresii
a dlhodobom trvani doposial neexistuje Ziadny spolah-
livy diagnosticky nastroj, ktory by dokazal stanovit diag-
ndézu v rannom 5tadiu ochorenia, kedy je e$te moZnost
zvratit alebo aspor spomalit priebeh ochorenia. Rov-
nako doposial neexistuje ucinny liek na vacsinu tychto
zloZitych neurologickych ochoreni. Metabolomika patri
v sucasnosti k intenzivne vyhladdavanym diagnostickym
nastrojom, pretoZze metabolity a ich koncentracie pria-
mo odrazaju zakladnu biochemicku aktivitu, stav buniek
a tkaniv a teda celkovy momentalny fenotyp organizmu.
Vzhladom na to, Ze koncentracie volnych metabolitov
ovplyviiuji a st ovplyviiované rychlostou metabolickej
reakcie, je metabolicky profil ,,odtlackom“, ktory posky-
tuje pohlad na in vivo enzymaticku aktivitu organizmu. V
bioldgii sa zameriava na objasnenie dynamiky metabo-
lickych drah a odhalovanie komplexnych molekularnych
mechanizmov prebiehajlicich v zdravom aj patologickom
tkanive/organizme. V tejto praci poskytujeme zaklad-
ny prehlad o metabolickych zmenach, ktoré nastavaju
pri vybranych neurodegenerativnych ochoreniach.
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ABSTRACT

Neurodegenerative diseases include a wide range of
conditions that result from progressive damage of the
cells, pathways, and structures of the nervous system
that are essential for mobility, coordination, perception,
or cognition. Neurodegenerative diseases affect millions
of people over the world. Despite a rapid progression and
a long-term duration, there is still no reliable diagnostic
tool that could establish a diagnosis in the early stages
of the disease, when there is still a chance to reverse or
at least slow down the course of the disease. Likewise,
there is still no effective cure for most of neurological
diseases. Metabolomics currently belongs to the most
intensively studied diagnostic tools because metabolites
and their concentrations directly reflect the biochemical
activity and the state of cells and tissues, and thus the
overall current phenotype of the organism. Since the
concentrations of free metabolites affect and are affect-
ed by the rate of the metabolic reaction, the metabolic
profile is a ,fingerprint” that provides insight into the
in vivo enzymatic activity of the organism. It focuses on
clarifying the dynamics of metabolic pathways and re-
vealing complex molecular mechanisms running in both
healthy and pathological tissue/organisms. In this work,




we provide a basic overview of the metabolic changes,
that occur in selected neurodegenerative diseases.

Key words: neurodegeneration; neurodegenerative

disease; metabolism; biomarker

Neurodegenerativne ochorenia

Pri neurodegenerativnych ochoreniach charakteris-
ticky dochadza k progresivnej strate populacii neurénov,
¢o je v kontraste so statickymi stratami neurénov v do-
sledku metabolickych alebo toxickych poruch. Takéto
choroby sa mézu klasifikovat podla primarnych klinickych
znakov, anatomického rozlozenia neurodegeneracie ale-
bo podla hlavnych molekuldarnych abnormalit (Dugger,
Dickson, 2017). Je ich mozné klasifikovat podla klinic-
kych prejavov, pricom najbeznejsie su poruchy extrapyra-
midalneho a pyramidalneho pohybu, kognitivne poruchy
a poruchy spravania. Zvycajne su definované Specifickou
akumulaciou proteinov a anatomickou zmenou. Pocas
nich dochddza k mnohym procesom spojenym s progre-
sivhou neuronalnou dysfunkciou az smrtou neurdnov, ako
je proteotoxicky stres a jeho sprievodné abnormality v
ubikvitin — proteazomalnych a autofagozomalnych systé-
moch, oxidacny stres, programovana smrt buniek ¢i za-
pal neurénov (Evidente etal, 2011, Armstrong
etal., 2013, Dugger etal, 2014). V sucasnosti vsak
nie st zname diagnostické biomarkery, s vynimkou zried-
kavych pripadov, pomocou ktorych je mozné preukazat,
Ze pricinou je genetickd mutacia (G hasemi, Brown,
2018, Hinz, Geschwind, 2017). Specifické biomar-
kery in vivo, vratane markerov biofluidného a molekular-
neho zobrazovania, su preto hlavnou prioritou si¢asného
vyskumu (Johnson etal., 2016, Seeley, 2017). Pre ich
komplexné porozumenie je potrebné aktivitu centralnej
nervovej sustavy (CNS) vnimat ako koordinovanu interak-
ciu molekularnych sieti r6znych oblasti mozgu. Funkéna
uloha a vlastnosti mozgovych oblasti su synergické a kom-
plementdrne, ale nie su linearne zavislé, ¢o si vyZzaduje ich
objasnenie a interpretdciu pristupmi systémovej bioldgie.
Vysoko kvantitativna povaha ,,omickych” studii posuva vy-

skum mozgu vpred (Association etal., 2013).

Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (Parkinson’s disease, PD) je
progresivna neurologicka porucha postihujuca priblizne
1 % ludi vo veku nad 60 rokov (deLau,Breteler, 2006,
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Havelund etal, 2017b), charakterizovana stratou
velkého poctu motorickych a nemotorickych funkcii, kto-
ré moézu ovplyvnit fungovanie ¢loveka v réznom rozsahu
(Jankovic, 2008). Existuju 4 hlavné znaky PD: tremor
v pokojovom stave, rigidita, akinézia alebo bradykinézia
a posturalna nestabilita (J a n k o vi ¢, 2003). Diagnéza PD
sa momentalne opiera najma o klinické priznaky, anam-
nézu a reakciu na dopaminergnu liecbu, ¢o vedie vo vyso-
kej miere k chybnej diagndze v klinickej praxi (Nagesh
Babu etal, 2018, Rizzo etal, 2016). Okrem toho
klinické prejavy pacientov s PD znacne zaostavaju za pa-
tologickym stavom zmeny mozgu (Trezzi etal., 2017).
Preto je velkd vyzva najst vhodné markery, ktoré by po-
mohli spolahlivo ur¢it diagndzu v ranom $tadiu ochorenia.
KedZe PD je multifaktorialna choroba, je pravdepodobné,
Ze k jej patogenéze moze prispievat viacero mechanizmov.
Aj napriek desatrociam vyskumu stale nie je zakladna etio-
patogenéza PD Uplne objasnend. Vzhladom na nedostatok
znalosti o mechanizmoch, ktoré reguluji nastup a progre-
siu patoldgie choroby, sa vyvijaju nové pristupy zamerané
na objavenie konkrétnych biomarkerov, ktoré ponukaju
presnejsiu diagnostiku a lepSie monitorovanie progresie
PD. Okrem toho, identifikacia spolahlivych markerov by
mohla viest k vyvoju novych liekov, ¢o by mohlo zvratit

neurodegeneraciu a progresiu PD (Shao, Le, 2019).

Metabolomické studie pacientov
s Parkinsonovou chorobou

Vacsina metabolomickych studii sa vykonava pouzitim
vzoriek krvnej plazmy alebo séra. Je to pravdepodobne
v dosledku svojej minimalnej invazivnej povahy a rela-
tivne lahkej dostupnosti vzoriek krvi (Shao, Le, 2019).
Rozdiel v metabolitoch medzi pacientmi s PD a kontrolami
mozno zhrnut do skupin aminokyselin (AMK), mastnych
kyselin, acylkarnitinov, lipidov, purinov, organickych ky-
selin a cukrov, ktoré su sucastou metabolizmu amino-
kyselin s rozvetvenym retazcom (BCAA), metabolizmu
tryptofanu, lipidov, energetického metabolizmu, metabo-
lizmu purinov a oxidaéného stresu/cesty redoxnej home-
ostazy. V poslednej dobe Studie preukazali tiez dysregu-
laciu v metabolickej drahe kynureninu u pacientov s PD
(Chang etal., 2018, Han et al., 2017). Vela biologickych
a klinickych studii tiez uvadza urat ako slubny biomar-
ker pre vyhodnotenie rizika, diagnostiky a progndézy PD.
V cerebrospinalnom moku (CSF) aj krvi u pacientov s PD

bola objavena vyrazne zvySend hladina mocoviny v porov-
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nani s kontrolami (Ascherio etal, 2009, Cipriani
et al., 2010). AvSak vysoka hladina mocoviny mozZe tiez
naznacovat pomalsi priebeh choroby (Cipriani etal,
2010, Schwarzschild etal., 2008). Ako doblezity
endogénny antioxidant, moze jej vysoka hladina prispiet
k boju proti oxidacnému stresu u PD (van der Brug
et al., 2015). Zaroven hladina N8-acetyl spermidinu méze
byt prediktivnym markerom pre fenotyp rychlej motoric-
kej progresie, ktory moze poskytnit novu stratégiu na od-
dialenie alebo spomalenie progresie PD (Roede etal.,
2013). Z metabolomickych zisteni tiez vyplyva, Ze plazma-
tické metabolické profily serinu, purinu, mastnych kyselin,
polyaminov a metabolitov, asociovanych s metabolizmom
tryptofanu, vykazuju vysoku koreldciu s progresiou PD
(Chang etal.,, 2018, Havelund etal., 2017a). Vzhla-
dom na lahku dostupnost a neinvazivny postup su vzor-
ky mocu taktieZ idealnym zdrojom pre analyzy. Studie PD
v moci boli zamerané predovsetkym na hodnotenie mar-
kerov oxidacného stresu (Sato etal., 2005, Bolner
etal.,, 2011, Hirayama etal, 2011). Vystavenie reak-
tivnym a oxidaénym druhom moézu byt bazy DNA hydroxy-
lované a oxidované. 8-hydroxy-2-deoxyguanozin (8-hyd-
roxy-2-deoxyguanosine, 8-OHdG) a 8-hydroxyguanozin
(8-hydroxyguanosine, 8-OHG) sl dva z najvyznamnejsich
DNA (Gmitterova etal,
2009). Vysledny 8-OHdG sa mozZe vylucit mocom bez dal-

produktov poskodenia

Sieho metabolizmu, ¢o sa povaZuje za ukazovatela oxi-
da¢ného poskodenia DNA (Bolner etal., 2011). Studie
preukazali zvySené hladiny 8-OHdG v substantia nigra
mozgu (A la m et al., 1997) ako aj v sére a CSF u pacientov
sPD (Kikuchi etal., 2002). Okrem toho vykazuje uro-
ven 8-OHdG v moci postupné zvySovanie s postupujicou
PD, ¢o naznacluje, Ze mdze byt uzitocnym markerom pre
sledovanie progresie ochorenia (Sato et al., 2005).

Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (Alzheimer’s disease, AD) je
najcastejSou formou dusevnej poruchy ludi v neskorSom
veku (Selkoe, 2001). Predpoklada sa, Ze v najblizsich
50 rokoch sa jej prevalencia strojndsobi [194]. Ide o chro-
nické neurodegenerativne ochorenie, ktoré sa ¢asto zacina
pomaly a nendpadne a postupom ¢asu sa prudko zhorsuje
(Burns,Iliffe, 2009, Me nd ez 2012). Najbeznejsim
skorym priznakom su problémy so zapaméatavanim ne-
davnych udalosti. Ako choroba postupuje, medzi priznaky

sa postupne pridavaju problémy s recou, dezorientdcia,
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zmeny nalady, strata motivacie, nezvladanie starostlivosti
o seba a problémy so spravanim (Burns, | 1iffe, 2009).
Postupne sa stracaju telesné funkcie, co nakoniec vedie
ksmrti(Amanzadeh etal., 2019). Aj ked sa rychlost
progresie moze znaéne menit, typicka dizka Zivota po sta-
noveni diagndzy je 3-9 rokov (Todd etal, 2013). AD
ovplyviiuje CNS, ¢o vedie k destrukcii a atrofii mozgovej
koéry, a to najma v tych oblastiach, ktoré sivisia s men-
talnymi funkciami (Francis etal., 1999). Klinicky je AD
charakterizovana pritomnostou intracelularnych neuro-
fibrilarnych spleti zloZzenych z hyperfosforylovanych tau
proteinov (Grundke-lgbal etal, 1986) a peptido-
vych agregatov vo forme exracelularnych amyloidovych
plakov(Jarrett etal. 1993) a amyloidovych infiltratov
v mozgovej vaskulatire (Suzuki et al., 1994). Tieto for-
macie sa povazuju za kluc¢ové faktory pri neuronalnej dys-
funkcii a smrti buniek (Calissan o etal., 2009). Dalimi
neuropatologickymi znakmi AD su strata a/alebo dysfunk-
cia synapsii, znizeny metabolizmus neurdnov a strata via-
cerych neurotransmiterovych systémov (Selk o e, 2001.
Ako choroba postupuje do kortikalnych oblasti mozgu,
zhorsuje sa dlhodoba pamat a bezné schopnosti vratane
sémantickej pamate a pozornosti, ¢o vedie k syndromu
demencie (Nestor etal., 2004). Na liecbu AD vsak ne-
existuje Ziadny liek. Sucasne dostupné lieky ponukaju iba
relativne malu symptomatickd vyhodu, ale svojou pova-

hou stdle ostavaju paliativne (Birks,Harvey, 2018).

Metabolické studie pacientov
s Alzheimerovou chorobou

Za ucelom detekcie potencialnych metabolitovych bio-
markerov AD v plazme porovnali Li a kol. 20 kontrolnych
a 20 pacientov s AD. Statisticka analyza ukazala vyrazné
zmeny v tryptofane, réznych lyzofosfatidylcholinoch (liso-
phosphatidylcholines, lysoPC) a sfingozinoch (Li etal.,
2010). Tang akol. (Tang etal., 2016) pozorovali me-
tabolizmus AD na mySacom modeli. Zistili, Ze v porovnani
s kontrolnymi skupinami boli najviac narusené metabolic-
ké drahy aromatickych AMK. Pozorovali zvysené hladiny
N-acetylvanilalaninu, 3-metoxytyrozinu a 3-metyldioxyin-
dolu a zaroven znizené hladiny antranilatu a xanturenatu
v mocCi AD mysi. Tryptofan je metabolicky degradovany
odliSnymi cestami, ktoré vytvaraju serotonin a kynure-
nin. Kynureninovd draha je hlavnou katabolickou drahou
tryptofanu pri tvorbe nikotinamid adenin dinukleotidu
(nucotinamide adenine dinucleotide, NAD+), ktord je




nevyhnutnd pre normalnu funkciu mitochondrii a rov-
nako sluZi ako faktor pre mnohé biochemické reakcie (Di
Stefano etal, 2013). Serotoninova draha pini velmi
dolezitu funkciu, pretoZe produkuje intermediarne meta-
bolity ako N-acetylserotonin alebo melatonin, so Sirokym
ucinkom ako neurotransmitery, neuromoduldtory a an-
tioxidanty (Rodriguez etal., 2012). Preto mbZe ne-
rovnovaha medzi aktivitou kynureninu a serotoninu v ka-
tabolizme tryptofanu hrat kltcovd dlohu pri patogenéze
AD(Ruddick etal., 2006).Stidia Tang akol.(Tang
et al., 2016) preukazala, Ze podiel tryptofanu metabolizo-
vaného serotoninovou drahou sa vyznamne zvysil, ¢o do-
kazuje produkcia vacSieho mnoiZstva metabolitu tejto
drahy N-acetylserotoninu, pravdepodobne na ziskanie ne-
uroprotekcie (Bachurin etal, 1999). Naopak podiel
metabolizmu tryptofanu na tvorbu NAD+ prostrednictvom
kynureninovej drahy sa vyznamne znizil, o com sveddi niz-
Sia koncentracia antranildtu a xanturenatu (Tang etal,,
2016). V sulade s tym sa zistilo, Zze potravinovy doplnok,
ktory sluzi ako NAD+ prekurzor, kyselina nikotinova, ma
priaznivy vplyv na vyvoj AD a spOsobuje oneskorenie na-
stupu prejavov choroby (Morris etal.,, 2004). Volné
AMK sa povaZzuju za dolezité molekuly vo funkcii recep-
tora pre neurotransmisiu a su zapojené do neurotoxicity
(Advokat, Pellegrin, 1992). Samakashvili
a kol. urcili zmeny AMK v progresii AD. S progresiou AD
boli spojené znizené hladiny argininu, kyseliny glutamo-
vej, kyseliny asparagovej a lyzinu a zvySené hladiny ky-
seliny gama-aminomaslovej (Samaka-shvili etal.,
2011). Tieto AMK boli zdroven navrhnuté ako potencialne
skoré biomarkery AD (J a ck et al., 2010). Czech a kol. po-
rovnavali vzorky pacientov s AD s kontrolnymi skupinami
pri¢om zistili, Ze cystein, uridin, kortizol, 3-metoxy-4-hyd-
roxyfenylglykol, dopamin, noradrenalin a normetanefrin
boli vyznamne odlisSné. Neskor pomocou diskriminacnej
analyzy stanovili cystein a uridin ako najspolahlivejSie
metabolity, predikujuce AD (Czech etal., 2012). Posu-
denie metabolickych zmien suvisiacich so zacgiatkom a vy-
vojom AD by mohlo zlepsit diagnostiku a monitorovanie
AD, a dokonca poméct vyhodnotit riziko vzniku ochorenia
u zdravych ludi, pripadne detegovat pacientov v prodro-
malnom stave ochorenia. Skimanie skorych biomarkerov
AD by mohlo zlepsit nase chapanie patofyzioldgie a vyvoj
novych terapeutickych postupov na odvratenie patoldgie
a progresie AD(Gebregiworgis,Powers,2012).
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Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (Huntington’s disease, HD) je
zriedkava neurodegenerativna porucha CNS, charakteri-
zovana nedobrovolnymi pohybmi, poruchami spravania,
psychiatrickymi poruchami a demenciou. Prevalencia
v Eurdpe sa odhaduje na 1/10 000-120 000. Priemerny
vek ndstupu priznakov HD je 30-50 rokov. V niektorych
pripadoch sa zacdina prejavovat uz pred 20. rokom Zivota
ako porucha spravania i ucenia. Priemerny vek nastupu
HD je 30 a? 50 rokov. Primerand dizka trvania choroby
je 17-20 rokov. Progresia ochorenia vedie nakoniec az
k smrti (McColgan, Tabrizi, 2018). Klasickym zna-
kom HD je chorea—nedobrovolny svalovy pohyb, ktory
sa najskor vyskytuje v distalnych astiach koncatin ako
su prsty na nohach, ale aj malé svaly tvare. Vyskytuje sa
tieZ nestabilnd chodza. NeZiaduce pohyby sa postupne
rozsiruju na vsetky ostatné svaly. Postupne sa stava taz-
kym aj hovorenie &i prehitanie. U vietkych pacientov sa
rozvija hypokinéza, akinéza a rigidita (W e xler, 2006).
Vsetky psychomotorické procesy sa spomaluju, u pacien-
tov dochadza k psychiatrickym porucham a kognitivnemu
poklesu. Najcastejsie vyskytujucim sa priznakom je depre-
sia sprevadzana apatiou Ci agresivne spravanie pacienta
(Wheelock etal., 2003). Najma v neskorsich stadiach
sa moze tieZ objavit psychdza a vo vacsine pripadov je spre-
vadzana az vznikom demencie (vanDuijn etal., 2007).
NajcastejSou pri¢inou Umrtia byva zapal pltuc, po nom na-
sleduje samovrazda (W e x | e r, 2006). HD je autozémovo
dominantné ochorenie spdsobené predi?enym opakova-
nim CAG sekvencii (36 a viac opakovani) na kratkom ra-
mene chromozému 4p16.3 v géne pre HD. Cim dlhgie sa
tato sekvencia nukleotidov opakuje, tym skor sa choroba
u pacienta prejavi. Napriek tomu, Ze je znama patogené-
za HD, ucinna liecba zatial neexistuje. Sucasna liecba sa
sustreduje vyluéne na timenie priznakov s cielom zlepsit
kvalitu Zivota pacienta (McColgan,Tabrizi, 2018).

