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N-GLYCAN PROFILING AS
A RISK STRATIFICATION BIOMARKER
FOR METABOLIC SYNDROME

WANG, W23

!School of Medical Science, Edith Cowan University
Perth, Australia
*Municipal Key Laboratory of Clinical Epidemiology
Capital Medical University, Beijing, China
*Global Health Epidemiology Reference Group
(GHERG)

E-mail: wei.wang[at]ecu.edu.au

ABSTRACT

Background

N-glycans play an essential role in most biological pro-
cesses and are associated with age, gender, and body mass
parameters. They may act as suitable biomarkers of aber-
rant biological mechanisms that contribute to a subopti-
mal health status (SHS), a subclinical stage of pre-chronic
disease. SHS provides a window of opportunity for early
detection and intervention of chronic diseases such as met-

abolic syndrome (MetS).

Objectives
Screen N-glycan profiling as a risk stratification bio-
marker for SHS and MetS.

METHODS

A population-based study to validity of SHS-specific
N-glycan in plasma as indicators of SHS and MetS pro-
gression over 5 years in the established Australian co-
hort of the Busselton Healthy Ageing Study (BHAS) by
comparison with findings from the Chinese SHS cohort,
previously established for a similar purpose. The high-
throughput method to be used for N-glycan profiling
is ultra-performance liquid chromatography (UPLC).
In brief, N-glycans are released by digestion with peptide
N-glycosidase F (ProZyme, USA), followed by fluorescent
labelling with 2-aminobenzamide (LudgerTag 2-AB label-

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2015

ling kit, UK) in a 96-well microplate containing 5ul plas-
ma per well. Free label and reducing agent are removed
using hydrophilic liquid chromatography-solid phase
extraction (HILIC-SPE) on GHPfilter plates (Pall Corpo-
ration, Ann Arbor, MI, USA), and solvent is removed by
application of a vacuum (Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA). Following incubation and washing steps, fluo-
rescently labelled N-glycans can be separated by HILIC-
UPLC on a Waters Acquity UPLC instrument (Milford,
MA, USA). The system is calibrated using an external
standard of hydrolysed and 2-AB labelled glucose oligo-
mers from which the retention times for the individual
glycans are converted to glucose units. Data processing
is performed using an automatic processing method with
a traditional integration algorithm after which each chro-
matogram is manually corrected to maintain the same
intervals of integration for all the samples. The chromato-
grams are separated into individual glycan peaks with the
glycan amount per peak being expressed as a percentage

of total integrated area.

RESULTS

The most prominent observation of the study was the
consistent, positive correlations between different forms
of triantennary glycans and negative correlations between
glycans containing core-fucose with MetS components
including body mass index (BMI), systolic (SBP) and dia-
stolic blood pressure (DBP), and fasting plasma glucose
(FPG). N-glycan profiles can be applied as real-time indi-
cators of SHS and MetS progression.
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ASSESSING THE QUALITY OF THE
RESULT INTERPRETATION AND THE
QUALITY OF THE POSTANALYTICAL

PHASE IN THE US LABORATORIES

WOLFE, O.].
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E-mail: clinconl[at]Joptonline.net

ABSTRACT

Each day clinical laboratory scientists face the daunt-
ing task of providing thousands of accurate and timely
laboratory test results to enable clinical decisions for pa-
tient care. The impact of accurate test results from the lab-
oratory has far-reaching effects beyond the assurance that
the correct quality control procedures were implemented.

These test results helpdetermine potential diagnoses
and thus the right course of action for patient treatment,
alert physicians to potentially critical health issues which
may be addressed more quickly, as well as assuring physi-
cians as to whether or not present therapy for a particular
patient is having the desired effect.

However, despite the fact that quality control measures
as mandated by regulatory guidelines: Clinical Laboratory
Improvement Amendment (CLIA), College of American
Pathologists (CAP), the Food and Drug Administration
(FDA) are implemented to ensure analytic validity of the
tests and also validation of patient results to catch pre- and
post- analytical errors that may occur before releasing them
into the patient records, there is still “room for error”.

The “room for error” is affected by the fact that valida-
tion of all these data is carried out manually and pains-
takingly by the Laboratory Scientists who must apply
hundreds of rules to identify these potential errors...
a daunting task! Prior to implementation of the tests,
the scientists have also run validation procedures on test
methods and protocols and have consulted with clinicians
to ensure acceptability of the data. Again, a huge under-
taking particularly when new procedures are being imple-
mented. Of course, the same holds true when new instru-

mentation is introduced into the laboratory.




The above is not “new” but is part of the accepted qual-
ity control procedures in any laboratory.

Fortunately, auto- validation has now become the
“state of the art” tool to greatly facilitate test result accep-
tance and interpretation. No longer do laboratory scien-
tists need to manually review test data. Auto-validation
releases test results into the patient records without need
for manual review. Algorithms have been built into the
software taking into account the same QC rules as have
been used for manual review.

“Middleware technology” takes over the auto-verifi-
cation process in conjunction with the Laboratory Infor-
mation System (LIS) combining the analyzer features and
functions tailored to the specifications of the manufac-
turer. Middleware has the advantage of sending rerun and
reflex instructions back to the analyzers providing real-
time data management. It eliminates the stepof transmit-
ting data to the LIS for processing decisions thus allowing
for faster reporting.

In one institution, thousands of patient samples and
millions of patient test results were run through these sys-
tems and reviewed to ensure accuracy and also to famil-

iarize the Staff with the rules and procedures.
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ABSTRACT

In literature, just as in common debate, the Person-
centred Healthcare and Medicine paradigm tends to be
evacuated considering its clinical outcome and its imple-
mentation [1]. These aspects cover, without doubt, a funda-
mental and inescapable part of the paradigm in question
even though it is necessary to not overlook the patient’s
centrality in the methodology [2]. Indeed, other than the
unanimously recognised standard biases, there are others
which, although not formally validated, are, in any case,
important and capable of ruining the results obtained in
a clinical trial, such as the expert medical education and
awareness, therefore the patient’s empowerment.

Even if these aspects are generally already decreed and
well outlined by what concerns modern biomedicine, we
cannot say the same thing regarding Complementary and
Alternative Medicine (CAM).

There are, in fact, still many aspects that require
regulating, not only regarding an epistemological correct-
ness but, most of all, the patients’ safety. It is well known
that in CAM, the doctor occupies a fundamentally impor-
tant central role. This regards not only the attention that
s/he dedicates to the patient and the care with which s/he
examines him/her but also the competence with which s/
he administers the therapy [3].

Concerning the expert medical education, unfortu-

nately there is not an international legislation capable of




severely imposing standards and directives to which the
individual States have to obligatorily adhere [4, 5]. In
fact, as we can read in the official documents produced
by the World Health Organization (WHO), “in order to
support countries in establishing systems for the qualifi-
cation, accreditation or licensing of practitioners of tradi-
tional medicine, facilitate better communication between
providers of conventional and traditional care, as well as
other health professionals, medical students and relevant
researchers, through appropriate training programmes
and to support integration of traditional medicine into
the national health system” [6], benchmarks for training
in Ayurveda, Naturopathy, Nuad Thai, Osteopathy, Tradi-
tional Chinese Medicine, Tuina and Unani Medicine have
been declared.

This legislative void permits unqualified personnel to
practice a profession, exposing patients’ safety to serious
risk: it’s not a coincidence that in the WHO Traditional
Medicine Strategy 2014—2023, the promotion of a safe
and effective implementation of Traditional and Comple-
mentary and Alternative Medicine is stressed and should
necessarily be subject to the regulation of professional
competence. Such a regulation is essential for dismantling
the old stereotype suggesting that any natural treatment
is safe and free of adverse effects or interactions in the
patients [7]. Considering these premises, and continuing
the reference to Person-Centred Healthcare and Medicine
paradigm, the aim of our research with regards to the
medical expert, is to highlight the current legislative situ-
ation, identify the omissions and study future strategies;
from the patients’ perspective, this means understanding
their attitude regarding CAM and the methods to which
they can contribute, in a context of therapeutic choice and

compliance, and to their empowerment.
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ABSTRACT

European Association for Predictive, Preventive and
Personalized Medicine (EPMA) was found in November
2008 and quickly evolved into progressive, internation-
ally recognized [1, 2] medical professional organization,
having its national representatives in 45 countries around
the world [3]. EPMA regularly organizes international
congresses and meetings, publishes its scientific journal
The EPMA Journal (BMC, Springer) which is indexed in
recognized scientific databases such as PubMed, Embase,
Scopus, publishes book series dedicated to all aspects of
PPPM, and exerts great effort to realize its visions in what
it is defined as health-oriented healthcare. As the visions
of EPMA [4, 5, 6] are undoubtedly far-reaching and have
the potential to substantially change the medicine of the
21st century, EPMA is very well aware of the fact that such
magnitude of change cannot be achieved by a single pro-
fessional organization, regardless the visions, the network
of experts, publication activities, promotional or educa-
tion activities.

Therefore, since the very beginning, EPMA started
successful cooperation with European Medical Asso-
ciation (EMA), a leading expert organization of medi-
cal doctors in Europe and is gradually building contacts
with other professional organizations who share EPMA
visions and philosophy of PPPM. Among the organiza-
tions which has signed Memorandum of Understanding
are: European Federation of Clinical Chemistry and Lab-
oratory Medicine (EFLM), European Society of Predic-
tive Medicine (EUSPM), European Society of Radiology
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(ESR), European, Middle-Eastern and African Society for
Biopreservation and Biobanking (ESBB), Hungarian So-
ciety of Personalized Medicine (HSPM), Italian Society of
Pharmacology (SIF), Charity Association for Person Cen-
tered Medicine (CHFPCM) [3, 5].

In respect to what is said above, EPMA welcomes and
appreciates all professional activities of Slovak Society of
Clinical Biochemistry (SSKB) which support development
of predictive, preventive and personalized medicine in the
Slovak Republic as well as on the global scale via mem-
bershipof SSKB in the international organizations such as
EFLM, and finds cooperation between both organizations
mutually beneficial. The potential themes for cooperation

may encompass the following:

+ Publication activities

« Education activities

« Common meetings

o Web-based promotion activities
+ Cooperation in grant schemes

» Cooperation in fund raising

» Research cooperation

« Political activities related to healthcare

EPMA finds it essential that all relevant expert orga-
nizations contribute with their expertise and their com-
plementary visions and ideas to PPPM and helpcreate
new, perspective and inevitable health-oriented health-
care system which is the only long-term alternative to
the current, economically unsustainable, disease-oriented
healthcare [6].
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HYPERSUPERGENOMIKA ALEBO SPLAS-
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KRATKA HISTORIA KLASICKE] GENETIKY

Prehistorické obdobie genetiky trvalo viac tisicroci.
PoInohospodari krizenim rastlin vypestovali trodnejsie
a odolnejsie druhy ako tie, ktoré rastli v prirode a podob-
ne boli vyslachtené domace zvieratd. Zaklady modernej
genetiky objavil opat brnenského augustianskeho opat-
stva, Johann Gregor Mendel v XIX. storo¢i. Napriek tomu,
ze svoje vysledky publikoval v uznavanom vedeckom ca-
sopise [1], vyznam jeho objavov si si¢asnici nev§imli alebo
nepochopili. Ani vtedajsiu medicinu nezaujimala nauka
o dedi¢nosti chor6éb - Iudia zomierali v mladom veku,
najéastejsie v désledku infekénych chordb.

Trvalo dalsich sto rokov, kym sa zistilo, Ze nositelmi
kédu st nukleové kyseliny. Definitivnhu odpoved materi-
alnej podstaty dedi¢nosti poskytol prelomovy objav Wat-
sona a Cricka [2], ktori urcili $truktaru kyseliny deoxyri-
bonukleovej (DNA). Dokazali, Ze ide o dvojitd zavitnicu
(double helix), v ktorej nukleotidy podla jednoduchého
pravidla vytvaraju dvojice (A-T, C-G), a dve vldkna za-
vitnice su komplementdrne (jedno vlakno je zrkadlovym
obrazom druhého vlakna). V priebehu relativne kratkeho
¢asu sa zistilo, ze nukleotidy kéduju jednotlivé aminoky-
seliny v trojici, vo forme tripletov. Zdalo sa, Ze na zaklade
$truktury DNA, pravidiel prepisovania génov na kyseli-
nu ribonukleova (RNA) a syntézy kddovanych bielkovin
na ribozémoch su vysvetlitelné vietky javy biologie a fy-
ziologie, a bude potrebné objasnit len niekolko drobnych
detailov. Genetici a molekulovi bioldgovia sihrn tychto
poznatkov s miernou sebaironiou nazvali ,centralnou

dogmou®“ molekulovej bioldgie (Tab. 1).




TABULKA 1. ,CENTRALNA DOGMA*®
MOLEKULOVE] BIOLOGIE

REPLIKACIA. Dva retazce molekuly DNA st kom-
plementarne. Na zaciatku delenia bunky sa obe vldkna od-
delia a po pridani zodpovedajtcich nukleotidov vznikaju
dvakrat dva retazce, zhodné s pé6vodnou DNA. To je zdkla-

dom kazdého delenia buniek a reprodukcie.

TRANSKRIPCIA. Jedno vlakno molekuly DNA ob-
sahuje kdd primarnej $truktdry bielkovin (poradie ami-
nokyselin). Kazdu jednu aminokyselinu kéduje trojica
nukleotidov (triplet). DNA samozrejme obsahuje aj kody
oznacujuce zaciatok a koniec génu a aj regulacné tseky
potrebné pre zapnutie a vypnutie transkripcie. Ak bunka
potrebuje syntézu urcitej bielkoviny, zodpovedajuce enzy-
my prepi$u gén do molekuly poslickovej RNA (messenger,
mRNA). Principom prepisu je opat komplementarita s tym
rozdielom, Ze namiesto nukleotidu T (tymin) sa do mole-

kuly RNA dostane U (uracil), ¢ize parovanie je A-U a C-G.

TRANSLACIA. Poslickova RNA syntetizovand a upra-
vend v jadre bunky sa dostdva do cytoplazmy, viaZe sa na ri-
bozémy, a zacina sa syntéza kodovanej bielkoviny na za-
klade kodu. Jednotlivé aminokyseliny st transportované
k ribozémom molekulami transferovych RNA (pre kazda
aminokyselinu je jedna tRNA). Ribozémy su zlozené z vel-
kého poctu $pecifickych molekil RNA (ribozémové RNA,
rRNA) a bielkovin.

Dalsie obdobie genetiky bolo charakterizované iden-
tifikdciou génov riadiacich funkciu komplexnych orga-
nizmov a objasnenim zlozitosti genetickej informdcie.
Boli objavené a objasnené mnohé monogénové ochorenia
(kosacikovd anémia, hemofilia, cystickd fibréza a mno-
hé dedi¢né metabolické poruchy). Genetika najéastejsich
ochoreni (hypertenzia, koronarna choroba srdca, diabetes,

Alzheimerova choroba a mnohé iné) ostdvala zdhadou.

OD GENETIKY KU GENOMIKE

Dnes uz nehovorime len o genetike (nduke o dedi¢-
nosti), ale o genomike. Termin genomika sa vztahuje
na to, Ze gény su v pozadi vietkych fyziologickych javov
a skoro vsetkych patologickych procesov. Popri genomike

vznikli aj pridruzené vedné odbory ako transkriptomika
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(stthrn prepisovanych génov), proteomika (sthrn synteti-
zovanych bielkovin) a iné.

Tento rychly vyvoj bol docieleny v zna¢nej miere vyu-
zitim novych technolégii a to je pravda aj naopak - napre-
dovanie vedy posobilo motivaéne na vypracovanie a vy-
uzivanie novych metéd v Sirokom meritku. Vyznamnym
¢initelom pokroku genomiky a molekulovej biolégie bolo
$§iroké vyuzitie informacnych systémov. Bez nich by bolo
nemozné spracovanie obrovského mnozstva ziskanych
udajov.

Jednym z logickych dopadov vyvoja bol obrovsky pro-
jekt, ktory zacali planovat v 80-tych rokoch v USA. Pod-
stata bola jednoduchd - preditat poradie vSetkych nukleo-
tidov v ludskom genéme (3*109 pismen). Projekt ludského
genomu (Human Genome Project), charakterizovany ako
prechod od ,,Malej Vedy“ k ,,Velkej Vede“ sa zacal v roku
1990 za udasti viacerych vyskumnych ustavov a prace
boli naplanované na 15 rokov. Dotacie v planovanej vys-
ke 3 miliard dolédrov boli zabezpecené cez Department of
Energy and National Institute of Health a prvym vedtcim
projektu bol Watson.

Zacatie prace charakterizoval Daniel Koshland v ¢a-
sopise Science takto [3]:

»The benefits to science of the genome project are clear.
Illnesses such as manic depression, Alzheimer’s, schizo-
phrenia, and heart disease are probably all mutagenic and
even more difficult to unnravel than cystic fibrosis. Yet these
diseases are at the root of many current societal problems.
The costs of mental illness, the difficult civil liberties prob-
lems they cause, the pain to the individual, all cry out for an
early solution that involves prevention, not caretaking...”

V prvych rokoch bol rozvoj pomaly a vysledky boli
skromné. Neskor, vdaka finanénej podpore, lep$im tech-
nolégiam a vykonnym informatickym systémom sa tem-
po zrychlovalo. Najvacsia stimuldcia v$ak prisla z podni-
katelskej sféry, ktora si zacala uvedomovat mozné vyuzitie
vysledkov v diagnostickom a farmakologickom priemys-
le a zacala investovat do vyskumu. Prikladom bol Craig
Venter a [udia okolo neho, ktori odisli z National Health
Institute a zalozili vlastné firmy (TIGR a Celera). Pracova-
li ovela rychlejsie ako byrokraciou pretazené akademické
ustavy, pouzivali najmodernejsie pristroje a najlepsie soft-
vér. Konkurencia viedla k zrychleniu vyskumu aj v aka-
demickej sfére a vysledkom bolo, Ze pit rokov planova-
nym terminom 26. jina 2000 Collins (veduci projektu

po Watsonovi) a Venter za ucasti B. Clintona a T. Blaira
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cez telemost slavnostne ohlasili, Ze sa podarilo zmapovat
ludsky geném.

Nebola to celkom pravda, bol to len prvy naért gend-
mu a prace pokracovali do roku 2003. Nepriatelstvo me-
dzi Collinsovou skupinou a Venterom vs$ak pokracovalo
aj po slavnostnej spolo¢nej tlacovej besede. Vysledky boli
publikované separatne v ¢asopise Science a Nature [4, 5].

Projekt ludského genému a nasledné vyskumy nespo-
chybnili mendelovské zakony a ,,centralnu dogmu® mole-
kulovej biolégie, ale poukazali na fakt, Ze geném Zivych
organizmov je omnoho zloZitejsi, ako sa to predpokladalo
pred zacatim projektu:

1. Podla nazoru genetikov pred zacatim projektu mal
ludsky geném obsahovat asi 100000 génov, ale tento pocet
po ukonceni projektu klesol na 25000-30000. Je zdhadné,
ako je mozné pomocou tak malého poctu génov vybudo-
vat a zabezpecit chod tak komplikovaného organizmu, ako
je clovek. Odpoved na to dala informatika: gény totiz ne-
funguju samostatne a nezavisle na sebe, ale ako obrovska
informac¢nd siet, v ktorom je pocet moznych kombindcii
takmer nekonec¢ny. Zjednodusene, ak kazdy gén ma dva
stavy (zapnuty alebo vypnuty), tak pocet vSetkych moz-
nych kombindcii je 230 000.

2. Gény kddujuce bielkoviny predstavuju len 2-3 per-
centd celkovej sekvencie. Ostatnd Cast nie je ,nekédujuca’,
ako sa to obcas nespravne udava. Ku génom kodujicim
bielkoviny je potrebné pripo¢itat regula¢né $truktury, kto-
ré na zaklade prislusnych signalov zapinaja alebo vypinaju
gény a mnohé iné §truktdry (napr. teloméry na konci chro-
mozémov). Napriek tomu, Ze este stéle st v prevahe tseky
genomu priamo nekodujice zndme bielkoviny, stale viac
udajov sved¢i o tom, ze mnohé z nich majui vyznamnu bio-
logicku funkciu.

3. Zlozitost gendmu dala odpoved aj na to, ako je moz-
né z velmi podobnych génov vytvorit uplne odlisné 7ivé
systémy. Na druhej strane zlozitost interakcii v genéme
a medzi genémom a prostredim vyrazne stazili hodnote-
nie a spravnu interpretdciu ziskanych vysledkov. Dobrym
prikladom je analdgia s tranzistormi v radiu [6]. Ak z rddia
vyberieme jeden tranzistor, prestava hrat a za¢ne piskat.
Z toho ale nevyplyva, Ze hlavnou tlohou tranzistoru je an-
tipiskanie! Podobne, z ddsledkov vypadnutia alebo muta-
cie jedného génu (okrem monogénovych chordb) sa neda
odvodit pévodna funkcia povodne bezchybného génu.

4. Gény samy osebe nie su schopné Ziadnej funkcie.

To, ze k replikacii, transkripcii a translacii su potrebné
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enzymy a regula¢né komponenty, bolo zndme uz v rokoch
po objaveni dvojitej zavitnice DNA, ale ich zlozitost obja-
vovali len v poslednych rokoch. K replikacii su potrebné
tri rozne enzymové komplexy a kazdy z nich pozostava
z viac ako 30 podjednotiek. K spravnej funkcii potrebuju
velké mnozstvo dalsich ¢initelov, ktoré zabezpecuju zaha-
jenie, bezchybny priebeh (vratane kontroly a opravy chyb)
a ukoncenie replikacie. Podobne zlozity je aj prepis génu
na molekulu RNA. Prvym krokom je rozhodnutie o tom,
¢i je vobec potrebné ,zapnutie (expresia) daného génu,
alebo nie je. Ak ano, gén sa prepise na molekulu mRNA.
Tento proces je nasledovany tpravou mRNA (editing alebo
splicing), ktory okrem vystrihnutia nekddujucich intrénov
moze zmenit Struktiru mRNA. Z jedného génu je takto
mozné vyrobit viaceré mRNA (alternative splicing), ¢o da-
lej zvysuje pocet moznych kombindcii. Okrem toho, este
pred prekladom kodu takto upravenej mRNA, sa uskutoéni
este jeden kontrolny proces, o ktory sa staraju malé mole-
kuly RNA (siRNA, small interfering RNA) [7]. Len potom
sa napoji mRNA na ribozémy a za¢ne sa syntéza bielkovin.
To znamend, ze k tomu, aby bunka vyrobila jednu bielkovi-
nu, potrebuje niekolko stoviek inych bielkovin a mnohé od-
lisné molekuly RNA, a kazda z nich je kddovana v gendme.

5. Waddington [8] uz v 50-tych rokoch predpokladal,
ze nemoze existovat tolko génov, ktoré by mohli vysvet-
lit napriklad fungovanie nervového systému. Aj neskor
vzniklo vela pozorovani, ktoré sa nedali vysvetlit muta-
ciami alebo varidciami génov. Pre nadS$enie vyplyvajtce
z objavu dvojitej zavitnice, vysledky molekulovej bioldgie
a modernej genetiky sme zabudli, ze histény (bielkovi-
ny nachadzajuce sa v chromozémoch) nie st len pasivne
podporné molekuly dvojitej zavitnice DNA. Okrem zmien
histénov a ich tlohy pri expresii génov aj metylacia nukle-
otidov patri k pochodom, ktoré dnes povazujeme za epige-
netické. Kym metylacie nukleotidov blokuju gény, acetylo-
vé skupiny pripojené k histénom ich aktivujt. Epigenetické
pochody nemenia geneticky kdd, ale vyznamne ovplyviu-
ju expresiu jednotlivych génov. Tieto procesy su zakladom
diferencidcie buniek vznikajicich z oplodneného vajicka
a pociato¢nych multipotentnych embryondlnych buniek
na jednotlivé tkaniva. To, Ze tieto epigenetické procesy za-
stavaju pocas vyvinu jedinca déleziti ulohu je zjavné, ale
nedavno sa ukdazalo, Ze existuju také epigenetické znaky,
ktoré prejdu do nasledujicej a dokonca aj do dalsich ge-
nerdcii. Paradox epigenetiky spociva v tom, ze ku kazdé-

mu kroku (metylacia, demetylacia, acetyldcia, odstranenie




znakov, a¢inok molekul siRNA atd.) st potrebné enzymy,
ktorych kédy sa nachadzajui v gendme a naviac aj regula¢né
komponenty riadiace epigenetické pochody st kédované
v gendéme. To znamena, Ze aj epigenetika je genetika, len
nie taka jednoducha, ako sa to myslelo po objave dvojitej
zavitnice a precitani poradia nukleotidov v fudskom gené-
me. Najnovsie vysledky epigenetickej mapy roznych lud-
skych tkaniv boli publikované nedavno [9, 10].

6. Nie sme sami. To, Ze v naSom traviacom trakte sa na-
chadzaju baktérie (napr. laktobacily) uz sa vie davno a bolo
zjavné, Ze zmeny Crevnej mikroflory ovplyviiuji zdravie.
V skuto¢nosti tychto mikroorganizmov je omnoho viac,
nez sa predtym predpokladalo. Tieto sa nedali preukdzat
metédami klasickej mikrobioldgie, a o ich pritomnosti
v nasom organizme sved¢ia ich gény, ktoré sa modernymi
metddami daji dokdzat. Dnes je uz zrejmé aj to, Ze mikro-
biém a jeho zmeny vo vyznamnej miere ovplyviuju prav-

depodobnost vzniku réznych chronickych choréb [11].

JE MOZNE VYSLEDKY GENOMIKY
A MOLEKULOVEJ] MEDICINY VYUZIT
V KAZDODENNE] PRAXI?

Genetické vysetrenia, ktoré v minulosti boli vyuzi-
té skoro vylu¢ne v oblasti vedeckého vyskumu, su stale
lacnejsie, daju sa robit na automatickych analyzatoroch
arychlo sa dostavaji do beznej diagnostickej praxe. Tento
pochod sa zacdal uz pred ukoncenim ,Projektu ludského
genoému®. V prvom obdobi boli vyvinuté metédy na do-
kaz pritomnosti chybnych génov napriklad u zdravych
nosic¢ov (heterozygotov) chybného génu cystickej fibrézy
alebo gény, ktoré maju za nasledok vysoké riziko vzni-
ku rakoviny prsnika (BRCA1 a BRCA2). Vyhodnotenie
a interpretacia vysledkov boli jednoduché. Chybny gén
u rodi¢ov znamenal moznost jeho prenosu do dalsej gene-
racie (pri cystickej fibroze a dedi¢nych poruchach vyme-
ny latok) alebo zvysené riziko vzniku maligneho nadoru
u daného jedinca. Dalsi dolezity krok sa tykal farmako-
genetiky. Postupne boli identifikované gény (a ich varia-
cie - polymorfizmy) ktoré urcovali odpoved organizmu
na danu liecbu. Vyvoj novej diagnostickej metéddy na dany
gén alebo jeho polymorfizmus je v dne$nej dobe biotech-
nolégie otazkou niekolkych mesiacov.

Od ukon¢enia ,,Projektu ludského genému* sa urych-

lilo, zjednodusilo a zlacnelo aj ¢itanie dlhych sekvencii
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DNA (next generation sequencing) a cena precitania ce-
lého genému jedinca sa blizi k sume 1000 US$. Dnesna
technoldgia umoziuje sekvenovat gendém réznych buniek
rakovinového tkaniva. Nedavno bol uvedeny na trh prvy
prenosny sekvenator [13], ktory sice pracuje s va¢$im poc-
tom chyb, ako klasické, ale umoznuje analyzovat geném
v teréne - napriklad réznych typov virusu Ebola.

Velké vedecké a vyskumné konzorcid od ukoncenia
»Projektu Iudského gendému® chrlia vysledky, ktoré by
mali objasnit genetické pozadie beznych, castych ochore-
ni, ktoré sa nededia podla klasickych zdkonov genetiky.
Interpretacia vysledkov tychto projektov je vsak velmi
komplikovana.

Teoreticky priklad vychadza z predpokladu, ze pocas
obrovského projektu bolo mozné vysetrit geném 10 000
ludi s normalnym a taky isty pocet Iudi s vysokym krv-
nym tlakom. Medzi dvoma tymito skupinami bolo naj-
denych 250 rozdielov v gendme. Co to znamend pre pre
kazdodennu lekdrsku prax? Odpoved je dost rozéarujuca.

Vysoky krvny tlak nepatri medzi choroby, ktoré ozna-
¢ujeme ako OGOD (one gene - one disease). V minulosti
sa tieto choroby oznacovali ako ,,polygénové”, lepsi nazov
je ,komplexné choroby”. Tym sa oznacuje to, Ze tieto cho-
roby vznikaju komplikovanymi vzajomnymi interakcia-
mi vonkajsich ¢initelov a genetického pozadia. Nazov je
spravny, ale samotné pomenovanie nepoméha pri pocho-
peni vzniku a priebehu danej konkrétnej choroby.

Z komplexnosti choroby vyplyva, ze skupina 10 000
ludi s hypertenziou nie je jednotny subor. Vysoky krvny
tlak nie jednotné ochorenie, ale prejav réoznych pochodov,
z ktorych niektoré st vonkajsie (vysoky prijem kuchyn-
skej soli, nedostatok niektorych mikronutrientov, atd.),
¢iastoéne vonkajsie a vnutorné (obezita, diabetes) a ¢asté
st aj sekundarne formy hypertenzie, napriklad pri choro-
bach oblic¢iek alebo nadobliciek.

Hypertenzia sa vyvija pomaly a v kontrolnej skupine
moze byt vela [udi, ktori v ¢ase vySetrenia maju e$te nor-
malny krvny tlak, ale su to buduci hypertonici. To zna-
mend, Ze ani kontrolna skupina nie je homogénna. Mnohi
z nich mézu mat o par rokov hypertenziu.

Etnické, pohlavné, vekové a iné rozdiely v jednej
a druhej skupine este viac komplikuji obraz.

Rozdiely v génoch nehovoria ni¢ o epigenetickych roz-
dieloch medzi dvoma skupinami.

Problémy uvedené v bodoch 1-4 by sa teoreticky

mohli eliminovat starostlivym vyberom probandov, ale
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ani vtedy nebude jasné, ktoré z 250 rozdielov medzi jed-
nou a druhou skupinou st v pri¢innej suvislosti so zme-
nou krvného tlaku a ktoré nie. Krvny tlak je fyziologicky
znak, ktory mé obrovsky pocet determinantov (praca srd-
ca, pruznost cievnej steny, regula¢né mechanizmy, atd.)
Nalez rozdielov v 250 génoch nehovori ni¢ o ich fyziolo-
gickej funkcii a ani o tom, ako ich varianty veda k hyper-
tenzii. Naviac mnohé rozdiely z 250 nebudu priamo v gé-
noch, ale v nekddujucich ¢astiach genému.

V druhom kroku vyskumu pomocou experimentalne-
ho a zdkladného vyskumu sa podari znizit pocet kandidat-
nych pri¢innych génov na 30-40. O jednom z nich sa doka-
ze, ze hor$ivariant zvy$uje krvny tlak v priemere o 8 mmHg
a druhy o 6mmHg. Z toho sa neda urc¢it, aky bude uc¢inok
u Tudi, ktori zdedili z obidvoch hor$i variant (urcite nie
8+6), pretoze gény predstavuju zlozittl informacnu siet
a u¢inok kazdého z nich zavisi od mnohych inych. Vedec-
ké metédy na hodnotenie spolo¢ného ucinku 2-3 génov su
k dispozicii, ale vysledok interakcie 30-40 polymorfnych

génov sa neda predpovedat.

SPLASNUTIE GENOMICKE] BUBLINY, ZROD NO-
VE]J EUGENIKY ?

Bezny ¢lovek o¢akava od vyskumnikovvoblasti biome-
dicinskeho vyskumu (a samozrejme aj od lekarov), ze ich
¢innost bude zamerana vylu¢ne pre dobro Iudi. Nikto ne-
pochybuje o tom, Ze vysledky dosiahnuté Pasteurom,
Kochom, Roentgenom, Flemingom a ostatny-
mi velikdnmi vedy zachranili miliény Iudskych Zivotov
a zmiernili utrpenie dal$im miliénom. Veda vSak nikdy
nenapredovala priamodiaro, len pri pisani histérie sa
na neuspechy - ktorych bolo ovela viac, ako uspechov -
zabtda. Zabuda sa aj na to, ze vedci su taki isti [udia ako
ostatni a ich motivacie nie st vzdy ¢isto altruistické. Jas-
nym prikladom bolo zneuzitie evolu¢nej tedrie a ¢iastone
aj genetiky na zrod a Sirenie eugenickej rasovej tedrie.

Obrovsky pokrok genetiky a molekulovej bioldgie sa
lisi od vyskumu v XIX. a prvej polovici XX. storocia nie
len tym, Ze na vysledkoch sa ¢asto podielaja velké skupi-
ny vedcov a tym, Ze tieto metddy st finan¢ne a metodicky
velmi ndro¢né. Rozdiel je aj v tom, Ze zneuzitie tychto po-
znatkov, vysledkov a technologickych moznosti sa moze
tykat kazdého z nas. Tvrdu kritiku novej bioldgie poskytli
Hilary a Stephen Rose v knihe ,,Genes, Cells and Bra-
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ins“ [12] s podtitulom ,, The Promethean Promises of the
New Biology”. Ich analyza je zamerana predovietkym
na tieto oblasti:

Prechod od malej genetiky k velkej genomike.
Je pravda, ze Ziadne laboratérium a Ziadny vyskumny
ustav by nebol schopny za 10-13 rokov sekvenovat cely
ludsky gendm, ale praca na projekte ludského genému ne-
bola vzdy podla pravidiel ,fair play“. Komer¢né zaujmy sa
objavili okamZite po tom, ako bolo jasné, Ze diagnosticky
a farmaceuticky priemysel moéze z vysledkov profitovat.
Islo predovs$etkym o otazky, ¢i sa gény daju patentovat a ¢i
vysledky maju byt verejne pristupné alebo nie (a tym blo-
kovat vyuzitie vysledkov pre konkurenciu).

O ¢o vieme viac o ¢loveku po skonéeni projektu? Na-
priek obrovskému nads$eniu z vysledkov projektu tazko by
sme nasli lekdra prvého kontaktu, ktory by tieto poznatky
vedel vyuzit v prospech chorych s beznymi ochoreniami.
Pri¢ina nie je v tom, Ze lekari starsej generacie vedeli vel-
mi malo o genetike (nebolo to pre ich pracu dolezité), ale
v tom, Ze sme nespravne pochopili vyznam génov v zdra-
vi a v chorobe. Vychadzali sme z klasickej genetiky mo-
nogénovych choréb (mutacia=choroba) a zabudli sme
na evolu¢ny aspekt a na to, ze DNA bez svojho prostredia
je mftva, ne¢inna molekula. Preto vedu do slepej ulicky
aj cenovo pristupné analyzy celého alebo ¢asti genomu
poskytované mnohymi firmami. Tieto Gdaje neposkytuju
ovela viac medicinsky relevantnych informacii, ako kla-
sické metddy.

Od statnej ku konzumnej eugenike. Klasickd eugeni-
ka bola zalozena na primitivnom a nevedeckom chapa-
ni evolucie a dedi¢nosti. Dnes je samotny vyraz eugeni-
ka na ciernej listine, ale jeho podstata sa vracia v skrytej
podobe. Uz aj informécie o nosi¢stve chybnych génov,
ktoré modzu znamenat redlne riziko vyskytu tazkej cho-
roby (cystickd fibréza, niektoré poruchy metabolizmu)
v potomstve alebo pozitivny vysledok prenatalneho skri-
ningu pritomnosti chromozdémovych aberacii (Downova
choroba) predstavuju niekedy tazko rieitelné problémy
pre jednotlivcov. Rozhodnutia o preruseni tehotnosti ale-
bo nemat deti st tazké, ale sa tolerované spolo¢nostou
a legislativou vo vacsine krajin sveta. Ako je vSak mozné
interpretovat informaciu o pritomnosti chybnych génov
pri ochoreniach s nemendelovskou komplexnou dedi¢-
nostou? V tychto pripadoch (Alzheimerova choroba a iné
neurodegenerativne stavy, nosi¢i mutdcii v génoch chra-

niacich pred zhubnym nadorom) odpovede su este tazsie.




Konkrétnym prikladom je preventivna amputacia prsni-
kov u klinicky zdravych nosi¢ov génu BRCA1 (znamena
vysoké riziko skorého vzniku rakoviny prsnika). A ¢o je
mozné robit v pripadoch nalezu genetickej predispozicie
menej zavaznych, lie¢itelnych ochoreniach ? Je mozné pri-
pustit Ziadost o umelé prerusenie tehotnosti v pripade na-
lezu génu zvys$ujiceho pravdepodobnost vzniku diabetu
alebo astmy? Na tieto a podobné otazky genetika nedava
odpovede a dne$nd medicina, spolo¢nost a legislativa nie
su na to pripravené.
Genomicka bublina a porusenie ludskych prav.

Z vyssie uvedenych prikladov vyplyva, Ze genetické (a iné
»omické“) informacie su bezcenné, ak nepozndme ostatné
okolnosti urcujice zdravie a chorobu u daného jedinca.
Rie$enie je na prvy pohlad jednoduché: spojme genetické
databazy s udajmi o populdcii, ako je vek, pohlavie, vy-
sledky lekarskych a laboratornych vysetreni do jedného
celku, a ddjdeme k vytizenému cielu vyuzit genetické
informécie v prospech zdravotnictva a zdraviu obc¢anov.
Prvy velky projekt toho typu sa zacal na Islande uz v roku
1994. Argumenty profesora Stefanssona a jeho kole-
gov (povodne skumali genetické pozadie mnopocetnej
sklerdzy) boli to, Ze populacia Islandu je mald a homogén-
na a to, ze vysledky bude mozné vyuzit v boji proti rako-
vine a chorobam srdca nie len na Islande, ale na celom
svete. V. USA zalozili biotechnologicku firmu DeCode,
na Islande genetické laboratdrium na sekvenovanie geno-
mu domdcej populacie (275000 [udi). Druhu ¢ast databa-
zy mali tvorit udaje z narodného zdravotnickeho registra,
vedeného s velkou presnostou od roku 1915. Stefansson
nebol genetik, ale skor podnikatel a pre projekt ziskal ob-
rovské dotacie od farmaceutickych firiem a svojou réto-
rikou (,veda je pokrok a nemozno ju zastavit®) presved-
¢il aj vladu a parlament tejto malej krajiny o spravnosti
projektu. Je mozné diskutovat o tom, ¢i vychodiska a ciele
projektu boli redlne, alebo nie (skor nie), ale hlavny prob-
lém spocival v nie¢om inom. Nikto, vratane zodpoved-
nych za projekt, a ani ministerstvo zdravotnictva a parla-
ment sa nespytal obéanov Islandu a lekarov poskytujtcich
zdravotnicku starostlivost, ¢i stiihlasia s icastou a posky-
tovanim svojich udajov pre potreby projektu, z ktorého
nebolo mozné vystupit. Hlasy proti, spociatku ojedinelé,
neskor stale silnejsie, nakoniec viedli v roku 1998 k ban-
krotu firmy a celého nezmyselného a neetického projektu.
Podobné projekty boli iniciované aj v inych krajinach, ale

ziadny z nich nebol dotiahnuty do konca.
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Co vyplyva z pochmtrneho obrazu splasnutej geno-
mickej bubliny? Kritika nespravneho smerovania apli-
kacie vysledkov vyskumu je opodstatnend a potrebna.
Na druhej strane je pravda, Ze veda a vyskum sa naozaj
nedaju zastavit, ale pri ich aplikacii nie je moZné zanedbat
zdkladné etické a moralne aspekty civilizovanych spolo¢-
nosti.

Je pravda, ze lekari prvého kontaktu zatial malo profitu-
ju z modernej genomiky, ale prinos je len otazka ¢asu. On-
koldgia a regenerativna medicina uz dnes jednoznacne cer-
paju z tychto poznatkov, ostatné medicinske oblasti musia
este niekolko rokov trpezlivé. Pod pokryvkou ,,pokroku®
nie je mozné porusit zékladné etické a moralne pravidla
ludstva. Spajanie genetickych a zakladnych medicinskych
informacii sa dd robit aj ¢estne a transparentne [13].

Momentalny stav charakterizuji autori spominanej
knihy prirovnanim k hangaru, v ktorom su rozloZené
vsetky casti obrovského dopravného lietadla. Dat do-
kopy z toho funk¢né lietadlo zrejme nie je mozné. Tieto
lietadld vSak premavaju (vac¢sinou) bez problémov kazdy
den. Lenze sa ich vyvoj nezacal pokusnym skladanim
casti, ale Ottom Lilienthalom, bratmi Wrightovc
amvi, vyskumom aerodynamiky, konstrukciou silnych
a Jahkych motorov, vyvojom pocitacovych riadiacich sys-
témov. Ak sa moderna genomika a molekulova medicina

bude takto vyvijat, nemame sa ¢oho obavat.
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ABSTRAKT

Z pohladu etiky a filozofie je institucionalizovana sta-
rostlivost o zdravie velmi dobrym zdrojom dilem, ktoré
st podla vSeobecnej definicie chapané ako situacie, kedy
je potrebné sa rozhodovat medzi dvoma, resp. viacery-
mi, oby¢ajne nie celkom prijemnymi, alternativami a tiez
zdrojom paradoxov, ktoré su chapané ako protirecivé,
takmer protizmyselné tvrdenia, resp. situacie, ktoré zjav-
ne odporuju zdravému rozumu, no napriek tomu st real-
ne [1, 2, 3, 4]. Préave tieto dilemy a paradoxy poukazuju na
problémy, ktorymi sa musime vo vlastnom zdujme zaobe-
rat aj ako odborna spolo¢nost aj ako individualni uziva-
telia sluzieb. Vo vSeobecnosti mozeme povedat, Ze prave
paradoxné situacie v zdravotnictve najviac zviditeliiuju
slabé miesta celého systému zdravotnej starostlivosti, a to
nie len u nas, ale v podstate takmer v$ade na svete, kde
institucionalizovana starostlivost o zdravie existuje. Vy-
sledkom aktualneho stavu je neudrzatelnost takého systé-
mu v dlhodobom horizonte a jeho pravdepodobny kolaps.

Zakladné dilemy a paradoxy mozeme zhrnut do nasle-
dujiceho zoznamu, ktory urcite nebude uplny, ale posky-

tuje aspon prehlad o najvyraznej$ich problémoch.

1. Z pohladu praxe je uz samotny nazov ,zdravotna
starostlivost® v podstate paradoxny, kedZe primarne je
starostlivost zamerana na ludi, ktory uZ trpia nejakou cho-
robou. Zdravy ¢lovek je v danom systéme vlastne nezauji-
mavy, az na niektoré vynimky, tykajuce sa prevencie, ktord
je v8ak z pohladu komplexnosti velmi obmedzena. A tu sa

prave dostavame k druhému paradoxu a dileme.




2. Ak by sa vykonavali komplexné preventivne pre-
hliadky u ,zdravej populacie, pravdepodobne by sa zis-
tilo, vzhladom na Zivotny §tyl a podmienky, Ze zdravotny
stav obyvatelstva je ovela horsi ako sa predpoklada, ¢o by
vyrazne zvysilo nadklady na lieebnu starostlivost - to ve-
die naozaj k eticko-ekonomicko-filozofickej dileme: dat
peniaze na prevenciu a zvysit tym naklady na zdravotnu
starostlivost pre udi, ktori sice e$te nie su celkom chori, ale
skor ¢i neskor budd, alebo peniaze usetrit pre tych, ktori uz
chori s4, hoci v mnohych pripadoch by tomu bolo mozné
zabranit v¢asnou prevenciou, ktoru prave tymto Setrenim
znemoznime pre dal$iu ¢ast populacie?

3. Ekonomika vs. etika — dilema: pomoct véetkym zna-
mena kolaps systému, pomdct iba niektorym znamena, ze
ini mézu ,,kolabovat®

4. Solidarita vs. zodpovednost za vlastné zdravie -
do akej miery ma byt ¢lovek solidarny s niekym, kto si ve-
dome poskodzuje vlastné zdravie ? Aka je optimalna miera
solidarity v oblasti zdravia? Uplna solidarita, zd4 sa, ne-
motivuje Iudi, aby sa starali o vlastné zdravie. Na druhej
strane, nulova solidarita by znamenala, Ze vela ludi by ne-
dostalo potrebnu starostlivost a ich zdravie by sa vyrazne
zhorsilo, ¢o by postupne malo vplyv na celt spolo¢nost.

5. Zdravie do vysokého veku vs. kolaps dochodkového
systému v pripade, Ze by sa ludia v zdravi doZivali vyso-
kého veku. Paradoxne, pre spolo¢nost sa na prvy pohlad
zda, Ze je ,vyhodné®, ked sa ¢lovek vysokého veku radsej
nedozije. Pri redlnej analyze alternativnych situdcii by sme
pravdepodobne zistili uplny opak.

6. Liecit vs. vyliec¢it — ekonomické aspekty vyvoja lie-
kov a inhibicia spatnou vazbou, kedy sa velkym firmam
neoplati vyvinut u¢inny liek, ktory by v kone¢nom dosled-
ku znamenal zmens$enie trhu, a tym znehodnotil investiciu.

7. Povinné zdravotné poistenie vs. komeréné zdravot-
né poistenie, kedy by pri sa¢asnych pomeroch vznikla sku-
pina Iudi, ktord by komer¢né poistovne pravdepodobne
neboli ochotné poistit.

8. Sloboda jednotlivca vs. diktat v zdravotnej starost-
livosti je velmi vézna etickd dilema, ktord méze proti sebe
postavit jednotlivca, ako stcast, tvoriacu celok, a celok, t.j.
spolo¢nost, pozostavajicu z jednotlivcov. Tato dilema sa
nedd riesit bez ucasti vedy, v jej pravej podstate, t.j. bez
politického a ekonomického ovplyviiovania.

9. Paradoxna situdcia nastava v pripade, ked lekar je
zaplateny podla vykonu. Cim je taky lekar lepsi, t.j. ¢im

lepsie sa stara o zdravie svojich pacientov a pravidelne ich
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vzdelava v oblasti starostlivosti o zdravie, tym menej név-
$tev v dlhodobom horizonte bude mat, a teda tym menej
penazi dostane. Jedna sa, samozrejme, iba o hypoteticka
situdciu, kedy vsetci pacienti budu dostato¢ne uvedomeli
a zaroven ich ekonomicky status im dovoli sa o svoje zdra-
vie primerane komplexne starat.

10. Zvysenie zivotného $tandardu vs. civiliza¢né ocho-
renia typu, rakovina, kardiovaskuldrne ochorenia, obezita,
diabetes.

11. Lahka dostupnost zdravotnej starostlivosti, para-
doxne, prinasa aj problémy — napr. naduzivanie antibiotik
vdaka ich $tandardnej dostupnosti a z toho vyplyvajuci
nérast rezistencie roznych kmenov patologickych mikro-
organizmov, zhorsenie epidemiologickej situacie v pripade
tzv. prechodenych infekénych nakaz, kedy lahkd dostup-
nost a relativny komfort lie¢cby umoznuje chorému chodit
do prace aj v stave, kedy modze nakazu $irit dalej. Na druhej
strane, vacsina populacie je v takej ekonomickej situdcii,
ze si jednoducho neméze dovolit zostat v pripade choroby
doma a liecit sa.

12. Cim je lepsia a rychlejsia diagnostika, tym viac cho-
rych zistime, a tym viac finan¢nych prostriedkov sa odcer-
pa zo systému zdravotnej starostlivosti. Zda sa, paradoxne,
Ze pre poistovne je napr. lacnejsie zaplatit kompletnt liecbu
relativne obmedzenému poétu napriklad onkologickych
pacientov vo vdZnom stave, ako vykondvat pravidelny ce-
loplo$ny skrining populdcie a vzdelavat populaciu v oblasti
prevencie.

13. Ekonomicka a politickd sila kapitalu, ktory je pri-
tomny v systémoch zdravotnej starostlivosti vs. zdujem
jednotlivca a celej spolo¢nosti byt zdravy az do vysokého

veku.

RieSenia vsetkych tychto, ako aj dalsich dilem a para-
doxov je nutné hladat v kontexte globalnej politickej situ-
acie a v medzinarodnej spolupraci vsetkych zainteresova-
nych zloziek spolo¢nosti. Nevyhnutny je vedecky pristup,
ktory vychadza z reprodukovatelnych vysledkov experi-
mentov, komplexné vzdelavanie celej populacie v oblasti
zdravia a Uplna zmena Zivotnej filozofie a spdsobu mysle-
nia. Ze nepdjde o jednoducht zalezitost, uz len z pohladu
nasej malej krajiny, nehovoriac o globalnej zmene, nie je
asi nutné zdoraznovat. Druhou, z pohladu zdravého ro-
zumu len tazko akceptovatelnou alternativou je udrziavat

terajsi stav az do Gplného kolapsu systému.
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ABSTRAKT

V diagnostickom procese zohravaju laboratérne vy-
$etrenia kltic¢ovu tlohu. Aby mohli laboratéria tuto tlohu
naplnat, musia poskytovat kvalitné sluzby v stlade s naj-
nov$imi poznatkami mediciny zalozenej na ddkazoch.
Pri plneni tychto povinnosti nardzaju na uréité obme-
dzenia zo strany poistovni. Obmedzenia sa tykaju hlavne
frekvencie vysetreni, povolenej odbornosti indikujuceho
lekara k vybranym vySetreniam a zodpovedajucej diagno-
ze pacienta. Je otazne, ¢i st tieto univerzalne obmedzenia
zo strany poistovni vhodné pre vietky typy nemocnic-
nych zariadeni.

Kazdoroc¢ne rastu finan¢né naklady na laboratérne
vySetrenia pacientov asi o 10 az 15 %. Suvisi to predovset-
kym so zavadzanim novych modernych technologickych
postupov a pristrojov, s vy$$ou cenou novych diagnostik
a tiez s narastajiucim poctom samotnych laboratérnych
vySetreni.

V tomto kontexte je vymedzenie problému celkom
jasné:

1) pre zdravotné poistovne je jednou z tloh hospodar-
ne vynakladanie finan¢nych prostriedkov zo zdravotného
poistenia za sluzby stvisiace s poskytovanim zdravotnej
starostlivosti, kym

2) pre osetrujuceho lekara je priorita poskytnut pa-
cientovi kvalitné sluzby v ramci modernej diagnostiky
a liecby, ¢o samozrejme prinasa zvysené finan¢né nakla-
dy, a nakoniec

3) lekar - Kklinicky biochemik, ktory nema priamy
kontakt s pacientom, musi ¢astokrat rozhodnut, ¢i je labo-

ratérne vysetrenie (aj na zaklade obmedzeni od zdravot-




nych poistovni) pre pacienta indikované alebo nie, resp.
¢i je ekonomicky inosné vysetrit neindikované vysetrenie
na zaklade pravidiel zdravotnej poistovne, ktoré ale z od-
borného hladiska indikované je.

Lekar, klinicky biochemik, nielen v nemocnici fakult-
ného typu, musi denne riesit tieto dilemy, vyplyvajuce,
na jednej strane, z uplatiiovania odporuc¢anych nariadeni
zdravotnych poistovni a na strane druhej z jeho odbor-
nosti a nevyhnutného odborného a etického pristupu.
Pomoc aj ¢iastocné riesenie tejto situdcie vidime v spoloc-
nom odbornom dialégu medzi zdravotnymi poistoviiami,
odbornymi lekarskymi spolo¢nostami a zakonodarcami,
ktorého vysledkom by mala byt prehladna legislativna
uprava, bertca do tvahy odborné, ekonomické aj etické

argumenty.
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PodlIa literarnych zdrojov [1, 2, 3] je etika, resp. moral-
ka, filozofickym (racionalnym a kritickym) uvazZovanim
o tom, ¢o je a ¢o nie je dobré Iudské konanie. Poskytu-
je nam subor kritérii, ktoré umoznia moralne hodnotit
a usmernit nase konanie. Mali by sme kritickym pouzi-
vanim rozumu odlisit to, ¢o je moralne dobré od toho, ¢o
sa takym len javi. Nestaci vsak len vediet, ¢o je moralne
dobré, ale podstatné je, aby sme tymto smerom usmernili
vlastné konanie.

Na otazku ¢i je ekonomické spravat sa eticky v labora-
toriu a systéme zdravotnej starostlivosti bude mozné od-
povedat, az ked si polozime niekolko dal$ich otdzok, nie-
ktoré aj v opa¢nom garde. Predovsetkym sa jednd o tieto
otazky:

1. Je etické, aby mali zdravotné poistovne rozdielne
postoje voli poistencom a poskytovatelom napr. réznou
povolenou periodicitou vybranych testov, nejasnymi pra-
vidlami, neuznanim vykonov napriek dodrzaniu ,nepisa-
nych® pravidiel, atd...?

2. Je etické, aby niekto vlastnil uzavrety kruh: POIS-
TOVNA - NEMOCNICE - AMBULANCIE - LABORA-
TORIA - LEKARNE. Je etické, Ze nie je mozné oficidlne
sa dopatrat skuto¢nych vlastnikov? Je etické, Ze to nikomu
neprekaza?

3. Je etické, aby sa diskriminovali ,,cudzie® laboratdria
znizovanim ceny bodu a limitov a zvyhodnovali ,vlastné“
vy$$ou cenou bodu a vy$s§imi limitmi ?

4. Je etické pestovat ,laboratérnu turistiku® naprie¢ ce-
lou republikou, aj s vedomim, Ze nie su dodrzané pravidla
predanalytickej fazy, ¢im sa vystavuje nebezpeclenstvu le-

kar a jeho pacient zavadzajicou interpretaciu vysledkov?
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5. Je etickd iba snaha o zisk z verejnych zdrojov, kto-
ry sa nevracia spit do zdravotnictva na zlepSovanie jeho
urovne, ale vysledné obmedzenie kvality a dostupnosti ide
na tkor zvySovania neistoty lekarov s naslednym znizenim
bezpeclnosti pacienta?

6. Je etické, aby zdravotnici postupovali iba podla ob-
medzeni poistovni a riskovali zdchranu pacienta?

7. Je etické, aby zdravotné poistovne tlacili na indiku-
jucich lekdrov za cenu nemalych sankcii, aby obmedzovali
pomerne lacnu laboratérnu diagnostiku, ktord je nevy-
hnutna pre spravny terapeuticky postup? Je etické, Ze zdra-
votné poistovne na jednej strane Setria na ukor pacienta
a na druhej strane vynakladaju nemalé financie na bom-
bastické a ¢asto zavadzajtce reklamy na svoju propagaciu?

8. Je etické urobit zo zdravotnej starostlivosti iba biznis ?

A naopak: Je ekonomické Setrit za kazda cenu, aj
na ukor kvality a dostupnosti zdravotnej starostlivosti?
Je ekonomické plytvat obmedzenymi zdrojmi v zdravot-
nictve oneskorenou, resp. nespravnou a nedostato¢nou
diagnostikou na zaklade nekvalitnych vysledkov, ktora
$kodi chorému a celému zdravotnictvu a sposobuje na-
sledne zna¢né navysenie nakladov?

Ked zodpovieme na véetky otazky ,,ano“, potom sa ne-
mame na ¢o stazovat, lebo sme spokojni s terajsim stavom
v zdravotnictve.

Ak povieme rozhodné ,,nie“ a zaroven naberieme ko-
necne odvahu hladat pri¢iny a nasledne bojovat za ich
odstranenie a napravu stavu do civilizovanych a ludskych
pomerov, potom mame nadej, Ze raz mozno budeme zit

v krajine, kde bude ekonomické spravat sa eticky.
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ABSTRAKT

Poziadavka na zabezpecenie nezavislosti odborného
nazoru zdravotnickeho odbornika pri poskytovani zdra-
votnej starostlivosti predstavuje v poslednych rokoch pre
laicku verejnost jednu z horucich tém. Nakolko je navrho-
vana lie¢ba vysledkom slobodného odborného zvazenia
diagnozy pacienta a nakolko je ovplyvnend preskripénou
limitdciou zo strany zdravotnej poistovne, ¢i zaujmom le-
kara predpisat lieky, z ktorych md profit on samotny a nie
pacient? Tieto otazky zasahuju zakladné principy vztahu
medzi pacientom a lekdrom. Zasada ,,Salus aegroti supre-
ma lex” je tak aj v dnes$nej dobe podrobovana testu dodr-
Ziavania jej obsahu. Potreba precistovania vztahov exis-
tujucich v sektore zdravotnictva je viditelna a snaha o ich
»Stransparentiiovanie je pritomnd aj v praxi prijimania
novych compliance regulacii farmaceutickych spolo¢nos-
ti, ktoré st neraz prisnejsie ako zdkonna uprava platnd
v ramci Slovenska. Presuny hodnét zo strany farmaceu-
tického priemyslu na poskytovatelov zdravotnej starostli-
vosti a jednotlivych zdravotnickych pracovnikov si v po-
slednych rokoch vyziadali viaceré legislativne upravy.
Okrem uz niekolko rokov platnej notifika¢nej povinnosti
zdravotnickych pracovnikov voéi Ministerstvu zdravot-
nictva SR je jednym z recentnych bodov upravy interakcii
medzi zdravotnickymi pracovnikmi a (generdlne pove-
dané) subjektmi farmaceutického priemyslu v kontexte
zékona o dani z prijmov (595/2003 Z.z.) ustanovenie §8

ods.1 pism. /. V zmysle citovaného ustanovenia je ostat-




nym prijmom (cit.): ,....periazné a neperiazné plnenie, ktoré
bolo poskytnuté poskytovatelovi zdravotnej starostlivosti,
jeho zamestnancovi alebo zdravotnickemu pracovnikovi
od drzitela registrdcie lieku, drzZitela povolenia na velko-
distribiiciu liekov, drZitela povolenia na vyrobu liekov, far-
maceutickej spolocnosti, vyrobcu zdravotnickej pomdcky,
vyrobcu dietetickej potraviny alebo prostrednictvom tretej
osoby,“. Tieto prijmy st predmetom zrazkovej dane, ktort
v zavislosti od povahy prijmu (peniazny - nepenazny) zra-
7a bud poskytovatel plnenia, alebo jeho prijimatel. Dalsie
mantinely kooperacie medzi stakeholdermi su obsiahnu-
té aj v zakone ¢.362/2011 Z.z. o liekoch a zdravotnickych
pomdckach a to predovsetkym v rovine limitécie plneni
zo strany subjektov farmaceutického priemyslu v pro-
spech odbornikov opravnenych predpisovat a vydavat
lieky. Nakolko tato tprava predstavuje prijatelné riesenie
otazok vztahov medzi zdravotnickymi pracovnikmi a far-
maceutickym priemyslom je predmetom diskusii. S ur¢i-
tostou je mozné vyslovit, Ze okrem stransparentiiovania
jednotlivych vézieb vyrazne zasahuje doteraz vzité me-
chanizmy thrad nakladov sustavného vzdelavania zdra-
votnickych pracovnikov. O vhodnosti zakonnej Gpravy je
preto potrebné nadalej viest otvorenu diskusiu a uvazovat
o rieSeni ktoré bude re$pektovat $pecifikd poskytovania

zdravotnej starostlivosti.
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ABSTRAKT

Druha polovina 20. stoleti je charakterizovana mohut-
nym rozvojem chemie a chemického primyslu a chemické
substance se stavaji soucasti naseho Zzivotniho prostredi.
Jsou ve vzduchu, ve vodé i v ptidé, odkud se dostavaji do na-
$eho téla. Jsou vSudypritomné. Ze vSech chemikalii, které
zamoruji nase Zivotni prostredi, jsou z hlediska lidského
zdravi nejnebezpecnéjsi tzv. endokrinni disruptory (ED).

Jako ED oznaéujeme skupinu exogennich latek, kte-
ré ucinkuji jako hormony a narusuji fyziologické funkce
endokrinniho systému zvirat i ¢lovéka tim, Ze zasahuji
do syntézy, sekrece, transportu, vazby, ptisobeni a vyluco-
vani pfirozenych, organismu vlastnich hormond. Protoze
endokrinni systém spolu se systémem nervovym a imu-
nitnim koordinuje ¢innost organismu a podili se na udr-
zovani homeostazy, reguluje metabolismus, odezvu orga-
nismu na stres a je hlavni regulatorem rustu a reprodukce
jedince, mohou ED poskozovat vyvoj, neurologické, roz-
mnozovaci a imunitn{ funkce organismu.

Do skupiny ED se radi latky prirodniho i umélého
puvodu, jako jsou fytofarmaka, léky, pesticidy, suroviny
pouzivané pri vyrobé plastickych hmot a konzumnich
vyrobkd a pramyslové vyuzivané latky v¢etné priimyslo-
vych a komunalnich odpadi.

Mnoho latek piisobicich jako ED se objevuje ve vodé
kterou pijeme, v potravinach které jime, nebo v kosmeti-
ce, kterou nandsime na kazi. Uvolnuji se také z raznych
pripravkd, kterymi udrzujeme v domacnostech cistotu
a pocit svézesti. Staly se nedilnou soucasti naseho Zzivo-

ta. Do lidského organismu pronikaji pres GIT, pres plice
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i pres kazi. Jejich mnozstvi jsou velmi mald, ale ptsobi
na nas dlouhodobé, nékteré po cely Zivot. Jejich ucinky
na lidsky organismus jsou zndmy jen nedostate¢né. Studie
na zviratech ukazuji, Ze ED mohou vést k porucham plod-
nosti, naddorovym onemocnénim a vyvojovym vadam.
Nejvétsi riziko predstavuji pro plod v dobé, kdy dochazi
k vyvoji organti a nervového systému. U zvitat byla proka-
zana feminizaci samct a maskulinizace samic. Endokrin-
ni disrupce neni pokladdna za kone¢ny projev toxického
poskozeni chemickymi latkami, ale za funkéni zménu,
ktera muze vést k dalsimu poskozeni organismu.

Interval mezi expozici ED a objevenim se pfiznaka
onemocnéni, miize byt velmi dlouhy. Pfikladem muze
byt ,nechtény experiment” s podadvanim syntetického
estrogenu diethylstilbestrolu v prevenci spontanniho po-
tratu a k podpote vyvoje plodu. Teprve v obdobi puberty
bylo zji§téno, Ze tento ED narusuje vyvoj pohlavniho sys-
tému déti a nese s sebou vyssi riziko vzniku nadorovych
onemocnéni pohlavnich organu. Lidé a Zivocichové, kteti
jsou vystaveni témto chemickym latkam kazdy den, ris-
kuji dramaticky nartist chorob ohrozujicich jejich zdravi
a zivot. Kvtli ochrané zdravi soucasnych i budoucich ge-
neraci je tfeba proti ED vést dusledny boj. To se neobejde
bez ucasti analytickych chemikd.