Metabolomické Studie pacientov
trpiacich Huntingtonovou chorobou

Predchadzajuce Studie pozorovali znizené AMK s roz-
vetvenym retazcom (valin, leucin a izoleucin) (Mochel
et al., 2007) a karnitiny (Mochel etal., 2007, Under-
wood etal, 2006, Cuturic etal, 2013), a naopak
zvysené odburavanie mastnych kyselin (glycerol a etylén-
glykol) a produkty rozkladu nukleovych kyselin (2-amino-
-n-butyrat) v krvnej plazme alebo sére pacientov s HD
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(Underwood etal, 2006). Okrem AMK s rozvetve-
nym retazcom boli tieZ pozorované vyrazne nizsie plaz-
matické hladiny taurinu, serotoninu a troch druhov PC
(PCaeC36:0, lysoPC C20:30 a PCaeC34:0) (Cheng etal.,
2016). Tieto markery naznacuju niekolko potencialnych
drah zapojenych do patogenézy HD. Poskodenie mozgu vy-
volava uvolfovanie glycinu (Y a o et al., 2012). Glycin bol
navrhnuty ako N-metyl-D-aspartat (NMDA) receptorovy
koagonista s aktivitou podobnou glutamatu (Reilmann
et al,, 1997). Ukazalo sa, Ze mutant HTT (tract in the hun-
tingtin, HTT) moZe zvySovat citlivost striatalnych neuré-
nov na NMDA receptormi sprostredkovanu cytotoxicitu
(Fernandes, Raymond, 2009). Pacienti s HD vyka-
zuju zvysené hladiny glycinu vkrvnejplazme(Reilmann
etal, 1997) ¢i CSF (Nicoli etal., 1993). U mysi s HD
tie isté hladiny boli zvy$ené v moci aj vo svaloch (Tsang
et al., 2006). Zvysenie hladin glycinu je primarne dosled-
kom mutantnej HTT alebo sekundarne neurondlneho po-
Skodenia HD. To naznacuje moznu ulohu glycinu v pato-
genéze HD a tieZ to, Ze glycinové vazbové miesto NMDA
receptora by mohlo byt atraktivnym cielom na vyvoj lie-
kovHD (Cheng etal, 2016). V mysacich HD modeloch
boli pozorované mitochondridlne deficity, ktoré viedli
k neefektivnemu prenosu elektronov na produkciu ATP,
a teda k zvySenému energetickému vydaju celého tela ka-
tabolizdciou AMK a mastnych kyselin ako alternativnych
zdrojov energie (van der Bur g et al., 2008). Preto pokles
plazmatického taurinu a AMK u pacientov s HD mdze byt
vysledkom aktivacie kompenzacnych mechanizmov, aby
sa zabezpecil dostatocny prisun energetickych substra-
tov do cyklu kyseliny citronovej (Mochel etal., 2007,
Underwood etal, 2006). Taurin je najhojnejsou in-
tracelularnou AMK s obsahom siry (Bouckenooghe
et al., 2006). Je zapojend v mnohych biologickych dejoch
ako napriklad antioxidac¢ny ucinok (Bouckenooghe
et al., 2006), protizapalové procesy (Sun etal., 2012)
¢i neuroprotekcia (Sun etal.,, 2011). Nedostatok taurinu
je spojeny s Uzkostou, epilepsiou a depresiou. Suplemen-
tacia taurinu moze tieto priznaky zmiernit (Kon g etal.,
2006). Existuju dokazy, Ze oxidacné poskodenie a zdpal ne-
urénov hraju délezitd ulohu pri patogenéze HD (Hsiao
et al., 2013), preto nizka hladina taurinu v plazme moéze
znamenat progresiu HD. TieZ sa ukdzalo, Ze taurin je v HD
potencidlne neuroprotektivny (Tadros etal., 2005).
SttdiaHermann akol. (Herman etal.,, 2019) popi-
suje viacero biologickych ciest, zapojenych do patoldgie
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HD, vratane metabolizmu tyrozinu, fenylalaninu a meta-
bolizmu purinov. Metabolizmus tyrozinu, vratane tyroxi-
nu, L-DOPA a dopaminu, vykazuje najvacsi vplyv na zakla-
de analyzy drahy, a preto by mohli zohravat hlavnu ulohu
v progresii choroby. Preukazali sa znizené hladiny tyroxinu
pacientov manifestujicich HD v porovnani s premanifes-
tujucimi jedincami. NizSie hladiny tyroxinu u pacientov
premanifestujicich HD boli spojené s vy$Sou mierou za-
vaznosti ochorenia prejavujucou sa v najblizsich 5 rokoch
(Kalliolia etal, 2015, Aziz etal., 2010). Metaboliz-
mus tyrozinu je spolo¢énym menovatelom rovnako pre AD
aPD(Kori etal, 2016). Hormdny stitnej zlazy, vratane
tyroxinu, su syntetizované a uvolfované stitnou Zlazou
a nasledne transportované do CNS (Dratman etal,
1983). Podielaju sa na reguldcii homeostazy energie a su
dolezité pre normalne fungovanie mozgu. HTT divokého
typu sa viaZe na receptor tyroidového hormanu, nuklear-
ny receptor pre jodovany produkt tyroxinu a trijédtyroni-
nu, ¢o moéze byt dévodom zmeny metabolizmu tyrozinu.
Dopamin a L-DOPA su sucastou dopaminergnej drahy
metabolizmu tyrozinu, kde je dopamin produkovany jeho
prekurzorom L-DOPA, ktory sa dalej syntetizuje z tyrozinu
a fenylalaninu, z ktorych sa vsetky produkty objavili u pa-
cientov s HD v zniZzenych hladinach, pricom miera ich znize-
nia suvisela so zavaznostou ochorenia (Herman etal,,
2019). Tyrozin je esencidlna AMK, ktora lahko prechadza
hematoencefalickou bariérou, a je prekurzorom biosynté-
zy neurotransmiterov sympatikového nervového systému
dopaminu, norepinefrinu a epinefrinu. L-fenylalanin je
zase prekurzor tyrozinu, ¢im sa stava aj prekurzorom tych-
to katecholaminovych neurotransmiterov. Hyperaktivita
sympatikového nervového systému je u pacientov s HD
preukdzana (Graham etal., 2016), preto zvySend syn-
téza neurotransmiterov vedie k deplécii prekurzorov ty-
rozinu a L-fenylalaninu vo frontalnej aj striatdlnej oblasti
(Graham etal, 2016). Vyrazné zmeny metabolizmu ty-
rozinu boli rovnako dokazané aj v post mortem tkanivach
pacientovs HD (Tabrizi etal,2012,Graham etal,
2016).

ZAVER

Vdaka ¢asovo nendrocnej a podrobnej analyze velkého
mnozstva dat sa metabolomika stava slubnym nastrojom
pre véasnu diagnostiku vyvijajucich sa neurodegenerativ-




nych ochoreni. Navyse predstavuje vysoko individualizo-
vany pristup pre kazdého pacienta. Vyhodnocuje celé me-
tabolické drahy, vdaka comu sa okrem stanovenia presne;j
diagndzy dokéze zvolit cielena liecba.
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SUHRN

Cielom tejto experimentalnej Studie bolo mikrobio-
logické vyhodnotenie rastu bakterialnych kolénii v rozvi-
nutom zubnom kaze pred a po oSetreni laserom. Odber
kariézneho dentinu sa realizoval z okluzalnych a apro-
ximalnych kavit v trvalej denticii pomocou tampodnov.
V extrahovanych vzorkach kariézneho dentinu (n =20)
boli pomocou mikrobiologickej analyzy identifikované
prevaine kariogénne baktérie. Baktérie boli eliminované
po oSetreni laserom Er: YAG. Toto experimentalne prepa-
racné osetrenie zubného kazu je perspektivne aj v blizkej
budtcnosti a mdZe nahradit konvenéné metddy, kedze
je vysoko efektivne nielen v odstranovani infikovaného
dentinu, ale aj v eliminacii pritomnych patogénnych bak-
térii, ktoré sa podielaju na tvorbe zubného kazu.

Klacové slova: zubny kaz; baktérie tstnej dutiny;
laser; mikrobiologicka analyza
ABSTRACT

The aim of this experimental study was to microbio-

logically evaluate the growth of bacterial colonies in de-
veloped tooth decay before and after laser treatment.
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Carious dentin collection was performed from occlu-
sal and proximal cavities in permanent dentition using
swabs. Predominantly cariogenic bacteria were identi-
fied in the extracted carious dentin samples (n = 20) by
microbiological analysis. Bacteria were eliminated after
Er: YAG laser treatment. This experimental preparatory
treatment of dental caries is promising in the near future
and can replace conventional methods, as it is highly ef-
fective not only in removing infected dentin, but also in
eliminating the pathogenic bacteria present, which are
involved in the formation of dental caries.

Key words: tooth decay; oral bacteria; laser, micro-
biological analysis

uvoD

V sucasnosti sa zubny kaz lie¢i odstranenim poskode-
ného zubného tkaniva, nahradou vyvitaného tkaniva ume-
lym vyplhovym materialom, ktory ma rézne nedostatky,
kedZe ma int chemickd Strukturu ako zub. Idedlna je priro-
dzena regeneracia zuba, a preto su nevyhnutné komplexné
informdcie o ekologickom mikrobiéme Ustnej dutiny, mik-
rostrukture skloviny, dentinu, cementu a drene, ale aj me-
chanizmu regeneracie tvrdého zubného tkaniva.
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Hydroxyapatit je zakladnou stavebnou jednotkou
skloviny, dentinu, zubného cementu a kosti. Krystalizuje
z amorfného prekurzora Ca (HPO,) (PO,). (OH), -nH,0
na Sestuholnikovy krystal s chemickym vzorcom
Ca,(PO,),(OH), ktory sa najcastejsie uvadza vo forme di-
méru Ca (PO,).(OH),, kedZe kaZzda krystalickd jednotka
obsahuje dve entity. V kazdom zube sa hydroxyapatit na-
chddza v pribliznom pocte 5-12 miliénov krystdlov, pri-
¢om jeden krystal ma v priereze priemer 60—-70 nm, Sirku
25-30 nm a dfzku 50-1000 nm.

Skutoéna velkost krystalov hydroxyapatitu skloviny je
ovplyvnend okrem iného pritomnostou stopovych prv-
kov. Hydroxyapatit je ionomenic, s vysokym Specifickym
povrchom. Katiény védpnika Ca** mozu byt vymenené za
horc¢ik Mg*, Zelezo Fe*, zinok Zn?*, med' Cu?* a sodik Na*.
Hydroxylové OH- a fosfore¢nanové aniény PO,*” m6zu byt
vymenené za uhli¢itanové CO,*, chloridové CI- a fluorido-
véF (Sahgiri akol, 2022). Na velkost krystalov hydro-
xyapatitu vplyva aj obsah bielkovin. Pocas tvorby zubnej
skloviny (amelogenézy) vylucuju ameloblasty proteiny,
ako je amelogenin, ameloblastin a amelotin. V tomto dy-
namickom procese sluzia ako matrica pre zabudovanie
ionov vapnika i fosforu a usmernuju rast krystalov hydro-
xyapatitu v sklovine (Sh a o a kol., 2022).

Hydroxyapatit je alkalicky a je velmi citlivy na kyseliny,
ktoré ho mézu poskodit az rozpustit(Sounah,Madfa,
2020). Zvyseny prijem sacharidov znizuje pH v Ustnej du-
tine, o umozni rast roznych patogénnych baktérii, ktoré
tvoria rézne kyseliny, ktoré poskodzuju sklovinu zubov
(Bud akol., 2021).

Sliny prirodzene ochranuju zuby svojim zloZenim a pH.
Presytenie slin ionmi Ca** a PO * pri fyziologickom pH za-
istuje, Ze tieto idny pomocou difuzie prechadzaju do lézii
s nedostatkom minerdlov, kde iniciuji remineralizaciu.
ZlozZenie slin je tak ovplyvnené aj potravinami s obsahom
hydroxyapatitu, ako su listy a stonky rastlin, napriklad ba-
zalka, mata a zeleny caj, Cervené riasy, ale aj musle, vyva-
ry z rybich a zvieracich kosti (hlavne hovadzich). Aplikacia
jemnych praskov z vajecnych Skrupin, ulity slimakov, pe-
ral (zlozky zubnych past) sa tieZ podielaju na udrZiavani
alkalického pH slin a sprdvnom mineralnom zloZeni slin a
skloviny (Sakhare akol., 2021).

Ak ma strava dlhodobo nevhodné zloZenie, sliny nedo-
kdzu timit vplyv kyselin. Tvorba zubného kazu je spojena
s pritomnym mikrobidmom (Sterzenbach akol.,
2020). Cielom tejto experimentdlnej studie je Studovat
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patogénne aj nepatogénne zastlUpenie baktérii v zubnom
kaze pred a po oSetrenim laserom.

MATERIAL A METODY

Studie sa ztcastnilo dvadsat pacientov vo veku 19 a?
43 rokov s rozvinutou kariéznou léziou. Pred oSetrenim
boli pacienti pouceni a podpisali informovany suhlas
pacienta. Odber kariézneho dentinu sa realizoval z oklu-
zalnych a aproximalnych kavit v trvalej denticii pred
a po osetreni laserom (erbium-doped yttrium aluminium
garnet laser, erbium YAG laser, Er: YAG Light walker AT-S,
s vinovou dizkou A = 2940 nm, FOTONA, Slovinsko) pomo-
cou tampanov. Po laserovej ablacii, bola na overenie pri-
tomnosti infikovanych tkaniv pouzita svetelna sonda pre
fluorescenént detekciu kazu (Fluorescence Aided Caries
Excavation, FACE). Ziadnemu pacientovi nebola podana
anestéza. V extrahovanych vzorkach kariézneho dentinu
boli pomocou mikrobiologickej analyzy identifikované roz-
ne druhy baktérii. Kultivacia baktérii bola uskutocnend na
kultivaénych pddach krvny agar (BD Columbia Agar with
5 % Sheep Blood, MkB Test a. s., Rosina, Slovakia) a chro-
mogénny agar s chromogénnou zmes, ktord umoziuje
detekciu aktivit Specifickych enzymov a zarucuje tak dife-
rencidciu urcitych druhov alebo skupin mikroorganizmov
(UriSelectTM4, BioRad, USA).

VYSLEDKY

Vo vzorkach rozvinutého kariézneho dentinu boli
u pacientov pred oSetrenim zubného kazu laserom po
24 hodinach a 48 hodinach inkubacie identifikované
pomocou mikrobiologickej analyzy rozne bakterialne
druhy. Na krvnom agare (Tab. 1) a chromogénnom aga-
re (Tab. 2) boli identifikované kariogénne, ale aj neka-
riogénne druhy. Z nekariogénnych baktériich boli dete-
gované v rozvinutom zubnom kaze koaguldza-negativny
stafylokok S. haemolyticus a Neisseria Lactamica, avSak
vacsinou prevazovali kariogénne baktérie Streptococcus
mutans, Lactobacillus spp., Staphylococcus aureus, Sta-
phylococus epidermidis, Enterobacter aerogenes, Esche-
richia coli, Klebsiela pneumoniae, Enterococcus casse-
liflavus, Enterococcus faecium Enterococcus faecalis,
Acinetobacter, Neisseria sicca.




Tabulka 1. Bakterialne druhy detegované
v rozvinutom kariéznom dentine, krvny agar

Gram* Gram™

Enterococcus casseliflavus Acinetobacter spp.