Koncentrace ED v Zivotnim prostfedi jsou velmi niz-
ké, takze jejich méfeni umoznila aZ moderni metodologie
a instrumentace analytické chemie. Ani v sou¢asné dobé
se vSak nejedna o jednoduchou zalezitost a bude tieba

déle vyvijet nové a citlivé metody.

Kli¢ova slova: ekotoxikologie, endokrinni disruptory,

homeostaza, pesticidy

24

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2015

BISFENOL A A JEHO STANOVENIE
V MOCI METODOU HPLC

HUBKOVA, B.!, LAZUROVA, 1.2
MAREKOVA, M.}, LAZUROVA, Z.-2

'Ustav lekdrskej a klinickej biochémie
UPJS LF v Kosiciach, Tr. SNP 1, 040 01 Kosice
’L.internd klinika UPJS LF v Kosiciach,

Tr. SNP 1, 040 01 KoSice

Bisfenol A (BPA) je organickd chemicka zlicenina
so sumdrnym vzorcom C H O, produkovand konden-
zéciou fenolu s acetéonom. V kombindcii s inymi zluceni-
nami sa vyuziva pri vyrobe a spracovani réznych plastov
a zivic, napriklad ako aditivum zabezpecujtce zvysenie
elasticity resp. vytvrdenie plastov, alebo na spomalenie
horenia horlavych vyrobkov. Pri vyrobe polykarbonatov
(PC) a epoxidovych zivic predstavuje BPA ich najdélezi-
tejsiu stavebnu jednotku. Vdaka svojim vynikajucim fy-
zikdlnym vlastnostiam - nizka hmotnost, rozmerova sta-
lost, opticka ¢irost, vysoka tepelna odolnost a elektricky
odpor - sa PC vo velkej miere pouZivajui nie len v tazkom
a elektrotechnickom priemysle ¢i polygrafii, ale aj v potra-
vindrskom a vo farmaceutickom priemysle.

Celosvetovy objem produkcie BPA sa pohybuje okolo
3 miliénov ton ro¢ne, pricom tato produkcia stiipa medzi-
ro¢ne o 7,6 % [1]. Vzhladom na tieto vysoké ¢isla su obavy
z neziadacich uéinkov expozicie BPA namieste. Najrizi-
kovejsie emisie BPA pre bezné obyvatelstvo predstavu-
ju emisie z hotovych vyrobkov: dietetickd expozicia pri
migréacii BPA do potravin a ndpojov z obalov pouzivanych
v potravinarskom priemysle; kozna expozicia v pripade
kontaminovanej kozmetiky; expozicia zo znecisteného
ovzdusia, ale aj zo stomatologickych materidlov. Hoci od-
bornici uradu EFSA (European Food Safety Authority)
pristupuji k postupnému znizovaniu hodnoty pripust-
nej dennej davky (TDI - tolerable daily intake) pre BPA
v potravinach z 50 aZ na 4 ug/kg telesnej hmotnosti/den,
existuje vysoké riziko akumulacie BPA v ludskom orga-
nizme [2]. Mnohé studie poukazuju na riziko vzniku roz-
nych ochoreni v spojeni s dlhodobou expoziciou BPA [3].
Vdaka schopnosti napodobriovat prirodzené hormény en-

dokrinného systému udského tela - konkrétne estrogény,




patri BPA k endokrinnym disruptorom schopnym vyvolat
nepriaznivé vyvojové, reprodukéné, nervové a imunitné
u¢inky na ¢loveka. Endokrinné disruptory predstavuja
najvacsie nebezpecenstvo pocas prenatalneho a ranne po-
stnatalneho vyvoja. Jednou z najc¢astej$ich poriach hormo-
nélnej regulacie u Zien je syndrém polycystickych vajec-
nikov (polycystic ovary syndrome - PCOS). Okrem toho
zvyS$uje expozicia BPA riziko karcinému prsnika, obezi-
ty, diabetes mellitus 2. typu, ako aj poruch reprodukcie
azmien v sexudlnom spravani. Taktiez zvysuje riziko kar-
cinému testes a prostaty. Ojedinelé prace potvrdzuji aj
vztah BPA k riziku kardiovaskularnych a autoimunitnych
ochoreni [4].

Doposial publikované studie su prevazne experimen-
talne, dal$ie klinické a epidemiologické studie su teda
viac nez potrebné. Tato skuto¢nost, ako aj vysoky vyskyt
(az 7%) mladych zien s PCOS [5] nds inSpirovala hladat
met6dy merania hladin BPA v biologickych tekutinach.
KedZze modernd medicina uprednostiiuje neinvazivne
met6édy odberu vzoriek, zamerali sme sa na stanovenie
BPA v mo¢i. Metéddu vysokotcinnej kvapalinovej chro-
matografie (HPLC) sme zvolili na zaklade dostupného
pristrojového vybavenia nasho pracoviska, ako aj vdaka
flexibilite vyuzitia roznych principov separécie pri stano-

veni metabolitov pomocou HPLC.

METODIKA

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia bola vy-
konana na moduldrnom pristroji s obratenou fazou (RP-
-HPLC, Schimadzu, Japonsko) na koléne Nucleosil expert
column (Macherey - Nagel, Nemecko). Vzorky mocu
s predpokladom zvysenych hladin BPA ako aj kontrol-
nych vzoriek boli manudlne davkované v objeme 40ml
v izokratickych podmienkach: mobilna faza: 30% ace-
tonitril; prietok: 0.9 ml/min; teplota kolény: 35°C, dizka
analyzy: 10min. Z dévodu potvrdenia spravnosti odberu
mocu a urceni stavu hydratacie organizmu bola hladina
BPA prepocitand na mnozstvo kreatininu u kazdého jed-
notlivca zvlast. Metabolity boli detegované UV/Vis detek-
torom pri vinovych dizkach 280 a 220 nm ako aj fluores-
cen¢nym detektorom s xenénovou vybojkou: vinova dizka
excitacie: 225 nm a vinové dlzka snimania emisie Ziarenia
310nm. U¢innost metédy bola vyhodnotena v zmysle li-

nearity, presnosti a limitu detekcie.
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U Zien vo veku 32+ 5 rokov (n=23), u ktorych sa ne-
predpokladal zvyseny vyskyt hladin BPA sme namera-
li hladiny BPA v mo¢i s medidnom 0,0 ug/g kreatininu
a medzikvartilovym rozpitim 9,9 ug / g kreatininu (0,0 az
9,9 ug/g kreatininu). Zeny so syndrémom polycystickych
ovarii (priemerny vek 29+5, n=71) mali median hladin
skimaného metabolitu 5,2 ug/g kreatininu s medzikvar-
tilovym rozpétim 9,6 pug/g kreatininu (0,2 az 9,8 ug/g krea-

tininu).
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ABSTRACT

Predictive toxicology can be defined as a mixture of
strategies used to forecast the interaction between chemi-
cal structures and biological systems. Toxicology research
focuses on the elucidation of the cellular and molecular
mechanism of toxicity and the application of these mod-
els in safety evaluation and risk assessment. Toxicology
can be defined as the art of identifying the unexpected.
Predictive toxicology can use genomics, proteomics and
metabolomics information from known toxicants to pre-
dict the toxicological classification of an unknown agent.

LC/EC/MS and EC/LC/MS techniques developed
in the last decade have many possible applications, such
as study and mimicking of in vivo oxidation and metabo-
lism of natural compounds and drugs, or enhancing the
efficiency of ionization of analytes for various mass spec-
trometry techniques. Several studies, utilizing EC flow
cells coupled to MS, have demonstrated that electrochem-
ically derived products can often accurately predict bio-
logical metabolites and chemical degradation products.
Various scientific areas of application for this EC/(LC/)
MS hybrid method include drug metabolism studies, pep-
tide, protein and DNA research and quantification strate-

gies. Promising future applications comprise the fields of
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toxicology and forensics, targeted product synthesis and
environmental analysis [3].

Electrochemical cells as a part of HPLC instrumenta-
tion commonly used in clinical labs can be used to mimic
Cytochrome P450 action. Detoxification mechanism is
based on transforming xenobiotics into more water solu-
ble compounds to be removed from the living organism.
Problem is that the oxidation of some xenobiotics may
lead to highly reactive intermediates. These intermedi-
ates may severely damage their chemical environment
if glutathione is not able to saturate their reactive sites.
The understanding of reactive mechanism of xenobiotics
oxidation is very important in the understanding of their
toxicity and EC/LC/MS instrumentation seems to be very

useful and promising tool of modern toxicology.
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ABSTRAKT

Hoci primarnym ucelom liekov je pomoct paciento-
vi ziskat spat zdravie, pri pohlade na dostupné Statisti-
ky za posledné roky sa ¢lovek neubrani pochybnostiam.
Od roku 1975 do 2014 bolo celosvetovo registrovanych
886 novych molekul [1, 2] a zaroven 79 z nich (8,9 %) bolo
stiahnutych z predaja po uvedeni na trh, a to z dévodu
ohrozenia pacienta, nezriedka aj s nasledkom smrti [1, 3].
Vedlajsie uc¢inky liekov patria medzi hlavné pri¢iny amrti
v celosvetovych Statistikdch [4]. Len v USA je viac ako 20
miliénov pacientov (7,2 % populacie), ktori uzivali aspon 1
z 5 liekov, stiahnutych v priebehu roku 1998 [5].

Uz Paracelsus (1492-1541) tvrdil, Ze kazda chemicka
latka je potencialny jed, zavisi len na podanom mnozstve.
Je nutné si uvedomit, Ze aj lieky st len chemické zli¢eniny
a tenkd hranicu medzi liekom a jedom, z pohladu davky,
urcuje terapeuticky index (TI), pricom lieky s TI>13 st

povazované za bezpe¢né.

Z pohladu pacienta, v zavislosti na zavaznosti nezia-
ducich t¢inkov mézeme rozlisit nasledujtice pripady:

1. Zivotu nebezpec¢né lieky stiahnuté z trhu, kde mo-
zeme zaradit, vSetky lieky, ktorych dalsie pouzivanie pod
vahou faktov a dokazov nebolo mozné. Postupom ¢asu sa
zistili fatdlne ddsledky pre pacienta, uzivajuceho dany liek
a ndsledne doslo k trvalému stiahnutiu (angl. ,withdra-
wal“) z trhu, ¢i uz dobrovolne samotnym vyrobcom, alebo
z rozhodnutia $tatneho kontrolného organu, ktory zaroven
zrusil aj registraciu lieku. Najznamejsi, priam u¢ebnicovy, je
priklad racemického thalidomidu (obch. nazov Contergan),
vyvinuty firmou Griinenthal v $estdesiatych rokoch 20. sto-
rocia. Z novsich liekov sa reltivne nedavno (r.2004) z trhu

stahoval Rofecoxib (Vioxx, fa. Merck & Co) pre neziaduce
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u¢inky na srdce. Smutnym rekordérom je temafloxacin
z roku 1992 (Omniflox, fa. Abbott), ktory sa udrzal na trhu
len 3 mesiace od uvedenia. Poslednym liekom, stahovanym
z trhu v roku 2013 je zatial tetrazepam (Myolastan, fa. Sa-
nofl). Menej zavazné ohrozenie pacienta, predstavuju pro-
cesné chyby pri vyrobe, kedy sa na zaklade reklamacie zisti
pochybenie vyrobcu. Zvic¢sa ide o nedodrzanie technolo-
gickych postupov alebo podmienok skladovania, nevyho-
vujuci vstupny materidl, krizov kontamindciu, ¢i chybné
oznacenie obalov. V takomto pripade sa stahuje len $arza,
ktorej sa problém tyka (angl. ,,recall). V roku 2008 doslo
v USA k stiahnutiu heparinu (fa. Baxter), ktory bol konta-
minovany neziaducimi primesami. V roku 2010 sa stahoval
epoetin alfa (Epogen/Procrit, fa. Amgen) v dosledku inte-
rakcie roztoku so sklom ampulky.

2. Skodlivé lieky stdle dostupné na trhu, kde sa jednd
o lieky s publikovanymi neziaducimi uc¢inkami, oficidlne
v8ak neakceptovanymi, ktoré sa vplyvom réznych okolnosti
dari drzat v predaji. Prikladom lieku v tejto skupine moze byt
znamy paracetamol (obch. znacky Tylenol/Panadol), u nas
dostupny aj ako Paralen (fa. Zentiva), ktory je mimo svoju
indikaciu ako analgetikum a antipyretikum aj dobe zdoku-
mentovany pecenovy jed. Podla tatistik FDA mal v 90-tych
rokoch na svedomi 56 tisic navstev pohotovosti, 26 tisic hos-
pitalizacii a 458 umrti. FDA v roku 2011 vydalo nariadenie
aktualizovat vSetky stitky a obaly o tomto neziaducom t¢in-
ku, napriek tomu je paracetamol dostupny ako volne predaj-
ny liek. Hepatotoxicita paracetamolu je najcastejsou pri¢inou
akutneho zlyhania pecene v USA aj Velkej Britanii. Bohuzial,
ani zdaleka to nie je jediny $kodlivy liek na trhu. K tejto rizi-
kovej skupine patria aj lieky s uzkym terapeutickym indexom
(TI<13), spominanom v uvode, ako su warfarin, digoxin,
alebo tiez antibiotika, ako vankomycin ¢i gentamicin.

3. Interakcie existujucich liekov s inymi ldtkami, su
najviac podcenovanou a nepreskumanou oblastou. Také-
to interakcie s inymi liekmi, alebo s jedlom (napr. ovocné
dzusy, lie¢ivé bylinky, korenie) zdsadne menia farmakoki-
netiku podavaného lieku, teda jeho biologicku dostupnost,
¢i uz synergickym alebo antagonistickym sposobom. Naj-
lepsie zdokumentovany je pripad grapefruitového dzusu,
ktory interaguje s viac nez 85 liekmi. Prvykrat bol jeho u¢i-
nok pozorovany na felodipine (Plendil, fa. Astra Zeneca),
kedy vysledkom t¢inku bolo do¢asné zvy$enie koncentra-
cie lieku v Tudskom tele az na toxicka hranicu. Podobne
na tom su aj statiny, napr. atorvastatin (Lipitor, fa. Pfizer)

pri si¢asnom podani s 200ml dzasu vykazuje 3 az 5 na-
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sobny (lovastatin az 12 aZ 15-nasobny) narast koncentracie
lieku v Tudskom tele, ¢im sa, samozrejme, zvySuje riziko
prejavu vedlaj$ich uc¢inkov.

Napriek tomu, Ze bezpecnostou liekov sa na medzi-
narodnej urovni zaoberd farmakovigilancia [6], ktora je
zamerana na zhromazdovanie neziaducich ucinkov lie-
kov (NUL, angl. Adverse Effect Reactions, ADRs), stile
nam unika podstata, a to, Ze mozné vedlajsie uc¢inky lieku
sa neberu do uvahy uz pri jeho vyvoji, ale iba metédou
»pokus — omyl® ich zistujeme dodato¢ne pozorovanim,
az po uvedeni lieku na trh pre $iroku populéciu.

Z pohladu starostlivosti o zdravie je nevyhnutné si
tieto suvislosti uvedomit a vopred analyzovat mozné
neziaduce vplyvy a interakcie liekov s cielom ich mini-
malizovania. Rozvoj a prakticka aplikacia prediktivnej,
preventivnej a personalizovanej mediciny sa nevyhnutne
musi zaoberat aj touto oblastou a vyuzit vSetky moderné
technoldgie [7] a vedecké poznatky aj pri predikcii poten-
cialnych vplyvov konkrétneho lieku u konkrétneho pa-
cienta a naslednom navrhovani preventivnych opatren,
ktoré by neziaduce u¢inky uplne vyludili, alebo potlacili

na uroven akceptovatelnd pre daného pacienta.

REFERENCIE

1. Ninan, B., Wertheimer, A.I.: Withdrawing Drugs in
the U.S. versus Other Countries Innovations in Pharmacy,
2012, 3,1-5.

2. Novel New Drugs 2014 Summary. FDA, 2015, http://
www.fda.gov/downloads/Drugs/DevelopmentApproval-
Process/Druglnnovation/UCM430299.pdf.

3. McNaugton, R., Huet, G., Shakir, S.: An Investiga-
tion into Drug Products Withdrawn from EU Market be-
tween 2002 and 2011. Br. Med. J. Open, 2014, 4, 1-6.

4. Lasser, K.E., Allen, P.D., Woolhandler, S.J., Him-
melstein, D.U., Wolfe, S. M., Bor, D.H.: Timing of New
Black Box Warnings and Withdrawals for Prescription
Medications. J. Am. Med. Assoc., 2002, 287, 2215-2220.

5. Wood, A.].].: The Safety of New Medicines: The Im-
portance of Asking the Right Questions. J. Am. Med. As-
soc., 1999, 281, 1753-1754.

6. The Importance of Pharmacovigilance, Safety Moni-
toring of Medicinal Products, WHO 2002, http://apps.
who.int/medicinedocs/pdf/s4893e/s4893e.pdf.

28

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2015

7. Keiser, M. ]., Setola, V., Irwin, J.]., Laggner, C., Ab-
bas, A.I., Hufeisen, S.]., Jensen, N. H., Kuijer, M. B., Ma-
tos, R. C,, Tran, T. B., Whaley, R., Glennon, R. A., Hert, J.,
Thomas, K. L., Edwards, D. D., Shoichet, B.K., Roth, B. L.:
Predicting new molecular targets for known drugs. Nature,
2009, 12; 462: 175-181 (doi: 10.1038/nature08506).




METABOLICKE NASLEDKY CELOZIVOT-
NEJ EXPOZICIE MALYMI DAVKAMI TAZ-
KYCH KOVOV U POTKANOV

NOVAKOVA, J.!, LUKACINOVA, A.2
LOVASOVA, E.!, CIMBOLAKOVA, I.!
NISTIAR, F.!

'Ustav patologickej fyziologie, UPJS LF
Trieda SNPI1, Kosice
?Ustav fyziolégie, UPJS LF
Trieda SNPI1, Kosice

E-mail: jaroslava.novakoval[at]upjs.sk

Tazké kovy a ich i¢inok na organizmus, &i uz zivocis-
ny alebo Tudsky, je dlhodobo sledovany problém. Akut-
ny ucinok tazkych kovov je uz vcelku dobre odsledovany
a uéinky takpovediac ,klasickych“ tazkych kovov st pod-
robne popisané. Akutne otravy sa prejavuju v pomerne
kratkom case a maju dost typické priznaky. Ak st dopl-
nené toxikologickym vysetrenim, zéver je jednoznacny
a diagnozu nie je problém stanovit.

Zaujimavej$ou oblastou u vsetkych tazkych kovov je
sledovanie chronickych u¢inkov kovov pri dlhodobejsom
prijme nizkych alebo prahovych davok.

N4s tim sa venuje sledovaniu dlhodobych t¢inkov niz-
kych davok kovov (kadmium [Cd], olovo [Pb], ortut [Hg])
na organizmus modelovych zvierat (Tetrahymena pyri-
formis, potkan obyc¢ajny) a vyuzitie poznatkov pre potre-
bu detekcie problematickych environmentalnych oblasti
alebo pre moznu aplikaciu v diagnostike pre humannu
populaciu.

Co sa tyka dlhodobej expozicie modelovych zvierat,
boli sledované expozicie celoZivotné (cca 156 tyzdnov),
ro¢né a polro¢né. Zachytili sme $iroké rozpétie Zivota pot-
kana, od $tadia obdobia odrasteného mladata (52 dni) cez
obdobie dospelosti az po vysoku starobu. Tieto obdobia
je mozné extrapolovat na zivotné etapy/obdobia ¢loveka.

Davky nizkej expozicie boli pri sledovaniach stano-
vené ako 500-ndsobok a 200-ndsobok MAC (maximum
allowed concentration). Tieto su vS§ak radovo nizsie, ako

toxické davky veduce k akutnej otrave.
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Ciele by sme mohli rozdelit na dve hlavné skupiny. Sle-
dovanie biochemickych a hematologickych parametrov
a reprodukéné ukazovatele. Tiez sme sledovali akumula-
ciu kovov vo vybranych organoch a krvnej plazme.

Pocas pozorovaného obdobia dos$lo k zaujimavym
zmenam sledovanych parametrov. S to napriklad zmeny
v antioxida¢nych parametroch pri dlhodobej expozicii.

Zistené poznatky sa daju aplikovat aj v humannej me-
dicine. Aj na Slovensku mame oblasti, ktoré si kontami-
nované tazkymi kovmi a nie je dovod predpokladat, Ze sa
v nizkych koncentraciach nemézu dostat do potravinové-
ho retazca obyvatelov (studne, lesné plody, domaca pro-
dukcia a pod.).
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Polychlorované bifenyly (PCBs) patria medzi perzis-
tentné organické zlticeniny (POPs). Su to latky rozpustné
v tukoch, ktoré sa bioakumuluji v potravinovom retaz-
ci a v minulosti sa pouzivali ako dielektrické kvapaliny
v transformatoroch a kondenzatoroch, adheziva, natery,
spomalovace horenia a pod. Vo vicsine krajin bolo pou-
Zitie PCB zakazané pred viac ako 20-imi rokmi, ale vdaka
svojej stabilite su dodnes vSadepritomné v Zivotnom pro-
stredi.

PCB su toxické latky pomerne Iahko prechadzajuce
placentarnou bariérou, vylu¢ované aj do materského mlie-
ka. Ako nasledok expozicie PCB mdzu vzniknut poruchy
endokrinného, imunitného, nervového a reprodukéného
systému a poskodenie kognitivneho vyvoja. Environmen-
talna expozicia ludi PCB sa uskuto¢nuje hlavne prostred-
nictvom potravy, a to predovsetkym potravy zivoc¢isneho
povodu, ako napriklad ryby, méso, vajcia a mlie¢ne vy-
robky.

Vychodné Slovensko a predovsetkym okres Michalov-
ce, patria celosvetovo medzi oblasti s vysokym stupniom
znedistenia Zivotného prostredia PCB, ktoré je nasledkom
priemyselnej produkcie tychto latok v zavode Chemko-
-Strazske v rokoch 1959-1984. Odpadovy kanal z Chem-
ka, ustiaci do rieky Laborec, predstavuje staly zdroj zne-
Cistenia prostredia PCB a naslednej expozicie obyvatelov.

Od roku 2001 prebieha v okrese Michalovce a okoli-
tych regiénoch intenzivny vyskum zdravotnych nasled-
kov chronickej environmentéalnej PCB expozicie ¢loveka.
Vyskum je realizovany prostrednictvom medzinarodnych

(EU a USA-SR) a ndrodnych projektov (Agenttra pre pod-
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poru vedy a vyskumu a a Ministerstvo zdravotnictva SR)
a zaobera sa zdravotnym stavom dospelej i detskej popu-
lacie v danej oblasti. V dospelej populacii sme sa zamerali
hlavne na funkciu §titnej zlazy a homeostazu glukdzy. Su-
die v detskej populécii sa sistreduju na naru$enie imunit-
ného systému, neurobehaviordlne poskodenie, sluchové
funkcie, poskodenie zubnej skloviny, funkciu $titnej Zla-
zy, obezitu a rast a vyvoj vieobecne, vo vztahu k prenatal-
nej a postnatalnej expozicii PCB.

Napriek klesajucej kontamindcii zivotného prostredia
PCB a s tym suvisiacej expozicii obyvatelstva, zdravotné
dopady PCB expozicie su v populdcii stdle pritomné a je
zjavné, ze bez priamej intervencie v prostredi a naslednej
remedidcie nemozeme ocakavat znizenie zdravotného ri-

zika spojeného s expoziciou PCB.
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ABSTRACT

The quality of pre and post analytical phases is one of
the hot topics in Europe at the moment. We all know that
the majority of errors in laboratory investigation process
take place in pre analytical and post analytical phases
[1], but how can we ensure and improve our processes?
Especially in a situation where Laboratory analytics is
strongly centralized and sample collection is done by
non-laboratory trained personnel. Who has the respon-
sibility to train and ensure the quality of phlebotomy and
point-of-care testing? It is not only the question of wasted
money to wrong requests or haemolyzed samples but also
the patient safety. The ISO 15189:2012 standard requires
that appropriate pre and post examination processes are
implemented. [2]

To be able to plan and improve our processes, we need
measured data. Laboratories can collect data of pre ana-
lytical and post analytical errors manually or use some
external software like HaiPro [3], designed for reporting
patient safety incidents.

Another approach is to use external quality assessment
programs to evaluate and record pre and post analytical
errors. At the moment there are three different types of
EQA programs available [4] for pre analytical phase and
few programs for post analytical phase. Collecting data
and analyzing findings can be an efficient tool to improve
processes and quality in pre and post analytical phases.

In Finland we have taken several steps to improve

the quality in pre and post analytical phases. Here are

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2015

some examples: National recommendation for point-of-
care testing, eLearning package for POCT users (POCT
certificate), Best practices in phlebotomy (recommenda-
tion), automated data collection from LIS [5], pre and post
analytical EQA program development and specialization
training of biomedical laboratory scientists for POCT and
phlebotomy.

For medical laboratories the challenge is to train and
evaluate all the people who are involved in specimen col-
lection, preparing and transportation and point-of-care
testing. All personnel involved should have an appropriate
basic training and continuous professional development
program like eLearning modules to maintain skills and
knowledge. Laboratories should have an automated way
of collecting and reporting pre and post analytical process
errors. Pre and post analytical phases should be integrated
to current external quality assessment programs for labo-
ratory professionals and for phases done outside labora-
tory, there should be a separate pre and post analytical
EQA schemes.
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ABSTRAKT

Laboratérna diagnostika, vyznamna ¢ast klinického
rozhodovania, je rozdelena do niekolkych faz, ktoré po-
zostavaju z objedndvania vySetreni-testov (pre-preanaly-
tickd faza), z odberu vzoriek (preanalyticka faza), analyzy
vzoriek (analytickd faza), hldsenia, vyddvania vysledkov
(postanalyticka faza) a interpretacie (post-postanalyticka
faza). Aj ked sa zda laboratorna medicina menej zranitel-
nd nez iné klinické a diagnostické oblasti, vyskyt chyb nie
je zanedbatelny a mdze mat nepriaznivy dopad na kvalitu
analyz a pacientovu bezpe¢nost. V. mnohych pracach sa
potvrdzuje, Ze velka vicsina laboratdrnych chyb vycha-
dza z vplyvu manualnej intenzivnej aktivity v preanaly-
tickej faze, suvisiacich najmi s odberom, manipulaciou,
transportom, pripravou a uskladnenim vzoriek. Frekven-
cia analytickych chyb je niZ$ia, pripisovana najmi po-
rucham analyzatorov, nespravnej kalibracii, nedodrzani
pravidiel kontroly kvality a analytickym interferenciam.
Frekvencia postanalytickych chyb je niekde v strede me-
dzi preanalytickymi a analytickymi chybami a obsahuje
vac¢sinou nespravne interpretacie vysledkov vysetreni
a omeskanie hlasenia vysledkov v kritickych intervaloch.

PodIa publikovanych prehladov frekvencii chyb bola
pre-preanalyticka faza ovplyvnena v 46,0-68,2 %, preana-
lytickd faza v 3,0-5,3 %, analyticka faza 12,5-20,0 % a po-
st-postanalyticka faza v 25,0-45,5 % zo vSetkych sa vysky-
tujucich chyb.

Aj ked laboratérna medicina zaznamenala neobycaj-
né vyvojové trendy v poslednej dekade, celkovy benefit
tychto zmien na kvalitu zdravotnej starostlivosti nedo-

siahne svoj plny potencial, ak obe pre- aj postanalytcka
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faza v celkovom procese testovania nebudd harmonizo-
vané. EFLM (Eurépska federacia pre klinickd chémiu
a laboratornu medicinu) ma veddcu ulohu v harmonizacii
preanalytickej fazy laboratérnych skisok. EFLM pros-
trednictvom svojej pracovnej skupiny pre preanalyticka
fazu $pecifikuje preanalytické otazky a problémy, akymi
st vyber vhodnych testov, optimalizacia $koleni, manipu-
lacia so vzorkami a aplikacia indikatorov kvality. EFLM je
presvedéend, ze harmonizacia vSetkych tychto spornych
otazok a problémov mdze vyznamne redukovat potencial-
ne riziko preanalytickych chyb a podstatne zlepsit pacien-
tovu bezpecnost. EFLM vyzyva k spolo¢nej ¢innosti labo-
ratérnych profesionalov, praktickych lekarov na podporu
definicie univerzalne aplikovateInych $tandardov pre pre-
analyticka fazu a ich celosvetova implementaciu. Indi-
katory kvality (QIs) by mali merat a monitorovat vSetky
kritické aktivity v pre-pre- (mimo laboratéria) a pre-ana-
lytickej (v ramci laboratdria) faze. Predovsetkym by mali
byt povazované za uzito¢né néstroje pre identifikiciu, do-
kumentdciu a monitorovanie nasledovného:

o kvality poziadavkovych formularov, (napr. elektro-
nické alebo papierové) a spdsob komunikacie po-
ziadaviek s laboratériom,

o identifikacie pacienta v rezime POCT so stale vyso-
kym rizikom chyb,

« kvality biologickych vzoriek, zvlast pocas a po trans-
porte od odberu do laboratoria.

Indikatory pre laboratérnu ¢innost v celom proce-
se testovania (TTP) dovoluji merat a zlep$ovat kvalitu
sluzieb. Podla sucasnej definicie ,chyba v laboratérnej
medicine“ vSetky kroky v preanalytickej faze, vratane
vhodnosti ziadanych testov a poziadavkovych formula-
rov, identifikdcie pacienta a vzorky a kvality transportu
vzoriek musia byt vyhodnotené a monitorované. Na iden-
tifikacii a stanoveni cielovych hodnoét indikatorov kvality
sa podiela pracovna skupina IFCC (Working Group: La-
boratory Errors and Patient Safety).

Zlep$ovanie preanalytickej kvality, snaha EFLM o har-
monizaciu diskutuje v si¢asnosti tieto aktudlne témy:

o Nevhodné alebo nepotrebné laboratérne testy.

o Manazment poziadaviek testov — praktické skise-

nosti.

o Implementdcia smernice EU o prevencii poranenia
ihlou pri odbere.

o Harmonizicia poziadaviek hladovania pred odbe-

rom krvi.




o Vplyv fyzickej aktivity a kontrastnych latok na in vitro
analyzy.

o Sucasné odporucané poradie odberov.

o Najlepsie nastroje na monitorovanie podmienok
¢asu a teploty pocas transportu vzoriek.

« Popis problémov vyplyvajuicich z nevhodnej centri-
fugdcie vzoriek.

o Preanalytické indikatory kvality.

o Externa kontrola kvality (EQAS) pre preanalyticka

fazu.

Manazment kvality v preanalytickej laboratérnej pra-
xi je vyzyvajucou iniciativou, ktora vyZaduje koordina-
ciu usilia oboch, univerzdlneho aj lokdlneho stanoviska.
Po mnohych rokoch vyskumu v oblasti kvality labora-
térnej diagnostiky, poznajuc ladovec laboratérnych chyb
s vedomim, Ze extra-analyticka kvalita je aspon taka dole-
zita ako kvalita analyticka, je dolezité dosiahnut vyznam-
né zleps$enie laboratérnej diagnostiky a ochrany pacienta.
Podla publikovanych udajov je dopad preanalytickych
chyb na pacienta v 75,6 % bez poskodenia jeho zdravia
a zachytené st laboratériom alebo lekarom, v 0,6 % je to
nevhodnd lie¢ba s moznostou fatalnych nasledkov, v 5,6 %
oddialenie alebo zdrzanie terapie s dosledkom pre zdravie
aj ekonomiku a v 16,9 % opakované vysetrenia, v dnesnej
ekonomickej situacii velmi nevhodné.

Problém bezpecnosti pacientov pri poskytovani zdra-
votnej starostlivosti sa stal velmi aktudlnym po uverejne-
ni $tadie IOM (Institute of Medicine, US) ,,To err is hu-
man” v roku 2000.

Bezpeénost zdravia sa moze dosiahnut relativne ma-
lym poctom parametrov, ktoré st zvolené vhodnym vybe-
rom. Ak sa hladaju parametre, tak parameter (poziadavka)
by mal dat odpoved, ak je jasne definovana otazka. Pri in-
terpretacii vysledkov je potrebné vziat do iivahy mnoho
neanalytickych faktorov, inak budu interpretované ako
patologické, ¢o vedie k nespravnym zaverom. Nevhodna
priprava pacienta pre urcité analyzy a nere$pektovanie
pravidiel k priprave a analyze vzorky majai za nasledok
vyznamny rozdiel od realnych hodnot.

Efektivnej$ia integracia automatizacie a informaénych
technoldgii umozni laboratériam identifikovat, kontrolo-
vat a zniZzovat mnozstvo chyb v celkovom vysetrovacom
procese (TTP), ale medziodborova spolupraca a komuni-
kécia s lekdrmi a dal$imi partnermi je zakladom pre zlep-

$ovanie bezpec¢nosti pacienta.
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Predndska sa zaoberd aj jednotlivymi kazuistikami

a interpretaciou laboratérnych vysledkov.
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ABSTRAKT

Kvalita laboratéria spociva nielen v pouzivani certi-
fikovanych diagnostickych setov, dodrziavani $tandard-
nych postupov a podmienok a absolvovani internych
a externych kontrol kvality, ale aj v spravnom vyhodno-
teni a interpretacii ndlezov. Nespravne interpretovany vy-
sledok mo6ze mat pre pacienta negativne nasledky, nakol-
ko nasmeruje klinika nespravnou diagnostickou cestou
a oneskori zaciatok kauzalnej terapie.

Predkladané kazuistiky poukazuju na dolezitost
spravnej interpretacie sérologickych vysledkov pri diag-
nostike neuroinfekcii. Upozoriuji na vyhodu spolupra-
ce s biochemickym a cytologickym laboratériom, ako
aj s klinikom, ktora umoziuje spravnu interpretaciu na-
lezov. To v kone¢nom dosledku znamend pre klinika rele-
vantnu informadciu, ktora od laboratéria ocakava.

Prva kazuistika sa tyka 59 ro¢nej pacientky hospita-
lizovanej na neurologickej klinike ako suspektnu nahlu
cievnu mozgovi prihodu (NCMP) pri novozistenej hyper-
tenzii. Vysetrenie likvoru biochemicky a cytologicky na-
znacuje prebiehajicu seréznu neuroinfekciu. U pacient-
ky bola v ELISA teste zaznamenand pozitivita protilatok
triedy IgG proti herpetickym virusom a borélidm, s ne-
gativnym nédlezom protildtok proti kliestovej encefalitide
(TBE) v likvore aj v sére. Po zohladneni biochemickych
parametrov, prepocte protilatkového indexu (AI) a po vy-
la¢eni poruchy hematolikvorovej bariéry boli pozitivity
protilatok proti herpetickym virusom interpretované ako
negativne (AI=0,6 pre HSV, AI=1,1 pre VZV) a proti bo-
rélii ako pozitivne (AI>85). Zaroven bolo vykonané PCR
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vysetrenie z tej istej vzorky likvoru s pozitivnym nalezom
boréliovej nukleovej kyseliny. Pacientka bola uspesne lie-
¢ena na neuroborelidzu.

Druhd kazuistika prinasa pripad 33 ro¢ného pacienta
s anamnézou mnohopocetného zaklie§tenia. Pre klinic-
ké prejavy postihnutia CNS bola u pacienta indikovand
lumbalna punkcia. Vzorka likvoru s paralelne odobratou
vzorkou krvi boli odoslané do centralneho laboratérne-
ho komplexu na diagnostiku. Pri sérologickom vysetreni
bola zaznamenana pozitivita protilatok triedy IgG proti
herpetickym virusom, borélii a kliestovej encefalitide
vo vzorke séra aj likvoru a pozitivita protilatok triedy
IgM proti kliestovej encefalitide vo vzorke séra aj likvoru.
Bol vykonany prepocet protildtkového indexu s nalezom
zvy$eného indexu v rozsahu od 4,5 (VZV) do 7,8 (EBV)
a 53,6 (TBE). Pri absencii informacii o vysledkoch bio-
chemickych parametrov a cytologickom naleze by to bola
pre klinika zavddzajuca resp. zmito¢na informdcia.
Po zohladneni biochemickych parametrov a identifikacii
poruchy hematolikvorovej bariéry tazkého stupiia bolo
mozné interpretovat nalezy pozitivnych protilatkovych
indexov proti herpetickym virusom a borélii ako nega-
tivne. Autori mali pristupk vysledkom vySetrenia séra
spred 2 tyzdiov, ktoré potvrdili dynamiku tvorby proti-
latok proti TBE, rovnako mali pristupk anamnestickym
udajom pacienta. Bolo tak mozné interpretovat vysledky
ako sved¢iace pre prebiehajiucu kliestova encefalitidu.

Tretia kazuistika sa tyka pacienta, hospitalizované-
ho na neurologickej JIS s prvotnou diagnézou epilepsie.
V ramci diferencidlnej diagnostiky boli odobraté vzorky
séra a likvoru na sérologické vySetrenie. Vysledky vyset-
renia na protilatky proti herpetickym virusom, borélii
a kliestovej encefalitide boli negativne v likvore, v sére
detekovana pritomnost protilatok triedy IgG proti her-
petickym virusom. Pacientovi bolo vykonané CT hlavy
s negativnym ndalezom. Biochemické vysledky likvoru na-
znaduja prebiehajicu neuroinfekciu. Pacientovi je do te-
rapie nasadeny amoksiklav, herpesin a isoprinosin. O tri
tyzdne bol opakovany odber séra aj likvoru s nalezom
signifikantného vzostupu hladiny protilatok triedy IgG
proti HSV a VZV v sére a pozitivnym nalezom intratekal-
nej tvorby protilatok proti HSV (AI=103). Pre potvrdenie
diagnostiky bola vzorka likvoru vy$etrend metédou PCR.
Nakolko sa jednalo o virusové ochorenie CNS, pri ktorom
v ¢ase pozitivneho zachytu protilatok uz nie je mozné de-

tegovat nukleovu kyselinu vo vzorke, na vysetrenie pri-




tomnosti nukleovej kyseliny sa pouzila prva vzorka likvo-
ru, v ktorej este neboli detegované protilatky. Vysledok
PCR vysetrenia bol pozitivny pre HSV 1.

Ako bolo poukazané na uvedenych kazuistikach, po-
treba kvalitnej interpretacie vysledkov a potreba sucin-
nosti jednotlivych zloziek laboratérnej diagnostiky vy-
plyva z poziadaviek rutinnej praxe laboratéria. Nemenej
potrebnd je spolupraca laboratérneho a klinického praco-
viska, a to v zmysle eduka¢nej aj konzulta¢nej ¢innosti la-
boratornych klinickych diagnostikov. Laboratérium je to-

tiz neoddelitelnou sucastou lie¢ebného procesu.

DEFINOVANIE ANALYTICKYCH
VYKONNOSTNYCH CIELOV
V SR 15 ROKOV PO STOKHOLMSKE]J
KONFERENCII
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ABSTRAKT

Klinickym laboratériam sa prisudzuje velmi dolezita
uloha v prevencii, diagnostike, monitorovani, prognoze
a liecbe ochoreni. Klinicki lekari spoliehaju na v¢asné a
kvalitné vysledky laboratérnych testov. Pojem dobré kva-
lita laboratérnych vysledkov ¢asto pouziva klinika a labo-
ratérium bez toho, aby ju konkrétne $pecifikovali, preu-
kazovali, merali a zlepSovali podla zaviaznych $tandardov
kvality. Presnost, spravnost, neistota vysledkov merania,
medza detekcie a stanovenia a dalSie charakteristiky la-
boratérnych vysledkov patria k zékladnym indikédtorom
analytickej kvality. Specifikdcia analytickych vykonnost-
nych cielov laboratérnych testov je ziaduca na zabezpe-
¢enie a internu kontrolu kvality, validaciu a verifikaciu
metdd, pristrojov, diagnostickych stprav a externé hod-
notenie kvality. Bez jasnej $pecifikacie kvality sa nedd vy-
konat akreditaény, resp. certifika¢ny audit, benchmarking
ani merat six sigma metrika.

Historicky sa analytické kritérid odvodzovali od roz-
sahu referen¢nych intervalov, poziadaviek klinickych
lekdrov, najmodernejsieho stavu technoldgii, dat medzi-
laboratérneho porovnavania a ndzorov odbornikov a od-
bornych skupin. Novsie pristupy st zalozené na biologic-
kej variabilite alebo definicii cielov pre jednotlivé klinické
situacie. VSetky majua svoje vyhody a nevyhody a ich vyber
v réznych krajinach sa prispdsobuje regula¢nym $pecifi-
kam a legislative. Eurdpska federacia externého hodno-
tenia kvality (EQALM) akceptuje ndrodné modely ana-
lytickych kritérii kvality laboratérneho vykonu. SR v§ak

regula¢né analytické vykonnostné ciele nema. Bez kri-

35



tického oddvodnenia a uvedomenia si odli$nej legislativy
klinické laboratdria v SR 25 rokov preberaju zahrani¢né
modely. Od vyhlasenia samostatnej SR Ziadna organizac-
nd zlozka Slovenskej lekarskej spolo¢nosti, s vynimkou
SSKB, nezverejnila predstavu svojho modelu poZiadaviek
analytickych kritérii kvality a preto a priori nemohlo ani
dojst k zjednoteniu ich koncepcii.

Stokholmska konferencia v roku 1999 bola medzni-
kom v snahe dosiahnut konsenzus v tom, ako by sa mali
stanovit poziadavky na kvalitu a sicasne systematizovat
hierarchia modelov. Na sklonku minulého roka sa v Mi-
lane konala Prva strategickd konferencia Eurdpskej fede-
racie klinickej chémie a laboratérnej mediciny (EFLM)
pod nazvom ,Definovanie analytickej Specifikacie kva-
lity 15 rokov po $tokholmskej konferencii®. Primarnym
ciefom bolo presktimat, do akej miery stéle plati Sto-
kholmsky konsenzus a ¢i by sa hierarchia Stokholmského
protokolu nemala zjednodusit. Vysledkom konferencie
je zjednodus$ena hierarchia, ktort reprezentuju tri hlav-
né modely na odvodenie a definovanie prijatelnej drovne
analytickej kvality laboratdrnych testov. Potvrdila sa na-
zorova zhoda, Ze neexistuje univerzalny protokol ale nie-
ktoré modely su pre ur¢ité analyty vhodné a uzito¢né a Ze
podstata Stokholmskej hierarchie je stéle platna. Na po-
silnenie a pokracovanie aktivit, ktoré vyplynuli z roko-
vania konferencie, EFLM ustanovila osobitni opera¢nu
skupinu pre ,,Vykonnostné ciele v laboratérnej medicine®
(TF-PG). Tato osobitna skupina sa skladd z 5 pracovnych
skupin Task Finishing Groups: (1) Modely vykonnostnych
kritérii na konkrétne laboratérne testy; (2) Harmonizacia
pripustnych medzi v externom hodnoteni kvality; (3) Ur-
¢enie celkovej chyby; (4) Vykonnostné kritéria na pred
a post analyticku fazu; (5) Databdza biologickej variacie.

Prednaska sa zaoberd jednotlivymi modelmi, vyho-
dami a nevyhodami a zddraziiuje model, ktory by bol

z praktického hladiska pre SR najvhodnejsi.
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NA MIESTE POSKYTOVANIA ZDRAVOTNEJ STAROSTLIVOSTI
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Point-of-care Testing (POCT) je diagnos-
ticky proces, ktory sa realizuje na mieste
prvotného oSetrenia pacienta. Rychlost labo-
ratérnej analyzy bez ¢asovych a priestorovych
obmedzeni predstavuje hlavnu vyhodu POC
testov. Kratky ¢as analyzy optimalizuje tvodné
vySetrenie pacienta. Lekdrovi umoznuje rychlo
urcit diagndzu, promptne reagovat na zmenu
zdravotného stavu pacienta a bez cakania
na vysledok laboratérneho vysetrenia zacat
liecbu alebo monitorovanie jeho vitalnych
funkcii. Analyzuje sa plnd krv a na testo-
vanie postacuje malé mnozstvo. Laboratérne
testovanie na mieste poskytovania zdravotnej
starostlivosti redukuje preanalytické chyby
a odstranuje riziko zameny vzoriek alebo ne-
spravnych odberov. Nie je potrebna doprava
vzoriek do laboratdria a sucasne sa redukuje
riziko ich znehodnotenia pocas transportu.
Novy trend presuva laboratérne vySetrenie
z centralneho laboratéria na miesto starost-
livosti o pacienta, ako su l6zkové oddelenia
nemocnic, jednotky intenzivnej starostlivosti,
operacné saly, zdravotné strediska, polikliniky,
ambulancie pediatrov, $pecialistov a vSeobec-
nych lekarov, rychlu zdchrannu sluzbu a inde.
Na rozdiel od centralnej laboratérnej diagnos-
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tiky, kde rast predstavuje priblizne 6 az 7%
ro¢ne, sa odhaduje, Ze ro¢ny narast POCT
predstavuje 10 az 15 %, pricom v niektorych
oblastiach dosahuje medziro¢ny nérast az 30 %.

Rychle vysledky maju obrovsky potencial
zlepsit zdravotnu starostlivost. Je vSak rych-
lejsi vysledok vzdy aj kvalitnym vysledkom ?
Nekvalitny vysledok nielenze nepomoze, ale
moze viest k nespravnej interpretacii a do-
konca pacientovi uskodit. Analyticky vykon,
jednoduchost obsluhy a uzivatelska priveti-
vost POCT neznamend automaticky pravdivy
a presny vysledok a jeho zhodu s konvenénym
laboratérnym testom s vyhovujtcou analytickou
kvalitou. Ak sa pri merani ignoruju zasady
dobrej laboratérnej praxe, vysledky nie st ani
presné ani spravne a dochadza k nezhodam
pri porovnani s vysledkami testov vykona-
nych v centrdlnom laboratériu. K nevyhoddm
POCT patri absencia laboratérnej kvalifikdcie
a nedostatok zruc¢nosti obsluhy a casto aj
nedostato¢na udrzba pristrojov. S POCT pri-
strojmi pracuje prevazne personal, ktory nie
je primarne vzdelany a kvalifikovany pre labo-
ratérnu pracu. KedZze vysledky namerané POCT
pristrojmi sa pouzivajui k zavaznym medicin-
skym rozhodnutiam, si poziadavky kladené
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na ich kvalitu rovnaké, ako u laboratérnych
testov. Obavy o kvalitu POCT vysetreni vy-
ustili v mnohych krajinach po celom svete
v hierarchiu predpisov, ktoré definuju vztahy
medzi laboratériom a POCT a obsahuju mini-
malne analytické poziadavky na zabezpecenie
porovnatelnosti vysledkov POCT s klinickymi
laboratériami. Bol zavedeny $tatut ,,spolupra-
cujuceho laboratéria® ktoré dohliada na kvalitu
POCT. Vyzaduje sa kvalifikované vzdelavanie
a tréning oso6b, ktoré POCT pristroje obsluhuju.
Organizuju sa edukacné kurzy pre uzivatelov
POCT a ustanovuje sa akreditdcia pracovisk.
Uvedené faktory a dalsie aspekty kvality st pre
Slovensko vyzvou vybudovat rovnaku kultiru
manazérstva POCT, vyberu a selekcie POCT
zariadeni, vhodnosti ich umiestnenia, regulacie
a spravneho financovania, Skoliaceho programu,
zabezpecenia a kontroly kvality, preventivnej
udrzby a pracovnej prirucky. Zamer by ma
obsahovat aspon, ale nielen:

o Organizaciu a manazment POCT ma
zabezpecovat autorizovany tim, ktory musi
mat nielen kompetenciu na zavadzanie
indtitucionalnych zmien, ale aj prostriedky
na ich uskuto¢nenie. Manazérsky tim musi
plnit minimalne dve funkcie - superviznu
a koordina¢nu.

o Skoliaci program ma mat institucionalnu
povahu a zahrnovat vietkych zdravotnic-
kych pracovnikov, ktori sa na POCT tes-
tovani podielaju: lekari, sestry, farmaceuti,
zdravotnicki a farmaceuticki laboranti,
zdravotnicki zdchrandri, zdravotnicki
asistenti, laboratérni diagnostici, tech-
nici laboratérnej mediciny, medicinsko-
-technicki laboranti a ini zdravotnicki
pracovnici. Skoliaci program by mal mat
charakter stustavného vzdelavania, jeho
priebezného obnovovania a udrziavania
ziskanej odbornej sposobilosti v sulade
s rozvojom POCT testovania.

Uzivatel POCT musi ovladat kalibraciu pri-
stroja a pracu s kontrolnymi vzorkami. Ma viest
zaznamy o zabezpeceni a kontrole kvality,
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o zistenych nedostatkoch a ich odstraneni. Musi
participovat na externom hodnoteni kvality
a vyhoviet pozadovanym Standardom kvality.

Personal ma mat zru¢nosti v obsluhe a pre-
ventivnej udrzbe pristrojov. Ma rozpoznat
aktudlnu chybnu funkciu pristroja a vediet,
ako sa s nou vyrovnat. Ma mat zruc¢nosti ne-
vyhnuté v oblasti preventivnej udrzby na uzi-
vatelskej urovni, vediet skontrolovat pristroj
pred pouzitim a po merani zanechat v stave
potrebnom pre dal§iu pracu s nim.

Cielom tohto usilia je zavedenie takej kul-
tary POCT v SR, ktord je obvykld vo vyspelych
krajindch. Vyznamnu ulohu v tejto oblasti zo-
hravaju odportucania Medzinarodnej federacie
klinickej chémie a laboratérnej mediciny (IFCC).
Predmetom tohto prispevku je volny preklad
IFCC dokumentu ,Thinking of Introducing
PoCT - Things to Consider®, zverejnenym
IFCC 20.3.2014.

DEFINICIA PoCT

Point of Care Testing (PoCT) znamena la-
boratérne vySetrenie vykondvané na mieste
poskytovania zdravotnej starostlivosti.

PoCT je zndme pod ndzvami:

o Bedsite testing (Diagnostika pri l16zku

pacienta)

o Near patient testing (Testovanie pri pa-

cientovi)

o Ancillary testing (Doplnkové testovanie)

o Home testing (Testovanie doma)

 Satellite testing (Satelitné testovanie)

+ Remote testing (Vzdialené testovanie)

« Physician’s office laboratory testing

(Laboratoérne vysetrenie v ambulancii)

« Patient self-management (Sebakontrola

pacientom)

ORGANIZACIA A MANAZMENT

V sucasnej dobe je k dispozicii $iroké
spektrum PoCT pristrojov, ktoré sa pouzivaju




v mnohych oblastiach mediciny. Na zabezpe-
¢enie spolahlivych vysledkov musi byt pacient
na vySetrenie sprdvne pripraveny a pouZzity
pristroj musi byt vhodny na dané pouzitie.
Velkd rozmanitost PoCT pristrojov, ktoré
su v sucasnosti dostupné, je pre neodbornikov
madtuca a nevhodny vyber PoCT pristroja moze
ohrozit starostlivost o pacienta. Ak sa PoCT
vyuzije zodpovedajicim spdsobom, moze skratit
¢as liecby a poskytnut potencidl na zlepsenie
zdravotnej starostlivost o pacienta. Pri selekcii
pristroja je potrebné vziat do tvahy miestne
a medzinarodné odporucanie na kvalitu vy-
konu. Pred vyberom akékolvek PoCT pristroja
sa najprv maju posudit klinické potreby.
Pri posudzovani klinickych potrieb treba brat
do uvahy poziadavky zdravotnej starostlivosti
a analyzy, ktoré identifikuju medzery diagnos-
tického testovania v nemocnici, na pohotovosti
a pocas zivelnych pohrom.

Pred realizaciou PoCT treba starostlivo

zvazit nasledujuce aspekty:

o Identifikovat klinické potreby

« Nadklady, prinosy a nevyhody

+ Vykonat reser$ vhodnych pristrojov

o Preverit dostupnost vhodného kontrol-
ného materialu (QC, EHK)

o Zaistit dostupnost skolenia a priebeznej
technickej podpory

o Overit Zivotnost spotrebného materidlu -
bude datum pouzitelnosti stacit na pouzitie
pomocok pred jeho expirdciou?

o Zistit, ¢i si spotrebny material vyzaduje
chladenie ? Ak 4no, je v potrebnej miere
dostupné chladiace zariadenie?

o Mame zamestnanca, ktory moéze plnit
ulohy spojené s implementdciou zamys-
anej PoCT technolégie ?

PoCT implementdcia vyzaduje systematicky
pristup, ktory zahfna vsetky zainteresované
strany. VSeobecne plati, Ze jedna osoba z orga-
nizacie prebera zodpovednost za vykony PoCT.
Tato osoba ma byt identifikovana pred zacatim
procesu tak, aby mohla viest tspesnu realizaciu.
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Sucastou procesu implementacie PoCT
maju byt nasledujuce poziadavky:

+ Identifikovat vhodny pristroj, ktory splna
miestne pokyny a regula¢né poziadavky

o Vsetci pracovnici, ktori budu vykonavat
skusky, musia podstupit vhodny vycvik
a musia mat Osvedc¢enie o spdsobilosti

o Na vietky aspekty PoCT musia existovat
pisomné postupy a politiky

o Pracovné postupy PoCT musia obsahovat
pokyny vyrobcu pristroja

o Zabezpecit optimalny chod pristroja
a jeho kontrolu

o Pozadovat archivaciu vysledkov. Vsade
tam, kde je to mozné, pouzivat elektro-
nicky prenos a archivaciu vysledkov.

VOLBA VHODNEHO ANALYZATORA

Vyber vhodného PoCT pristroja je dole-
zity proces, ktory ma zarudcit, aby vybraty
pristroj bol najvhodnejsi pre dand populaciu
a starostlivost o pacientov na danom mieste.
Rozmanitost dostupnych pristrojov méze
u neskusenych pouzivatelov viest k nespravnej
volbe, ktora bude mat za nasledok plytvanie
penazi a neschopnost dosiahnut ocakavanu
lepsiu starostlivost o pacienta.

Pri rozhodovani o zriadeni PoCT miesta je

potrebné zodpovedat na nasledujice otazky:

o Aké testy sa pozaduju?

o Aka je charakteristika pacientskej popu-
lacie - budt mat jej vzorky jedine¢né vlast-
nosti, ktoré je potrebné vziat do uvahy?

 Poskytne PoCT také vysledky, ktoré zod-
povedaju klinickym potrebam ?

o Aka je predpokladana frekvencia testo-
vania ?

» Kolko operatorov musi byt vyskolenych ?

« Kto sa ujme vedenia pri zavadzani PoCT ?

« Vyzaduje sa liecba, poradenstvo alebo
dopliujuce vysetrenie, ktoré bude do-
stupné (napr. vyzaduje pozitivny vysledok
konzultaciu) ?
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« Su k dispozicii zodpovedajtce zdravot-
nicke, finan¢né, pracovné a IT kapacity ?

Vyber PoCT pristroja ovplyvnuje jeho ka-
dencia. Pri posudzovani PoCT pristrojov sa
do uvahy berie sedem kritérii:

1. Robustnost a vhodnost pouzitia v teréne,
vratane:
« Elektrickej pripojky
« Chladenia
» Prenosnosti
o Vhodnosti pre vlhké prostredie
o Odolnosti prachu a dostato¢nej pevnosti
pri doprave
« Vhodnej Zivotnosti
2. Jednoduché pouzitie:
o Minimalna udrzba
o Minimalna priprava pacienta
» Typ vzorky
« Plnenie pozadovanych predpisov

3. Vzdelavanie a odborna priprava:

o Aké skolenia a odborna priprava je k dis-
pozicii a kto ich poskytuje?
« Pomaha dodavatel pri vycviku obsluhy?

4. Spravnost:

« Bude bezpe¢ny na manazment pacienta ?

5. Naklady:

o Prevadzkové ndklady

o Zvazit fixné i variabilné naklady

 Zvysi zavedenie PoCT pristroja financné
alebo administrativne naklady, alebo zvysi
spokojnost pacientov?

6. Pripojenie:

» Moze byt zariadenie pripojené k lokalnej
databaze na elektronicky prenos vysledkov?

o Moze sa aktualizacia softvéru vykonavat
elektronicky?

7. Su dostupné vhodné kontrolné materidly
na internd kontrolu kvality (QC) a na ex-
terné hodnotenie kvality (EHK)?

o Zaistenie spravnosti a presnosti vykonu
pristroja

Pri posudzovani nakupu pri zavadzani PoCT
je dolezité, aby sa procesu rozhodovania a pla-
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novania zacastnili véetky zainteresované strany
tak, aby prijaté rozhodnutia boli v sulade
s klinickou praxou. Kone¢né rozhodnutie by
sa malo prijat az vtedy, ked boli zvazené vsetky
vyssie uvedené otazky. Pri vybere sa odporuca
navrhnuat dolezité vlastnosti pristroja, ktoré
su vhodné pre dané zdravotnicke zariadenie
a vypracovat tabulku, ktoré pristroje z uzsieho
vyberu spliiaju vi¢sinu ziadanych vlastnosti.

Odbornd priprava persondlu
a jeho sposobilost

Hlavnym ciefom $kolenia PoCT persondlu
je zabezpecit dostato¢ny pocet kvalifikovanych
pracovnikov so zodpovedajucim zdokumen-
tovanym vycvikom a skdsenostami. Vacsina
PoCT pristrojov bola skonstruovana tak, aby
ich pouzitie bolo ahko pochopitelné a pozia-
davky na $kolenie relativne lahko zvladnutelné
netechnickym personalom. Avsak tdto uloha sa
stava naroc¢nou, ked sa na PoCT predpoklada
velky pocet zamestnancov. Dobrd odborna
priprava pracovnikov je zakladnym stavebnym
kamenom systému manazérstva kvality a dobre
zdokumentovany Skoliaci program je jeho
zakladnou.

Plan odbornej pripravy

Tento dokument md upriamit pozornost

na rozne aspekty $kolenia a musi obsahovat:

o Posudenie zruc¢nosti a sposobilosti vset-
kych pracovnikov, ktori budu zaradeni
na vykon ¢innosti PoCT, ich zdkladnej
kvalifikacie, zru¢nosti a skusenosti.

o Posudenie zru¢nosti a sposobilosti per-
sondlu, ktory bude povereny vycvikom
a pripravou operatorov.

« Standardny pracovny postup odbornej
pripravy PoCT, ktory bude pozadovany
pre novych pracovnikov. Zvazit:

- Zdravie a bezpecnost operatora a pa-
cienta

- Postarat sa, aby si pracovnici boli
vedomi sucasnych pravnych pred-
pisov a pokynov, vratane medicinskych
a pravnych dosledkov prenosu infekcie




v dosledku nedostato¢ne bezpecnej
manipuldcie so vzorkami alebo ich
rozliatia ¢i vytecenia.

- Odber a manipulacia so vzorkami,
vratane osobitnych poziadaviek. Po-
starat sa, aby boli pracovnici plne
vyskoleni v technike odberu, vratane
vyberu vhodnych odberovych pomocok
a vyhybali sa preanalytickym chybam.

- Pozitivne ID pacienta a ID pracovnika

- Poudit pracovnikov o vyzname pres-
ného zaznamu totoznosti operatora
a pacienta aby sa zabranilo zamene
a identity operatora pri nadvdznosti
procesu.

- Ukazka vzorkovania na PoCT a spravnej
obsluhy.

- Bezpecna likvidacia pouzitych vzoriek
a odberovych pomécok.

- Vcasné dorucenie vysledkov osetruju-
cemu lekdrovi a spravna reakcia pracov-
nika analyzujticeho vzorky na vysledky
mimo definovanych medzi vratane
archivacie vysledkov v pacientskych
zaznamoch.

- Zvyraznit nespravne techniky a ako
sa vyhnat chybam. Zabezpecit, aby
zamestnanci boli informovani o typic-
kych chybach, nespravnych technikach
a vysledkoch. Poukazat na chybové
hlasenia pristrojov a ich vyznam, ¢o
robit, ak zariadenia generuju chybu.
Zamestnanci maju byt informovani, Ze
vSetky neziaduce incidenty je potrebné
zaznamenavat a hlasit.

- Kontrolu kvality, udrzbu, skladovanie
a manipuldcia so spotrebnym materidlom

- Na koho sa obratit, ak sa vyskytne
problém so zariadenim alebo doplne-
nim spotrebného materialu

Urc¢it, ako najlepsie vykonat $kolenie.

Najlepsi prospech maju ti¢astnici zvycajne

z kombinacie samostidia a praktickej

demonstracie. Samostudium by malo

zahfnat kontext a klinickd uzito¢nost
vysledkov, teoretické aspekty meracieho

systému a pokyny pre dobri PoCT prax
na pouzitie a udrzbu zariadenia.
Definovat, ako bude odborna priprava
zdokumentovana.

Stanovit frekvenciu preskolenia alebo
dobu na overenie spdsobilosti. Pravidelné
preskolenie je dolezité aj u skusenych
prevadzkovatelov, aby sa zabranilo zlym
navykom. Odporuca sa preskolenie pra-
covnikov alebo postudenie spdsobilosti
vSetkych prevadzkovatelov na ro¢nej baze.
Nakoniec sa musi venovat nalezita po-
zornost tomu, ako sa bude odborna pri-
prava vyhodnocovat a monitorovat a aké
napravné opatrenia by mali byt prijaté,
ak sa nedodrzi vytyceny Standard.

Odborna priprava skolitela

Ur¢it, kto bude $kolenia viest.
Zabezpecit, aby tato osoba (tieto osoby)
mali potrebnu kvalifikaciu, skusenosti
a schopnosti na $kolenie inych osob
a aby to bolo zdokumentované v ich
zaznamoch.

Ur¢it vedenie odbornej pripravy $kolitelov
a hodnotenie ich spdsobilosti.

Viest dokumentaciu o vzdelavani a posu-
dzovani sposobilosti.

Odbornd priprava operdtorov
(prevddzkovatelov)
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Vypracovat Plan skoleni pre prislusny
pocet zamestnancov.

Zabezpecit, aby operatori mali predpisana
kvalifikaciu a skusenosti a aby tieto boli
zdokumentované v zaznamoch o ich
vzdelavani.

Zabezpecit prestudovanie materialu pred
skolenim.

Urc¢it vedenie odbornej pripravy opera-
torov (prevadzkovatelov) a hodnotenie
ich sposobilosti.