Enterococcus faecalis Enterobacter aerogenes
Enterococcus faecium Escherichia coli
Lactobacillus spp. Klebsiela pneumoniae

koaguléza-negativne stafylokoky, CONS

S. epidermidis, S. haemolyticus Nelsseria lactamica

Staphylococcus aureus Neisseria sicca

Streptococcus mutans Neisseria sufflava

Tabulka 2. Chromogénna identifikacia baktérii,

chromogénny agar
koldnie ruzovej farby Escherichia coli
- . Klebsiella spp.,
koldnie modrofialovej farby e
koldnie bez farebnej zmeny Acinetobacter spp.,
(biele) Staphylococcus aureus

Pred oSetrenim zubného kazu laserom boli vo vset-
kych vzorkach kariézneho dentinu identifikované kario-
génne druhy Streptococcus mutans a Lactobacillus spp.
charakteristické pre pokrocilé |ézie zubného kazu. Oba
kariogénne druhy rastli v Zivnom médiu po 48 hodinach
inkubacie (Tab. 1).

Chromogénne kultivatné médium um oznilo selektiv-
nu identifikdciu baktérii s enzymovou aktivitou B-galak-
tozidazy, R-glukozidazy a tryptofan-deamidazy (Tab. 2).
Escherichia coli boli identifikované na zdklade aktivity
R-galaktozidazy, ktora Stiepi pritomny chromogénny sub-
strat zakotveny v chromogénnom kultivachom médiu
a spbsobuje ruzové zafarbenie kolodnii. Klebsiella a Entero-
bacter vykazuju aktivitu R-galaktozidazy aj B-glukozidazy
a vytvaraju tak modro-fialové zafarbenie kolonii. Ocaka-
vana farba koldnii Acinetobacter a Staphylococcus aureus

.....

baktérii (Obr. 1).
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krvny agar

pred ofetrenim laserom po ofetreni laserom

Obrdzok 1. Semi-kvantitativne vyhodnotenie rastu bakteridlnych
kolénii v zubnom kaze pred a po oSetreni laserom Er:Yag

DISKUSIA

Mikrobiém Ustnej dutiny ¢loveka je ekologické spo-
lo€enstvo komenzdlnych, symbiotickych a patogénnych
mikroorganizmov, ktoré pozostava z viac ako 1000 r6z-
nych bakteridlnych druhov s odhadovanym poctom okolo
20 milidrd baktérii. Rozne Struktlry a tkaniva ustnej du-
tiny su kolonizované odliSnymi mikrobidlnymi koléniami.
Hypotéza ekologického plaku popisuje nerovnovahu v cel-
kovej mikroflére v dosledku ekologického stresu, ¢o vedie
k prevahe niektorych patogénnych baktérii napr. typom
vyZivy, ktory ma najvacsi vplyv na ekoldgiu ustnej dutiny
(Radaic,Kapila,2021).

Normalna bakteridlna fléra ustnej dutiny obsahuje
bakteridlne druhy s arginolytickym charakterom, ako su
Streptococcus australis a dalSie, ktoré silne antagonizuju
patogénne baktérie. Zubny povlak metabolizuje sachari-
dy aj aminokyseliny. Arginin deamindza je enzym, ktory
premiena arginin na ornitin, amoniak a oxid uhlicity. Or-
nitin a amoniak zvysSuju pH Ustnej dutiny s regeneracnym
ucinkom na tvrdé zubné tkanivda (Nascimento akol,
2019).

Tvorbu biofilmu v Ustnej dutine ovplyvnuju interakcie
a adhézia. Proces mikrobidlnej adhézie mozno rozdelit do
roznych krokov: transport mikroorganizmov na povrch,
reverzibilnd adhézia k povrchu, prechod k ireverzibilnej
adhézii a tvorba biofilmu. Ireverzibilna bakteridlna adhé-

zia je vysledkom mnohych reverzibilnych vazbovych inte-
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rakcii. Adherujuci bakterialny biofilm sa podiela na vzniku
zubného kazu (Sterzenbach akol., 2020).

Mikrobiane koldnie v rozvinutom kaze su réznorodé,
obsahuju najma baktérie Streptococcus mutans, Lactoba-
cillus, Acinetobacter a dalSie (W o ff a kol., 2019).

Nové terapeutické metddy na regenerdaciu zubov vyZa-
duju véasnu detekciu zubného kazu, minimalne invazivnu,
bezbolestnd, selektivnu preparaciu zubného kazu a elimi-
naciu patologického mikrobiomu. Tieto podmienky pre-
paracie tvrdého zubného tkaniva aktualne spifiaju lasery,
kedZe laser bezkontaktne interaguje s tvrdym zubnym
tkanivom, minimalne invazivne oSetri zubny kaz, tak aby
sa neposkodilo zdravé zubné tkanivo. Tento selektivny ne-
tradi¢ny pristup ma terapeuticky potencidl v klinickej praxi
(Kuhn akol., 2021).

Na odstranenie infikovaného dentinu v tejto Studii bol
experimentalne pouzity laser Er:-YAG. Vo vzorkach po lase-
rovej terapii boli pritomné baktérie len v minimalnom roz-
sahu. Pacienti pri laserovej bezkontaktnej ablacii ocenili
znizené vnimanie bolesti bez aplikacie lokalnej anestézie
pri preparacii zubného kazu. Nevyhodou metddy je dvoj-
nasobne dlhsi ¢as prepardcie zubného kazu v porovnani
s konvenénym pristupom preparacie. Tento novy pristup
si vyZaduje interdisciplindarny systematicky vyskum a spo-
lupracu vo viacerych vednych oblastiach: chémia, bioché-
mia, fyzika, mikrobioldgia a stomatoldgia.

ZAVER

Navrhnuté experimentdlne preparacné osetrenie zub-
ného kazu je perspektivne v blizkej budicnosti a méze
nahradit konven¢né metddy, kedZe je vysoko efektivne
nielen v odstrafiovani infikovaného dentinu, ale aj v elimi-
nacii pritomnych patogénnych baktérii, ktoré sa podielaju
na tvorbe zubného kazu.
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SUHRN

Maligne gliomy su jednym z typov nadorov mozgu,
ktoré najviac vzdoruju liechbe. Rozvoj rezistencie na radio-
terapiu a chemoterapiu rovnako prispieva k agresivnym
fenotypom tychto nadorov. Za poslednych 50 rokov sa
zistila zvySena hladina lipidov a produktov ich metabo-
lizmu v gliomoch. Molekuldrne mechanizmy, vdaka kto-
rym neoplasticky transformované tkaniva ziskavaju a vy-
uzivaju tieto lipidy, vSak doposial’ nie su dobre zname.
V nasej studii sme pozorovali 3 skupiny lipidov. V skupi-
ne fosfatidylcholinov sa pocas skorého Stadia rakoviny
mozgu zistilo 48 % signifikantne zmenenych metabolitov
u samic a 66,2 % metabolitov u samcov potkanov kme-
na Sprague Dawley. V skupine lyzofosfatidylcholinov
bolo mnoZstvo zmenenych metabolitov 57,1 % u samic
a 64,3 % u samcov. Najzaujimavejsie vysledky sme po-
zorovali v skupine sfingomyelinov, kde vySe 85 % meta-
bolitov bolo signifikantne zvySenych pri rakovine mozgu

oproti kontrolnej skupine u obidvoch pohlavi.

Klacové slova: glioblastom; nadory mozgu; metabo-
lomika; lipidovy metabolizmus
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ABSTRACT

Malignant gliomas are one of the most treatment-re-
sistant types of brain tumors. The development of re-
sistance to radiotherapy and chemotherapy also con-
tributes to the aggressive phenotypes of these tumors.
Over the past 50 years, an increased level of lipids and
products of their metabolism has been found in gliomas.
However, the molecular mechanisms by which neoplas-
tically transformed tissues acquire and use these lipids
are still not well understood. In our study, we observed
3 groups of lipids. In the phosphatidylcholine group,
48 % of significantly altered metabolites in female and
66.2 % of metabolites in male Sprague Dawley rats were
found during the early stage of brain cancer. In the group
of lysophosphatidylcholines, the amount of changed
metabolites was 57.1 % in females and 64.3% in males.
We observed the most interesting results in the sphin-
gomyelin group, where over 85 % of metabolites were
significantly increased in brain cancer compared to the
control group in both sexes.

Key words: glioblastoma; brain tumors; metabolom-

ics; lipid metabolism
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uvoD

Nadory mozgu a centralneho nervového systému pat-
ria k najfatalnejSim typom rakoviny. Vyznacuju sa vyso-
kou mierou morbidity a mortality (Miller etal., 2021).
Hoci su primarne maligne mozgové ndadory zriedkavé,
vykazuju vysokd mieru Umrtnosti. Len tretina pacientov
preziva viac ako 5 rokov po diagnostikovani ochorenia
(Siegel etal, 2021). NajzhubnejSou formou mozgové-
ho nadoru je multiformny glioblastém (glioblastoma mul-
tiforme, GBM), zvycajne sa nachadza v hemisférach moz-
gu a vznika bud’ de novo, alebo menej ¢asto malignitou
nizsich stupnov astrocytomov (Liu etal., 2016, Olar,
Aldape, 2014). Pacienti s touto diagndzou zvycajne pre-
Zivaju 6 aZz 18 mesiacov po jej diagnostikovani. Hoci ma
GBM velmi zIU prognézu, moznosti lieCby su extrémne ob-
medzené. LieCba je Standardne paliativna, Cize zamerana
na starostlivost o pacientov, zmiernenie bolesti, podporu
ich rodiny, radioterapeuticka alebo chemoterapeuticka,
zriedkavo chirurgickd (Silantyev etal., 2019). Vzhla-
dom na absenciu ucinnej lieCby je pre vyber personalizo-
vanej lie€by klucova v¢éasna diagnostika spojend s presnou
klasifikdciou nadoru (Olar, Aldape, 2014). Dolezitym
aspektom, ktory je potrebné brat do Uvahy pri diagnostike
mozgového nadoru, je jeho vysoka vnutorna heterogeni-
ta, ktord je pre nové ale aj recidivujuce nadory charakte-
ristickd Johnson etal., 2014). Morfologicky odlisné
bunky mozgu totiz vykazuju réznu in vitro invaziu a schop-
nosti migracie v zavislosti od okolitého mikroprostredia
(Koh etal., 2018, Hawkins etal., 2020). Identifikacia
zmien v koncentracidch malych molekul alebo nizkomo-
lekulovych zlGéenin v rakovinovych bunkdch v porovnani
so zdravymi bunkami mozZe byt pouZitd ako diagnostic-
ky, prognosticky alebo klasifikacny marker typu nadoru
(Longuespée etal, 2018, Morén etal, 2018).
Malé molekuly zahffiaju bunkové lipidy, metabolity a or-
ganické zIUc¢eniny schopné rychlo difundovat cez bunkové
membrany, ¢im sa dostanu do intraceluldrnych a extrace-
luldrnych priestorov (Spalding etal., 2016).

UZ v 20. rokoch 20. storoCia Otto Warburg pozo-
roval jav, Ze nadorové bunky a tkaniva s dostatkom gluké-
zy produkuju velké mnozZstvo laktatu bez ohladu na to,
Ci je alebo nie je pritomny v tkanive kyslik. Tento jav je
v porovnani s normalnymi tkanivami, v ktorych sa laktat
vyrazne produkuje len v nepritomnosti kyslika odlisny.
Oznacuje sa ako Warburgov efekt (Warburg, 1956).
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Neskor boli objavené dalSie metabolické zmeny nadoro-
vych buniek a tkaniv, ktoré charakterizuju rakovinu. Na-
sledna transformacia nadorovych buniek ziskava niekolko
charakteristickych znakov, ktoré ulah¢uju proliferaciu a in-
vaziu. V dosledku toho sa vyznamne meni metabolizmus
glukdzy, bielkovin a lipidov v nadorovych bunkach (LuJi,
Chen, 2014). Metabolomické profilovanie neoplastic-
kych pacientov méze poskytnut neocenitelné informacie
o mechanizmoch, ktoré su zakladom onkogenézy, progre-
sie nadorov a tiez reakcii na lie¢bu. NavySe, metabolické
profilovanie rastlcich nddorov méze viest k identifikacii
novych diagnostickych alebo prognostickych biomarke-
rov, ¢co ma velky prakticky klinicky vyznam (LulJi,Chen,
2014).

METODA

Zvierata a podmienky

V experimente sa pouzila rodi¢ovska generacia pot-
kanov kmena Sprague Dawley (Velaz, Praha, Ceska
republika) (10 samic, 5 samcov). Zvierata boli adapto-
vané na Standardné podmienky zvieratnika s teplotou
21-24°C, relativnou vlhkostou 50-65% a na svetelny
rezim 12:12 hodin (svetlo/tma). Zvieratd boli kimené
Standardnymi potkanimi peletami Altromin 1328 (Velaz,
Praha, Ceska republika) podla legislativy EU pre krmiva a
usmernenia a mali volny pristup k vode z vodovodu. Ro-
dicovské samice sa sparili s rodicovskymi samcami. Na
dalSie experimenty sa pouzilo potomstvo. So zvieratami
sa zaobchdadzalo podla smernic ustanovenych zakonom
¢.377 a 436/2012 Slovenskej republiky o starostlivosti
a pouzivani laboratérnych zvierat a schvélenych Statnou
veterindrnou a potravinovou spravou Slovenskej republi-
ky (&islo schvalenia: Ro-2219/19 -221/3).

Experimentalny dizajn

Gravidné samice boli rozdelené do dvoch skupin.
Jedna skupina sltzila ako kontrolnd a jedna ako GBM
skupina (zvieratd neslce nador). Karcinogénna latka
Etyl-nitroso-urea (ENU) bola podavana ako jedna intra-
peritonedlna davka (100 mg/kg b. w.) GBM samiciam na
15. den gravidity, ako je opisané v uvedenych studiach
(Bulnes-Sesma, Ullibarri-Ortiz de Zarate,
Lafuente-Sdanchez 2006; Koestner, Swen-
berg,Wechsler,1971;Bulnes etal, 2012). Po na-




rodeni bolo potomstvo ponechané s matkami po dobu
30 dni a nasledne bolo rozdelené podla pohlavia. Vo veku
4 mesiacov boli potkany usmrtené, mozgy boli vybraté
a tiez bola odobrata krv, aby sa zistili rozdiely v lipidomike.

Odber krvi a metabolomické meranie

Krv zo vsetkych experimentalnych zvierat sa odobrala
z vena caudalis v celkovom objeme 100 pl do mikrosku-
maviek. Miesto odberu bolo osSetrené dezinfekénym pros-
triedkom. Po izolacii sa krvné sérum skladovalo pri—80 °C.
Zmrazené sérum sa rozmrazilo a pouzilo sa na dalSiu ana-
lyzu. Vzorky boli merané supravou Absolutel DQ p180
(BIOCRATES Life Sciences AG, Innsbruck (Rakusko). Nasle-
dovala prietokova injek¢na analyza (FIA) a cielené meta-
bolomické meranie vybranej skupiny lysoPC, PC na baze
kvapalinovej chromatografie a tandémovej hmotnostnej
spektrometrie (LCMS/MS). PIne automatizovany test bol
zaloZeny na derivatizacii PITC (fenylizotiokyanat) v pritom-
nosti vnutornych standardov a nasledne FIA-MS/MS a LC-
-MS/MS s pouzitim SCIEX 4000 QTRAP® (SCIEX, Darmstadt,
Nemecko) alebo pristroja Waters XEVO™ TQMS (Waters,
Vieden, Rakusko) s elektrosprejovou ionizaciou. Test bol
zaloZeny na principe opisanom v Studii Penaakol. (Pena
et al., 2016). Urcené hodnoty boli log2-transformované,

aby sa ziskali normalne udaje a stabilizoval rozptyl.

Statistické analyzy

Kvantifikacia koncentracii metabolitov sa uskutocni-
lo pomocou softvérového balika MetlQ (BIOCRATES Life
Sciences AG, Innsbruck, Rakusko). Vnutorné Standardy
sluzili ako referencia pre vypocty koncentracie metaboli-

tov. Jednorozmerna (t-test) a viacrozmerna Statistika (par-
tial least square - discrimination analysis; ¢iasto¢na analy-
za najmensich Stvorcov PLS-DA), ako aj faktor délezZitosti
z analyzy PLS-DA (variable importance projection — VIP),
boli vykonané pomocou MetaboAnalyst 3.0 (24). Taktiez
sme poutzili analyzu Fold Change na charakterizovanie naj-
vyznamnejSich metabolitov.

VYSLEDKY

Nadory mozgu indukované pouziti m ENU boli prevaz-
ne solidne, lokalizované v bielej a sivej hmote. Tvorili sko-
ré Stadia nadorowv.

Nameranych bolo celkovo 102 lipidovych metabolitov
zo skupin fosfatidylcholinov (PC), lyzofosfatidylcholinov
(lysoPC) a sfingomyelinov (SM). Porovnavali sa zdravé
aj GBM zvierata, a to v zavislosti aj nezavisle od pohlavia.

V skupine samic bolo v ranom Stadiu rakoviny mozgu
signifikantne zmenenych celkovo 36 zo 74 PC, ¢o predsta-
vuje 48,6 %. Z nich 16 (44,4 %) malo vyssie hladiny u GBM
samic, zatial ¢o zvySnych 20 (55,6 %) malo vyssie hladiny
u intaktnych samic. V skupine lysoPC bolo 8 zo 14 (57,1 %)
metabolitov vyznamne zmenenych, 2 (25 %) mali vyssie
hladiny u GBM samic a 6 (75 %) malo vyssie hladiny v sku-
pine intaktnych samic. Najzaujimavejsie vysledky sme po-
zorovali v skupine sfingomyelinov, kde 12 zo 14 (85,8 %)
metabolitov bolo signifikantne zvySenych pocas rakoviny
mozgu (skupina GBM).

V skupine samcov sa signifikantne zmenilo celkovo
49 zo 74 fosfatidylcholinov, ¢o predstavuje 66,2 %. Z nich

Obr. 1. Solidne ndadory indukované ENU. Farbenie pomocou HE
A — Mozgové tkanivo so solidnym nadorom v perihipokampdlnej oblasti mozgu v hlbokej bielej hmote mozgu; 40-ndsobné zvdcsenie, solidny nador
oznaceny cervenym ramcekom. B— Mozgové tkanivo s dvoma solidnymi nadormi v oblasti corpus callosum v hlbokej bielej hmote; 40-ndsobné

zvdcsenie, dva nddory oznacené cervenym ramcéekom
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obr. 2. Ciastoénd diskriminaénd analyza najmensich stvorcov
(Partial least squares-discrimination analysis, PLS-DA) vybranych
metabolitov u GBM a intaktnych samiciach. V grafickom vystupe su
zahrnuté 95 % elipsy spolahlivosti pre konkrétne skupiny
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Obr. 4. Ciastoénd diskriminaénd analyza najmensich $tvorcov
(Partial least squares-discrimination analysis, PLS-DA) vybranych
metabolitov u GBM a intaktnych samcov. V grafickom vystupe su

zahrnuté 95 % elipsy spolahlivosti pre konkrétne skupiny
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Obr. 3. Graf premennej ddleZitosti v projekcii (VIP), vypocitany
metdédou PLS-DA, zobrazuje 10 najdédleZitejsich viastnosti metab-
olitov identifikovanych pomocou PLS-DA. Policka vpravo oznacuju

relativnu koncentrdciu zodpovedajiceho metabolitu v krvi v zostup-
nom poradi déleZitosti. VIP je vaZeny sucet druhych mocnin PLS-DA
zataZeni, bertc do dvahy mnozstvo vysvetlenej Y-premennej v kaZdej
dimenzii. NajdéleZitejsie vlastnosti maju VIP hodnoty >1,5
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Obr. 5. Graf premennej déleZitosti v projekcii (VIP), vypocitany
metddou PLS-DA, zobrazuje 10 najddleZitejsich viastnosti metab-
olitov identifikovanych pomocou PLS-DA. Policka vpravo oznacuju

relativnu koncentrdciu zodpovedajiceho metabolitu v krvi v zostup-
nom poradi déleZitosti. VIP je vaZeny sucet druhych mocnin PLS-DA
zataZeni, bertc do dvahy mnoZstvo vysvetlenej Y-premennej v kaZdej
dimenzii. NajdéleZitejsie vlastnosti maju VIP hodnoty >1,5




Compounds Fold Change log2(FC)

1 PCaeC40:3  0.083717 -3.5783
2 PCaeC38:1 0.16185 -2.6272
3 PCae C42:4 0.25423 -1.9758
4 PC ae C38:3 0.31453 -1.6687
5 PCaeC44:3 0.36375 -1.459
6 PCaaC40:2 0.39181 -1.3518
7 PCae(C42:5  0.39875 -1.3265
8 SM C20:2 2.3005 1.202
9 PC aa C42:0 0.46668 -1.0995
10 PCae C30:2 047993 -1.0591
11 PCaa C42:1 0.49718 -1.0082

Obr. 6. DéleZité metabolity identifikované fold change analyzou
Tabulka bola vytvorend v softvéri Metaboanalyst

41 (83,6 %) malo vyssie hladiny u GBM samcov, zatial ¢o
8 (16,4 %) malo vyssie hladiny u intaktnych samcov. V sku-
pine lysoPC bolo 9 zo 14 (64,3 %) metabolitov vyznamne
zmenenych, 5 (55,6 %) malo vyssie hladiny u GBM samcov
a 4 (44,4 %) mali vyssie hladiny v skupine intaktnych sam-
cov. Najzaujimavejsie vysledky sme opét pozorovali v sku-
pine sfingomyelinov, kde bolo signifikantne zmenenych
11 zo 14 (78,6 %) metabolitov. Vietky vykazovali zvysené
hladiny u GBM samcov.

Pri porovnavani udajov nezavisle od pohlavia s ciefom
najst metabolit, ktory charakterizuje ochorenie v pocia-
to¢nych $tadiach bez ohladu na pohlavie, sme odhalili, Ze
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Obr. 7. DéleZité vlastnosti vybrané pomocou volcano plot analyzy ndsobnej zmeny (x) 2 a prahom t-testov (y) 0,1.
Cervené kruhy predstavuji prvky nad prahom. Ndsobné zmeny aj hodnoty p st logaritmicky transformované. €im dalej
je jeho poloha od (0,0), tym vyznamnejsi je prvok

mnohé znaky su rovnaké u samcov aj samic. NajdolezZitej-
$im metabolitom sa ukazal byt SM C20:2.

Ostatné signifikantne znizené metabolity boli prevaz-
ne zo skupiny PC (PC ae C38:1; PC ae C38:3, PC ae C40:3;
PCaa C42:1; PCaa C40:2; PCae C42:4; PCae C42:5 PC ae
C30:2; PC ae C44:3).

Podla VIP skére, vypocitaného metdédou PLS-DA, bolo
uréenych 5 najdolezitejSich metabolitov. Pocas skorych
stadii rakoviny mozgu sa zistilo, Zze PC ae C40:3, PC ae
C38:1, PC ae C38:3 a PC ae C42:4 su exkluzivne markery.
Dal$im dolezitym metabolitom je SM €20:2, ktory je pocas

rakoviny mozgu vyrazne zvySeny.
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DISKUSIA

Od roku 2007 Svetova zdravotnicka organizacia (WHO)
klasifikuje glidmy na zaklade ich bunkového typu a agre-
sivity, priCom trieda | pozostava z benignych nadorov
a trieda IV zahfna najagresivnejsie typy nadorov. GBM je
mozgovy nador triedy IV (Chhabda et al., 2016). Vcasna
diagnostika rakoviny mozgu zostava vyzvou, pretoZe novo
navrhované lieky musia spliiat $pecifické poziadavky, ako
je schopnost prekonat hematoencefalick bariéru (BBB)
a ucinnd infiltracia nddoru (Cavazos, Brenner,
2016). V roku 2016 WHO zaviedla nové usmernenia pre
diagnostiku mozgovych gliomov na zaklade novych ge-
nomovych markerov. Pridanie tychto novych markerov
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k uz existujucim diagnostickym metddam poskytlo novu
uroven presnosti diagnostiky glidmu a predikcie u¢innosti
liecby. Napriek tomuto novému klasifikacnému nastroju
ma GBM nadalej jednu z najvyssich mier Umrtnosti medzi
nadormi CNS. Metabolomika je obzvlast sflubnym nastro-
jom na analyzu mozgovych nddorov a potencidlnych me-
téd ich liecby, kedZe je to jediny ,,omicky” pristup, ktory
mobze poskytnut metabolicky ,podpis” fenotypu nadoru
(Jaroch,Modrakowska,Bojko,2021).

Pri studiu rakoviny mozgu u fudi existuje vela nekontro-
lovatelnych faktorov, ako je anamnéza liekov, vek pacien-
ta alebo Zivotné podmienky. V tomto ohlade predstavuju
zvieracie modely zakladny krok na skimanie nervovych
obvodov alebo molekuldrnych a bunkovych drah v kon-
trolovanom prostredi (Leskanicova etal., 2021).
Cielom nasej studie bolo odhalit zmeny v lipidomike po-
Cas skorych stadii chemicky indukovanej rakoviny mozgu
laboratdérnych potkanov, a to aj v zavislosti od pohlavia.

Rychly rast a delenie patria medzi hlavné charakteris-
tiky malignych nddorov. Vzhladom na déleZitd ulohu lipi-
dov pri tvorbe bunkovej membrany a prenose signalov je
identifikacia rozdielov v zloZeni lipidov medzi nddorovymi
a normalnymi tkanivami, s cielom najst mozné diagnostic-
ké a prognostické biomarkery pre pacientov s rakovinou,
dlhodobym usilim vedcov(Guo,Bell,Chakravarti,
2013).

Zdravie a funkcia nervového systému je Gzko spata s ho-
meostdzou lipidov. Mozog je druhou najvacsou zasobarriou
lipidov v tele, hned za tukovym tkanivom (Ralhan etal.,
2021;Petrelli,K nobloch,Amati, 2022). Normal-
ne bunky vyuZivaju hlavne glukézu a mastné kyseliny na
vyrobu energie a splnenie poZiadaviek na rast buniek.
Rakovinové bunky vsak vyuZzivaji zmeneny metabolizmus
na udrzanie rychleho rastu. Tento zmeneny metaboliz-
mus, kde rakovinové bunky vyuzivaju vyssie hladiny gluké-
zy na vyrobu energie anaerébnou glykolyzou namiesto ae-
rébnej glykolyzy prostrednictvom cyklu trikarboxylovych
kyselin (TCA), sa nazyva Warburgov efekt (Warburg,
1956). Znizené hladiny lipidov pozorované v tkanive moz-
gového nadoru mézu naznacovat, ze okrem glukdzy z ana-
erébnej glykolyzy zavisi od mastnych kyselin ako zdroja
paliva. Potencidlne zvysena hladina lipolyzy v mozgovych
rakovinovych bunkach generuje energiu na proliferaciu
rakovinovych buniek a vedie k celkovému znizeniu hladiny
detekovanych lipidov (He etal., 2007, Campanella,
1992). CNS ma Specializované drahy na syntézu a degrada-
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ciu lipidov suvisiace s jeho Specializovanou fyzioldgiou a
funkciou (H e et al., 2007). K zniZeniu obsahu lipidov teda
moZu viest dva scenare: mozgové tkanivo bohaté na lipidy
nahradzujluce nadorové bunky bohaté na lipidy by celko-
vo znizilo mnozstvo lipidov, zatial ¢co nadorové bunky by
pravdepodobne vyuzivali aj normalne fyziologické drahy
suvisiace s metabolizmom lipidov v centralnom nervovom
tkanive. V literature je mnoZstvo sprav, Ze syntetdza mast-
nych kyselin je vysoko regulovana pri réznych druhoch ra-
koviny vritane GBM a mdZe byt dobrym terapeutickym
ciefom (Flavin etal, 2010).

Studie o Glohe metabolizmu sfingolipidov sa v posled-
nych rokoch stali neoddelitelnou stcastou vyskumu rako-
viny. Sfingomyeliny (SM), prevladajuce sfingofosfolipidy
v bunkovej membrdne, a ich hydrolyza sfingomyelinazami
sU nevyhnutné pre uéinnost chemo- a radioterapie. Sfin-
gomyelin je tiez kfucovou zloZzkou bunkovej membrany,
ktora interaguje s cholesterolom a glycerofosfolipidmi,
¢im sa podiela na tvorbe a udrziavani lipidovych mikro-
domén. Lipidové rafty su dolezité signdlne platformy, kto-
rych Struktura je citliva na zloZzenie membranovych lipidov
(Simons, T oomre, 2000), rovnako ako proteiny, kto-
ré interaguju s tymito a inymi membranovymi mikrodo-
ménami (deAlmeida, Fedorov, Prieto, 2003;
deAlmeida etal, 2005). Preto modifikacie obsahu
SM ovplyvnuju signadlne drahy spojené s lipidovym raftom
(Huitema etal., 2004).

V naSej studii sme pozorovali najzaujimavejsie vy-
sledky v skupine sfingolipidov, kde 12 zo 14 metabolitov,
¢o predstavuje 85,8 %, metabolitov bolo vyznamne zme-
nenych pocas rakoviny mozgu u zien a 11 zo 14, ¢o pred-
stavuje 78,6 % u muzov. Zhaw a kol. vo svojej Studii tieZ
identifikovali sfingomyeliny ako biomarkery gliomovych
nadorov (Zhai etal., 2019).

Sfingolipidovd draha hra klucovu ulohu pri uréovani
bunkového osudu, vdaka ¢omu je atraktivnym liekovym
ciefom v procesoch, ako su zapaly, kardiovaskularne ocho-
renia, cukrovka a rakovina (Maceyka, Spiegel, 2014;
Hadi etal, 2015). Predovsetkym stucasna terapia GBM
indukuje viaceré Gcinky na sfingolipidovu drahu. loni-
zujuce Ziarenie sposobuje jedno a dvojvlaknové zlomy
v DNA, ale tiez aktivuje kyslu sfingomyelinazu, aby vyvo-
lala konverziu sfingomyelinu nachadzajuceho sa v bun-
kovych membranach na ceramid (Mirzayans etal,
2013). Toto obohatenie ceramidu v plazmatickej mem-
brane vedie k zhlukovaniu receptorov bunkovej smrti,




¢o podporuje apoptdézu (Grassmé, Riethmiuller,
Gulbins, 2007). TMZ tiez spOsobuje zlomy dvojvlak-
novej DNA a ukazalo sa, Ze podporuje akumulaciu cera-
midu v bunkdch GBM (Grassmé, Riethmiller,
Gulbins, 2007). To je v sulade so znamymi ucinkami
mnohych chemoterapii, ktoré ¢asto aktivuju tvorbu cera-
midov prostrednictvom viacerych mechanizmov, vratane
aktivacie ceramidsyntdz, pricom tato akumuldcia cera-
midu hra hlavnu udlohu v mechanizme Gc¢inku mnohych
z tychto latok (Ekiz, Baran, 2011; Truman etal,
2014; Oskouian,Saba, 2010). Sucasné terapie GBM
teda ciastocne funguju tak, Zze menia metabolizmus sfin-
golipidov na zvySenie proapoptotickych hladin ceramidu.
ZvySeny metabolizmus ceramidov napriklad prostrednic-
tvom zvysenych hladin sfingozinkinaz, kyslej ceramidazy
alebo glukozylceramidsyntazy, ktoré sa bezne pozoruju
pri mnohych rakovinach, mézZe odstranit tento zvyseny
ceramid a prekonat radio/chemoterapiu (Ekiz, Baran,
2011; Truman etal., 2014).

V nasej Studii bolo 48,6 % PC vyznamne zmenenych
pocas skorého Stadia rakoviny mozgu u samic a 66,2 %
u samcov. Co sa tyka lyzoPC, 57,1 % metabolitov sa vy-
znamne zmenilo u samic a 64,3 % u samcov. Podla VIP
projekcie boli najdolezitejSie metabolity: PC ae C:38:1,
PC ae C40:3, PC ae C30:1, PC ae C42:1, SM C20:2, PC
aa C34:4, PC ae C38:4, PC aa C32:2, PC aa C38:5, lysoPC
a C14:0. NajdolezitejsSie vlastnosti identifikované analy-
zou ndsobnej zmeny boli PC ae C40:3, PC ae C38:1, PC ae
C42:4,PCae C38:3, PCae C44:3,PCaa C40:2, PCae C42:5,
SM C20:2, PC aa C42:0, PC ae C30:2, PCaa C42:1.

Nase vysledky su v sulade s niektorymi predchadza-
jucimi Studiami. Buentzel akol. vo svojej studii zistili
vyznamné zmeny v hladinach metabolitov PC aa C38:5,
PC ae C38:3, PC aa C40:2, kde metabolit PC aa C38:5 a ly-
soPC C26:0 boli spojené s vyrazne kratSim celkovym pre-
Zitim, ¢o zd6raziiuje prognosticky vyznam tohto zistenia
(Buentzel etal., 2021). V stlade s tym Guo akol.
uz skor opisali, Ze odchylky lysoPC boli spojené s prog-
resiou rakoviny (Guo etal, 2012). Schmidt akol.
po kontrole pre viacnasobné testovanie uviedli, Ze lysoPC
a C18:0, PC aa C36:2, PC aa C36:3, PC aa C38:3, PC aa
C38:5, PCaa C40:2, PCaa C40:3, PCaa C40:4, PCaa C40:5,
PCaaC42:4,PCaa C42:5a PCae C40:1 boli nepriamo spo-
jené s rizikom rakoviny prostaty (Schmidt etal., 2017).
V nasom modeli rakoviny mozgu nastali identické zmeny
v PC aa C40:2, PCae C30:2, PCaa C42:1 a PCaa C38:5.
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SUHRN

Bunkova senescencia zohrava vyznamnu ulohu v pro-
cese starnutia organizmu. Senescentné bunky hromadia-
ce sa so zvysujucim sa vekom v organizme prispievaju
k zhorSeniu funkcii tkaniv a organov a rozvoju ochoreni
spojenych so starnutim. V nasej praci sme sledovali vplyv
extraktu Pycnogenol® na rozvoj stresom indukovanej
predcasnej senescencie, nakolko Pycnogenol® (extrakt
z kory francuzskej primorskej borovice Pinus pinaster)
ma vyrazné antioxidacné vlastnosti a ukazuje sa aj jeho

pozitivne posobenie na starnici organizmus.

Klacové slova: Pycnogenol®; bunkova senescencia;
MRC-5 ludské pltucne fibroblasty

ABSTRACT

Cellular senescence plays an important role in the
aging process. Senescent cells that accumulate in organ-
isms with increasing age contribute to the deterioration
of the tissue and organ functions and the development
of age-associated diseases. In our work, we analysed
the effect of Pycnogenol® extract on the development
of stress-induced premature senescence, since Pycnoge-
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nol® (extract from the bark of the French maritime pine
Pinus pinaster) has significant antioxidant properties
and its positive effect on the aging organism has been
also shown.

Keywords: Pycnogenol®; cell senescence; MRC-5 hu-

man lung fibroblasts

uvoD

Stresom indukovand predcasna senescencia je odpo-
vedou bunky na rézne druhy stresu vratane oxidacného
stresu, poSkodenia DNA, dysfunkcie mitochondrii, nadex-
presie protoonkogénov a porusenia epigenetickej regu-
lacie (DiLeonardo akol., 1994; Chen akol., 1998;
Munro akol., 2004; Serrano akol., 1997; Zie g-
ler akol., 2015).