Viest dokumentaciu o vzdelavani a posu-
dzovani sposobilosti.
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POCT KOORDINATOR

Zavadzanie laboratérnej diagnostiky
na mieste poskytovania zdravotnej starostli-
vosti by malo byt systematickym procesom,
na ktorom participuju vSetky zainteresované
strany. Ad hoc pristupy st potencialne nakladné
a ohrozuju bezpecnost pacientov. Aby sa predislo
takejto situdcii, mal by byt menovany PoCT
koordinator. PoCT koordinator by mal byt
skuseny zdravotnicky pracovnik z nemocnice
alebo laboratoria alebo $pecialista na PoCT
sluzby. Povinnosti PoCT koordindtora zahf-
naju celkovy dohlad a riadenie laboratérneho
testovania na mieste poskytovania zdravotnej
starostlivosti, zabezpecujuce sulad s politi-
kami a $tandardami kvality predovsetkym
vo vztahu k vyberu a hodnoteniu pristrojov,
$kolenia zamestnancov a posudzovania sposo-
bilosti, dohladu nad celym procesom skusania
(testovania), kontroly a zabezpecenia kvality
a rieSenie technickych problémov.

V spolupraci so zdravotnymi sestrami a le-
karmi predstavuje PoCT koordinator velmi
dolezitu funkciu. Organizacie by si mali zriadit
Komisie pre PoCT aby dohliadali na sluzby
laboratérneho testovania na mieste poskyto-
vania zdravotnej starostlivosti. PoCT komisia
ma byt zodpovednd za hodnotenie a stanovenie
priorit novych testov a racionalne vyuzivanie
obmedzenych zdrojov. Pri velkom pocte PoCT
testov, ktoré kazdy rok narastaju a ktoré sa
vyvijaju na dal$ie nové ochorenia (napr. vtacia
chripka, HIN9 v Cine; koronavirus [nazvany
podla toho, ze vizudlne pripomina slne¢nu ko-
rénu] blizkovychodného respira¢ného syndrému
v Saudskej Arabii — MERS CoV [ktory spdsobuje
dychacie tazkosti a zlyhanie obli¢iek]), PoCT
komisia pozorne definuje klinické indikacie,
skupiny testov a odoévodnené programy pred
schvalenim laboratérnej diagnostiky na mieste
poskytovania zdravotnej starostlivosti.

Nadviznost merani
Prinos vySetrenia u pacienta pre zdravotnicke
organizacie je dobre zdokumentovany, ale rizika
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a komplikacie vyplyvajuce zo zle zavedeného

laboratérneho testovania na mieste poskytovania

zdravotnej starostlivosti sa nesmu podcenovat.

Preto za ucelom znizenia rizika pre pacientov

a zdravotnicke zariadenie na prijatelnu uroven,

laboratérne testovanie na mieste poskytovania

zdravotnej starostlivosti ma byt vykonavané

v sulade s robustnym Systémom manazérstva

kvality (SMK).

Klic¢om k realizacii SMK je dobre premys-
leny a zdokumentovany plan, ktorého cielom
je zabezpecit dodrziavanie radu politik a v ne-
poslednom rade zodpovednost a preskimanie
manazmentom.

1. Zvazit pouzitie ISO 22870: 2006. ,PoCT.
Vysetrenie pri pacientovi. Poziadavky na kva-
litu a spdsobilost® ako zdklad na stanovenie
formalneho SMK.

2. Zvazit ziskanie akreditacie pre testovanie
u pacienta prisluSnym organom, ktory
uznava a berie do uvahy $pecifické pozia-
davky PoCT.

3. Obvykla technika, ktoru externi auditori
pouzivaju, je nahodny vyber jedného alebo
viacerych vysledkov a preskimat ich stlad
v kazdom kroku s SMK:

o Da sa vysledok testu presne vystopovat

k pacientovi?

« Bol vysledok stanoveny kvalifikovanou
osobou ?

o Vyskytli sa nejaké chybové kdédy alebo
podmienky mimo povolené rozmedzie ?

o Da sa vysledok testu presne vystopovat
k osobe, ktora test vykonala?

o Bol prevadzkovatel opravneny vykonat
skusku v dany cas?

« Bol pristroj nalezite udrziavany, kalibro-
vany, kontrolovany a v case skusky pre-
vadzkovany v normdalnom rezime?

» Bol spotrebny material, pouzity pri skuske,
v ramci doby pouzitelnosti?

« Bol spotrebny material skladovany podla
pokynov vyrobcu pri vhodnej teplote, vlh-
kosti, na tmavom mieste, atd.?

« Je na mieste vykonu dostupny Standardny
pracovny postup(SPP), ktory podrobne




popisuje uvedené aspekty? Je to platny
riadeny dokument?

4. Oddiel 3 nie je vycerpavajuci zoznam a dpo-
vede na vsetky otazky musia byt ANO. Je
velmi dolezité, ze vietky tvrdenia ANO
musia byt podopreté pisomnymi dokazmi.
Treba mat teda systémy, ktoré su zalozené
na dokazoch.

KONTROLA KVALITY

Na riadenie a hodnotenie analytickej kvality
pouzivaju laboratéria internu kontrolu kvality
(IQC) a externé hodnotenie kvality (EHK).
Tieto nastroje hodnotenia kvality by sa mali
aplikovat tiez na PoCT a mali by sa vykondvat
prevadzkovatelmi na vsetkych PoCT pristro-
joch. Vhodné odporucania na kontrolu kva-
lity st najlepsie schopni pripravit laboratérni
$pecialisti, ktori vedia prisposobit programy
kontroly kvality bez zbyto¢nej komplikovanosti
tak, Ze spravne vykonavat ich budud vediet
aj nelaboratérni pracovnici (prevadzkovatelia
PoCT) v nelaboratérnom prostredi. Do tuvahy
je pritom potrebné vziat stupen technologickej
vyspelosti PoCT, uroven pripojenia a objem
vysSetrovanych pacientov.

Cielom kontroly kvality je zabezpecit, aby
prevadzkovatel PoCT vykondval vysetrenia
spravne, aby testovanie bolo spolahlivé a ru-
tinna praca kvalitna, a aby vysledky odpovedali
ocakavanym (cielovym) hodnotam kontrolného
materialu. Kontrolny proces zahfna testovanie
kontrolného materialu, okamzité vyhodnoco-
vanie vysledkov a identifikaciu chyb na pripravu
a prijatie napravnych opatreni. Ak vysledky
kontrolnych merani zlyhaja, vySetrenie pa-
cientov sa nema vykonavat dovtedy kym sa
problém neodstrani.

Externé hodnotenie kvality (EHK), vo svete
tiez zname aj ako Skusky spdsobilosti (PT),
je testovanie neznamych vzoriek z externého
programu rovnakym sposobom ako vzorky
pacientov. Kontrolné vzorky su posielané nie-
kolkokrat za rok a vysledky st vyhodnotené
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prevadzkovatelom EHK programu (EHK orga-
nizaciou) a porovnané s vysledkami ostatnych
ucastnikov.

Volby programov, uchovavanie vzoriek, po-
stup pisania pracovnych postupov, zaskolenie
obsluhy a prehlad vysledkov a napravnych
opatreni su hlavné prvky, ktoré je potrebné
zvladnut pri zavadzani vnutornej (internej)
kontroly kvality (IQC) alebo externého hod-
notenia kvality (EHK). Prevadzkovatelia by
mali v evidencii dokumentovat vietky prijaté
napravné opatrenia, ked IQC alebo EHK zlyha.

Programy kontroly kvality PoCT

Na laboratérnych typoch pristrojov sa vy-
kondva dennd kontrola pomocou kontrolnych
materialov s roznymi koncentra¢nymi hladi-
nami. Na druhej strane mnoho PoCT pristrojov
nie je prispésobenych tradicnym laboratérnym
kontrolnym systémom (pristroje vyuzivajice
pruzky alebo kazety) a nové generacie PoCT
pristrojov maju zabudovanu (elektronicku)
kontrolu kvality, ktora automaticky kontroluje
zariadenie. U tychto pristrojov by laboratdrni
$pecialisti mali zvazit o aky typ pristroja ide
a na akych castiach pristroja bude vykona-
vana kontrola kvality (frekvencia a povaha
kontrolnych materidlov). Univerzalny navod
neexistuje a na kontrolu kvality sa musia po-
uzit odporucania vyrobcu podla typu pristroja
a miesta pouzitia. Okrem toho, ked bol pristroj
tyzicky poskodeny alebo mal poruchu, ked bola
vykonana kritickd udrzba alebo sa vymenilo
vela spotrebného materialu a reagencii, alebo
vznikla pochybnost o nameranom pacientskom
vysledku, je potrebné vykonat dalsie kontrolné
testovanie. Kontrolu kvality maju vykonavat
vSetci pracovnici, pretoZe jej cielom je vyhod-
notit aj vykon rutinnej obsluhy. Hodnotenie
vysledkov v rutine by mali vykonavat samotni
operatori aby v pripade potreby vedeli sami
prijat okamzité napravné opatrenie. Doku-
mentdaciu kontroly kvality a postudenie, ¢i st
operatori dostato¢ne kvalifikovani na kontrolu
kvality, skisanie a interpretaciu, by mali pra-
videlne preskumavat laboratérni $pecialisti.
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Externé hodnotenie kvality (EHK)

Utast v EHK sa odporuca pre kazdy analy-
zovany parameter a kazdy pristroj. Moze byt
povinna v zavislosti od miestnych a narodnych
predpisov, ¢o je tiez poziadavka normy ISO
22870. Ak v ponuke nie je dostupny ziadny
program EHK, moZu sa namiesto kontrolnych
vzoriek rozposlat medzi laboratéria alikvotné
objemy pacientskych vzoriek. Avsak paralelné
meranie pacientskych vzoriek pristrojmi PoCT
a centralnym laboratériom (korelacie) nie
je k EHK programu alternativou. Testovanie
v EHK ma byt vykonané PoCT operatormi, ale
preskumanie vysledkov musia vykonat labora-
torni Specialisti. Spatnu vdazbu musia vykonat
PoCT prevadzkovatelia.

PREANALYTICKE CHYBY

Chyby v preanalytickej faze obvykle spadaju
do dvoch kategorii:

« Problémy identifikacie.

« Problémy vzorkovania.

Je velmi ddlezité, aby pocas vysetrenia PoCT
boli preanalytické chyby pod kontrolou. PoCT
vySetrenia sa zucastiuje viac pracovnikov ako
pri tradicnom vysetreni a preto existuje aj vyssie
riziko vzniku chyby.

Identifikdcia vzoriek
Nespravne alebo chybajice ID moze byt
jednym z najkritickej$ich chyb pri vysetreni
PoCT. ID chyby moézu viest k nezhode s miest-
nymi a narodnymi regula¢nymi poziadavkami,
k chybnej diagndze, nespravnej liecbe pacienta,
potrebe nového odberu a strate prilezitosti vy-
kazat test, ktory nemoze byt vyuctovany.
ID chyby su zvycajne spdsobené:
o Chybajucou identifikdciou pacienta
alebo stitku vzorky
o Prepisom chyby sposobenej manudlnym
zadavanim dat
o Chybajticim pracovnym postupom na iden-
tifikaciu pacientov a vzoriek.
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Mozné spdsoby, ako zabranit tymto chybam:

o Pouzit aspon dva identifikatory pacienta
pri odbere vzoriek, napr. meno a datum
narodenia pacienta alebo prirastkové ¢islo

» Pouzit odberovu supravu s ¢iarovym ko-
dom, ak je taka k dispozicii

 Opverit, Ze vzorka je opatrena Stitkom ID
pacienta esSte pred jej odoslanim

» Zadavat identifikator pacienta do analy-
zatora vzdy pred analyzou

o Pouzivat ¢itacku ciarovych kddov, ak je
k dispozicii, a to ako pre identifikaciu
pri lozku pacienta tak aj pri analyzatore
a tak sa vyhnut prepisovym chybam.

Ukdzky problémov

Priklady problémov vzorkovania su:

o Nespravny typ vzorky

« Hemolyzovana vzorka

o Zrazena vzorka

« Nespravne objem naplnenia vzorky

« Malo vzorky

o Nedostato¢né premiesanie vzorky

« Kontaminovand vzorka

o Nespravne uchovavanie (skladovanie)

vzorky a/alebo jej transport.

Prostriedky ako zabranit tymto typom chyb
su zavislé na type analytu, odberovej stuprave
a samotnom analyzatore. Rozhodujuce je, aby
sa striktne dodrZiavali Standardné pracovné po-
stupy. Dodavatelia su schopni poskytnut navod,
ako sa vopred vyhnut preanalytickym chybam.

Post analytické chyby

Zdaleka najbeznejsie post analytické chyby
vznikaju pre prepisovani. Tie sa mozu dalej
delit na jednoduché ¢islicové chyby, nespravne
zaokruhlenie alebo ndhodné blikanie (islic.
Niekedy nie je vysledok zapisany v zdzname
pacienta alebo denniku bud z d6vodu urgentnej
starostlivosti o pacienta, alebo rozhodnutim
ignorovat data, ktoré neprispeli ku klinickému
rozhodnutiu. Chybna interpretdcia vysledku,
najmé pokial ide o zmenu farby, ktoré musia
byt sparované v niekolkych réznych odtienoch,
je tiez obyc¢ajna post analyticka chyba.




ODBER VZORIEK

Je zname, Ze kvalita vzorky ma vyznamny
vplyv na platnost vysledku. Preto je vycvik
techniky kapilarneho odberu, ako napr. vpich
do prsta, odber Zilovej alebo artériovej krvi,
klacovy. Aj ked PoCT prebieha v blizkosti
pacienta a vzorky nevyzaduju dopravu do la-
boratdria, musia byt dodrzané rovnaké pozia-
davky na odber vzoriek ako pri akomkolvek
inom diagnostickom testovani.

Ocistenie pokoZky

Miesto vpichu sa ma ocistit tampdénom s alko-
holom. Dohliadnut na to, aby oblast vpichu bola
dokladne sucha, aby sa minimalizovalo stipanie
v mieste vpichu a aby sa znizilo riziko hemolyzy.
Je potrebné sa vyhnut tampdénom s alkoholom,
ktory obsahuje glycerinové pridavné latky, pretoze
tieto mozu pri vysetreni interferovat.

Kapildarny vpich

Ak chceme zvysit kapilarny prietok aby
sa ziskal dostatocny objem krvi uz s prvou
lancetkou, pacienti si m6zu umyt ruky pod
teplou vodou, energicky si triet ruky alebo
pouzit tepelny zabal. U dospelych pacientov
sa na vpich zvycajne preferuje prostrednik
alebo prstennik. Do malicka sa vzhladom
k nedostato¢nej hibke tkaniva nepicha, vpich
do ukazovaka moze sposobit jeho znecitlivenie.
Treba sa vyhnut nadmernému stldcaniu prsta,
pretoze vedie k hemolyze vzorky a prieniku
tkanivovej tekutiny do vzorky. Na vpich sa maju
pouzivat iba jednorazové odberové pomadcky.

Venepunkcia

Na odber zilovej krvi (ale nie artériovej)
treba pevne utiahnut skrtidlo. Na odber krvi
sa obvykle pouziva stredna laktova zila (vena
mediana cubiti), bazilarna zila (vena basilica)
alebo hlavova zila (vena cephalica). Vyber
lokality zavisi od niekolkych faktorov ako je
vek pacienta, celkovy zdravotny stav pacienta,
predchadzajice odbery a stav zil, odbornost
a zruc¢nost odberového pracovnika a poza-
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dovany objem krvi. Na zastavenie krvacania
po skonceni odberu sa na odberové miesto ma
vyvinut dostato¢ny tlak. Pri odbere nezrazavej
krvi sa vzorka musi dostato¢ne premiesat
jemnym otac¢anim 8-10 krat.

Artériovd punkcia

Artériové vzorky sa ziskavaju perkutdnnou
punkciou vretenovej tepny (arteria radialis),
paznej tepny (arteria brachialis) alebo ste-
hennej tepny (arteria femoralis). Vzorky ar-
tériovej krvi na vySetrenie krvnych plynov sa
odoberaju do plastovych striekaciek, ktoré su
heparinizované aby sa zabranilo zrdzaniu krvi.
Injek¢na striekacka nesmie obsahovat vzdu-
chové bubliny a mala by sa predklanat dopredu
a dozadu, aby sa heparin premiesal so vzorkou,
a az do analyzy krutit na valci vo vodorovnej
polohe aby sa zabranilo oddeleniu plazmy. Po
odbere sa odberové miesto musi silne stlacit
po dobu najmenej piatich minut, u pacientov
s predlzenou dobou zrazania 10-15 mindt.

Kontrola infekcie

Uspesnd prevencia a kontrola infekcie zahftia
dvojstupnové pracovné postupy, ktorymi sa
predchdadza prenosu infekénych agens. Jedna
sa o Standardné bezpecnostné opatrenie, ktora
zahfna pouzitie Osobnych ochrannych pro-
striedkov (OOP) ako su rukavice, okuliare,
masky, zastery a bezpecné pouzivanie ostrych
predmetov a dalSie preventivne bezpecnostné
opatrenia na zabranu prenosu infekcii.

Pripojenie

Najjednoduchsie povedané, pripojenie PoCT
pristroja sa v podstate vztahuje na schopnost
nastavenia, ktoré umoznuje PoCT pristroju
byt pripojeny k pocitacu, ktory ma vyhradeny
$pecificky softvér pre spravu dat, ktoré dostava
z pristroja. Softvér, ktory umoziuje prepojit
softvérové komponenty a aplikacie v distribuo-
vanom prostredi, sa nazyva ,,middleware® Jedna
sa o integracny nastroj, ktory zaistuje prenos
dat medzi réznymi komponentmi technickej
¢asti informacného systému.
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Pojem ,,Sprava zariadenia“ (ddtovy manazér)
zahrna vstup pre dialkovy prenos informacii
do PoCT pristroja, ktoré predtym bolo treba
zadavat ru¢ne priamo do pristroja. To sa do-
siahne zadanim PoCT S$pecifickych poloziek
do datového manazéra alebo naskenovanim
¢iarovych kédov a potom nahranim informacii
do PoCT pristroja.

Tieto polozky zahrnaju:

« Rozmedzia kontrolnych limitov

o Kritické referen¢né rozmedzia

« Reagencie/pruzky/cisla Sarzi

» Expira¢né datumy

e Zoznamy opravnenych pracovnikov

o Identifikdtory pacientov (napr. ¢islo zdra-

votného zaznamu, prirastkové ¢islo, datum
narodenia, miesto)

« Vymazanie udajov z pamite pristroja.

Sprava dat (datovy manazér) znamena zhro-
mazdovanie, prenos a spracovanie informacii
z PoCT pristroja. Do datového manazéra sa
mozu zadat pokyny a tie sa potom prenasaju
do PoCT pristroja. Datovy manazér vyhodno-
cuje vysledky a akceptuje len tie, ktoré nepo-
ruduju zadané pravidld, v opa¢nom pripade su
vysledky prenasané do chybového zoznamu.
Napriklad, je zadany pisomny pokyn, Ze jeden
z identifikdtorov pacienta ma byt 6-miestne
¢islo zdravotného zaznamu (chorobopisu).
Ak je zadanych menej alebo viac ¢islic potom
je vysledok preneseny do chybového zoznamu
a je tam drzany dovtedy, kym ho operator pre-
skiima a potom rucne prenesie do vysledkovej
databazy. Sprava dat umoznuje sledovanie
verifikdcie vysledkov operdtorom a moze gene-
rovat grafy, takze udaje o pacientovi a kontrole
kvality sa daju monitorovat.

V nemocniciach aj poliklinikach su spravy
dat (datové manazére) Coraz Castejsie prepojené
s laboratérnymi a nemocni¢nymi informa¢nymi
systémami, takze vysledky pacientov mdzu byt
priamo prevedené do lekarskej dokumentécie
pacienta. Toto vyzaduju zdravotnicke zakony
v USA, Eurépe a niektorych dals$ich rozvinu-
tych krajinach, ktoré podmienuju dokumen-
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tacnu trasu spdjajicu vysledok pacienta s jeho
identifikaciou a poskytovatelom zdravotnickej
starostlivosti, ktory vykonal skusku, a jeho kva-
lifikdciu s pouzitym pristrojom a zdznamami
o ¢inidlach a kontrolach pouzitych pri skuaske.

Existuje cely rad dodavatelov, ktori ponutkaju
middleware a spravu dat pre PoCT pristroje.
Ich rozdiely spocivaju v type PoCT pristrojov,
ktoré sa mozu pripojit, nakladoch na vyba-
venie a licen¢nych poplatkoch, uzivatelskej
privetivosti a technickej podpore pokrytia.
Posledné dve polozky su obzvlast dolezité pri
vybere datového manazéra, pretoze uzivatelska
privetivost a pristupny tim technickej pod-
pory garantuju, Ze data mozno ziskat rychlo
a upravit tak, aby sa dali analyzovat trendy
a problémové pristroje.

BEZPECNOST A LIKVIDACIA
ODPADOV

Vysetrenie PoCT mad byt vykondvané tak,
aby neohrozilo bezpec¢nost prevadzkovatela ani
pacienta. Pozaduju sa Standardné opatrenia
starostlivosti a zaobchadzania s pacientmi
bez ohladu na vnimané infekéné rizika vsade
tam, kde dochadza ku akémukolvek kontaktu
s krvou, telesnymi tekutinami, poranenou
pokozkou a sliznicou.

Umyvanie ruk je vSeobecne povazované
za najdolezitejsie opatrenie proti Sireniu infekcie.
Ruky by sa mali umyvat pred kontaktom s pa-
cientom, po kontakte s pacientom a po kon-
takte s telesnou tekutinou bez ohladu na to, ¢i
sa pouzivaju ochranné rukavice.

Pre PoCT platia:

o Praktiky osobnej hygieny, najmi hygieny rik

« Pouzivanie osobnych ochrannych pro-
striedkov

o Bezpecna manipulacia a likvidacia lanciet
a ihiel a inych klinickych odpadov. Pou-
zivat sa maju iba jednorazové odberové
pomocky

o PoCT pristroj a okolita pracovna plocha ma




byt denne ocistend. Rozliata krv a vsetky
rozliate telesné tekutiny maju byt vycis-
tené ihned.
Vsetky odberové lancetky a ihly, prazky
a kazety sa maju povazovat za nebezpeclny
odpad a likvidovat v kontajneri na to uré¢enom.
Dalsi odpad, vritane tkaniv alebo tampénov,
ktoré su kontaminované krvou alebo telesnymi
tekutinami, musia byt ulozené do plastového
vrecka a spalené.
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SUHRN

Rakovina krcka maternice je celosve-
tovo druhym najcastejSim onkologickym
ochorenim postihujucim zensku populaciu.
Predstavuje pribliZzne 10 % vSetkych nadoro-
vych ochoreni u Zien a je tretim najcastej$im
onkogynekologickym ochorenim Zien, pricom
u Zien vo veku 15-44 rokov je najcastej$im
rakovinovym ochorenim. Kréok maternice
predstavuje anatomicka $truktaru lahko
dostupnu réoznym klinickym vysetreniam,
¢o vytvara predpoklad pre vcasnu detekciu
karcindmu cervixu, av§ak napriek tomu
toto ochorenie predstavuje aj nadalej velky
zdravotnicky problém. Vcasna diagnostika
umoznuje aj skorsi terapeuticky zasah, a tym
aj vysSiu Sancu na vyliecenie. Je vSeobecne
zname, Ze nadorové bunky maju v porov-
nani so zdravymi odliSny metabolizmus,
vdaka ¢omu dochadza aj k zmene zastipenia
jednotlivych metabolitov, vratane autofluo-
rescencnych. Prave kvoli tejto ich vlastnosti
sa v oblasti vyskumu do popredia dostavaja
moderné techniky fluorescenc¢nej spektro-
metrie, ktorych vyhodou je nielen vysoka
citlivost pre $iroku paletu potencialnych ana-
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lytov, opakovatelnost merani, jednoduchost,
ale aj vysSia selektivita v porovnani s inymi
spektrometrickymi metodami.

KIucové slova: rakovina krcka maternice,
fluorescencna spektrometria, autofluores-
cencia

SUMMARY

Cervical cancer is a malignant disease,
which is part of everyday oncological practice
Cervical cancer is the second most common
oncological worldwide disease affecting the
female population. It represents approxima-
tely 10 % of all cancer in women, it is the
third most common cancer in women, and
the most common cancer in women in the
age 15—44 years. The cervix represents easily
accessible anatomical structure for clinical exa-
minations, which creates conditions for early
detection of cervical cancer, but nevertheless,
the disease remains a major health problem.
Early diagnosis allows an earlier therapeutic
intervention and a higher chance of recovery.
It is well known that the cancer cells in com-




parison with healthy cells showed differences
in metabolism, what caused different distri-
bution of individual metabolites, including
autofluorescent metabolites. Because of this
characteristics modern techniques of fluores-
cence spectrometry come to the foreground in
the research, the advantage of this method is
high sensitivity for a wide range of potential
analytes, reproducibility, simplicity, but also
a higher selectivity in comparison with other
spectrometric techniques.

Key words: cervix uteri cancer, fluorescence
spectrometry, autofluorescence

UvoD

Karcindm krcka maternice je celosvetovo
druhym najcastejsim malignym nadorom Zen-
skych pohlavnych organov a tretim najcastej$im
nadorom postihujicim zensku populaciu. Ro¢ne
sa vo svete diagnostikuje priblizne 500000 no-
vych pripadov tohto ochorenia (Ferlay etal,
2010). Zakladnym etiologickym faktorom rako-
viny krcka maternice je fudsky papilloma virus
(HPV) (Redecha, 2007; Garland a Smith,
2010). HPV st malé DNA virusy patriace
do celade Papillomaviridae (Weismanova
etal., 2008). Z celkového poctu 118 dodnes
objavenych roznych genotypov md 13 geno-
typov vysoké karcinogénne riziko (HR HPV).
Infekcia HPV je chronicky proces a véacsinou
prebieha bezpriznakovo, v 90 % infekcia HPV
pocas zivota uplne vymizne (Rotterova,
2008). Samotna infekcia je zakladnou, nie v§ak
dostacujucou podmienkou vzniku karcinému,
nevyhnutné su kofaktory, ktoré umoznia DNA
(deoxyribonukleova kyselina) virusu uplatnit
sa v hostitelskej bunke (Berg etal., 2005). Ide
predovsetkym o procesy stvisiace so supresiou
celkovej alebo lokalnej imunity. Mnohonasobne
¢astejsie su karcindmom krcka postihnuté Zeny
s AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
alebo po dlhodobej imunosupresivnej liecbe.
Castejdie sa v praxi stretdvame s ovplyvnenim
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lokélnej imunity pri neustale sa opakujucich alebo
chronickych vaginalnych infekciach virusového,
¢i bakteridlneho povodu (Stern etal., 2005).

Rakovina kr¢ka maternice je pomerne roz-
noroda skupina zhubnych nadorov. Najcastejsim
typom je rohovatejuci a nerohovatejuci epider-
moidny karciném (80-85% pripadov), ktory
vychadza z dlazdicového epitelu. Na druhom
mieste sa nachddzaju adenokarcinémy, vychadza-
juce zo zlazovych buniek krcka maternice, ktoré
tvoria 10-15% (Jenkins, 2007; Chovanec
a Dostdlova, 2008). Ostatné histopatologické
typy nadoru krcka maternice sa objavuji velmi
zriedkavo (Spacek etal, 2011).

Zavedenim skriningovych programov
do praxe, ndsledného vcasného zachytdvania
a liecby prekanceroz je vyskyt rakoviny krcka
maternice v porovnani s minulostou nizsi
o viac ako polovicu, no aj napriek tomu toto
ochorenie predstavuje aj nadalej velky zdra-
votnicky problém (Redecha etal., 2004;
Ondrus$ova a PSenkova, 2013). Viac ako
45% tohto ochorenia sa u nds diagnostikuje
v za¢iato¢nom Stadiu. Zarazajuci vsak zostava
vyskyt 20-29 % ochoreni v II. §tadiu, 17-21 %
v III. $tadiu a vySe 5% vyskytu v IV.§tadiu
(Redecha etal., 2006).

Doélezitu ulohu pri odhalovani perzistencie ¢i
recidivy onkologického ochorenia okrem klasickej
diagnostiky (napr. ultrasonografia -USG, magne-
tickd rezonancia - MR, pocitacova tomografia —
CT, pozitréonova emisna tomografia — PET) zohra-
vaju aj rozne analytické metddy, pricom stale vacsi
vyznam ziskavaju spektralne metédy umoznujice
jednoduchu, rychlu a cenovo dostupnt analyzu
(Téthova a Sadecka, 2010; Steffekova
a kol,, 2015). V oblasti vyskumu sa do popredia
dostavaju moderné techniky fluorescenc¢nej
spektrometrie, ktorych vyhodou je nielen vysoka
citlivost pre $iroku paletu potencialnych analytov,
opakovatelnost merani, ale aj vy$sia selektivita
v porovnani s inymi spektrofotometrickymi me-
todami (Zvarik a Sikurovd, 2013; Birkova
etal., 2014). Analyza mnohozlozkovych vzoriek
sa uskutociiuje pomocou trojrozmernych lumi-
niscen¢nych spektier, ktoré sa ziskavaju meranim
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emisnych spektier pri rdznych excita¢nych vlno-
vych dizkach. Vysledkom je emisno-excitaéna
datova matica (EEM). EEM zobrazuje celkovy
profil intenzit fluorescencie vzorky v rozsahu
skenovanych excita¢nych a emisnych vlnovych
dizok, a tym aj umoznuje vyssiu selektivitu.
Druhym typom spektra, ktoré sa vyuziva na
analyzu mnohozlozkovych vzoriek je trojroz-
merny synchrénny fluorescenény fingerprint
(SFF). Tento typ spektra sa vyuziva napr. na
sledovanie fluorescen¢nych zmien krvnej plazmy
a krvného séra pacientov s diagnostikova-
nymi rakovinovymi ochoreniami (Madhuri
a Aruna, 1997; Gulasova etal, 2014).

MATERIAL

Studijnt skupinu tvorilo 15 pacientok
s diagnostikovanym nadorom kr¢ka mater-
nice a kontrolnd skupinu 10 Zzien. Pacientky
boli obozndmené s experimentdlnym zdmerom
a podpisali informovany sthlas. Odber bol
realizovany kvoli potrebnym klinickym vyset-
reniam a na analyzu bola odobratd cast krvi
pacientiek Gynekologicko-porodnickej kliniky
UPJSLF a UNLPa Gynekologického odd. VOU
v Kosiciach. Krv bola po odbere centrifugovana
5 minut pri 3500 otackach. Vsetky ziskané
vzorky krvného séra a krvnej plazmy boli
zmrazené a uskladnené pri teplote —-80°C.
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METODY

Autofluorescencia vzoriek krvnej plazmy bola
merana vo fosfitovom tlmivom roztoku (PBS)
s vyslednym pH =7,4. PBS pozostdval z K. HPO,
(ITES a.s., Vranov nad Toplou), ¢=0,2 mol/l
a KH, PO, (ITES a.s, Vranov nad Toplou),
c¢=0,2mol/l. Vzorky krvnej plazmy boli tesne
pred meranim nariedené v PBS (pH=7,4). Au-
tofluorescencia vzoriek krvnej plazmy pomocou
synchrénnych fluorescenénych fingerprintov
(SFF) bola merana v kremennej kyvete so Sirkou
1 cm, pri izbovej teplote na spektrofluorometri
Perkin-Elmer LS 55 (Perkin-Elmer, USA). SFF
kazdej vzorky boli merané v rozsahu vlnovych
dlzok A =240-400nm, s rychlostou merania
1200 nm/s, a velkostou excitacnej a emisnej
$trbiny 5nm. Vysledky fluorescenénych me-
rani jednotlivych vzoriek vo forme SFF boli
zhotovené z 15 skenov umiestnenych vo vzdia-
lenosti DI=10nm (inkrement) a vyhodnotené
pomocou softvéru FL WinLab (verzia 4, 2001).

Statisticka analyza nameranych SFF bola spra-
covana pomocou programu GraphPadInSTAT.
Statistickd vyznamnost medzi priemernymi
hodnotami kontrolnej skupiny a experimentalnej
skupiny bola vyhodnotenda ANOVA testom.
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Graf1: A) Porovnanie autofluorescencie proteinov (A=280nm) krvnej plazmy v kontrolnej skupine a v skupine pacientok s diagnostikovanou
rakovinou krcka maternice. Intenzita autofluorescencie proteinov krvnej plazmy v skupine pacientiek bola signifikantne zniZena (p<0,001)
0 52%+12% oproti kontrole. B) Porovnanie autofluorescencie redukovaného koenzymu NADH + H* (A=350nm) krvnej plazmy v kontrolnej
skupine a v skupine pacientok s karcinomom krcka maternice. Pozorovali sme nesignifikantné (p >0,05) zniZenie intenzity autofluorescencie redu-
kovaného nikotinamidadenindinukleotidu NADH + H* v krvnej plazme skupiny pacientiek oproti kontrolnej skupine 0 9 % +3 %.
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Graf 2: A, SFF - vzorové trojdimenzionalne zobrazenie fluorescencie krvnej plazmy vybranej z kontrolnej skupiny a B, SFF - vzorové trojdimen-
zionalne zobrazenie fluorescencie krvnej plazmy pacientky s diagnostikovanou rakovinou krc¢ka maternice.
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Graf 3: A) jednoduché synchronne spektrum (AA = 50) krvnej plazmy vybranej z kontrolnej skupiny
a B) jednoduché synchrénne spektrum (AX = 50) krvnej plazmy pacientky s diagnostikovanou rakovinou krc¢ka maternice

DISKUSIA

Fluorescencia je jav, pri ktorom pohltenim
excita¢ného svetla danej vinovej dizky mole-
kulou s fluorescen¢nymi vlastnostami dochadza
nasledne k emisii svetla s charakteristickou
vlnovou dizkou. Je to druh luminiscencie,
tzv. s kratkym doznievanim - k fluorescencii
dochéddza na urovni piko- az nanosekund. Je
vSeobecne zname ze nadorové bunky maju
v porovnani so zdravymi odli$ny metabolizmus,
vdaka ¢omu dochddza aj k zmene zastupenia
jednotlivych metabolitov v nddorovych bun-
kach v porovnani so zdravymi. Tym sa menia
aj fluorescenc¢né vlastnosti tkaniva a telesnych
tekutin (Steffekovda etal, 2014). Prvé vy-
skumy v oblasti fluorescencie ludského séra
uskutoc¢nili Wolfbeis a Leiner v roku

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2015

1985. Fluorescenciu séra prezentovali vo forme
topografickych map- excitacno-emisnych matic
(EEM). Identifikovali rézne fluoroféry, medzi
ktoré patria hlavne tryptofan, NAD(P) H,
kyselina 4-pyridoxinova, pyridoxal-5-fosfat
a bilirubin, ktoré su viazané na proteiny. Xu
a kolektiv v roku 1998 pracovali na vyskume,
ktory bol zalozeny na dokazoch, ze abnormalne
molekuly z rakovinovych bunkach prestupuju
do krvi. Na zaklade tejto skuto¢nosti a hladali
rozdiely medzi fluorescenciou krvného séra
zdravych pacientov a pacientov s rakovinou.
V roku 1997 pouzil Madhuri a kolektiv na-
tivnu fluorescen¢nu spektroskopiu pri $tudo-
vani krvnej plazmy a s jej pomocou popisali
a rozlisili rakovinové a normalne vzorky krvi.

Vzajomné ovplyviovanie endogénnych fluo-
roférov v zmesi Studovali aj Liu a kol. (2010).
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Ich modelova zmes obsahovala tryptofan,
FAD a NADH. Tieto fluoroféry st vyznamné
pri diagnostike tkaniv. Ich vysledky ukazali,
ze vzajomné ovplyvinovanie fluoroférov zavisi
od ich koncentrécie. Tryptofan je aminokyselina,
ktorej zmeny fluorescencie moézu byt uzito¢né
pre odliSenie malignych metastazujucich na-
dorovych buniek od nemetastazujicich buniek
a zapalu od rakoviny (Pradhan etal, 1995;
Heintzelman etal., 2000). Fluorescencia
NADH a FAD moéze byt pouzita pri stanoveni
redoxného stavu buniek. Predchadzajice studie
poukazuju na vyuzitie NADH fluorescencie
v ramci epitelu s progresiou neoplazie, a v prie-
behu ischémie (Ince etal.,, 1994; Pavlova etal,
2003; Tomeckova etal, 2011).

V nasej praci sme sledovali zmeny fluo-
rescencie krvnej plazmy v skupine pacientok
s diagnostikovanym nadorom krcka maternice
(n=15) v porovnani s kontrolnou skupinou
(n=10). Krvna plazma je vysoko organizovany,
multiautofluorescen¢ny systém endogénnych
fluorescen¢nych molekul, aktivne sa meniacich
v zavislosti od aktudlneho stavu organizmu.
Je vSeobecne zname, Ze pri patologickych
procesoch dochddza ku kvalitativnym aj kvan-
titativnym zmendm v $truktdre, usporiadani,
ale aj v mnozstve fluoroférov. Sucasne teda
dochadza k zmenam optickych vlastnosti tkaniv
a biologickych tekutin. Tieto zmeny v kvantite
a kvalite molekul pri patologickych procesoch
je mozné sledovat na fluorescenénych spek-
trach. Mozu sluzit ako markery pri diagnos-
tike roznych patologickych procesov. V praci
sme na zaznamenanie fluorescen¢nych zmien
krvnej plazmy pacientok a kontrolnej skupiny
pouzili synchrénny fluorescen¢ny fingerprint
SFF (Graf 2). Vyhodou SFF je to, Ze pomerne
rychlo a citlivo zobrazia komplexné informacie
o fluorescencii meranej vzorky. Po namerani
SFF sme vytvorili horizontdlne rezy v oblasti
AN =50 (Graf 3), ¢im sme ziskali jednoduché
synchrénne spektrum a sledovali sme zmeny
na drovni proteinov (A_=280nm) a v oblasti
340-360 nm, v ktorej fluoreskuje aj redukovany
koenzym NADH +H*(A_=350nm).
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Pri porovnani fluorescencie krvnej plazmy
pacientiek s diagnostikovanou rakovinou krcka
maternice a kontrolnou skupinou sme pozorovali
signifikantné znizenie fluorescencie (p <0,001)
v oblasti proteinov (A=280nm) v skupine pa-
cientiek s rakovinou krcka maternice oproti
kontrolnej skupine (Graf1A). To potvrdzuju aj
vysledky Mattleyho z roku 2014. Pretoze pre
proteiny v tumorovych bunkach s excita¢nym
maximom pri 1=280nm plati, Ze intenzita ich
autofluorescencie sa znizuje v dosledku roz-
balenia (degradacie) plazmatickych bielkovin
(Mattley, 2014). Tieto fluorescen¢né zmeny
na urovni proteinov nas mozu informovat o pa-
tologickych stavoch v organizme a o zmenach
na urovni biochemickych mechanizmov.

V préaci sme sledovali aj fluorescen¢né
zmeny v oblasti A=340-360nm, v ktorej ex-
cituje zmes nikotinamidadenindinukleotidu
(NADH), flavinov, porfyrinov a kolagénov.
NADH patri k endogénnym fluoroférom,
a vdaka svojim fluorescen¢nym vlastnostiam
sa vyuziva ako jeden z nadorovych markerov
(Masilamani, 2013; Madhuri etal., 2003;
Madhuria Aruna, 1997). Niektoré vedecké
$tadie poukazuju na to, Ze presné stanovenie
NADH je zlozité, pretoze tato molekula signi-
fikantne meni svoje spektrdlne vlastnosti
podla toho, ¢i sa nachadza v oxidovanom,
alebo v redukovanom stave. Ak je v bunke
dostatok kyslika, poklesne koncentracia redu-
kovaného NADH+H", ¢o sa prejavi znizenou
fluorescenciou (Koenig a Schnecken-
burger, 1994; Rigacci etal., 2000). Pokles
intenzity fluorescencie pre NADH+H* moze
byt spésobeny kombinaciou niekolkych fak-
torov. Jednym z dévodov moéze byt mozna
reabsorpcia hemoglobinom, kedZe intenzita
fluorescencie NADH+H" sa tesne zhoduje
s absorpénym maximom hemoglobinu, zvy-
$enie koncentracie hemoglobinu v nadorovom
tkanive suvisi s neovaskularizaciou, a teda aj
so zvySenim koncentracie kyslika (reoxyge-
naciou) v nadorovom tkanive (Diagaradj
ane etal, 2005; Zeng etal, 2004; DeVeld
etal., 2005).




Koncentracia redukovaného NADH+H* sa
lisi pocas normoxie, hyperoxie a hypoxie bunky,
ktoré modzeme sledovat pomocou merania inten-
zity fluorescencie tohto endogénneho fluoroféru
(Mayevsky, 2007). Nase vysledky poukazuju
na nesignifikantné (p>0,05) (Graf 1B) zniZenie
fluorescencie v oblasti charakteristickej pre
redukovany NADH+H* (A =350 nm).

ZAVER

Stale aktualnou problematikou v oblasti
mediciny je vcasna diagnostika nadorovych
ochoreni. Na rozdiel od inych technik je vyuzitie
fluorescencnych vlastnosti molekul preferované
predovsetkym pre rychlost a vysoku senzitivitu
ziskanych vysledkov, ktoré nds informujui nielen
o pripadnych zmenach S$truktury, ale aj o dy-
namike a o chemickych interakcidch kluc¢ovych
molekul v bunkach. Potencial fluorescenénych
technik je v tom, Ze vyuzivaju vlastnosti tu-
morového tkaniva, pre ktoré je na rozdiel
od zdravého tkaniva charakteristickd akumu-
lacia urcitych chemickych latok, ktoré maju aj
$pecifické fluorescencné vlastnosti vyuzitelné
v diagnostike. Pomocou fluorescenc¢nej analyzy
je mozné detegovat molekulové zmeny pocas
patologickych stavov a zachytit tak aj velmi
nizke koncentracie metabolitov.

Prdca vznikla pri realizdcii projektu Diagonko
ITMS: 26220220153; aktivita 2.4.
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KVALITATIVNE A KVANTITATIVNE
ZMENY LIPIDOVYCH SUBFRAKCII PRI TYREOPATIACH
MAJU VPLYV NA PRESNOST STANOVENIA APOLIPOPROTEINU B
VYPOCTOM PODIA HWANGA
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SUHRN

Uvod: Novéa metdda stanovenia apolipopro-
teinu B100 vypoctom podla Hwanga vyzaduje
verifikdciu v réznych klinickych situdcidch.
Cielom tejto prace je zistenie, ako na porovnanie
dvoch metdd, meraného a vypocitaného ApoB,
vplyvaju poruchy ¢innosti $titnej zlazy, jej hyper
a hypofunkcia. Pri tychto poruchach boli dobre
dokumentované kvantitativne aj kvalitativne
zmeny v metabolizme lipidov aj lipoproteinov.

Metodika: Porovnali sme merany ApoB
(ApoB) s apolipoproteinom B vypocitanym
rovnicou podla Hwanga v nasej modifikacii
(ApoBHwangkorig) na subore 30 pacientov
s autoimunitnou hypertyreézou a na subore
40 pacientov s autoimunitnou hypotyredzou.
U oboch suaborov boli urobené odbery krvi
pred nasadenim liecby a nasledne pocas liecby.

Vysledky: Rozdiel v priemere hodn6t ApoB
a ApoBHwangkorig u hypertyredzy pred liecbou
je =15,21% (p <0,0001, Wilcoxonov test pre pa-
rové hodnoty) a pocas liecby +0,34 % (p=0,9263).
U hypotyreézy je rozdiel pred liecbou +6,70 %
(p=0,2064) a pocas liecby -0,22 % (p =0,8507).
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Concordance correlation coefficient (CCC) bol
pre vSetkych 7 klinickych situdcii niz$i nez 0,9.

Zaver: Hypertyreoza aj hypotyredza vyrazne
ovplyvnuju vysledky vypocitaného ApoB.

Klucové slova: Apolipoprotein B, imunoturbi-
dimetrické meranie, stanovenie vypoctom, rov-
nica podla Hwanga, hypertyreo6za, hypotyredza

SUMMARY

Introduction: A new method for deter-
mination of apolipoprotein B100 calculation
according to Hwang requires verification in
various clinical situations. The aim of this work
is to find out how thyroid affects dysfunction,
its hyper- and hypofunction to comparison the
two methods of measurement and calculated
ApoB. Quantitative and qualitative changes
have been well documented in the metabolism
of lipids and lipoproteins in these disorders.

Methods: We compared the measured Apo B
(ApoB) to apolipoprotein B calculated using
the equation by Hwang in our modification
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(ApoBHwangkorig) on a set of 30 patients with
autoimmune hyperthyroidism and on a set of
40 patients with autoimmune hypothyroidism.
For both sets the blood sampling were per-
formed before the initiation of therapy and
during treatment in clinical and laboratory
euthyroidism.

Results: The difference in the mean of
the values of ApoB and ApoBHwangkorig in
hyperthyroidism prior to treatment -15.21%
(p<0,0001, Wilcoxon test for paired values)
and during treatment +0.34 % (p =0,9263). The
difference in hypothyroidism before treatment
is +6.70% (p=0,2064) and during treatment
-0.22% (p=0,8507). Concordance correlation
coefficient (CCC) was for all seven clinical
situations less than 0,9.

Conclusion: Hyperthyroidism and hypo-
thyroidism significantly affect the results of
calculated ApoB.

Keywords: Apolipoprotein B, immunotur-
bidimetric measurement, calculation, equation
by Hwang, hyperthyroidism, hypothyroidism

UvVoD

Lipidy zohravaju klucovu tlohu vo vyvoji
aterosklerozy a jej klinickych manifestacii. Naj-
vyznamnej$iu tlohu ma nepochybne cholesterol,
a preto stanovenie celkového cholesterolu hralo
spociatku vyznamnua ulohu nielen v hodno-
teni rizika KV ochorenia, ale aj v hodnoteni
uspesnosti hypolipidemickej liecby. Zavedenim
Fredricksonovej klasifikacie hyperlipoprote-
inémii sa pozornost obratila k jednotlivym
lipoproteinovym triedam transportujucim lipidy
v krvi a cholesterol lipoproteinov s nizkou
hustotou (LDL-C) sa stal hlavhym cielom
a ukazovatelom uspes$nosti hypolipidemickej
liecby. To predstavovalo isty pokrok, pretoze
LDL-C odraza lepsie patogénny mechanizmus
veduci k poskodeniu cievnej steny ako cel-
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kovy cholesterol (TC). Avsak prediktivna sila
LDL-C z hladiska rizika kardiovaskularnych
(KV) ochoreni nie je o vela vicsia ako sila
celkového cholesterolu. Celkovy cholesterol je
preto aj nadalej pouzivany vo skérovacich systé-
moch spolo¢ne s HDL-cholesterolom (HDL-C)
a dal$imi konven¢nymi rizikovymi faktormi pre
odhad rizika KV ochoreni [17, 19].

Nové moznosti, ako presnejsie identifikovat
riziko a stanovit spolahlivy ciel liecby, su stale
skimané. Z tohto hladiska je hojne diskutovany
vyznam stanovenia apolipoproteinu B. Pocetné
interven¢né studie (najma statinové) preukazali,
ze znizenie LDL-C vedie ku zniZeniu kardiovas-
kularnych prihod. Avsak viacero tychto studii
sledujucich ako LDL-C, tak ApoB ukazala, ze
hladina LDL-C pri lie¢be ma malu prognosticku
silu, zatial ¢o ApoB lepsie predikuje klinické
prihody [9, 21, a iné]. ApoB a non-HDL-cho-
lesterol si odporucané ako komplementarne
markery ku LDL-cholesterolu [1]. Rovnako
v Studidch porovnédvajicich menej a viac agre-
sivnu liecbu statinmi (Treating to New Targets
[TNT] a Incremental Decrease in End Points
through Aggressive Lipid lowering [IDEAL])
boli non-HDL-C a ApoB tesnejsie asociované
s klinickymi KV prihodami ako LDL-C. Vysvet-
lenim moze byt skutocnost, ze statiny znizuju
LDL-C a non-HDL-C viac nez ApoB. V analyze
siedmich hypolipidemickych statinovych $tadii
bol LDL-C znizeny o 42 %, non-HDL-C o 40 %
a ApoB o 33%. Tieto tri parametre tak boli
znizené na 21., 29. a 55. percentil americkej
populacie [22]. Z toho je zrejmé, ze pocet ate-
rogénnych castic (a teda koncentracia ApoB)
nebol v tychto $tudidch dostatocne zniZeny
a moze predstavovat vyznamné rezidudlne riziko.

Lepsi prognosticky parameter ako koncen-
tracia LDL-C je pocet cirkulujucich ¢astic LDL.
Ten moze byt stanovovany bud priamo ako
sérova koncentracia Apo B, alebo nepriamo
nukledrnou magneticko rezonan¢nou spektro-
skopiou (LDL-P). Zasadnou recentnou spravoue
American Association of Clinical Chemistry je,
Ze pri vzdjomnom porovnani LDL-Pa Apo B je
Apo B preferovanym biomarkerom pre buduce -




nové guideliny [2]. Tento pristupje uz pouzity
v guidelinoch pre diabetes mellitus [7].

Dokazy o tom, Ze stanovenie apolipoproteinu
B100 (ApoB) ma vyssiu vypovednu hodnotu
ako non-HDL-cholesterol aj ako LDL-choles-
terol pri odhade kardiovaskularneho rizika
neustale pribudaju [16]. Napriek tomu je
Apo B v klinickej praxi iba zriedkavo merany
spolu so $tandardnymi lipidmi pri hodnoteni
dyslipidémie.

Rovnako ako poznatky o klinickom vyzname,
aj poznatky o moznych metdédach stanovenia
ApoB intenzivne pribudaju. V ostatnych 4 ro-
koch bolo publikovanych a overovanych nie-
kolko rovnic na vypocet ApoB zo Standardnych
lipidov [6]. Z nich najvalidnejsia podla nasich
predoslych zisteni bola rovnica podla Hwanga
[4, 8], nami upravena [5].

Cielom tejto prace je zistenie, ako na porov-
nanie dvoch metéd, meraného a vypocitaného
Apo B, vplyvaju poruchy ¢innosti $titnej zlazy,
jej hyper a hypofunkcia. Pri tychto poruchach
boli dobre dokumentované zmeny v metabo-
lizme lipidov aj lipoproteinov, a to kvantitativne
aj kvalitativne [3, 15].

Sutbor pacientov

Charakteristika pacientov a popis pouzitych
laboratérnych metéd st podrobne uvedené
v praci [15]. Boli vytvorené dve skupiny pa-
cientov. Do prvej skupiny bolo zaradenych
40 novodiagnostikovanych pacientov s autoimu-
nitnou hypotyredzou (36 zien, 4 muzi). Druha
skupina zahrnala 30 novo diagnostikovanych
pacientov s autoimunitnou hypertyredzou
(25 zien, 5 muzov). Pacienti boli klasifikovani
ako hypotyroidni ak hladina TSH v sére bola
>5mlU/]l alebo hypertyreoidni ak hladina
TSH v sére bola <0,5mIU/], pricom do tGvahy
boli brané aj hodnoty FT4. Referen¢ny rozsah
hodnét v laboratériu je: TSH (0,55-4,78 mIU/1);
FT4 (11,5-22,7 pmol/l). Vylucovace kritéria pre
zaradenie boli: diabetes mellitus, iné choroby
endokrinného systému, familiarna hypercho-
lesterolémia, ochorenie pecene alebo obliciek,
tehotné Zeny, pacienti po mftvici, srdcovy
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infarkt, rakovina, pankreatitidy, zneuzivanie
alkoholu a pouzivanie hypolipidemik. V3etci
pacienti boli prijati do $tudie dobrovolne
po podpisani informovaného sihlasu. Zakladna
charakteristika suboru pacientov je uvedena
v tabulke 1.

METODY

Porovnali sme merany ApoB (ApoB) s rov-
nicou na vypocet ApoB autorov Hwang a spol
(9; ApoBHwang) v nasej uprave [5].

Modifikované rovnice Hwang maju takyto tvar:

(25,1 TC-22,8 HDL +0,88TG)

ApoB (g/l) =
10+ K

ak TAG<3,05mmol/]

(25,6 +22,4TC-14,7HDL - 5,3TG)
ApoB (g/l) =

100+ K
ak TAG>3,05 mmol/l

Konstanta K sa ziskava v kazdom labora-
toriu individualne kalibrovanim po porovnani
20 nameranych a vypocitanych ApoB.

ApoB bol merany imunoturbidimetrickou
metodou (Roche, Nemecko). Rovnica Hwang
je vlastne ststavou 2 rovnic, ktoré pouzivaju
na vypocet ApoB namerané hodnoty celkového
cholesterolu, triacylglycerolov (TAG) a HDL-
-cholesterolu.

Porovnavania boli robené na tychto rozne
definovanych suboroch:

1. Subor vsetkych ApoB, n=140, ziskany
zo vsetkych 70 pacientov pri prvom odbere
krvi pred liecbou a druhom pocas liecby.

2.Subor ApoB od pacientov s hypertyredzou,
n =60, ziskany od 30 pacientov pri prvom odbere
krvi pred liecbou a druhom pocas liecby.

3.Subor ApoB od pacientov s hypotyreédzou,
n =80, ziskany od 40 pacientov pri prvom od-
bere krvi pred liecbou a druhom pocas liecby.
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Tabulka 1. Zakladna charakteristika
stiboru pacientov

Pocet pacientov 70*
Pomer pohlavi M/Z 9/61
Vek (roky) 54,1 + 14**
TC

27 £ 1,4
[mmol/I] > 45
LDL dir

21 = 1,11
[mmol/I] 3 !

LDL Friedewald

+
[mmol/I] 3,39 £ 1,21
HDL

+
[mmol/I] 1,22 0,30
TG

+
[mmol/I] 1,43 = 1,01
ApoA1l

1,76 + 0,40

[g/1]
APaB1O0 0,88 + 0,26
[g/1
e 26,1 + 3,9
[kg/m?] 1 £ 3,
Metabolicky sy .

[%]

LDL dir - nizkodenzitné lipoproteiny merané priamou metédou, LDL
Friedewald - vypocitané podla Friedewalda, HDL - vysokodenzitné
lipoproteiny, TC - celkovy cholesterol, TG -triacylglyceroly, ApoA -apo-
lipoprotein A, ApoB100- apolipoprotein B100, BMI-body mass index

*—kazdy pacient mal merané dve vzorky, pred lie¢cbou a pocas
lie¢by, analyzovanych bolo 140 vzoriek
**_(daje predstavuju aritmeticky priemer + smerodajna odchylka
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Obrazok 2. Bodové grafy a vykreslenia Passing a Bablokovej regresnej priamky pre porovnanie dvoch metdd stanovenia ApoB, pria-

mym meranim a vypo¢tom podla modifikovanej Hwangovej rovnice, pre 4 subory: A - hypertyredza pred liecbou; B - hypertyredza

pocas liecby; C-hypotyredza pred liecbou; D - hypotyredza pocas liecby. Pre lepsie porovnanie maju vSetky grafy rovnaké mierky.
Popis ako v obrazku 1

4. Sibor ApoB od pacientov s hypertyre6zou,
n =30, ziskany od 30 pacientov pri prvom
odbere krvi pred lie¢bou.

5. Subor ApoB od pacientov s hypertyreozou,
n=30, ziskany od 30 pacientov pri druhom
odbere krvi pocas liecby.

6. Subor ApoB od pacientov s hypotyreézou,
n =40, ziskany od 40 pacientov pri prvom
odbere krvi pred lie¢bou.

7. Subor ApoB od pacientov s hypotyreézou,
n=40, ziskany od 40 pacientov pri druhom
odbere krvi pocas liecby.

Porovnavanie dvoch metdd stanovenia bolo
vykonané metdédou podla Passinga a Babloka,
s vykreslenim 95%-nych intervalov spolahlivosti
(konfidenc¢nych intervalov CI) pre regresnu
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priamku [14]. Ako dalsi spdsob vyhodnoco-
vania bol zvoleny Lin-ov korela¢ny koeficient
zhody, concordance correlation coefficient, CCC
[11]. Podla nasich vedomosti tento spdsob
vyhodnocovania doteraz nebol v slovenskom
pisomnictve pouzity, a to napriek tomu, Ze
pri $tudiach porovnavajicich dve metédy ma
podstatne vyssiu vypovednu hodnotu nez bezne
pouzivany Pearsonov korela¢ny koeficient [10].

CCC pc obsahuje meranie presnosti (pre-
cison) p a meranie spravnosti (accuracy) Cb.
Pismeno p (grécke pismeno ro; r) je Pearsonov
korela¢ny koeficient, ktory meria ako daleko
je kazdé meranie vzdialené od priamky zhody,
¢o je miera presnosti. Cb je korekény faktor
na bias, teda systémovu odchylku ktora vyjad-
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Obrazok 3. Bodové a spojnicové grafy, porovnanie hodnét ApoB stanoveného priamym meranim
a vypoctom podla modifikovanej Hwangovej rovnice, pre 4 subory: Hypertyreoza pred liecbou; hypertyreoza pocas liecby;
hypotyreoza pred liecbou; hypotyreéza pocas

ruje, ako daleko je priamka zhody odchylena
od idedlnej priamky zhody, ktora prechadza
nulovymi hodnotami osi x aj y a zviera s osou
x uhol 45 stupnov. Pre vyhodnocovanie CCC
navrhol McBride [13] nasledovnu deskriptivnu
stupnicu: hodnota pc < 0,90 znamena zly stupen
zhody, 0,90 az 0,95 mierny stupen, 0,95 az 0,99
podstatny stupen, > 0,99 takmer dokonaly. Toto
hodnotenie bolo v§eobecne akceptované, s po-
znanim, Ze v realnych podmienkach rutinnej
laboratérnej prace sa u apolipoproteinu B
medzilaboratérne dosahuju hodnoty 0,90 az
0,95 [12].

Niektoré subory mali testovanim D’Agos-
tino-Pearsonovym testom vylu¢enu normalnu
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distribuciu hodnét, preto bol pre vsetky tes-
tovania rozdielov priemerov hodnét pouzity
neparametricky Wilcoxonov test [23].

Vypocty a grafy boli vykonané v programe
MedCalc Statistical Software version 15.8 (Med-
Calc Software bvba, Ostend, Belgicko; https://
www.medcalc.org; 2015).

VYSLEDKY

Na obrazku 1 je vykreslena Passing-Bablo-
kova regresia pre cely subor, n=140, a pre
subory hypertyredza a hypotyredza.

Na obrazku 2 je vykreslena Passing-Bablo-
kova regresia pre subory hypertyredza pred




%001 = gody - ,

‘ ; Lo ) ; ; . Sr1oy
L0580 =d 76950 0} 6510 75950 % CC 0~ 90L1°0— S076°0 0¥ Suempgody %@uu: serod
10660 ‘odAy
¢ od
0} 67580 GC?6°0 ov doay
¢ 3110
#9070 =d 06¥%L0 ouoﬁNMM%,o EVIL0 % 0,9 90L1°0— 7GS80°T 0¥ -mcw&mwo%« noqger pasd
LOTT'T ‘od4H
¢ od
01 €€76°0 0L10°T (04 doay
¢ Su1o
€9¢76°0 =d G9/80 OMN@MM%.O L9180 % ¥<0 90L1°0— 7€T6°0 0¢ -mcmz.wmwo&\ Aqpary seod
67860 “2diH
¢ od
0} 1580 00¢6°0 0¢ doay
¢ 3110
10000 >d SL6L0 ohmmomwwo 62190 % 1T°G1- 90L1°0- 71250 0¢ -mﬁm&mwo&w noqyayy paad
98590 aadAgg
¢ od
01 L0450 LY19°0 0¢ doay
¢ 1o
wveo =d ££0L0 owwwnm%.o L£€89°0 % 0%‘¢ 90L1°0- 8T00°T 08 -mcmz.ymwom/w Acﬁ;mv
2LT0°T ezoa1fjodAyH
¢ od
0} €716 86960 08 dJoay
¢ Suio
6£00°0 =d 18260 oWMWM%.o 79.8°0 % L8‘G— 90L1°0— TTTL0 09 -wcmz.rmwo&w Auoa;mv
81780 ez0a1f1rad Ly
¢ od
01 62120 €29L°0 09 doay
81¥8°0 78€6°0 S0y
< ”Q 3 < 0, < N 3
I81¢°0 £918°0 0} 69220 1640 % 0°0 90410 0} 6978°0 97880 ovl Suempgody roqns 195
19760 o
¢ od
01 16£8°0 97880 0v1 doay
e " et BT . B L
AoUOXOIIM PYIOY | IO %56 000 zp eoyoroy | 10 %6 . P " ouerq
: Luyepaa0y] PIpzoy : Lpnaunuy | -o0za 3304 ’

L10qns uesourjap auzox 3xd dd1UA0I ([dueAGyIIpowr (oA0Suemy e[pod
wojpod4a e wiruersw wiurerrd rwiueysiz gody rurejoupoy 1Zpawr AO[RIPZOI ATUBUACIOJ ¢ BY[Nqe],

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2015

63



liecbou, pocas liecby, hypotyredza pred liecbou
a pocas liecby. Smernice regresnej priamky
maju v rdznych stiboroch rézny sklon. Ciary
95%-nych konfiden¢nych intervalov pre re-
gresnu priamku st od seba velmi vzdialené,
¢o znamena velky rozptyl a mala zhodu po-
rovnavanych metod.

Na obrazku 3 st bodové a spojnicové grafy
porovnania hodnot ApoB a ApoBHwangkorig,
pre tie isté subory. Vypocitané hodnoty ApoB
su vyssie nez merané hodnoty ApoB v 4; 9;
11; 7 pripadoch, v ostatnych pripadoch su
vypocitané hodnoty nizsie alebo rovnaké nez
merané. Rozdiel v poctoch vyssich, resp. niz-
$ich hodnot pri porovnani vietkych 4 suborov,
nie je Statisticky vyznamny na hladine 0,05
(p=0,3092, chi-kvadrat test).

V tabulke 2 je klucovy udaj o rozdieloch
medzi aritmetickymi priemermi meraného
a vypocitaného ApoB v jednotlivych skupinach.
Rozdiel bol konstantou K nastaveny tak, Ze
v celom subore, n =140, je nulovy. V celom su-
bore hypertyredzy je zaporny, -5,87 %. V celom
subore hypotyredzy je kladny, +3,40 %. Zasadné
rozdiely sa vSak ukazali pri porovnavani -
opakujeme, Ze parovom porovnavani u tych
istych pacientov - stavu pred liecbou a pocas
lie¢by: u hypertyreézy su rozdiely -15,21 %
(p<0,0001, Wilcoxonov test pre parové vzorky
- plati aj pre nasledovné hodnoty p) a +0,34 %
(p=0,9263), u hypotyredzy su rozdiely +6,70 %
(p=0,2064) a -0,22 % (p=0,8507). U liecenych
pacientov, v stave eutyredzy, su rozdiely blizke
nule. U pacientov pred liecbou su rozdiely
v sucte absolitnych hodnot takmer 22 %.