Senescentné bunky maju zastaveny bunkovy cyklus
a vyznacuju sa viacerymi zmenami v bunkovej morfoldgii
a fyzioldgii (Campisi,dAdda di Fagagna, 2007).
K typickym znakom senescentnych buniek patri ich znize-
ny rast, zvacSeny a menej pravidelny tvar, zvacsené jadro,
produkcia zvySeného mnoiZstva reaktivnych foriem kys-
lika a zvysena aktivita lyzozomalnej B-galaktozidazy pri
pH 6, ktora je znama ako B-galaktoziddza asociovana so
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senescenciou (SA-B-galaktoziddza) (Campisi, dAdda
diFagagna,2007;Dimri akol.,1995;Passos akol.,
2010).

V senescentnych bunkdch je zmenena aj expresia gé-
nov. Vo zvySenej miere sa exprimuju gény, kddujuce prote-
iny, ktoré sa podielaju na inhibicii bunkového cyklu ako je
p2lapl6(Campisi,dAdda di Fagagna, 2007).

Bolo zistené, Ze so zvySujlucim sa vekom sa senescent-
né bunky hromadia v organizme a prispievaju k zhorse-
niu funkcii tkaniv a orgdnov a rozvoju ochoreni spojenych
sostarnutim(Bhat akol.,2012;Jeyapalan,Sedivy,
2008; Minamino akol, 2002; Priceakol., 2002).

Pycnogenol® je polyfenolovy extrakt z kory francuzskej
primorskej borovice Pinus pinaster, ktory je znamy svojimi
antioxidaénymi vlastnostami. Pycnogenol® dokaze indu-
kovat expresiu antioxida¢nych enzymov, zvySovat aktivitu
antioxidacnych enzymov, regenerovat vitamin C a ochra-
riovat vitamin E a glutation pred oxidanym stresom.
Okrem pozitivneho posobenia na metabolizmus antio-
xidantov Pycnogenol® ovplyvriuje aj tvorbu a preZivanie
volnych radikalov. Pycnogenol® ma schopnost inaktivovat
superoxidovy anidnovy a hydroxylovy radikal a inhibuje
tvorbu singletového kyslika (Gulati, 2005; Iravani,
Zolfaghari,2011;Rohdewald,2002; Wei akol.,
1997). Ukazuje sa, ze Pycnogenol® tiez ovplyviuje aj pro-
ces starnutia. V. mySacom modeli pred¢asného starnutia
Pycnogenol® viedol k zlepsSeniu funkcie T- a B-lymfocytov
(Liu akol., 1998). U ludi bola zaznamenana zvysena ex-
presia enzymov potrebnych pre tvorbu kyseliny hyaluré-
novej (HAS-1) a kolagénu (M arini akol., 2012). Vplyv
extraktu Pycnogenol® na proces bunkovej senescencie
zatial nebol dostato¢ne preskumany.

V nasej praci sme preto sledovali vplyv extraktu Pyc-
nogenol® na rozvoj peroxidom vodika indukovanej pred-
Casnej senescencie alebo etopozidom indukovanej pred-

¢asnej senescencie.

METODA

Kultivacia bunkovej linie MRC-5

Bunkovu liniu MRC-5 (fudské plucne fetalne fibrob-
lasty) sme kultivovali v MEM s obsahom 1 % L-glutaminu,
1% neesencidlnych aminokyselin, 1% penicilin-strepto-
mycinu a 10 % fetalneho telacieho séra. Bunky sme pasa-
Zovali pomocou 0,25 % trypsin-EDTA roztoku.
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Indukcia senescencie v bunkach

Bunky sme nasadili na kultivacné platne a po 24 ho-
dinovej kultivécii pri 37°C a 5% CO, sme k nim pridali
100 uM peroxid vodika na 0,5 hodinu alebo 80 uM eto-
pozid (VP16) na 1 hodinu. Po uplynuti uvedenej doby sme
bunkdm vymenili médium a kultivovali ich v termostate
pri 37°Ca 5% CO, do 5. diia od nasadenia buniek, kedy
sme uskutocnili vybrané experimenty.

Ovplyvnenie buniek extraktom Pycnogenol®

Extrakt Pycnogenol® bol rozpusteny v DMSO a sklado-
vany pri +4 °C ako 50 mg-ml zdsobny roztok.

Pretreatment

Extrakt Pycnogenol® sme v koncentracii 30-50 pg-mli™
pridavali k bunkam na 24 hodin pred indukciou senescen-
cie.

Postreatment

Extrakt Pycnogenol® sme v koncentracii 30-50 pg-mli™

pridavali k bunkam na 24 hodin po indukcii senescencie.

Sledovanie vplyvu extraktu Pycnogenol®
na rast MRC-5 bunkovej linie

Vplyv extraktu Pycnogenol® na rast MRC-5 bunkove;j
linie sme sledovali pomocou metyltiazol tetrazoliové-
ho (MTT) testu. Bunky sme kultivovali v 96-jamkovych
platni¢kach, pricom sme vysievali 10 000 buniek na cm?.
K bunkdm sme hned’ pridali extrakt Pycnogenol® v kon-
centracii 5, 10, 20, 30, 40 alebo 50 pg-ml™ a bunky sme
kultivovali 24 hodin pri37 °Ca 6 % CO,. Po uplynuti 24 ho-
din sme bunkdm vymenili médium a bunky kultivovali
do 5. dna od nasadenia, kedy sme k bunkam pridali 20 ul
MTT roztoku (5 mg-ml™ v 1 x PBS) do kazdej jamky a na-
sledne sme bunky inkubovali 4 hodiny pri 37 °C a 6 % CO.
Po skonceni inkubdcie sme odsali médium a do kazdej
jamky sme pridali 200 pul DMSO a platnicku sme na 5 mi-
nut umiestnili na trepacku. Absorbanciu sme merali po-

mocou mikroplatnickového spektrofotometra pri 490 nm.

Sledovanie vplyvu extraktu Pycnogenol® na rast
buniek v podmienkach indukujucich senescenciu
Vplyv extraktu Pycnogenol® na rast buniek v podmien-
kach indukujucich senescenciu sme sledovali pomocou
metyltiazol tetrazoliového (MTT) testu. Bunky sme vy-
siali na 96-jamkové platnicky v mnoZstve 10 000 buniek
na cm?. V bunkach bola nasledne indukovana senescen-

cia ako sme popisali v ¢asti Indukcia senescencie v bun-




kach. Bunky boli ovplyvnené extraktom Pycnogenol® bud’

pred indukciou senescencie (pretreatment) alebo po in-
dukcii senescencie (postreatment) ako sme uviedli v Cas-
ti Ovplyvnenie buniek extraktom Pycnogenol®. Po troch
dnoch od indukcie senescencie sme k bunkam pridali
20 ul MTT roztoku (5 mg-ml™ v 1 x PBS) do kaZdej jamky
a inkubovali 4 hodiny pri 37 °C a 5 % CO,. Po skonceni in-
kubdcie sme odsali médium a do kazdej jamky sme pridali
200 pl DMSO a platnicku sme na 5 minat umiestnili na tre-
packu. Absorbanciu sme merali pomocou mikroplatnic¢ko-
vého spektrofotometra pri 490 nm.

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Statisticka analyza bola uskuto¢nend pomocou jed-
nosmernej ANOVY s Bonferroniho korekciou. Hodnota
p<0,05 bola povaZzovana za Statisticky vyznamnu. Vysledky
su vyjadrené ako priemer +SD.

VYSLEDKY

Vplyv extraktu Pycnogenol® na rast
MRC-5 bunkovej linie

Vplyv extraktu Pycnogenol® na rast MRC-5 bunkovej li-
nie sme sledovali pomocou MTT testu. Bunky sme ovplyv-
fovali extraktom Pycnogenol® v koncentracii 5, 10, 20,
30, 40 alebo 50 pg-ml™?/24 hodin. Ziadna z pouZitych kon-
centrdcii extraktu Pycnogenol® signifikantne neovplyvnila
rast MRC-5 buniek v porovnani s DMSO kontrolou (Obr. 1).

Vplyv extraktu Pycnogenol® na rast buniek
v podmienkach indukujicich senescenciu

Vplyv extraktu Pycnogenol® na rast buniek v podmien-
kach indukujucich senescenciu sme sledovali pomocou
MTT testu.

Pretreatment

V tomto experimente boli bunky inkubované s extrak-
tom Pycnogenol® 24 hodin pred indukciou senescencie.
Signifikantné ucinky extraktu Pycnogenol® na rast bu-
niek sme zaznamenali len pri etopozidom indukovanej
senescencii. Pycnogenol® v koncentracii 30, 40 alebo
50 pg':ml? vyrazne zvysil rast buniek (135,56 +9,52 %,
146,03+ 9,52 % alebo 137,78 + 15,87 %), v ktorych bola
indukovana senescencia etopozidom v porovnani s ED

kontrolou (Obrazok 2B). Jednym z markerov senescencie

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2023

je znizeny rast buniek v doésledku zastavenia bunkového
cyklu. Zvyseny rast buniek po posobeni extraktu Pycno-
genol® pravdepodobne poukazuje na existenciu vyssieho
mnozstva proliferujucich buniek a mensieho mnozstva se-

nescentnych buniek v porovnani s ED kontrolou.

Postreatment

V tomto experimente boli bunky inkubované s extrak-
tom Pycnogenol® 24 hodin po indukcii senescencie. V pri-
pade peroxidom indukovanej senescencie postreatment
s extraktom Pycnogenol® v koncentracii 30, 40 alebo
50 pg-ml? viedol k poklesu rastu buniek (81,89 + 16,22 %,
68,92 +13,51 % a 60+ 10,81 %), ktory bol zavisly od po-
uZitej koncentracie extraktu Pycnogenol® (Obrazok 3A).
Pri etopozidom indukovanej senescencii sme signifikantny
uc¢inok pozorovali len pri ovplyvneni buniek s extraktom
Pycnogenol® v koncentracii 30 alebo 40 pug-ml?, ¢o viedlo
k miernemu poklesu rastu buniek (86,94 + 11,11 % alebo
88,61+11,11 %) (Obr. 3B).
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Obr. 1. Vplyv extraktu Pycnogenol® ;na viabilitu MRC-5 bunkovej linie
NB — bunky neovplyvnené extraktom Pycnogenol® alebo DMSO,
DMSO - bunky ovplyvnené inkubované s 1000x riedenym DMSO/24 h, 5,
10, 20, 30, 40 alebo 50 ug-ml=* — bunky ovplyvnené extraktom Pycnog-
enol®v koncentrdcii 5, 10, 20, 30, 40 alebo 50 ug-ml=/24 hodin; Vysled-
ky su priemer * SD 3 nezdvislych experimentov, kaZdy experiment bol
robeny v 5—6 jamkdch; jednosmernd ANOVA s Bonferroniho korekciou;
NB vs. DMSO: b—p <0.01; DMSO vs. 5, 10, 20, 30, 40 alebo 50 ug-mi=
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Obr. 2. Vplyv extraktu Pycnogenol® na rast buniek v podmienkach indukujicich senescenciu — pretreatment
A — peroxidom indukovand senescencia; B — etopozidom indukovand senescencia

P — bunky ovplyvnené 100 uM peroxidom vodika/0,5 hod; E — bunky ovplyvnené 80 uM etopozidom/1 hod; PD/ED — bunky inkubované s 1000x rie-
denym DMSO/24 h a ndsledne ovplyvnené 100 uM peroxidom vodika/0,5 hod alebo 80 uM etopozidom/1 hod, P/E + 30, 40 alebo 50 ug-ml~= — bunky
inkubované s extraktom Pycnogenol® v koncentrdcii 30, 40 alebo 50 ug-ml=/24 hodin a ndsledne ovplyvnené 100 uM peroxidom vodika/0,5 hod
alebo 80 uM etopozidom/1 hod; Vysledky st priemer + SD 3 nezdvislych experimentov, kaZdy experiment bol robeny v 4—6 jamkdch; jednosmernd
ANOVA s Bonferroniho korekciou; P vs. PD alebo E vs ED; PD vs. P + 30, 40 alebo 50 ug-mi= alebo ED vs E + 30, 40 alebo 50 ug-ml™: ¢’—p < 0.001
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Obr. 3. Vplyv extraktu Pycnogenol® na rast buniek v podmienkach indukujicich senescenciu — postreatment
A —peroxidom indukovand senescencia B — etopozidom indukovand senescencia

P — bunky ovplyvnené 100 uM peroxidom vodika/0,5 hod; E—bunky ovplyvnené 80 uM etopozidom/1 hod; PD/ED — bunky ovplyvnené 100 uM per-
oxidom vodika/0,5 hod alebo 80 uM etopozidom/1 hod a ndsledne inkubované s 1000x riedenym DMSO/24h, P/E+30, 40 alebo 50 ug-mi-1—bunky
ovplyvnené 100 uM peroxidom vodika/0,5 hod alebo 80 uM etopozidom/1 hod a ndsledne inkubované s extraktom Pycnogenol® v koncentrdcii 30, 40
alebo 50 ug-mli-1; Viysledky su priemer + SD 3 nezdvislych experimentov, kaZdy experiment bol robeny v 4—6 jamkdch; jednosmernd ANOVA s Bonfer-
roniho korekciou; P vs. PD alebo E vs ED; PD vs. P+30, 40 alebo 50 ug-mi-1 alebo ED vs E+30, 40 alebo 50 ug-ml-1: a™- p <0.05, b*- p <0.01, c- p <0.001
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DISKUSIA

V nasej praci sme sledovali vplyv extraktu Pycnoge-
nol® na rozvoj peroxidom vodika indukovanej predc¢asnej
senescencie alebo etopozidom indukovanej predcasnej
senescencie.

V pripade peroxidom vodika indukovanej senescen-
cie sme zaznamenali pokles rastu buniek, ak sa peroxid
vodika pridaval k bunkdam pred inkubaciou s extraktom
Pycnogenol®, zatial o inkubdacia buniek s extraktom Pyc-
nogenol® pred pridanim peroxidu vodika k bunkam nema-
la signifikantny Ucinok na rast buniek.

V predchadzajucich studiach sledujucich vplyv extrak-
tu Pycnogenol® na bunky vystavené oxidacnému stresu
bolo pozorované zvysené prezivanie buniek a pokles ma-
londialdehydu — markeru lipoperoxidacie. Pycnogenol®
bol pridany k endotelovym bunkdam pred ovplyvnenim
buniek t-butylhydroxyperoxidom (R o n g a kol., 1994).

Z uvedeného vyplyva, Ze pretreatment s extraktom
Pycnogenol® je schopny ochrénit bunky pred oxidaénym
stresom a mohol by viest aj k poklesu tvorby senescent-
nych buniek vyvolanej oxidaénym stresom. V naSom pri-
pade sme vsak takyto ucinok nepozorovali. Je moziné,
Ze pri pretreatmente s extraktom Pycnogenol® v inych
koncentracidach by peroxidom indukovana senescencia
v MRC-5 bunkach bola potlacena.

Je tiez zname, ze polyfenoly okrem antioxidacnych
Ucinkov mézu mat aj prooxidacné ucinky (Trebaticksa,
Durackova,2015).

Za znizeny rast buniek v naSich experimentoch v pri-
pade postreatmentu s extraktom Pycnogenol® pri pero-
xidom indukovanej senescencii by mohol byt zodpovedny
prave prooxidacny ucinok polyfenolov tvoriacich zlozky
extraktu Pycnogenol®.

V pripade etopozidom indukovanej senescencie sme
pozorovali zvySenie rastu buniek, ak sa etopozid pridaval
k bunkam pred inkubaciou s extraktom Pycnogenol®. Po-
streatment s extraktom Pycnogenol® viedol k miernemu
poklesu rastu buniek.

Bolo zistené, Ze etopozid okrem inhibicie DNA topo-
izomerazy |l, dokdZe zvySovat oxidacny stres v bunkach.
Konkrétne, etopozid vedie k zniZenej expresii 8-oxoguanin
glykozylazy, ktora je potrebna pre opravu DNA, zvySenej
tvorbe 8-hydroxy-2-deoxyguanozinu, zvysenej lipoperoxi-
décii a zniZeniu mnozstva redukovaného glutationu. Dalej
sa zistilo, Ze oxidacny stres spdsobeny etopozidom je moz-
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né potlacit pomocou flavonoidu wogoninu. Pretreatment
s flavonoidom wogoninom zvysil expresiu 8-oxoguanin
glykozylazy, redukoval tvorbu 8-hydroxy-2-deoxyguanozi-
nu a lipoperoxidaciu a zabranil zvysenej redukcii glutatié-
nu(Attia akol., 2013).

Pretreatment s flavonoidom wogoninom vsak neo-
vplyvnil inhibi¢nny Gc¢inok etopozidu na DNA topoizo-
merazu Il (Attia akol.,, 2013). Podobne pretreatment
s extraktom Pycnogenol® mohol potladit oxidacny stres
vyvolany etopozidom aj pri etopozidom indukovanej se-
nescencii v MRC-5 bunkach, ¢o malo za nasledok zvysenie
rastu buniek, nakolko Pycnogenol® je extrakt obsahuju-
ci flavonoidy. Zvyseny rast buniek by mohol poukazovat
na existenciu vy$Sieho mnoistva proliferujiucich buniek
a mensieho mnozstva senescentnych buniek, ¢o je vsak
potrebné potvrdit dalsimi experimentami detegujdcimi
markery senescencie.

Pri postreatmente s extraktom Pycnogenol® oxidacny
stres vyvolany etopozidom v kombinacii s extraktom Pyc-
nogenol® pravdepodobne sp6sobil, Ze Pycnogenol® rea-
goval ako prooxidant a nasledne sa znizil rast buniek.