Pre cely subor je hodnota CCC=0,7912.
Pre subory hypertyreézy a hypotyredzy pred
liecbou a pocas liecby su hodnoty CCC v rozpiti
od 0,5654 do 0,8167. Pri bodovom hodnoteni
ani jedna hodnota CCC nedosiahla hranicu 0,90.
Pri pravdepodobnostnom hodnoteni CCC, horna
hranica 95% intervalu spolahlivosti bola vyssia
nez 0,90 iba v jednom pripade zo siedmych.
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DISKUSIA

Limity pri vypocte LDL-cholesterolu Friede-
waldovou rovnicou, ktoré vplyvaja na spravnost
vypoctu, su dobre zname: pecenové poskodenie,
chronické renalne poskodenie, diabetes mellitus,
vplyv vysokého TG [18]. Tieto vplyvy na stano-
venie ApoB vypoctom neboli doteraz skiimané.

Ulohou porovnivania dvoch metéd stano-
venia toho istého analytu je urcit, ¢i vysledky
ziskané novou metodou su, v priemere, také isté
ako vysledky ziskané inou, presnou metédou.
Vysledky porovnania su zavislé od Struktury
suboru, na ktorom st merania vykondvané (in-
kluzivne a exkluzivne kritéria pre pacientov je
vyber pacientov ,,s nepritomnou jednou alebo
viacerymi taxativne vymenovanymi chorobami®,
alebo ,,s pritomnou [najcastejsie] jednou kon-
krétnou chorobou; pocet vzoriek, najnizdia
a najvyssia hodnota, median, atd.) [4]. V tejto
praci boli porovnavané dve metddy na velmi
precizne definovanych suboroch pacientov
s jednoznacne definovanou tyreopatiou, v dvoch
klinickych $tddidch - pred nasadenim liecby
a pocas ucinnej liecby v stabilizovanom stave,
a zdroven s nepritomnymi inymi zndmymi
metabolickymi chorobami alebo stavmi, ktoré
mozu ovplyvinovat lipidovy a lipoproteinovy
metabolizmus. V tejto suvislosti je vhodné
pripomenut, ze chronicka autoimunitna tyre-
oiditida, velmi casto nepoznana a nelieCena,
sa vyskytuje ako koincidencia u 40 az 50%
pacientov s diabetes mellitus 1. aj 2. typu (20).

U neliecenej autoimunitnej hypertyreozy
a autoimunitnej hypotyreézy su hodnoty apo-
lipoproteinu B stanovené vypoctom podstatne
odli$né od hodnot nameranych imunoturbidi-
metrickou metddou. U liecenej hypertyredzy
aj hypotyredzy st rozdiely hodndét minimalne.

V literatire sme nena$li ziadnu publikaciu,
ktora by sa venovala tej istej problematike, preto
nemame moznost nase vysledky konfrontovat
s inymi.




ZAVER

U pacientov s tyreopatiami, ktoré nie su
liecbou upravené do eutyredzy, je vypocet
apolipoproteinu B zatazeny velkou chybou. Je
potrebné vykonat multicentrické stadie zamerané
na preskumanie vplyvov inych metabolickych
ochoreni na validitu vypoctu.
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SOUHRN

Soucasné diagnostické postupy pro diabetes
mellitus 1. typu jsou zaméfeny predevSim
na urceni koncentrace krevni glukézy a gly-
kovaného hemoglobinu. Z pohledu vcasné
diagnostiky tohoto zavainého autoimunit-
niho onemocnéni maji vsak tyto postupy sva
omezeni. Diabetes 1. typu se klinicky mani-
festuje zvySenou hladinou glukdézy a zménami
hladin dalSich biomarkeru. Jiz v preklinické
fazi onemocnéni vSak dochazi ke zménam
v prostorovém usporadani plazmatickych
proteini a dalSich biomolekul spojenych
s patogenezi diabetu, které vsak nejsou kla-
sickymi klinickymi postupy zaznamenatelné.
Naproti tomu, pokrocilé spektroskopické
metody jsou citlivé na prostorové usporadani
chiralnich molekul, a jsou tudiZ potencialné
schopny tyto strukturni zmény identifikovat.
Krevni plazma diabetikéi a kontrolnich
jedincii byla analyzovana pomoci pokroci-
lych spektroskopickych metod (elektronovy
cirkularni dichroismus a Ramanova opticka
aktivita) doplnénych o konvencni metody
molekulové spektroskopie (infracervena
a Ramanova spektroskopie). Ziskana spekt-
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ralni data byla chemometricky vyhodnocena
vicerozmérnymi statistickymi metodami se
zaméfenim na spektralni oblasti odpovidajici
strukture a konformaci proteint a dalSich
biomolekul krevni plazmy. Dosazené vysledky
naznacuji, Ze chiropticka spektroskopie v kom-
binaci s infracervenou a Ramanovou spekt-
roskopii je schopna zaznamenat patologické
zmény ve struktufe molekul plazmatickych
proteini provazejicich diabetes a muze tedy
byt slibnym podptirnym nastrojem ke kon-
vecnim diagnostickym postuptm.

Kli¢ova slova: diabetes mellitus 1. typu,
chiropticka spektroskopie, krevni plazma,
spektralni biomarker, diagnostika

SUMMARY

The current procedures to diagnose type 1
diabetes mellitus are focused mainly on deter-
mining levels of blood glucose and glycated
hemoglobin. However, these diagnostic tools
are limited for the early diagnosis of this severe
autoimmune disease. Type 1 diabetes is accom-
panied not only by the elevated blood glucose
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level and changes in other biomarker levels,
but also by changes in the spatial arrangement
of plasma proteins and other biomolecules
that are associated with the pathogenesis of
diabetes. These structural changes occur be-
fore the disease onset, but unfortunatelly; the
conventional clinical procedures are not able
to detect them. In contrast, avanced spectro-
scopic methods are inherently sensitive to the
spatial arrangement of chiral molecules, and
thus; potentially able to identify any possible
structural changes. Blood plasma from diabetic
patients and healthy controls was analyzed by
advanced spectroscopic methods (electronic
circular dichroism and Raman optical activity).
The measurements were supplemented by con-
ventional methods of molecular spectroscopy,
i.e. infrared and Raman spectroscopy. The
obtained spectral data sets were evaluated by
multivariate statistical methods focusing on the
spectral ranges that correspond to the structure
and conformation of proteins and other plasma
biomolecules. The achieved results suggest that
chiroptical spectroscopy in combination with
infrared and Raman spectroscopies is able to
detect the pathological changes in molecular
structure that are caused by diabetes, and
therefore; may be a promising complement to
conventional diagnostic methods.

Key words: type 1 diabetes mellitus, chi-
roptical spectroscopy, blood plasma, spectral
biomarker, diagnostics

UVvVOD

V soucasnosti je jednou z pfijimanych
hypotéz patogeneze diabetu mellitu 1.typu
(T1DM) teorie, ktera prepoklada, ze p-bunky
pankreatu jsou napadeny virem, coz vede k pro-
dukci odli$nych signalnich molekul (antigeni)
na jejich povrchu. Tyto odli$né antigeny jsou
imunitnim systémem rozpoznavané jako ,cizi"
a dochazi k autoimunitni destrukci postizenych
B-bunék, coz ma za nasledek nedostatecnou
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produkci inzulinu a zvySovani hladiny glukézy
v krevnim obéhu (hyperglykémie) [1, 2]. Zvy-
$ena glykémie spolu s narusenim acidobazické
rovnovahy, ktera je zptisobena zvysenou keto-
genezi, je hlavnim indikatorem diabetického
stavu. V dasledku zménéné antigenicity p-bunék
dochdzi u diabetu, stejné jako u dalsich one-
mocnéni, ke zménam ve struktufe plazmatickych
biomolekul. Tyto zmény se objevuji jesté pred
propuknutim onemocnéni, tedy pred tim, nez
je mozné zaznamenat zvySenou hladinu glukézy
v krvi [1, 3]. Detekce téchto ¢asnych zmén by
tedy mohla slouzit jako podptlirny nastroj pro
véasnou diagnostiku a lécebny zasah u jedinct
s rozvijejicim se diabetem 1. typu.

Zmény ve stereochemii biomolekul v$ak ne-
mohou byt jednoduse zaznamendany konve¢nimi
diagnostickymi postupy, pripadné klasickymi
metodami molekulové spektroskopie. A jelikoz
jsou mnohé biomolekuly v lidském organismu
chiralni, pfichazeji v tomto pripadé v uvahu
pokrocilé spektroskopické metody, jakymi je
chiropticka spektroskopie.* Jejich principem
je interakce kruhové polarizovaného zareni
s chiralnimi molekulami, z ¢ehoz vyplyva jejich
citlivost k trojrozmérné strukture chiralnich
molekul. [4] I pfes svou schopnost identifikovat
jakékoliv spektralni zmény nebyly prozatim chi-
roptické metody systematicky vyuzity k analyze
télnich tekutin (s vyjimkou na8ich predchozich
studi) [5, 6, 7, 8, 9, 10].

V této pilotni studii se zabyvdme moznostmi
vyuziti elektronového cirkuldarniho dichroismu
(ECD) a Ramanovy optické aktivity (ROA)
spolu s infracdervenou (IC) a Ramanovou
spektroskopii vzorki lidské krevni plazmy pro
diagnostiku TIDM. Véfime, Ze zaméfeni se
na pre-diabetické strukturni zmény proteind,
sacharid@i a dalSich esencialnich biomolekul
v krevni plazmé povede k diagnostice dost
véasné na to, aby bylo mozné u déti a ado-
lescentd pfedchdzet Zivot ohrozujicim nahlym
kolapsim a tézkym komplikacim, které jsou
obvykle spjaty s propuknutim T1DM.




MATERIAL A METODY
Krevni plazma

Do této studie bylo zafazeno 12 pacientl
s diabetem 1. typu, ktefi byli vybrani na Klinice
déti a dorostu, Fakultni nemocnice Kralovské
Vinohrady (FNKV) v Praze. Skupinu kont-
rolnich jedinct tvofilo 8 studentii 1. ro¢niku
3. Lékarské fakulty Univerzity Karlovy (3.LF
UK) v Praze. Primérny vék pacientt a kontrol
byl 15,1; resp. 19,7 let. U vsech testovanych
subjektt byly urceny zakladni fyziologické
a biochemické parametry souvisejici s TIDM
a zaroven byla provedena elektroforéza plazma-
tickych proteinti (Tab. 1). Vzhledem k tomu,
ze kontrolni skupina nevykazovala zvysenou
hladinu krevni glukézy, nebyly u ni systema-
ticky urceny hodnoty glykovaného hemoglobinu
(HbA, ) ani sérového albuminu (HSA), ptipadné
dalsich parametrt souvisejicich s diabetem.

Na Klinice déti a dorostu FNKV v Praze
bylo kazdému pacientovi/kontrolnimu jedinci
odebrano 9 ml krve do sterilnich zkumavek
Vacuette® (Greiner Bio-One GmbH, Rakousko)
obsahujicich antikoagulant K,EDTA (draselna
stl kyseliny ethylendiammintetraoctové).
Vzorky byly poté odstfedény pti 1500g a 25°C
po dobu 10 minut na Ustavu biochemie, bu-
nécné a molekuldrni biologie 3. LF UK v Praze.
Ziskané frakce plazmy byly okamzité zmrazeny
a uchovany pii teploté -75°C. Pred kazdym
méfenim byly vzorky rozmrazeny pii poko-
jové teploté a zfiltrovany pomoci membrano-
vych filtr s porozitou 0,45 um (Grace, USA)
pfi 13000g a 15°C po dobu 10 minut.

Tato studie byla provedena v souladu s Hel-
sinskou deklaraci a byla schvalena Etickou
komisi 3. Lékarské fakulty Univerzity Karlovy
v Praze. Od vs$ech ucastnikt studie byl zajistén
pisemny informovany souhlas, u nezletilych
potvrzeny i souhlasem zakonného zastupce.

Spektroskopické metody

Ramanova spektra a spektra Ramanovy
optické aktivity byla namérena simultanné na
spektrometru Chiral RAMAN-2X™ (BioTools
Inc., USA), ktery je vybaven systémem OPUS
2 W/mpc6000 (Laser Quantum, Velka Britanie)
s excita¢ni vlnovou délkou 532nm. Zfiltro-
vané vzorky plazmy (100 ul) byly v oblasti
2500-90 cm™ analyzovany v kyveté o rozmeérech
4 x4 x 10 mm s antireflexni povrchovou tpravou,
ktera byla umisténa do drzaku s Peltierovym
chlazenim pro kontrolu teploty vzorka (15 °C).

Pro zdznam spekter ve stfedni infracervené
oblasti (4000-400cm™') byl pouzit IC spek-
trometr s Fourierovou transformaci Nicolet
6700 (Thermo Scientific, USA) vybaveny ZnSe
krystalem pro techniku zeslabeného uplného
odrazu (ATR, Attenuated Total Reflectance).
Zfiltrované vzorky plazmy (20 ul) byly méreny
pfimo bez dal$i upravy.

Méteni ECD byla provadéna na spektrometru
J-815 (Jasco, Japonsko) pfi teploté 23 °C (kon-
trolovano Peltierovym ¢lankem). Pro analyzu
v oblasti 185-280 nm byly vSechny zfiltrované
vzorky nafedény sterilnim fosfatovym pufrem
(pH=7,4) v poméru 1:3v/v. Takto zfedéné
vzorky (25 ul) byly méfeny v kfemenné kyveté
s optickou drahou 0,01 mm (Hellma, Némecko).

TAB. 1 PRUMERNE HODNOTY VYBRANYCH
FYZIOLOGICKYCH A BIOCHEMICKYCH PARAMETRU PRO PACIENTY
S TIDM A KONTROLNI JEDINCE

glykémie HbA, HSA a—globuliny
parametr BMI [mmol-1-] [mmol-mol!] [%] [%]
pacienti s TIDM 19,6 10,9-11,9 75,9 52,6 23,5
kontrolni jedinci 22,7 4,0-4,5 neuréeno 55,4 18,8
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Pred a po spektralnich méfenich byly vSechny
kyvety a ATR krystal vycistény roztokem Starna
CellClean (Starna Scientific Ltd., Velka Britdnie),
opakované proplachnuty demineralizovanou
vodou a methanolem a vysuseny.

Statistické vyhodnoceni dat

Ziskana spektralni data byla vyhodnocena
metodou linearni diskriminac¢ni analyzy (LDA)
[11] v programu XLSTAT (Addinsoft, Francie).
Pro vybrané pasy, které mohou nést klicové
informace o molekularni struktutfe proteint
a dalSich plazmatickych biomolekul i jejich
moznych zméndch, byl vytvoren statisticky
model. Vybér spektralnich past byl proveden
s vyuzitim korela¢nich a kovarian¢nich matic.
Pro statisticky model byla rovnéz urcena jeho
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specificita a senzitivita a pro ovéfeni jeho
kvality byla provedena ktiZova validace [12].

VYSLEDKY

Elektronovy cirkularni dichroismus

Spektra ECD (Obr. 1A) se vyznacuji tfemi
dominantnimi pdsy charakteristickymi pro
sekundarni strukturu proteint [4, 13]. Spek-
tralni priabéh odpovida proteintim s vysokym
obsahem a-helixu [4, 14], které jsou v krvi
zastoupeny prevazné lidskym sérovym albu-
minem. Pozitivni pas 192 nm a dva ¢aste¢né se
prekryvajici negativni pasy 209 a 222 nm jsou
vysledkem elektronovych prechodtt amidové
skupiny peptidové vazby. Intenzita a tvar téchto
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Obr. 1. Priimérna spektra ECD (A), ROA (B), IC (C) a Ramanovy (D) spektroskopie krevni plazmy z
nazornujici rozdily mezi pacienty s TIDM (¢arkovana ¢ara) a kontrolnimi jedinci (plna ¢ara)
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past se méni v zavislosti na geometrii pepti-
dového retézce [6, 15]. Je patrné, ze v pripadé
pacientl s TIDM dochazi ke snizeni intenzity
vSech tfi vySe zminénych spektralnich pasd,
coz mize mit dvé mozné priciny. Zaprvé,
hodnoty celkového proteinu v plazmé se sni-
Zuji s progresi onemocnéni, zatimco proteiny
si zachovavaji svou nativni chirdlni strukturu.
Nebo zadruhé, albumin jako negativni protein
akutni faze rozvinuje svou strukturu a je $tépen
na achiralni struktury ¢i méné usporadané struk-
tury. To vede ke zvysené produkci pozitivnich
protizanétlivych proteinfi (a - a a -globulint)
s cilem udrzet normalni hodnoty ostatnich
plazmatickych proteind, coz je v souladu s pa-
tofyziologii TIDM [1, 2].

Ramanova opticka aktivita

V pramérnych spektrech Ramanovy optické
aktivity (Obr. 1B) miizeme zaznamenat skupinu
past proteind v oblastech amidu I a amidu III,
které jsou typické pro proteiny s vysokym ob-
sahem a-helikalnich struktur [6, 16]. Ve spektrech
vzorki pacientt byla pozorovana zména intenzity
negativniho pasu 1245cm™ znacici vyssi obsah
B-struktur [17], coz mlze byt vysvétleno veétsi
mirou rozvinuti struktury albuminu a/nebo jeho
$tépenim v pribéhu onemocnéni TIDM. Pozi-
tivni pasy 1302, 1344cm™ a raménko 1315cm™
predstavuji proteiny s prevazujici a-helikalni
konformaci [17]. Zmény v intenzitach zminé-
nych pasti mohou byt vysvétleny jako dusledek
degradace albuminu na blize nespecifikované
intermediaty, které jsou vyuzity pro syntézu
dalsich plazmatickych proteinti nezbytnych pro
udrzeni homeostazy organismu béhem T1DM [1,
2]. Vyrazné pozitivni pasy 1007, 1155 a 1518 cm™
mohou byt pfifazeny karotenoidiim, pficemz
nékteré z nich se prekryvaji s pasy aromatickych
aminokyselinovych zbytka [6].

InfraCervena spektroskopie

Na Obr. 1C jsou zobrazena priimérna infra-
¢ervena spektra se dvéma vyznamnymi pasy,
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jejich maxima lezi okolo 1648 a 1546cm™,
t.j. v oblastech amidu I, resp. amidu II, které
odpovidaji vibracim peptidové vazby. [18]
V tomto pripadé mohou oba tyto pasy a jejich
relativni intenzity odrazet zmény v sekundarni
struktufe plazmatickych proteinti. Ve vysled-
nych IC spektrech pacientd byl pozorovan
vyznamny pokles intenzit past a zaroven
zména poméru intenzit pasi amid I/amid II
v porovnani s kontrolnimi jedinci. Navic zmény
ve tvaru pasu amidu I mohou indikovat zmény
v sekundarni strukture plazmatickych proteind,
ke kterym dochazi v pribéhu TIDM v dusledku
degradac¢nich procest. Pokles v intenzitdch byl
rovnéz pozorovan pro pasy 1458 a 1401 cm™,
které odpovidaji vibracim funkénich skupin
alifatickych postrannich fetézct.

Ramanova spektroskopie

V pramérnych Ramanovych spektrech paci-
entl s TIDM a kontrolnich jedinct (Obr. 1D)
jsou patrné tfi intenzivni pasy pochazejici
predevsim od vibraci karotenoidt (1007, 1157
a 1520cm™), které jsou pritomny v plazmé
v nizkych koncentracich. Jejich vysoka in-
tenzita v Ramanové spektru je zapfi¢inéna
rezonanénim zesilenim po excitaci ve viditelné
oblasti (532nm) [13, 19]. Spektra vykazuji
zmény v intenzitach pasu typickych pro proteiny
s vysokym obsahem a-helikalni struktury, ze-
jména pasy 1654cm™" v oblasti amidu I a 1285
a 1346cm™ v oblasti rozsifeného amidu III,
odpovidajici vibracim peptidové vazby [6, 20].
Méné strukturovany pas 1654cm™ a vyrazné
zvy$ena intenzita pasu okolo 1642cm™ v ob-
lasti amidu I ve spektrech pacientti indikuje
zménu obsahu a-helixu, coZz je konzistentni
s degradaci sérového albuminu pfi vyvoji
T1DM [1, 2]. Sacharidy a lipidy pfitomné v krvi
jsou zastoupeny pasy 958, resp. 1450cm™ [6].
Jejich mirné snizené intenzity pravdépodobné
odpovidaji naru$eni metabolismu téchto latek
u diabetikda.
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Linearni diskriminac¢ni analyza

Vzhledem k tomu, ze nékteré spektralni
zmény mezi pacienty s TIDM a kontrolnimi
jedinci jsou pouhym okem obtizné postfehnu-
telné, byla ziskana spektralni data vyhodnocena
vicerozmérnymi statistickymi metodami. Cilem
bylo odlidit pacienty od kontrol na zakladé
spektralnich vzort (spectral pattern recogni-
tion), dale urcit senzitivitu a specificitu po-

F i

uzitych spektroskopickych metod a prokazat
spolehlivost matematického modelu.
Vysledkem vyhodnoceni bylo zjisténi, Ze
jednotlivé spektroskopické metody vyuzité
samostatné nedosahuji uspokojivych hodnot
senzitivity ani specificity (Tab. 2). Na zakladé
tohoto poznatku a skutecnosti, ze vybrané
metody poskytuji navzajem komplementarni
informace, byl vytvofen souhrnny matematicky
model kombinujici data ze vdech ¢tyf pouzitych
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Obr. 2 Grafické znazornéni vysledku LDA pro kombinaci chiroptickych (ECD, ROA) a konvenénich (Raman, IC)
spektroskopickych metod v analyze krevni plazmy pacientti s T1DM a kontrolnich jedinct

TAB. 2. HODNOTY SENZITIVITY, SPECIFICITY

A CELKOVE SPRAVNOSTI MODELU LDA A JEHO KRiZOVE VALIDACE PRO DISKRIMINACI
VZORKU KREVNI PLAZMY PACIENTU S TIDM A KONTROLNICH JEDINCU

model kfizova validace modelu

metoda specificita senzitivita spravnost specificita senzitivita spravnost
(%] (%] [%] [%] (%] (%]
ECD 75 92 85 38 75 60
ROA 75 92 85 63 75 70
IC 88 92 90 88 92 90
Raman 62 83 75 25 58 45
kombinace 100 100 100 100 92 95
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metod (Obr. 2). Nyni jiz byla pozorovana tplna
separace skupin pacienti s TIDM a kontrolnich
jedinct, pri¢emz celkova spravnost prifazeni
jednotlivych vzorkt do prislusnych skupin
¢inila 100 %. Specificita a senzitivita vytvo-
feného modelu dosahovaly vysokych hodnot
i po provedeni kfizové validace, a to 100 %,
resp. 92 % (Tab.2).

ZAVER

Na zakladé analyzy krevni plazmy pomoci
ECD a ROA v kombinaci s IC a Ramanovou
spektroskopii byly urceny spektralni oblasti
nejvice ovlivnéné T1DM. Podle dosazenych vy-
sledkt je mozné konstatovat, Ze nejvyznamnéjsi
zmény mezi pacienty s TIDM a kontrolnimi
jedinci jsou partné predev$im v oblastech vi-
braci a elektronovych prechodt peptidovych
vazeb, které odrazeji zmény sekundarni stuktury
proteinti v pribéhu onemocnéni. Nasledna mul-
tivaria¢ni analyza spektralnich dat prokazala,
ze chiroptické metody jsou schopny spolehlivé
detekovat komplexni signdly plazmatickych
biomolekul. Navic, kombinaci ROA a ECD
s Ramanovou a IC spektroskopii bylo dosazeno
100% specificity a 92% senzitivity v rozliSeni
vzorkl po kfizové validaci. Ziskané vysledky
naznacuji, Ze chiropticka spektroskopie mize
poskytnout odpovidajici doplnujici informace
k jiz zavedenym klinickym postupiim a miize
se tak stat uzitecnym podpirnym ndstrojem
v klinické diagnostice a screeningu T1DM.
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SUHRN

Napriek tomu, Ze od prvych publikovanych
teorii vysvetlujucich proces mineralizacie
uplynulo uz takmer 100 rokov, nie je tento
dej stale spolahlivo vysvetleny a pochopeny.
Kazdym dnom pribudajua vo vedeckych data-
bazach publikacie a stadie, ktoré sa odhalenim
ciastkovych krokov a jednotlivych faktorov
snaZia tento proces blizsie popisat a ozrejmit.
Je viak velmi zaujimavé vratit sa na chvilu do
historie, hoci len niekolkymi vetami a pozriet
sa na to, ako sa pohlad na mineralizaciu
tvoril a vyvijal.

Klucové slova: mineralizacia, tvrdé tkaniva,
vapnik, vitamin D

SUMMARY

Although it has been almost 100 years since
the first theories explaining the process of mi-
neralization have been published, this process
is still not reliably explained and understood.
The number of publications and studies trying
to describe and clarify this process through
the revealing of intermediate steps and many
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factors increases in scientific databases every
day. But it is very interesting to return back in
a history for a moment, even in few sentences
and look how the view on mineralization have
been formed and evolved.

Key words: mineralization, hard tissues,
calcium, vitamin D

Ukladanie fosfatovych soli vapnika v kos-
tiach a zuboch predstavuje zakladny proces
odohravajuci sa v tvrdych tkanivach. Tymto
procesom sa vytvara minerdlna cast tvrdych
tkaniv, ktord rozhodujticim spésobom prispieva
k ich tvrdosti a pevnosti. Cely tento dej je
neustdle regulovany, ¢im sa vytvara dokonala
rovnovaha v c¢innosti jednotlivych buniek
tvrdych tkaniv.

Hlavnu zlozku kosti predstavuje kolagén
typul (asi 90,75 %) a na vapnik bohaté krystaly
hydroxyapatitu (Ca, [PO,] [OH])), ktoré su
ulozené v ramci alebo medzi vlaknami kola-
génu. Ukladanie hydroxyapatitu ku kolagénu
je kontrolované pritomnostou glykoproteinov
a proteoglykanov. Kolagénové vldkna su uspo-
riadané do vrstiev a orientované tak, aby mali
¢o najvacsiu hustotu na jednotku objemu.
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Obr. 1. ZvySenie absorpcie vapnika vplyvom kalbindinu D-9k,

ktory je pritomny v fudskych enterocytoch

Posttranslacnymi modifikaciami kolagénu sa vy-
tvaraju intra- a intermolekulové pyridinolinové
a pyrolové priecne viazby medzi vlaknami, ktoré
prispievaju k pevnosti kolagénovych vlakien.
Tato mikroarchitektira dovoluje kostiam byt
hlavnym rezervodrom vapnika v tele. Az 99 %
vapnika pritomného v organizme je totiz via-
zaného v tvrdych tkanivach, v kostiach a zu-
boch. Metabolizmus vapnika je uzko spojeny
s vitaminom D. Tento vitamin tak predstavuje
dolezity faktor v procese tvorby kosti.
Vitamin D je dostupny bud ako ergokalci-
ferol (vitamin D2) alebo ako cholekalciferol
(vitamin D3). Ergokalciferol je v peceni hyd-
roxylovany v polohe 25 na 25-hydroxyvitamin
D2 a nasledne v obli¢kach na 1,25-dihydroxy-
vitamin D2. Podobne cholekalciferol, ktorého
dobrym zdrojom su napr. ryby, je konver-
tovany na 25-hydroxyvitamin D3 a potom
na 1,25-dihydroxyvitamin D3 (Holick 2007).
Okrem toho je v kozi pritomny 7-dehydro-
cholesterol, v ktorom sa uc¢inkom UV-svetla,
napr. zo slne¢ného svetla, prerusuje vizba
medzi C9 a C10 steroidového kruhu, pricom
sa tvori provitamin D3, ktory potom spontanne
izomerizuje a dvojitd vdzba medzi C5 a C6
prechadza z konformacie cis na trans, ¢im sa
vytvara cholekalciferol. Ten je v peceni enzy-
maticky hydroxylovany v polohe C25 u¢inkom
pecenového mikrozomalneho enzymu. Takto
hydroxylovany prechddza do obliciek, kde
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za katalyzy al-hydroxylazy prechadza na ak-
tivou (1,25-dihydroxycholekalciferol) formu
vitaminu D (Maslankova a kol. 2015). Vitamin
D moze interagovat so svojim $pecifickym
receptorom, tzv. vitamin D viaZucim recep-
torom (vitamin D receptor, VDR). Po aktivacii
vitaminom D VDR vytvara heterodimér, viaze
sa na $pecifické casti DNA a ovplyvnuje tak
expresiu okrem iného napr. kalbindinu. Tento
protein zvysuje absorpciu vapnika z tenkého
¢reva (Hong a Jeung 2013), (Obr. 1).

Organicka matrix kosti, zndma pod menom
osteoid, podlieha mineralizacnému procesu.

Proces mineralizacie — v niektorych odbor-
nych ¢lankoch mozno nie uplne spravne
oznacovany tieZ pojmom odvodenym od slova
kalcium - kalcifikdcia, nakolko sa na tvorbe
tvrdych tkaniv zucastnuju okrem kalcia aj iné
iony - dodnes nie je spolahlivo vysvetleny.
Je definovany ako proces, v ramci ktorého
je organicka hmota impregnovana hmotou
anorganickou (Vert a kol., 2012).

Prva tedria, ktorej cielom bolo objasnit
tento dej sa objavila v prvej polovi minulého
storoc¢ia (Robison,1923). Této, tzv. fosfatdzova
tedria osifikacie suvisela so samotnym obja-
venim enzymu zodpovedného za cely proces,
alkalickej fosfatazy. Alkalickd fosfatdza (EC
3.1.3.1.) je membranovo viazany glykoprotein.
Patri do rodiny alkalickych fosfataz, dimér-
nych enzymov, ktoré su Siroko distribuované




v prirode, vratane prokaryotov a vyssich euka-
ryotov (S adeghirishia Yazdanparast,
2007), s vynimkou niektorych vys$sich rastlin
(Shigenari akol, 1998). Funkciou alkalickej
fosfatazy je hydrolyza rozli¢nych monofosfato-
vych esterov v prostredi zvySeného pH spojena
s uvolnenim anorganického fosfatu (Weiss
a kol., 1986, Sharma a kol., 2012). Cicavéie
alkalické fosfatazy predstavuju zinok-obsahu-
juce metaloenzymy, ktoré maju v aktivhom
mieste dva atéomy zinku (a jeden atéom horcika).
Tieto kovové idny okrem esencialneho vplyvu
na katalyticku aktivitu vyznamne prispievaja
ku konformacii monoméru alkalickej fosfatazy
a tak zdroven nepriamo ovplyvnuju inter-
-podjednotkové interakcie v ramci enzymu
(Hoylaerts a kol., 1997).