ZAVER

NaSe experimenty ukdzali, Ze postreatment s extrak-
tom Pycnogenol® dokazZe znizit rast buniek pri peroxidom
aj etopozidom indukovanej senescencii, zatial ¢o pretre-
atment s extraktom Pycnogenol® vedie k zvySeniu rastu
buniek pri etopozidom indukovanej senescencii. Z nasej
prace vyplyva, Ze ucinok extraktu Pycnogenol® pravdepo-
dobne zavisi od velkosti oxidacného stresu, ktorému su

bunky vystavené.
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SUHRN

Metabolomika sa v sticasnosti pouziva na identifika-
ciu biomarkerov a zmenenych metabolickych drah pri ra-
kovine. Hladiny metabolitov reprezentuji priame mole-
kuldrne udaje o stave buniek, ktoré odrazaju zmysluplny
fyziologicky fenotyp. Cielom tohto vyskumu bolo sledo-
vat metabolomické zmeny v krvi laboratérnych potka-
nov a vytipovat najdéleZitejSie metabolity so zameranim
sa na aminokyseliny, biogénne aminy a acylkarnitiny
po chemickom navodeni nadorov mozgu. V experimen-
te bolo pouzitych 10 dospelych laboratérnych potkanov
kmena Sprague Dawley a bolo detegovanych 81 metabo-
litov. Statistickymi multivariaénymi metédami sa ukazali
ako vyznamné metabolity acylkarnitiny s kratkym (C3-
C5) resp. stredne dlhym retazcom (C6) a metionin-sulfo-
xid (Met-S0O), a to s ohladom aj bez ohladu na pohlavie.
Zistené metabolity by mohli predstavovat potencidlne
biomarkery, ktoré vyznamne ovplyviuju diagnostiku
a liecbu.

Klacové slova: metabolomika, nador mozgu, acylkar-

nitiny, aminokyseliny, biogénne aminy
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ABSTRACT

The metabolomics is used for identification of bio-
markers and altered metabolic pathways in cancer. The
direct molecular data of cell status that display a mean-
ingful physiological phenotype are ultimately represent-
ed by the levels of metabolites. The aim of this research
was to follow metabolomical changes in the blood
of laboratory rats and identify the most important me-
tabolites with focus on amino acids, biogenic amines
and acylcarnitines after chemical induction of brain tu-
mors. In the experiment were used 10 adult laboratory
rats and were detected 81 metabolites. By using statisti-
cal multivariate methods, the acylcarnitines with short
(C3-C5) or medium long chains (C6) and methionine sulf-
oxide were shown to be significant metabolics with the
fact that gender was also was not considered. Detected
metabolites could represent potential biomarkers that
significantly influence diagnosis and treatment.

Key words: the metabolomics, the brain tumor, acyl-

carnitines, amino acids, biogenic amines
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uvoD

Nadory centralneho nervového systému (CNS) tvo-
ria _heterogénnu skupinu jednotlivych druhov nadoroy,
kde patria nadory benigne a maligne (Fadrus etal,
2010). Glidmy predstavuju 75 % malignych nadorov cen-
tralneho nervového systému s celosvetovou incidenciou
7 na 100000 obyvateflov (Reynoso-Noverdn
et al., 2021). Medzi najzhubnejsie a najagresivnejsie for-
my tychto nadorov patri multiformny glioblastom (GBM)
(Abou-Antoun etal, 2017). Klasifikdcia nadorov
CNS je zaloZend najma na Styroch morfologickych krité-
ridch: cytologicka atypia, mitoticka aktivita, mikrovasku-
larna proliferacia (proliferacia endotelovych buniek) a ne-
kroza (Gupta, Dwivedi, 2017). Najnovsia klasifikacia
mozgovych nadorov CNS podla svetovej zdravotnickej
organizacie (WHO). Tato klasifikacia z roku 2021 zahfna
13 réznych nadorov CNS (To r p et al., 2022). Klasifikacia
vychadzajuca z WHO a gradingu deli gliémy na dve zaklad-
né skupiny, ktoré sa medzi sebou zna¢ne odliSuju svojimi
biologickymi vlastnostami, a tym aj celkovou prognézou
pacienta: gliémy nizkeho stupria malignity (low grade glio-
ma — LGG) a gliomy vysokého stupria malignity (high grade
glioma—HGG)(Fadrus etal., 2015). Metabolomika, po-
dobne ako iné omické technoldgie, sa v sicasnosti pouZiva
na identifikdciu biomarkerov a metabolickych drah zme-
nenych pri rakovine a pouziva sa na hodnotenie ucinnosti
lekdrskych zésahov pri rakovine (B e g e r, 2013). Je dobre
zname, Zze metabolizmus rakoviny sa liSi od metaboliz-
mu normalneho tkaniva a délezitd hypotéza publikovana
v 50.-tych rokoch Ottom Warburgom predpovedala, Ze na-
dorové bunky sa spoliehaju na anaerébny metabolizmus
ako na zdroj energie, dokonca aj pri fyziologickych hla-
dinach kyslika (Armitage, Barbas, 2014). Rychlost
metabolizmu glukdzy prostrednictvom aerdbnej glykolyzy
je vSak vyssia, takZze dochadza k produkcii laktatu z glukdzy
10 az 100-krat rychlejsie ako Uplna oxidacia glukdézy v mi-
tochondriach. V tomto procese sa zvySena spotreba gluké-
zy vyuziva ako zdroj uhlika pre anabolické procesy potreb-
né na podporu nekontrolovatelnej bunkovej proliferacie
(Liberti, Locasale, 2016). Nadorové bunky sa pri-
spOsobuju, aby maximalizovali svoju schopnost syntetizo-
vat substraty pre membrany, nukleové kyseliny a proteiny
pre zvySenu rychlost proliferacie, ¢o je hlavna charakteris-
tika tychto buniek. Je potrebné velké mnoZstvo energie
(adenozintrifosfatu — ATP), ktoré sa ziska mnohonasob-
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nym zvysenim spotreby glukdzy a glutaminu (Marie,
Shinjo, 2011). Na rozdiel od normaineho mozgu, ktory
na energiu oxiduje glukozu aj ketolatky, zhubné mozgové
nadory z ludskych alebo zvieracich modelov nemaju taku
metabolickd flexibilitu a si do znacnej miery zavislé od
glukdzy ako energie (Seyfried, Mukherjee, 2005).

METODA

Material a indukcia GBM

V experimente bolo pouZitych 10 dospelych labora-
tornych potkanov kmena Sprague Dawley (5 samic
a 5 samcov; Velaz, Praha, Ceska republika). Zvieraté boli
kfmené Standardnymi granulovanymi peletami Altromin
1328 (Velaz, Praha, Ceska republika) podla legislativy EU
o krmivach pre zvieratd a mali volny nepretrzity pristup
k vode. Rodi¢ovské samice sa parili so samcami, pricom
ich potomstvo sa vyuZilo na dalSie experimenty. So zvie-
ratami sa zaobchddzalo podla usmerneni ustanovenych
zdkonom ¢. 377 a 436/2012 Slovenskej republiky o sta-
rostlivosti a pouzivani laboratérnych zvierat a schvalenych
Statnou veterinarnou a potravinovou spravou Slovenskej
republiky (¢islo schvalenia: Ro-2219/19 -221/3).

Gravidné samice boli rozdelené do dvoch skupin. Jedna
skupina sluzila ako kontrolna resp. intaktna skupina. Tejto
skupine nebol podany chemokarcinogén a potomstvu ne-
vznikali nddory. Druhd skupina bola opisana ako skupina
GBM (zvierata nesuce nador). Na vyvolanie nadoru bola
jednorazovo podana intraperitonealna davka chemo-
karcinogénu etylnitrozourea (ENU) gravidnym samiciam
na 15. den gravidity v davke 100mg/kg hmotnosti. Po na-
rodeni bolo potomstvo drzané s matkami. Vo veku 30 dni
po narodeni bolo potomstvo rozdelené podla pohlavia.
Vytvorili sa 4 experimentdlne skupiny — zdravé samice
a samce (FEMALE a MALE) a samice a samce s nadorom
na mozgu (FEMALE + GBM a MALE + GBM). Vo veku 4 me-
siacov boli potkany usmrtené a tiez bola odobrata krv, aby

sa zistili rozdiely v jednotlivych metabolitoch.

Odoberanie vzoriek a analyza metabolitov

Krv bola odoberana z vena caudalis v celkovom objeme
100 pl do mikroskimaviek. Miesto odberu bolo oSetrené
dezinfekénym prostriedkom. Ziskané krvné sérum bolo
nasledne uskladnené pri—80 °C. Nasledne bolo sérum roz-
mrazené na suchom lade a bolo pouZité na dalSiu analyzu.




Vzorky boli merané supravou AbsolutelDQ p180 (BIOCRA-
TES Life Sciences AG, Innsbruck (Rakusko) — prietokovou
injekénou analyzou (FIA) s cielenym metabolomickym me-
ranim na baze kvapalinovej chromatografie a tandemovej
hmotnostnej spektrometrie (LCMS/MS) vybranych skupin
metabolitov — aminokyselin, biogénnych aminov a acyl-
karnitinov (Tab. 2). Nasledoval plne automatizovany test,
pocas ktorého boli vzorky najskor podrobené derivatizacii
PITC (fenylizotiokyanat) v pritomnosti vnutornych Stan-
dardov, nasledne prebehla FIA-MS/MS a LC-MS/MS s po-
uzitim pristroja SCIEX 4000 QTRAP® (SCIEX, Darmstadt,
Nemecko) alebo pristroja Waters XEVO™ TQMS (Waters,
Vieder, Rakusko) s elektrosprejovou ionizaciou. Udaje
boli transformované log2, aby sme ziskali relevantné hod-

noty a stabilizoval sa rozptyl.

Statisticka analyza

Vypocet koncentracii metabolitov a hodnotenie kvali-
ty ziskanych udajov sme uskutocnili pomocou softvérové-
ho balika MetlQ (BIOCRATES Life Sciences AG, Innsbruck,
Rakusko). Vnuatorné sStandardy sluzili ako referencia pre
vypotty koncentracie metabolitov. Udaje sme spracovali
v programe GraphPad Prism 8.0, a to neparovym t-tes-
tom na porovnanie vybranych skupin dat. Porovnavali
sme zdravé jedince s nadorovymi, a to s prihliadnutim na
pohlavie alebo bez ohladu na pohlavie. Okrem toho boli

vykonané i jednorozmerna (t-test) a viacrozmerna Statis-

Soores Plol
T .
! [T )
- [
o]
@ ® 0
(-] LI
& [s] L] an
i e
= o ©
[-]
l o
=]
|I: T i
PE 1[5y

Obr. 1. Scores plot diagram PCA analyzy metabolitov intaktnej sk-
upiny a GBM skupiny bez ohladu na pohlavie
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tika (diskriminacna analyza — partial least squares — PLS-
-DA), ako aj premenna dolezitost v projekénom (VIP) grafe
pomocou volne dostupného internetového Statistického
softvéru MetaboAnalyst 5.0 (Xia Lab @ McGill, Ste. Anne
de Bellevue, Quebec, US). Taktiez bola vykonand PCA ana-
lyza (Principal Component Analysis), ktora analyzuje uda-
je, v ktorych su pozorovania opisané niekolkymi vzajomne

korelovanymi kvantitativnymi zavislymi premennymi.

VYSLEDKY

Celkovo sme v nasej studii detegovali 81 metaboli-
tov zo skupin aminokyselin (21), biogénnych aminov (20)
a acylkarnitinov (41). Po namerani hodn6t sme zistili,
Ze spermin namerany nebol (pravdepodobne chyba pri-
stroja) a vylucili sme ho z analyz. Ziskané data sme najprv
vyhodnotili bez ohladu na pohlavie, aby sme , simulova-
li“ situdciu, akd by mohla nastat v klinickej praxi, kde pri
mnoZstve dat nie je mozné zameriavat sa na pohlavia a za-
rover sme chceli vytipovat metabolity, vSeobecne charak-
teristické pre nadorové ochorenia mozgu.

Zo skumanych metabolitov sme zistili 18 Statisticky
vyznamnych metabolitov pri porovnavani intaktnej sku-
piny a skupiny s GBM bez ohfadu na pohlavie. Najvacsiu
skupinu tvorili acylkarnitiny, ktorych bolo trinast a vSetky

vykazovali zvysené koncentracie, konkrétne islo o C2, C5,
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metabolitov skupiny zdravych jedincov so skupinou jedincov
s GBM bez ohladu na pohlavie
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Obr. 3. Scores plot diagram PCA analyzy metabolitov
experimentdlnych skupin samic
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Obr. 6. VIP skére (PLS-DA test) — porovnanie koncentrdcie
metabolitov experimentdlnych skupin samcov

C3, C4, CO, C3-DC (C4-0H), C5-0OH (C3-DC-M), €18:2, C5:1,
C6 (C4:1-DC), C16:2, C14:2, C14:1. K zvySenej koncentracii
doslo aj v pripade troch biogénnych aminov, a to kreatini-
nu, dopaminu a karnozinu. Znizena koncentracia bola na-
merana v pripade dvoch biogénnych aminov, konkrétne
ADMA - asymetricky dimetylarginin a Met-SO — metionin
sulfoxid. Zo skupiny aminokyselin sme nezistili ani jednu

signifikantnu aminokyselinu (data nie su zobrazené).
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Obr. 5. Scores plot diagram PCA analyzy metabolitov
experimentdlnych skupin samcov

Analyza hlavnych komponentov (PCA) je matematicka
Statistickd metdda, ktorda hlada kombinacie pozorovani
so zachovanim ¢o najvacsieho mnoistva informdcii o tych-
to pozorovaniach (premennych). Obr. 1. zndzornuje sco-
res plot diagram, ktory bol vyhodnoteny PCA analyzou.
Diagram porovnava intaktnd skupinu so skupinou jedin-
cov s GBM, pri¢om jasne zndzornuje viditelnu separaciu
skupin, ¢o signalizuje zna¢nu zmenu koncentracie detego-
vanych metabolitov.




PLS-DA analyza (partial least squares-discrimination
analysis) vyuZiva prvky PCA analyzy a na zdklade zavis-
lych a nezavislych premennych hlada vo vzorke dat vztahy
a rovinu medzi nimi. Na zaklade tychto vztahov je mozné
v datach urdit tie najvyznamnejsie na ziklade VIP skére
(Variable Importance Point). Pri porovnani skupiny zdra-
vych jedincov so skupinou jedincov s chemicky navode-
nym nddorom mozgu bolo zistené zvySenie koncentracie
trinastich vyznamnejsich metabolitov v skupine jedincov
s GBM — Obr. 2. Najvacsiu Cast z nich tvoria acylkarnitiny,
konkrétne C4, C3, C2, C5, C5-OH (C3-DC-M), CO, C6(C4:1-
-DC), C3-DC (C4-0H), C18:2, C14:2. Zo skupiny biogénnych
aminov ide o karnozin, dopamin a spermidin. Naopak
k zniZzenej koncentracii v skupine jedincov s GBM doslo
len v pripade metionin-sulfoxidu (Met-SO) a aminokyse-
liny argininu (Arg).

V skupinach experimentalnych samic sme detegova-
li 5 Statisticky najvyznamnejSich metabolitov vyhodno-
tenych t-testom. U 4 z nich ide o zvySenie koncentracie
v skupine samic s GBM oproti skupine zdravych samic. Ide
o tri ACs, ktoré vykazuju zvysenie koncentracie, konkrétne
C5, C2 a CO a dva biogénne aminy, konkrétne spermidin
(zvySena koncentracia) a Met-SO (zniZzena koncentracia)
(data nie su zobrazené).

Scores plot diagram, ktory bol vyhodnoteny PCA ana-
lyzou, znazorneny na Obr. 3. porovndva experimentdlnu
skupinu zdravych samic a skupinu samic s vyvolanym
GBM. Diagram zretelne segreguje uvedené skupiny, ked-
Ze nedochadza k Zziadnemu prekryvu, ¢o znaci podstatnu
zmenu koncentracie skimanych metabolitov.

PLS-DA testom bolo vykonané aj VIP skdre experimen-
talnych skupin s ohladom na pohlavie jedincov, priCom
bolo zistenych tieZ patnast Statisticky najvyznamnejsich
metabolitov. V pripade intaktnej skupiny zdravych sa-
mic v porovnani so skupinou samic s indukovanym GBM
tvoria najvacsiu skupinu signifikantnych metabolitov ACs
(Obr. 4.). V skupine samic s GBM doslo k zvyseniu koncen-
tracie desiatich ACs, konkrétne — C5, C2, C4, CO, C3, C5-OH
(C3-DC-M), C3-DC (C4-OH), C18:2, C6 (C4:1-DC), C14:2.
VysSia koncentracia v uvedenej skupine bola zistend aj
v pripade spermidinu, karnozinu a dopaminu. Naopak
znizend koncentracia bola pozorovana v pripade Met-SO
a aminokyseliny orinitinu (Orn).

V rdmci porovnania experimentdlnych skupin samcov
doslo k vyraznym Statistickym zmenam u 13 metabolitov,

pricom az u 12 z nich ide o zvySenie koncentracie v skupi-
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ne samcov s GBM oproti zdravym samcom. Nemalu skupi-
nu tvoria acylkarnitiny, ktorych je desat a vSetky vykazuju
zvySenie koncentracie, konkrétne ide o C3, C2, C4, C5, C3-
-DC (C4-OH), C18:2, C5:1, C5-OH (C3-DC-M), CO a C5-DC
(C6-0OH). Zvysenu koncentraciu vykazuje aj kreatinin a zni-
Zenie koncentrdcie bolo zistené len v pripade kynureni-
nu, oba zo skupiny biogénnych aminov. Zo skupiny ami-
nokyselin patri medzi Statisticky vyznamnejsie len jedna
aminokyselina, konkrétne ornitin, kde bola zaznamenana
zvy$end koncentracia v skupine samcov s GBM (data nie
su zobrazené).

Scores plot diagram, znazorneny na Obr. 5. porovna-
va experimentdlnu skupinu zdravych samcov a skupinu
samcov s GBM. Na diagrame pozorujeme z vacésej Casti
oddelenie uvedenych skupin, ¢o signalizuje znacni zmenu
koncentracie sledovanych metabolitov.

PLS-DA testom vyhodnotené VIP skdre experimental-
nych skupin samcov zndzorfiuje Obr. 6. Ide o porovnanie
skupiny zdravych samcov so skupinou samcov s vyvola-
nym nadorom mozgu, kde najvacsiu skupinu signifikant-
nych metabolitov tvoria ACs. V skupine samcov s GBM
doslo k zvyseniu koncentracie desiatich ACs, konkrétne —
C4, C3, C2, C5, C5-OH (C3-DC-M), C6 (C4:1-DC), €O, C3-DC
(C4-OH), C18:2, C14:2. Zvysenie koncentracie v skupine
samcov s GBM bolo zistené aj v pripade karnozinu a dopa-
minu. Oproti tomu stoja zniZzené koncentracie Arg, C3-OH

a kynureninu.

DISKUSIA

KedZe abnormdlny energeticky metabolizmus a bio-
logicky chaos charakterizuju nadory mozgu, vSeobecné
principy analyzy metabolickej kontroly moézu byt Gcin-
né pri liecbe rakoviny mozgu. Tato hypotéza je zaloZena
na rozdieloch v energetickom metabolizme medzi normal-
nymi mozgovymi bunkami a neoplastickymi nadorovymi
bunkami. Pokial' maju mozgové nadory fyziologické pro-
stredie vhodné pre ich energetické potreby, preziju. Ked'
je toto prostredie nevyhovujuce, obmedzené alebo nahle
zmenené, rastlu pomalSie, rast sa zastavi alebo zahynu
(Seyfried etal, 2011). Rozmanitost gliomov je zako-
renena v ich pévode, ako aj v oblasti nadoru, z ktorej sa
vzorky odoberaju. Glidmy sa vyznacuju pozoruhodnou bio-
chemickou plasticitou, pokial ide o prispésobenie sa mik-

roprostrediu, ¢o méze viest k rozvoju rezistencie na liecbu.
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Metabolizmus nadorovych buniek je definovany mnohymi
faktormi, ako je zvySena spotreba glukdzy, hypoxia alebo
infiltracia imunitnych buniek, ktoré by sa mali vSetky zva-
zit pri uréovani najvhodnejsej lie€by. Sucasnym ,zlatym
Standardom” v terapii gliomu je odstranenie najvacsej
Casti nadoru, ktora je bezpecne mozna chirurgickou resek-
ciou, po ktorej nasleduje temozolomid a radiacna terapia.
Temozolomid je alkylaény liek, ktory je schopny prejst
hematoencefalickou bariérou a pacient ho zvycajne dob-
re znasa. Napriek tomu rezistencia rakoviny na tento liek
stdle predstavuje vyzvu, vdaka comu je Standardna liecba
menej ako uspokojiva. Okrem toho vyskumnici predpokla-
dali, Ze zvySenu mieru preZitia pacientov mozno dosiah-
nut resekciou >98% néadoru, no Zial, v mnohych pripadoch
je to velmi tazké dosiahnut (Gaca-Tabaszew-
ska etal., 2022).

GBM dospelych je jednym z najsmrtelnejsSich a naj-
odolnejSich zo vSetkych malignych solidnych nadorov.
Incidencia sa dramaticky zvySuje po dosiahnuti veku
54 rokov a dosahuje maximalnu incidenciu vo veku 75
az 84rokov (Alexander, Cloughesy, 2017). V
Spojenych Statoch ma GBM priemernu rocnud mieru inci-
dencie upravenu podla veku s konstantnym rastom o 3 %
ro€ne u muZov aj Zien. Zatial ¢o incidencia glidmov niz-
keho stupna je takmer podobnd u muzZov a zZien, zhubné
nadory mozgu, vratane GBM, sa vyskytuju 1,6-krat castej-
SieumuZov (Carrano etal, 2021). Doba perzistencie
je u pacientov s diagndézou GBM mimoriadne nizka. Pri
diagnostikovanom GBM je priemerna miera prezitia 8 az
15 mesiacov (Anjum etal, 2017). Napriek niekolkym
medzinarodnym snaham je liecba GBM stale najnarocnej-
Sou ulohou v klinickej onkoldgii. Pocas posledného desat-
rocia sa skimalo mnozZstvo réznych sposobov liecby s vel-
mi obmedzenym Uspechom. Hlavné vyzvy v terapii GBM
suvisia s lokalizaciou ochorenia a jeho komplexnou a he-
terogénnou bioldgiou. Progndza pacientov s GBM je stale
deprimujuca aj napriek postupnym pokrokom v chirurgic-
kych pristupoch, radioterapii a adjuvantnej chemoterapii.
Na zlepSenie prezZitia a kvality Zivota pacientov je vSak
potrebné vyraznejSie tempo na dosiahnutie analogickych
vysledkov s tymi, ktoré sa vyskytuju pri niektorych inych
druhoch rakoviny (Hanif etal., 2017).

Metabolomika ako ,omicka” veda poskytuje funkcné
udaje o bunkovej aktivite, ktoré vyrazne prispievaju k po-
chopeniu bioldgie rakoviny vratane biolégie mozgovych
nadorov. Metabolity su vysoko informativne ako priamy
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znak biochemickej aktivity, preto sa profilovanie meta-
bolitov stalo slubnym pristupom pre klinickd diagnostiku
a prognostiku (Pandey etal.,, 2017). Objav onkometa-
bolitov (prostrednictvom metabolomiky) bol tiez doplne-
ny objavom mnohych dalSich metabolitov spojenych s ra-
kovinou, ktoré by mohli potencialne slizit ako biomarkery
rakoviny. Patria sem pocetné biomarkery metabolitov na-
chadzajuce sa v sére, plazme, moci, slinach a vzorkach
tkaniv(Wishart etal, 2016).

V oblasti mozgovych nadorov st biomarkery ziskavané
neinvazivnymi alebo minimalne invazivnymi technikami
velmi Ziadané vzhladom na ich potencidlne vyuZitie ako
doplnok preventivnej mediciny alebo na skratenie obdo-
bia medzi prvymi neSpecifickymi priznakmi a kone¢nou
diagndézou (Pienkowski etal, 2022).

V nasdej Studii sa ukdzala ako najviac signifikantnd sku-
pina metabolitov — acylkarnitiny (ACs), ktoré dominuju
pri porovnavani jedincov bez ohladu na pohlavie, ale aj
pri porovnani experimentalnych skupin s ohfadom na po-
hlavie. V oboch pohlaviach, ale aj v skupine jedincov bez
ohladu na pohlavie, ide o zvySenie koncentracie v skupi-
nach s GBM oproti zdravym intaktnym jedincom. Medzi
najvyznamnejsie ACs mdzeme zaradit C5 (izovalerylkarni-
tin/valerylkarnitin), C3 (proprionylkarnitin), CO (karnitin),
C4 (butyryl/ izobutylkarnitin), C2 (acetylkarnitin), C5-OH
(C3-DC-M) (hydroxyizovalerylkarnitin), C6 (C4:1-DC) (he-
xanoylkarnitin), ¢i C3-DC (C4-OH) (hydroxybutyrylkarni-
tin). Uvedené ACs patria medzi ACs s kratkym retazcom
(C3-C5) a stredne dlhym retazcom (C6).

Bjorkblom, B. akol. vykonali komplexnu analyzu
metabolomického profilovania metabolitov odvodenych
z nadorového tkaniva, kde detegovali 224 gliovych na-
dorov resekovanych dospelym pacientom vo veku 25 az
84 rokov. Zo vietkych gliovych nadorov predstavoval GBM
az 72,3 %. Tato studia ukazala, Ze najzretelnejsie boli niz-
ke hladiny Sirokého spektra ACs najdené v mutovanom
astrocytdme v porovnani s mutovanym oligodendroglio-
mom a GBM, kde boli hladiny ACs vysoké (Bjorkblom
et al., 2022). ACs st povaZované za kli¢ovu skupinu meta-
bolitov, v ktorej dochadza k naruseniu metabolickych drah
vGBM (Gilard etal., 2021). Primarnou funkciou karni-
tinu v bunkach je metabolizmus mastnych kyselin. Estery
AC su transportované do mitochondrii na naslednu oxida-
ciu mastnych kyselin a produkciu energie. Pri rychlom ras-
te nadoru a zlyhani spravneho zasobovania krvou chyba
nadorovym bunkdm dostatok kyslika pre metabolizmus




energetickych zdrojov. V glykolytickej drahe sa cytosolic-
kd glukéza normdlne premiefia na pyruvat v aerébnych
podmienkach a laktat, ked' je nedostatok kyslika. Hoci sa
glukdza povazuje za primarny zdroj energie pre normalny
mozog dospelych, modelové sStudie ukazali, Ze hypoxické
prostredie podnecuje nadorové bunky k syntéze mast-
nych kyselin a k vyuzivaniu oxidacie mastnych kyselin ako
primarneho zdroja energie (Bjorkblom etal., 2022).

StudiaRandall, E. C. a kol. ukdzala zvy$ené hladiny
ACs na okraji nddoru v porovnani s jadrom nadoru, ako aj
na rozhrani medzi nddorom a normalnym tkanivom a nie
na okraji nddoru susediaceho s vonkajsim okrajom mozgu.
Toto zistenie naznacuje, Ze GBM bunky v jadre a na pro-
liferujicom okraji nadoru podliehaju réznym Udrovniam
metabolizmu mastnych kyselin, ¢o vedie k intratumorovej
metabolickej heterogenite (Randall etal., 2020).

Y u, D. akol. vykonali studiu, v ktorej odoberali po-
¢as operacie tkanivda mozgového nadoru u 76 pacientov.
Uskutocneny vyskum bol zamerany na metabolické zme-
ny suvisiace s roznymi stupfiami glidmov na pochopenie
molekularneho mechanizmu progresie gliomu. Detegovali
Styri ACs s kratkym retazcom, ktoré boli vyznamne zvysené
v glidmovom tkanive stupna Ill/IV v porovnani s tkanivami
glidmu stupna 11, konkrétne islo o acetyl-(C2-), propionyl-
(C3-), butyryl-(C4-) a hexanoylkarnitin (C6-). Je dobre zna-
me, ze ACs uzko suvisia s metabolizmom BCAA a oxidaciou
mastnych kyselin, pricom pri f-oxidacii mastnych kyselin
s kratkym retazcom zohrava klticovu Ulohu aj séria acylko-
enzym A (CoA) dehydrogenaz. Ide o dehydrogenazy, ktoré
sa Specificky zameriavajui na butanoyl-CoA (C4-CoA) a he-
xanoyl-CoA (C6-CoA). V tkanivach gliomu vysokého stup-
na boli zistené zvySené C4- a C6-, avSak hladiny ich dehyd-
rogenaz boli znizené. Tato Studia naznacuje, Ze viac ACs
s kratkym retazcom su silne spojené s progresiou gliomu
a dalej ovplyvnuju preZitie pacientov s gliomom, ¢o méze
byt klicovy ciel lie¢by gliomu a hodnotenia progndzy
(Yu etal., 2020).

Na definovanie Specifickych metabolickych progra-
mov, ktoré prispievaju ku gliomagenéze vykonali metabo-
lomické profilovanie nadorov a bunkovych linii vo svojej
studii aj Kant,S. a kol. (2020). Skumali profil astrocyto-
mu nizkeho stupna (LGA) a GBM, kde vsetky identifiko-
vané ACs boli zvySené v GBM v porovnani s LGA, pricom
niektoré vykazovali viac ako 20-ndsobné zvysenie. Pri pod-
robnejSom skimani GBM pozorovali zna¢nu heterogenitu
a zaroven preukazali dva fenotypy, ktoré definovali ako
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AC ,vysoky” a ,nizky“. Tieto fenotypy vykazovali rozdiely
aj pri vykonani analyz s pouzitim RNA (profilovania géno-
vej expresie v mezenchymalnych bunkach) a DNA (mu-
taciou izocitratdehydrogenazy — IDH1 a metyldciou pro-
motora O-6-metylguanin-DNA metyltransferazy) (Kant
et al., 2020).

Okrem zvysenej koncentracie ACs s kratkym resp.
stredne dlhym retazcom pozorujeme v nasej studii aj zvy-
sené mnozstvo karnitinu. Bogusiewicz, J. a kol. porovna-
vali vzorky rakoviny s réznym stupfiom. Ich Studia ukazala,
Ze hladina karnitinu bola vyznamne vyssia v gliomoch vy-
sokého stupna (HGG) v porovnanis glidmami nizkeho stup-
na (LGG). Karnitin je neoddelitelnou sucastou spravneho
fungovania enzymov (CPT-1, CPT-2, CACT), ktoré sa podie-
laju na transporte mastnych kyselin s dlhym retazcom cez
vnutornud mitochondridlnu membranu. Tento metabolit
sa teda povaZuje za rozhodujuci regulator karnitinového
kyvadlového systému. Hrd doélezitu ulohu pri plasticite
rakoviny a umozZnuje splnenie metabolickych poZiadaviek
proliferujucich nadorovych buniek aj v nepriaznivych pod-
mienkach (Bogusiewicz etal, 2021).

Pohlavné dimorfné mechanizmy maju velky vplyv na
bioldgiu rakoviny a génovu expresiu v mozgovych na-
doroch, ako je GBM. Hoci su v GBM dobre opisané ucin-
ky Specifické pre pohlavie v incidencii, fenotype choroby
a vysledku, je k dispozicii len malo poznatkov na rozliSenie
muzskych a Zenskych pacientov s GBM na molekuldrnej
urovni (Carrano etal., 2021). V naSsom experimente
pri porovnavani experimentalnych skupin samic a sam-
cov tvoria najvacsiu skupinu signifikantnych metabolitov
ACs, u ktorych doslo k zvySeniu koncentracie. Medzi
vyznamné metabolity, u ktorych koncentracia naopak
klesla patri Met-SO, ktory patri do skupiny biogénnych
aminov. Pokles pozorujeme v skupine samic s GBM, ale
aj v skupine s GBM pri porovnani jedincov bez ohladu
na pohlavie, a teda Met-SO mdze vystupovat ako poten-
cialny biomarker.

Met-SO je hlavnym produktom oxidacie metioninu
(Met), ktory je vysoko citlivy na oxidaciu prostrednictvom
reaktivnych foriem kyslika. Oxidacia proteinov sa povazu-
je za jeden z hlavnych mechanizmov, ktorym je oxidacny
stres integrovany do drah bunkovej signalnej transdukcie.
Vo velkej miere sa uvadza, Ze oxidacny stres sa podiela na
progresii réznych ludskych chor6b vratane rakoviny, neuro-
degenerativnych poruch a cukrovky (Garcia-Garcia
et al., 2012). Met je esencidlna aminokyselina, ktord sa
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podiela na niekolkych kritickych metabolickych proce-
soch (Lee, Gladysheyv, 2011). Normalne bunky sa
mnoZia in vitro v pritomnosti homocysteinu, metabolic-
kého prekurzora metioninu, zatial ¢o mnohé rakovinové
bunkové linie to nedokazali. Pozorovanie tejto zavislos-
ti na metionine predstavuje biochemicky rozdiel medzi
normalnymi a malignymi bunkami (Sowers,Sowers,
2022). Nawashiro, H. akol. preukdzali vysokiu ex-
presiu aminokyselinového transportéra, a tym zvySeny
transport metioninu do glidmovych buniek, ¢o naznacuje
mechanizmus reakcie na defekty v intracelularnej syntéze
metioninu (Nawashiro etal, 2005). Wang, Z. a kol.
vo svojej Studii zistili vysoku aktivitu metioninového cyk-
lu ¢o spbsobuje, Ze spotreba metioninu daleko prevysuje
jeho regeneraciu, ¢o vedie k navyku na exogénny metio-
nin (Wang etal, 2019). Je pravdepodobné, Ze viaceré
faktory v nadorovych bunkach sa kombinuju a vytvaraju
zavislost od exogénneho metioninu a relativny prispevok
tychto faktorov by sa mohol [isit od jednej bunky k druhej
a silne zavisiet od podmienok v mikroprostredi nadoru
(Sowers, Sowers, 2022). Bol zisteny priamy vztah
medzi oxidatnym stresom a rakovinou (Martinez
et al., 2017). Nadorové bunky st vo vseobecnosti zavislé
od metioninu v dbsledku povahy ich nepretrzitej proli-
feracie. Wang, L. akol. vo svojej studii vytvorili bunky
tolerantné voci metioninu, aby Studovali odpoved gliému
na prostredie s obmedzenym metioninom, pricom zistili,
ze doslo k zniZeniu proliferacie nddorovych buniek pri ne-
dostatku metioninu (W an g etal., 2021).

Fukagawa, N. K. akol. Studovali rozdiely suvisia-
ce s pohlavim v kinetike metioninového cyklu. Ide o prvu
studiu, ktord uvadza a kvantifikuje rozdiely v rychlosti re-
metylacie homocysteinu medzi muZmi a zenami. Studie sa
zUcastnilo 11 muZov a 11 Zien, pricom zistili podobné kon-
centracie homocysteinu nalacno. Po peroralnom podani
metioninu boli miery remetyldcie a transmetylacie vyssie
u Zien ako u muzov. Uvedené zistenia pripisuju rozdielom,
ktoré suvisia s pohlavim v metionin syntaze (5-metyltet-
rahydrofolat-homocystein metyltransferaza) alebo betain
homocystein metyltransferdazovej drahe alebo v oboch
uvedenych metabolickych krokoch (Fukagawa etal.,
2000). Posudenie ulohy akumuldcie a metabolizmu Met
pri zvySenej citlivosti muzskych hepatocytov na toxici-
tu Met v porovnani so Zenskymi hepatocytmi vykonali
ajDever a Elfarra. Ich stadia preukazala vyssie cel-
kové hladiny Met v muiskych hepatocytoch ako v Zen-
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skych, ¢o moéze naznacovat zvysSenu citlivost muZskych
hepatocytov na toxicitu Met (Dever, Elfarra, 2009).
V nasej studii sme detegovali Met-SO ako signifikantny
metabolit, avSak v zniZzenych koncentracidch v skupinach
s GBM oproti zdravym jedincom. Mnohé Studie popisuju
zavislost nadorovych buniek od metioninu. Met-SO méze
byt redukovany spitne na Met (Lee, Gladyshey,
2011), a teda vyznamne zniZena koncentracia Met-SO
moZe signalizovat zvySenu spotrebu Met nadorovymi
bunkami, aj napriek tomu, Ze samotny Met nepatri medzi
vyznamné metabolity nasho experimentu.

Zhao, H. akol. vykonali metabolomické profilovanie
vzoriek plazmy od pacientov s gliémom a ziskali pat meta-
bolitov, arginin, uracil, laktat, cysteamin a ornitin, ktorych
hladiny sa medzi pacientmi s LGG a HGG vyznamne lisili.
Hladiny argininu boli vysSie v LGG ako v HGG. Viaceré stu-
die naznacuju, Ze zvySena zavislost od exogénneho argini-
nu je typicka pre mnohé maligne nadorové bunky in vitro
aj in vivo. Tieto zistenia naznacuju vyznamné zmeny v dra-
hach suvisiacich s metabolizmom aminokyselin (Zhao
et al,, 2016). V nasej studii sa ukazal arginin ako vyznam-
ny metabolit, ktorého koncentrdacia v skupinach jedincov
s GBM bez ohladu na pohlavie, ako aj v skupine samcich
jedincov s GBM klesla.

Ciefom mnohych $tadii v sucasnosti je detegovat vy-
znamné metabolity, ktoré by obsiahli funkciu biomarke-
rov, a tym poskytli priaznivejSiu predpoved pre pacientov
nielen s rakovinou mozgu, ale aj inymi typmi rakoviny.
Je dobre zname, zZe nadorové bunky su charakterizované
metabolickym preprogramovanim a agresivnym postu-
pom, preto je nevyhnutné urcit spravne medicinske po-

stupy na zlepSenie Zivota pacientov.

ZAVER

V tejto studii boli analyzované krvné séra experimen-
talnych zvierat po chemicky indukovanom nadore mozgu.
Vytvorili sa experimentalne skupiny, ktoré sa nasledne
vyhodnocovali pomocou Statistickych multivariacnych
metdd ako je PCA analyza, PLS-DA analyza alebo t-test.
Hlavnym cielom tejto prace bolo vytipovat najddlezitejsie
metabolity zmenené v studovanych mozgovych ochore-
niach so zameranim sa na aminokyseliny, biogénne ami-
ny a acylkarnitiny. Statistickou analyzou 81 metabolitov
boli porovnavané skupiny zdravych intaktnych jedincov




so skupinami jedincov s indukovanym glioblastémom,
¢i uz s ohladom alebo bez ohladu na pohlavie. Pri nedife-
rencovanom rode bolo detegovanych 15 signifikantnych
metabolitov, kde najvacsiu skupinu tvorili acylkarnitiny
s kratkym resp. stredne dlhym retazcom, ktorych kon-
centrdcie boli zvysené v skupinach s vyvolanym nadorom
mozgu. Tie patrili medzi Statisticky vyznamné aj pri po-
rovnavani samcich a samicich experimentalnych skupin,
¢o naznacuje, Ze nadorové bunky v hypoxickom prostredi
su podnecované k vyuZitiu ako primarneho zdroja energie
oxidaciu mastnych kyselin.

Ako dalsi signifikantne vyznamny metabolit sa ukazal
metionin-sulfoxid (Met-SO), ktorého koncentracia oproti
acylkarnitinom klesla v skupindch jedincov s vyvolanym
nadorom mozgu. Viaceré studie dokazali zavislost na-
dorovych buniek na metionine. Ten sa v oxidachom stre-
se oxiduje na Met-SO, ktory moze byt spdtne redukovany
na metionin. KedZe doslo k zniZeniu koncentracie Met-SO
predpokladdame spatnu reakciu v prospech metioninu pre
potreby proliferacie nadorovych buniek.

Nasou Studiou sme vytipovali Statisticky najvyznam-
nejSie metabolity, no napriek velkej pozornosti réznych
vyskumov je dolezité realizovat dalSie experimenty, ktoré
by uvedené metabolity, ako potencidlne biomarkery, po-
tvrdili resp. vyvratili. VyuZitie biomarkerov v praxi, ¢i uz
pri v€asnej diagnostike alebo pri samotnych lieCebnych
postupoch, predstavuje zakladny pilier metabolomiky na
ur€enie ucinnosti lekdrskych zasahov pri rakovine.

Podakovanie

Tato prdca bola podporend grantovou agenturou
VEGA (VEGA-1/0658/20; VEGA-1/0081/20) a internymi
grantovymi systémami UPJS (VVGS-PF-2022-2136; VVGS-
2023-2561).

LITERATURA

1. ABOU-ANTOUN, T. J., HALE, J. S., LATHIA, J. D., DOM-
BROWSKI, S. M. (2017): Brain Cancer Stem Cells in Adults
and Children: Cell Biology and Therapeutic Implications.
Neurotherapeutics, 14, 372—-384.

2. ALEXANDER, B. M., CLOUGHESY, T. F. (2017): Adult Glioblas-
toma. Journal of Clinical Oncology, 35, 2402—-2409.

3. ANJUM, K., SHAGUFTA, B. I., ABBAS, S. Q., PATEL, S., KHAN,
l.,, SHAH, S. A. A., AKHTER, N., HASSAN, S. S. U. (2017): Cur-

10.

11.

12,

13.

14.

15.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2023

rent status and future therapeutic perspectives of glioblas-
toma multiforme (GBM) therapy: A review. Biomedicine &

Pharmacotherapy, 92, 681-689.

. ARMITAGE, E. G., BARBAS, C. (2014): Metabolomics in can-

cer biomarker discovery: Current trends and future perspec-
tives. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
87, 1-11.

. BEGER, R. D. (2013): A review of applications of metabolom-

ics in cancer. Metabolites, 3, 552-574.

. BJORKBLOM, B., WIBOM, C., ERIKSSON, M., BERGENHEIM,

A.T., SIOBERG, R. L., JONSSON, P., BRANNSTROM, T., ANT-
TI, H., SANDSTROM, M., MELIN, B. (2022): Distinct meta-
bolic hallmarks of WHO classified adult glioma subtypes.
Neuro-Oncology, 24, 1454-1468.

. BOGUSIEWICZ, J., BURLIKOWSKA, K., JAROCH, K., GORYNS-

KA, P. Z., GORYNSKI, K., BIRSKI, M., FURTAK, J., PACZKOW-
SKI, D., HARAT, M., BOJKO, B. (2021): Profiling of Carnitine
Shuttle System Intermediates in Gliomas Using Solid-Phase

Microextraction (SPME). Molecules, 26, 6112.

. CARRANO, A,, JUAREZ, J. J., INCONTRI, D., IBARRA, A,

GUERRERO CAZARES, H. (2021): Sex-Specific Differences in
Glioblastoma. Cells, 10, 1783.

. DEVER, J. T., ELFARRA, A. A. (2009): Gender differences in

methionine accumulation and metabolism in freshly isolat-
ed mouse hepatocytes: potential roles in toxicity. Toxicol
Appl. Pharmacol., 236, 358-65.

FADRUS, P., LAKOMY, R., HUBNEROVA, P., SLABY, O.,
KERKOVSKY, M., SVOBODA, T., VYBIHAL, V., NEUMAN,
E., KRYSTOFOVA, S., SOVA, M., SMRCKA, M. (2010): In-
trakranidlni nddory — diagnostika a terapie.

FADRUS, P., SLAMPA, P., LAKOMY, R., SMRCKA, M. (2015):
Komplexni terapie gliomG mozku. Onkologie, 9, 214-217.
FUKAGAWA, N. K., MARTIN, J. M., WURTHMANN, A.,
PRUE, A. H., EBENSTEIN, D, O’'ROURKE, B. (2000): Sex-re-
lated differences in methionine metabolism and plasma ho-
mocysteine concentrations. The American Journal of Clinical
Nutrition, 72, 22-29.

GACA-TABASZEWSKA, M., BOGUSIEWICZ, J., BOJKO, B.
(2022): Metabolomic and Lipidomic Profiling of Gliomas-A
New Direction in Personalized Therapies. Cancers (Basel), 14.
GARCIA-GARCIA, A., RODRIGUEZ-ROCHA, H., MADAY-
IPUTHIYA, N., PAPPA, A., | PANAYIOTIDIS, M., FRANCO, R.
(2012): Biomarkers of protein oxidation in human disease.
Current Molecular Medicine, 12, 681-697.

GILARD, V., FEREY, J.,, MARGUET, F., FONTANILLES, M.,
DUCATEZ, F., PILON, C., LESUEUR, C., PEREIRA, T., BASSET,

75



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

C., SCHMITZ-AFONSO, ., DI FIORE, F., LAQUERRIERE, A.,
AFONSO, C., DERREY, S., MARRET, S., BEKRI, S., TEBANI, A.
(2021): Integrative Metabolomics Reveals Deep Tissue and
Systemic Metabolic Remodeling in Glioblastoma. Cancers,
13, 5157.

GUPTA, A.,DWIVEDI, T. (2017): A Simplified Overview of
World Health Organization Classification Update of Central
Nervous System Tumors 2016. J. Neurosci. Rural Pract., 8,
629-641.

HANIF, F.,, MUZAFFAR, K., PERVEEN, K., MALHI, S. M., SIM-
JEE SH, U. (2017): Glioblastoma Multiforme: A Review of its
Epidemiology and Pathogenesis through Clinical Presenta-
tion and Treatment. Asian Pac. J. Cancer. Prev., 18, 3-9.
KANT, S., KESARWANI, P., PRABHU, A., GRAHAM, S. F., BUE-
LOW, K. L., NAKANO, I., CHINNAIYAN, P. (2020): Enhanced
fatty acid oxidation provides glioblastoma cells metabolic
plasticity to accommodate to its dynamic nutrient microen-
vironment. Cell Death & Disease, 11, 253.

LEE, B. C., GLADYSHEYV, V. N. (2011): The biological signifi-
cance of methionine sulfoxide stereochemistry. Free Radical
Biology and Medicine, 50, 221-227.

LIBERTI, M. V., LOCASALE, J. W. (2016): The Warburg Effect:
How Does it Benefit Cancer Cells ? Trends in Biochemical Sci-
ences, 41, 211-218.

MARIE, S. K. N., SHINJO, S. M. O. (2011): Metabolism and
Brain Cancer. Clinics, 66, 33—43.

MARTINEZ, Y., LI, X., LIU, G., BIN, P., YAN, W., MAS, D.,
VALDIVIE, M., HU, C.-A. A., REN, W., YIN, Y. (2017): The role
of methionine on metabolism, oxidative stress, and diseas-
es. Amino Acids, 49, 2091-2098.

NAWASHIRO, H., OTANI, N., UOZUMI, Y., OOIGAWA, H.,
TOYOOKA, T., SUZUKI, T., KATOH, H., TSUZUKI, N., OHNU-
KI, A., SHIMA, K., SHINOMIYA, N., MATSUO, H., KANAI, Y.
(2005): High expression of L-type amino acid transporter 1in
infiltrating glioma cells. Brain Tumor Pathology, 22, 89-91.
PANDEY, R., CAFLISCH, L., LODI, A., BRENNER, A. J., TIZIANI,
S. (2017): Metabolomic signature of brain cancer. Molecular
Carcinogenesis, 56, 2355-2371.

PIENKOWSKI, T., KOWALCZYK, T., GARCIA-ROMERO, N.,
AYUSO-SACIDO, A., CIBOROWSKI, M. (2022): Proteomics
and metabolomics approach in adult and pediatric glioma
diagnostics. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)— Reviews
on Cancer, 1877, 188721.

RANDALL, E. C., LOPEZ, B. G. C., PENG, S., REGAN, M. S.,
ABDELMOULA, W. M., BASU, S. S., SANTAGATA, S., YOON,
H., HAIGIS, M. C., AGAR, J. N., TRAN, N. L., ELMQUIST, W.

76

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2023

F., WHITE, F. M., SARKARIA, J. N., AGAR, N. Y. R. (2020): Lo-
calized Metabolomic Gradients in Patient-Derived Xenograft
Models of Glioblastoma. Cancer Research, 80, 1258-1267.
REYNOSO-NOVERON, N., MOHAR-BETANCOURT, A., OR-
TIZ-RAFAEL, J. (2021): Epidemiology of Brain Tumors. In
MONROY-SOSA, A., CHAKRAVARTHI, S. S., DE LA GAR-
ZA-SALAZAR, J. G., MENESES GARCIA, A., KASSAM, A. B.
(eds.): Principles of Neuro-Oncology: Brain & Skull Base.
Springer International Publishing.

SEYFRIED, T. N., KIEBISH, M. A., MARSH, J., SHELTON, L.
M., HUYSENTRUYT, L. C., MUKHERIJEE, P. (2011): Metabolic
management of brain cancer. Biochim. Biophys. Acta, 1807,
577-94.

SEYFRIED, T. N., MUKHERIEE, P. (2005): Targeting energy
metabolism in brain cancer: review and hypothesis. Nutri-
tion & Metabolism, 2, 30.

SOWERS, M. L., SOWERS, L. C. (2022): Glioblastoma and
Methionine Addiction. International Journal of Molecular
Sciences, 23, 7156.

TORP, S. H., SOLHEIM, O., SKJULSVIK, A. J. (2022): The WHO
(2021) Classification of Central Nervous System tumours:
a practical update on what neurosurgeons need to know-a
minireview. Acta Neurochir (Wien), 164, 2453—-2464.
WANG, L., HU, B., PAN, K., CHANG, J., ZHAO, X., CHEN, L.,
LIN, H., WANG, J., ZHOU, G., XU, W. (2021): SYVN1-MTR4-
MAT2A signaling Axis regulates methionine metabolism in
glioma cells. Frontiers in Cell and Developmental Biology, 9,
633259.

WANG, Z.,YIP, L. Y., LEE, J. H.J.,, WU, Z., CHEW, H. Y., CHONG,
P. K. W., TEO, C. C., ANG, H. Y.-K., PEH, K. L. E., YUAN, J., MA,
S., CHOO, L. S. K., BASRI, N., JIANG, X., YU, Q., HILLMER, A.
M., LIM, W. T., LIM, T. K. H., TAKANO, A., TAN, E. H., TAN,
D.S. W, HO, Y. S,, LIM, B., TAM, W. L. (2019): Methionine
is a metabolic dependency of tumor-initiating cells. Nature
Medicine, 25, 825—-837.

WISHART, D. S., MANDAL, R., STANISLAUS, A., RAMIREZ-GA-
ONA, M. (2016): Cancer Metabolomics and the Human Me-
tabolome Database. Metabolites, 6, 10.

YU, D., XUAN, Q., ZHANG, C., HU, C,, LI, Y., ZHAO, X., LIU, S.,
REN, F., ZHANG, Y., ZHOU, L., XU, G. (2020): Metabolic Al-
terations Related to Glioma Grading Based on Metabolomics
and Lipidomics Analyses. Metabolites, 10.

ZHAO, H., HEIMBERGER, A. B., LU, Z., WU, X., HODGES,
T. R., SONG, R, SHEN, J. (2016): Metabolomics profiling in
plasma samples from glioma patients correlates with tumor

phenotypes. Oncotarget, 7, 20486-95.




A great innovation for worldalb &
Euromedlab Congresses

EFLM Continuing Professional Education
Credit System - CPECS®

25" International Congress of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (IFCC) WorldLab and 25" European Congress of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM) EuroMedLab and 55th
Annual Congress of the ltalian Society of Clinical Biochemistry and
Clinical Molecular Biology (SIBioC) are accredited by the EFLM CPECS®
to provide the following CPD activity for participants.

EFLM CPECS® is an administrative system that provides a quality
assurance mechanism for the accreditation of continuing education
programs and events offered based on high-quality continuing
education content in laboratory medicine and relevant scientific topics.

*The CPECS® Continuing Professional Education Credit System is a
unique acronym for laboratory medicine and an EFLM trademark
registered by the European Union Intellectual Property Office (EUIPO)
for professional recognition of continuing education.

A maximum of 19,5 CPECS® credits can be awarded for the scientific
sessions of the 25th IFCC-EFLM EuroMedLab Congress. Each
participant should receive credit only for the hours corresponding to
the extent of his/her participation in the scientific part. Information
on CPECS® credits per session can be found in the scientific program
and the mobile app, which will be available for download during the
congress.

Don't miss this great opportunity
Take advantage of the reduced registration fee
within March 31

www.2023roma.org

,}—} \ ) @
QN = My Fcc

International Federation
of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine

e - =E=LM
AL LR LT ' :

EUROPEAN FEDERATION OF CLINICAL CHEMISTRY

CEITY R R BYIS ¥ i i ”""l ; D LASORATORY MEDICINE

WORLDLAB - EUROMEDLAB

Medicina di Labaratariac-s

R M ORGANISING SECRETARIAT
el Via Carlo Farini 81 - 20159 Milano (lItaly)
EVENTS Ph +390266802323 - info@2023roma.org