Podstatou fosfatdzovej tedrie je, Ze alkalicka
fosfataza v mineralizujicich tkanivach uvol-
nuje anorganicky fosfat z organickych fosfatov
(napr. z hexdza fosfatu), ¢im lokdlne zvysuje
koncentraciu fosfatovych idénov. Tie nasledne
reaguju s kalciovymi iénmi, ¢o vedie k vzniku
nerozpustného kalcium fosfatu. Proces je mozné
zapisat rovnicami:

hexo6za fosfat > hexéza + fosfatové iony
3Ca’* + 2(PO,)* > Ca,(PO,),

Velmi skoro so zverejnenim tejto tedrie vsak
bolo zrejmé, ze je nedostatocna:

a) aktivita alkalickej fosfatazy bola stanovena
v tkanivach, ktoré za normalnych okolnosti
nekalcifikuju,

b) boli objavené urcité enzymové inhibitory,
ktoré neovplyviovali aktivitu fosfatazy, av§ak
inhibovali mineralizaciu in vitro,

¢) kalcifikacia in vitro sa odohravala v roz-
tokoch obsahujucich vapnikové iény a anorga-
nicky fosfat, t.z. bez pritomnosti organického
fosfatu a tak pravdepodobne bez tcasti alkalickej
fostatazy. V tychto roztokoch nedochadzalo ku
kalcifikacii, ak boli pridané enzymatické inhibi-
tory, ¢o znamenalo, Ze utilizdcia anorganického
fosfatu vyzaduje pritomnost urcitych enzymov.
Robisonova tedria tak nebola akceptovana.
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V druhej polovici minulého storocia pred-
stavil svoju tedriu Cartier (1950, Cartier
a Picard, 1955). Podla tejto tedrie ma al-
kalicka fosfatdaza velmi malu ulohu v procese
mineralizacie. Naproti tomu, tedria pripisuje
podstatnu rolu ATPaze v procese indukcie
mineralizacie. Podla tejto teodrie, pyrofosfat
(PPi) uvolneny z ATP vstupuje do kosti, kde
¢innostou pyrofosfatazy lokdlne zvys$uje kon-
centraciu fosfatu jeho uvolnenim z pyrofosfatu,
¢o v kombinacii s vapnikovymi iénmi vedie
ku kalcifikdcii. Tato teoria tiez nena$la $irsie
uplatnenie.

Jeden z navrhov pre vysvetlenie mechanizmu
mineralizdcie bol postaveny na rozdielnej
hodnote pH tekutiny pritomnej v chrupavkach
a pH ostatnych tkaniv, ¢o podla tejto tedrie
vedie k precipitacii kalcium fosfatu. pH chru-
pavkovej tekutiny bolo stanovené na 7.58 +0.05
oproti pH arterialnej krvi 7.38+0.04 (Cuervo
a kol., 1971).

Vsetky vyssie spominané tedrie vychadzali
z tzv. ,booster” mechanizmu mineralizacie, kde
enzymatickou aktivitou dochddza k zvySovaniu
koncentracie fosfatovych alebo vapnikovych
iénov, ktora podla zakona o aktivnom posobeni
hmoty vedie k precipitacii.

Iny, tzv. ,seeding” mechanizmus minera-
lizacie predpoklada pritomnost urcitého ,,za-
rodku®, ktory uc¢inkuje ako templat, na ktorom
sa ukladaji novo vytvorené krystaly a krystali-
zacia tak automaticky pokracuje. Tento proces
je znamy aj ako epitaxia. Ako templaty boli
navrhnuté: kolagén (Glimcher a kol., 1957),
chondroitin sulfat, lipidy (Irving, 1960, 1973)
a fosfoproteiny.

V 70-tych rokoch minulého storoc¢ia Bonucci
a Anderson s Reynoldsom simultanne predstavili
teoriu matrixovych vezikal (Bonucci, 1971,
Anderson a Reynolds, 1973). V ramci
organického matrixu odstideného stat sa kostou,
ako aj v pre-dentine a v pre-kalcifikujtcej zone
chrupaviek boli ndjdené membranovo-viazané
vezikuly s rozmerom priblizne 100 nm v prie-
mere bohaté na kyslé fosfolipidy s vysokou
afinitou k vapniku. Tieto fosfolipidy neviazu
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len vapnik, ale rovnako dobre aj anorganicky
fosfat, ¢im sa vytvara kysly fosfolipidovo-
-vapnikovo-fosfatovy komplex (APL-Ca-P).
Uloha tychto vezikul v procese mineralizécie
je dodnes v literature diskutovana a mnohymi
povazovana za kontroverznu. Akceptuje sa, Ze
vezikuly predstavuju inicia¢né miesto v tvorbe
mineralu, ale ze ddlezitejsia je ¢innost $peci-
fickych enzymov v procese biomineralizacie
(Golub, 2009).

Detailny popis mechanizmu mineralizacie tak
ostdva uz takmer 100 rokov nadalej zahaleny
miernym ruskom tajomstva.
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ABSTRAKT

Hlinik a jeho zlic¢eniny maju siroké uplat-
nenie v kazdodennom Zivote. Do Iudského
organizmu sa dostavaju najmi prostrednic-
tvom potravin obsahujucich pridavné latky,
kozmetickych vyrobkov, farmaceutickych
pripravkov a dialyzacnych roztokov. Hlinik
bol oznaceny za potencialne neurotoxicky
prvok. Je zaradeny do skupiny predpokla-
danych rizikovych faktorov vzniku Alz-
heimerovej choroby. Otrava hlinikom je
charakteristicka vznikom osteomalatickych
zmien s rezistenciou na liecbu vitaminom
D, pripadne vznikom mikrocytarnej anémie
alebo encefalopatie. Jeho fyziologické ucinky
na ludsky organizmus este nie su dostatocne
preskumané. Pri §tadiu vplyvu hlinika a jeho
zlicenin na ludsky organizmus je dolezité mat
k dispozicii spolahlivé analytické metody na
stanovenie hlinika v réznych druhoch vzo-
riek. Preto tato praca je zamerana na strucny
prehlad toxickych ucinkov hlinika na Iudsky
organizmus a najma metod vyuzZivanych v su-
casnosti na stanovenie hlinika vo vzorkach
biologického materialu.
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ABSTRACT

Aluminum and its compounds are widely
used in everyday life. The human body is
receiving them mainly by additives contained
in food, cosmetic products, pharmaceutical
preparations and solutions for a dialysis. Alu-
minum has been identified as potentially neu-
rotoxic element. Aluminum was assigned to the
groupof predictive risk factors of Alzheimer’s
disease. Aluminum toxicity is characterized
by the emergence of bone structure changes
with resistance to treatment with vitamin D,
the development of microcytic anemia or
encephalopathy. Its physiological effects on
the human body are not yet well understood.

It is important to have reliable analytical
methods for the determination of aluminum
in different types of samples in studying the
effects of aluminum and aluminum compo-
unds on the human body. Therefore, this
article is focused on a brief overview of the
toxic effects of aluminum on the human body
and in particular the methods employed in
the determination of aluminum presented in
samples of biological material.
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UvVoD

Hlinik je tretim najroz$irenejsim prvkom
v zemskej kore. Povodne sa v zZivotnom pro-
stredi vyskytoval najmd vo forme stabilnych
zlicenin, ktoré boli pre zivé organizmy tazko
pristupné. Rozne fyziologické ligandy, najma
fosfaty, chrania organizmus pred zvySenym
prijmom hlinika [1]. Preto jeho zastupenie
v biologickych materidloch je velmi nizke.
Na zvySovanie koncentracie hlinika v Zivotnom
prostredi vyznamne vplyvaju kyslé dazde,
ktoré uvolnuju mnozstvo tohto kovu z pddy
a hornin. Odtial sa dostava do povrchovych
a podzemnych vod.

Hlavnym zdrojom prijmu hlinika u Iudi st
najma potraviny, do ktorych sa dostava v pro-
cese vyroby (vyroba syrov, piva, mrazenych
potravin), vo forme pridavnych latok, ale aj z
obalovych materialov. V potravinach rastlinného
povodu sa vyskytuje vo vyssich koncentraciach
ako v potravinach zivoc¢isneho pdvodu. Soli
hlinika sa pouzivaji na upravu pitnej vody,
v kozmetike (antiperspiranty — AICL,), zubnych
pastach, vakcinach, antacidach, ako sucast fos-
fore¢nanovych viazacov, parenteralnej vyzivy
a dialyza¢nych tekutin [2]. Hlinik je vo forme
Al(OH), stcastou vakcin ako tzv. adjuvans, teda
latka zvyS$ujlica imunitni odpoved na ockovanie.
Eurdpsky liekopis urcuje maximalne povo-
lené mnozstvo hlinika v jednej davke vakciny
na 1,25mg. [3]. Podla Globalneho vyboru pre
bezpecnost vakcin (GACVS) v sucasnej dobe
neexistuje ziadny dodkaz o zdravotnom riziku
z vakcin obsahujucich hlinik. Vyskum sa za-
meriava najma na zistenie, Ci existuje spojenie
medzi syndrémom zapalu svalov (makrofagovou
myofascitidou, MMF) a vakcinami obsahuju-
cimi hlinik [4].

Hlinik bol dlho povaZovany za netoxicky
prvok. Na zaklade mnohych studii bola jeho
toxicita dokladne zhodnotena svetovou zdra-
votnickou organizaciou (WHO) a Americkym
uradom pre zdravie a ludské sluzby. Bol de-
finovany ako potencialne neurotoxicky prvok
pre Iudi [5]. Analyticka chémia hlinika bola
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detailne zhrnuta v materialoch IPCS a ATSDR
[6, 7]. Vzhladom na to, Ze mnohé aspekty
interakcie hlinika so Zivym organizmom este
nie su dostato¢ne preskimané, stanovenie jeho
obsahu vo vzorkach liec¢iv, vyzivovych doplnkov,
potravindch a roznych druhoch biologického
materidlu je neustale aktualne.

UCINKY HLINIKA NA LUDSKY
ORGANIZMUS

Hlinik nema v zivom organizme Zziadnu
biologicku funkciu. Jeho celkové mnozstvo
v tele zdravého cloveka je okolo 35mg [8].
Uklada sa najma v kostre a to najprv vo forme
tenkej vrstvy na povrchu kosti a potom sa
postupne presuva z povrchu do vnutra kosti
[9]. Biochémia hlinika je do znacnej miery
urcend jeho oxida¢nym stupfiom, velkostou
iénov a redukénymi chemickymi vlastnostami.
Je podobny Ca®" a Fe’*, s ktorymi sa moze
dostat do kosti.

Hlinik moze vstupovat do organizmu inha-
la¢ne (pracovné prostredie), ordlne, transder-
malne a intravenoézne. Najvyznamnejsim spo-
sobom prenikania je ordlna cesta. Perordlna
biologicka dostupnost hlinika zo stravy sa
odhaduje na 0,1-0,3%. ZvySend oralna ab-
sorpcia bola diagnostikovana u Alzheimerovej
choroby a Downovom syndréme [10]. Me-
chanizmus vstrebavania nie je zatial celkom
objasneny, najma z dovodu velmi Specifickych
chemickych vlastnosti tohto kovu, vplyvu pH
a pritomnosti komplexotvornych latok v ¢reve
[5]. Biologicku dostupnost hlinika zvysuje
kyslé pH a pritomnost organickych kyselin
(napr. kyseliny citrénovej), ktoré s nim tvoria
komplexy. Moze to viest k toxickému tc¢inku
hlinika u pacientov s poruchou vylucovania,
najmd pri nedostato¢nej funkcii oblic¢iek [8].
Dostupnost hlinika sa zniZuje v pritomnosti
zlucenin obsahujucich kremik [6].

Hlinité kationy velmi dobre reaguju s fosfo-
re¢nanovymi aniénmi, ¢o nasledne umoznuje ich
vazbu s DNA a ATP[9]. Hlinik pri fyziologickej




hodnote pH tvori s fluérom tetrafluorohlinita-
novy anion [AlF4], ktory sa svojimi vlastnos-
tami velmi podoba na anién fosforecnanovy
PO,*. Pretoze fosfore¢nany zohréavajt vyznamnu
ulohu v mnohych biochemickych procesoch,
moze ich ndhrada anionmi [AlF4] - nepriaznivo
ovplyvnit mnohé fyziologické funkcie [1]. Aj
ked ¢lovek ma v tele prirodzenud uc¢innu hema-
toencefalickd bariéru na znizenie koncentracie
hlinika v centralnej nervovej sustave (CNS),
v niektorych pripadoch tato bariéra zlyhava.
Moznym mechanizmom prenikania Al do mozgu
je prienik sprostredkovany transferinom. D6-
kazov o neurotoxickych ucinkoch hlinika u Iudi
existuje velké mnozstvo, napriek tomu je jeho
nebezpecenstvo doteraz podcenované. Neuroto-
xicita hlinika bola popisana napr. u pacientov
s chronickym zlyhdvanim funkcie oblic¢iek. Ak
sa pri lieceni tychto pacientov hemodialyzou
pouzije dialyzac¢na tekutina s vy$sim obsahom
hlinika, moze sa vyvinut otrava tymto kovom
[11]. Otrava je charakteristicka vznikom oste-
omalatickych zmien s rezistenciou na liecbu
vitaminom D, pri zdvaznej$ich stavoch vznikom
mikrocytarnej anémie alebo encefalopatie [12].
Bezrizikova koncentracia hlinika pri vyskyte
osteomalacie bola odhadnutd na menej ako
30mg/l. V pripade pacientov s encefalopatiou
bol najdeny zvySeny obsah hlinika v mozgu,
svaloch a kostnom tkanive. Presny mecha-
nizmus vzniku encefalopatie z nadbytku hlinika
zatial nie je objasneny. Stadie ukazali, ze en-
cefalopatie indukované hlinikom sa nevyskytli
v dialyza¢nych centrach pouzivajucich vodu
s koncentraciou hlinika mensou ako 50 mg/l
[13]. Pri koncentraciach vy3sich ako 80 mg/l
doslo k vyraznému zvyseniu portich spojenych
s encefalopatiou [10].

V 70. rokoch minulého storocia bola vyslo-
vend hypotéza, ze hlinik je rizikovym faktorom
pre vznik Alzheimerovej demencie (AD). Zistilo
sa, Ze v mozgu osOb, ktoré zomreli na toto
ochorenie prekroc¢il obsah hlinika normalnu
hornud hranicu jeho obsahu v mozgoch zdra-
vych Tudi [1]. Najvys$si obsah hlinika sa zistil
v hipokampe a jeho zvySena hladina bola aj
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v Celovej a spankovej mozgovej kore [2]. Dalsie
stadie nepotvrdili ulohu hlinika pri vzniku
AD, skor poukazali na jeho sekundarne uk-
ladanie v uz poskodenom nervovom tkanive
[3]. Demencia Alzheimerovho typu patri k naj-
Castej$im degenerativnym ochoreniam mozgu.
Je to chronické ochorenie, ktorého podstatou
je zanik neurénov mozgu, s tvorbou plakov
a neurofibrilarnych klbiek, ¢o sa v klinickom
obraze prejavuje syndromom demencie. AD je
charakterizovand difdznou atrofiou mozgovej
kory, ktora je podmienend jednak absenciou
a zmenami neurénov a neurofibril v kore, jednak
sekundarnou demyelinizaciou v podkorovych
oblastiach. Aj ked klinicky obraz ochorenia je
vyrazny, doteraz sa zistilo iba malo biochemic-
kych zmien. St nimi napr. redukcia aktivity
cholin-acetyl-transferazy v kore a hipokampe
alebo redukcia neuropeptidu CRF (corticotropin
releasing factor) a somatostatinu v degeneru-
jucich neuritoch. Stcasné studie poukazuju na
to, Ze otazka patogenézy AD nie je jednoducha
a na jej objasnenie existuje niekolko hypotéz
[14]. Hlinik je z hladiska dne$nych poznatkov
zaradeny do skupiny predpokladanych riziko-
vych faktorov vzniku AD, spolu s konzumaciou
alkoholu a manudlnym zamestnanim [15].

METODY STANOVENIA HLINIKA
Odber a spracovanie vzoriek

Hlinik a jeho zluceniny sa vyskytuju vsade
okolo nas, takze pri odbere vzorky alebo pri jej
analyze moze velmi [ahko do6jst ku kontamindcii.
Velky doraz sa preto kladie na zvolenie sprav-
neho postupu pri odbere vzorky, jej skladovani,
manipulacii a priprave na analyzu. Nespravny
postupmdze viest k vyznamnému ovplyvneniu
vysledku analyzy najmé v oblasti nizkych
koncentracii (<1 mmol/l alebo <1 mmol/kg)
pri vSetkych metédach pouzivanych na ana-
lyzu, okrem metédy AMS (Accelerator Mass
Spectroscopy), ktord vyuziva radioaktivny izo-
top26Al [16]. Pre odber vietkych druhov vzoriek
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na stanovenie hlinika sa odporuca pouzivat
polyetylénové, polypropylénové a teflonové
vzorkovnice, ktoré musia byt dokonale ¢isté,
premyté zriedenou HNO, a dokladne umyté
destilovanou vodou. Laboratérne sklo, ktoré
sa ma pri analyze pouzit je nutné dokonale
premyt teplou zriedenou HNO, a ndsledne
destilovanou vodou. Vsetky reagencie pouzité
pri analyze sa musia testovat na pritomnost
hlinika.

Vzorky krvi sa odoberaju najcastejsie do plas-
tovych skimaviek Vacutainer Becton Dickinson
alebo Monovete Sarstedt s pridavkom antiko-
agulantu [17]. Pri stanoveni nizkych koncen-
tracii je potrebné otestovat na pritomnost Al
aj pridavané koagulacné cinidlo. Odobrané
vzorky sa pred analyzou skladuji v chladnicke
pri 4°C najviac 5 dni. Dlhodobejsie sa vzorky
skladuji v uzavretych skiimavkach v mraznicke
pri -20°C.

Na odber vzoriek mocu sa pouzivaju poly-
etylénové nddobky, premyté roztokom HNO,
(10% hmot.) a dokonale preplachnuté deio-
nizovanou vodou. Podmienky skladovania su
rovnaké ako pri vzorkach krvi.

Vzorky uchovdvané v mraznicke sa pred
analyzou nechaju volne rozmrazit a vytem-
perovat na laboratérnu teplotu. Rovnako sa
postupuje v pripade vodnych roztokov ucho-
vavanych v chladnicke.

Jednou z najzlozitejsich vzoriek biologic-
kého materidlu su vlasy. Rézne casti vlasov
mozu byt vystavené rozne dlhy cas vplyvu
vonkajsich faktorov a tieZ odrdzat vnutorny
stav organizmu. Odber vzoriek vlasov a ich
spracovanie podrobne popisali Chatt a Katz
[18]. Autori odporucaju, aby sa vzorky vlasov
odoberali v temennej ¢asti hlavy vo vzdialenosti
5 cm od hlavy v mnozstve 0,5-1g. Pri odbere
a skladovani vzoriek sa musi zabezpecit, aby
nedoslo k ich kontamindcii. Na ¢istenie vzoriek
vlasov sa ako najvyhodnej$i uvadza postup,
pri ktorom sa vlasy umyvaju acetéonom (p.a.),
trikrat deionizovanou vodou a opat acetonom.
Pri kazdom c¢inidle sa vzorka vlasov dekantuje
10 minut, pricom vlasy musia byt uplne po-
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norené v kvapaline. Po dokonalom vysu$eni
sa vlasy mineralizuju.

Pri analyze vzoriek biologického materidlu je
potrebné pouzivat ultracistd vodu a reagencie
vysokej Cistoty. Stanovenie hlinika moézeme
v niektorych matriciach uskutocnit priamo
bez mineralizacie (krv, mo¢). Ak je potrebné
vzorku mineralizovat, m6zeme pouzit mine-
ralizaciu mokrou cestou alebo suchou cestou.
V stcasnosti sa ¢asto vyuzivaju zariadenia na
mikrovlnovy rozklad zmesou kyselin a oxidac-
nych ¢inidiel [19].

Spektrofotometrické stanovenie

Pre stanovenie hlinika existuje mnoho
analytickych postupov, ktorych pouzitie zavisi
od moznosti laboratoria, pristrojového vyba-
venia a typu vzorky. Z hladiska poziadaviek
na pristrojové vybavenie laboratéria su naj-
jednoduchsie klasické fotometrické metody
stanovenia Al** vo vodnych roztokoch. Jednou
z tychto metéd je stanovenie pomocou Alu-
minonu, ktory pri pH cca 4 vytvara s ADP*
¢erveny lak [20]. Pre stanovenie je ddlezity
reak¢ny cas a temperovanie roztokov. Meranie
sa uskutocnuje pri 525nm v 1cm sklenenej
kyvete, pricom sa absorbancia musi zmerat
do 25 mintt od pridania Aluminonu. Koncen-
tracia hlinika sa urci z kalibra¢nej zavislosti.
Koncentra¢ny rozsah stanovenia je 0,005-1 mg/1.
Pre stanovenie hlinika vo vodnych roztokoch
sa odporuca tiez vyuzitie fotometrickej metédy
zaloZenej na reakcii AI’* s pyrokatecholovou
violetou, s absorpénym maximom pri 581 nm.
Vzorku je potrebné pufrovat hexametyléntetra-
aminom na pH=6,1. Meranie sa uskuto¢nuje
v polyetylénovych kyvetach. Koncentracny
rozsah stanovenia je 0,05-0,3 mg/l. Stanovenie
moze byt ovplyvnené pritomnostou fluoridov
[21, 22].

Autori prace [23] uvadzaju moznost extrake-
no-spektrofotometrického stanovenia hlinika
metodou vzniku komplexov s roznymi ligandami
typu iénovych asociatov, ktoré obsahuju dve
chromoforné ¢inidla, ligand a zasadité farbivo.




Tato metdda vsak nie je vhodnd na rychle
a spolahlivé stanovenie hlinika.

Na stanovenie hlinika v biologickom mate-
ridli sa v sicasnosti pouzivaji rozne pristrojové
metody, najmd metoédy atémovej absorpcnej
spektrometrie, s plamenovou atomizaciou
(FAAS) alebo elektrotermickou atomizaciou
(ETAAS) [24].

FAAS (Flame Atomic Absorption
Spectrometry)

Pri metéde FAAS je vodny roztok vzorky
s pridavkom konc. HNO, (suprapur) nasdvany
do plamena acetylén - N,O spektrometra,
kde nastava atomizacia. Koncentracia hlinika
vo vzorke sa stanovi pomocou kalibra¢nej za-
vislosti. Tato technika bola pouzita pri stanoveni
hlinika v mozgu, mozgovomiesnom moku, moci,
srdcovom svale, plazme a tkanivach. Sirsie vyu-
zitie vzhladom na nutnost pracovat s plamenom
acetylén — N O v3ak nezaznamenala [25].

ETAAS (Electrothermal Atomic Absorption
Spectrometry)

Je to najpouzivanejsia technika na stano-
venie nizkych koncentracii hlinika (mg/1, ppb)
v sére, plazme, celej krvi, moci a biologickych
tkanivach. Vyhodou metdédy je dostatocna citli-
vost, $pecifickost, malé mnozstvo analyzovanej
vzorky a tolerancia k pritomnosti rozpustenych
soli vo vzorke. Nevyhodou méze byt dostup-
nost pristrojového vybavenia, vys$sia casova
naro¢nost, mensi rozsah linearnej kalibrécie.
Pri analyze sa pouzivaju kyvety z pyrolyticky
upraveného grafitu s platformou, ktora za-
bezpecuje rovhomerné odparovanie vzorky,
zlepSuje podmienky atomizacie a zdroven
znizuje vplyv matrice. Pri stanoveni nizkych
koncentracii kovov v biologickom materidli sa
zvy$uje vplyv matrice na stanovenie. Rusivé
vplyvy byvaji najcastejie sposobené pritom-
nostou nedisociovanych molekul a vysokych
koncentracii soli (chloridov, fosfore¢nanov).
Preto su pristroje AAS vybavené korektormi
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(deutériovou vybojkou, halogénovou ziarovkou
s vladknom z volframu), alebo sa vyuziva
Zeemanova korekcia pozadia.

Vysledky stanovenia stopovych prvkov (teda
aj Al) v krvi, moci a vo vlasoch sa ¢asto po-
rovnavaju v medzindrodnom meradle, preto
bolo potrebné zosuladit postupy pre odber,
pripravu a analyzu vzoriek a zabezpecenie
kontroly kvality vysledkov stanovenia kovov.
Cornelis a kol. tieto poznatky zosumarizovali
v sprave publikovanej v roku 1995 [26].

Vzorky krvi maja z hladiska zloZenia mat-
rice kons$tantné zlozenie. MOzu sa analyzovat
priamo, alebo po mineralizacii. Pri priamom
stanoveni sa vzorka riedi 0,2 % roztokom Tritonu
X-100 a prida sa modifikator Mg(NO,), alebo
NH, HPO,. Problémom pri priamom stanoveni
moze byt vznik uhlikovych zvyskov, ktoré sa
usadzuju v grafitovej kyvete. Tento jav sa moze
eliminovat pridavkom kyslika alebo vzduchu pri
pyrolyze vzorky, ¢im sa dosiahne dokonalejsi
rozklad organickej matrice [19]. Niekedy staci
urobit ¢iasto¢nu mineralizaciu - deproteinaciu
vzorky zohriatim v HNO.,.

Stanovenie hlinika vo vzorkiach mocu je
komplikovanejsie vzhladom na zloZitost mat-
rice a variabilitu jej zlozenia. Mo¢ ma vysoky
obsah rozpustenych soli a preto sa pri analyze
pouziva viacnasobné riedenie deionizovanou
vodou s pridavkom HNO3. Pre vzajomné po-
rovnavanie vysledkov analyz sa v moci stano-
vuje kreatinin a zistena koncentracia hlinika
sa prepocita na jeho obsah [24].

Vzorky vlasov sa pred analyzou mineralizuju
najcastejsie kyselinou dusi¢nou [27] alebo jej
zmesou s kyselinou chloristou, peroxidom
vodika, pripadne kyselinou sirovou [28].

Pri analyze tkaniv sa vzorky mineralizuju
vacsinou mokrou cestou alebo kombinaciou
mokrej a suchej cesty [29, 30]. Problémom
tychto vzoriek je ich heterogenita, takze sa
musia homogenizovat, ¢o predstavuje riziko
kontaminacie vzorky. Mineralizdcia kosti sa
uskuto¢nuje najcastejsie zmesou kyseliny du-
si¢cnej a chlorovodikovej [31].

V odbornej literatire nachadzame mnozstvo
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¢lankov zameranych na stanovenie hlinika me-
todou ETAAS v roznych vzorkach biologického
materidlu, najméd v krvi a mod¢i. Jednoduchy
a nakladovo efektivny sposob stanovenia v sére
u hemodialyzovanych pacientov a zdravych
jedincov popisuju Qadir a kol. [32]. Vzorka
séra sa rozpusta v 0,2% Mg(NO,),, prida sa
roztok 0,01 mol/l EDTA a 0,1 % Triton X-100.
Citlivost metdédy pre hlinik pri ¢iare 309,3 nm
bola 74 pg, medza detekcie 2,2 ug/l resp. 4,4 pg/l.

ICP-AES (Inductively Coupled Plasma -
Atomic Emission Spectroscopy)

Atomova emisna spektroskopia s indukéne
viazanou plazmou (ICP-AES) je silnou alterna-
tivou k metéde EAAS pre stanovenie hlinika
v biologickych materidloch. Oznacuje sa aj ako
ICP-OES (Inductively Coupled Plasma — Optical
Emission Spectrometry), (ICP- opticka emisna
spektroskopia) [33]. Je to multiprvkova metdda,
pri ktorej sa prakticky neprejavuju chemické
interferencie. Vplyv matrice znamy pri metode
AAS je pri ICP-AES minimalizovany vysokou
excitacnou teplotou. Metdda je vysoko citliva,
s limitom detekcie hlinika v krvi 1 mg/l a v moci
4mg/l. Problémom pri stanoveni hlinika touto
metodou je intenzivny a $iroky pas vapnika,
ktory zvySuje pozadie a moze zvysit aj detekény
limit stanovenia hlinika [16]. Met6da ICP-AES
sa Coraz viac vyuziva pri stanoveni stopovych
prvkov, aviak pre bezné pouzitie je technicky
naro¢na a financne ndkladna.

ICP-MS (Inductively Coupled Plasma -
Mass Spectrometry)

Indukéne viazana plazma s hmotnostnou
spektrometriou je metdda, vyuzivajica indukéne
viazanud plazmu ako zdroj iénov a hmotnostny
spektrometer ako analyzator iénov. Touto me-
tédou je mozné stanovit v jednej vzorke viac
ako 75 prvkov naraz. Detekéné limity st dva az
trikrat nizsie ako pri metode ICP-AES. V moci
a slindch boli pomocou ICP-MS detekované hla-
diny hlinika mensie ako 0,02 ug/ml a v krvnom

84

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 2/2015

sére na urovni 0,001 pg/ml. Specid¢né $tudie
vyuzili ICP-MS ako detektor pre hlinik v tka-
nivovych frakciach oddelenych vylu¢ovacou
chromatografiou (SEC) s detek¢nymi limitmi
0,04 ug/g v stehennej kosti, oblickach a mozgu.
Metoda bola pouzita pre urenie koncentréacie
hlinika v materskom mlieku, kravskom mlieku
a dojcenskej vyzive [16].

DALSIE METODY

Na lokalizaciu hlinika v tkanivach sa na-
miesto histochemického farbenia za pouzitia
Aluminonu zacala pouzivat energo-disperzna
mikroanalyza (Energy Dispersive X-ray Ana-
lysis: EDX) a mikroanalyza elektréonovou sondou
(Electron-Probe Microanalysis: EPMA). V roku
1985 Verbueken a kol. uverejnili stadiu, ktora
skumala lokalizdciu hlinika v histologickych
rezoch pouzitim mikroanalyzy elektrénovou
sondou, hmotnostnej spektrometrie s laserovou
mikrosondou (Laser Microprobe Mass Ana-
lysis: LAMMA) a hmotnostnej spektrometrie
sekundarnych iénov (SIMS: Secondary Ion Mass
Spectrometry) [34]. Najvacsiu citlivost z uvede-
nych metdd poskytuje metéda LAMMA, ktora
bola pouzita pre analyzu hlinika v mozgovom
tkanive pacientov postihnutych Alzheimerovou
chorobou [16]. Tato metéda moze sulasne
zobrazit a analyzovat rysy v nezafarbenych
a neoSetrenych castiach tkaniv a teda sa vyhnut
problémom s kontaminaciou.

Hmotnostna spektrometria sekundarneho
iénu (Secondary Ion Mass Spectrometry-SIMS)
je analyticka metoda, ktora sa moze pouzit pre
zobrazovanie hlinika a inych kovov v réznych
materialoch alebo biologickych vzorkach.
Tato technika pouziva primarne zvdzok iénov
za vzniku sekunddrnych iénov zo vzorky, ktoré
su potom analyzované hmotnostnou spektro-
metriou. Priestorové rozliSenie je porovnatelné
s rozliSenim v elektréonovej mikroskopii [16].

Metédy LAMMA a SIMS sa pouzivaju
v spojeni so snimacou elektréonovou mikro-
skopiou (Scanning Electron Microskopy: SEM)




alebo transmisnou elektronovou mikroskopiou
(Transmission Electron Microscopy: TEM).
Bliz$ie informacie o tychto mikroanalytickych
metddach najdeme v praci Ortnera akol. [35].

Pri $tadiu interakcie implantovanej titanovej
dosticky obsahujucej 6 % hlinika sa metédou
energetickej disperznej rontgenovej spektro-
skopie (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy:
EDXS) v spojeni so snimacou elektrénovou mik-
roskopiou (SEM: Scanning Electron Microscopy)
zistila akumuldcia hlinika v novovytvorenej
lameldrnej kosti. Podobne pouzitim mikrola-
¢ového proténmi indukovaného rtg. ziarenia
(Micro-beam Proton Induced X-ray Emissiom:
microPIXE or PIXEmbeam), sa zistila difuzia
hlinika (na rozdiel od vanadu) z Ti-Al-V zlia-
tiny zubného implantatu do okolitej kosti [36].
Metédy SEM, TEM a SEM v spojeni s EDXS
umoznuju stanovenie castic hlinika s mikro-
metrovou velkostou [35].

Ellis a kol. pouzili na in vivo monitoring
zataze kostry hlinikom u pacientov so zly-
hanim obli¢iek neutrénovu aktivacnua analyzu
(NAA: Neutron Activation Analysis) [37].
Metdda sa vyuziva na urcenie nizkej hladiny
hlinika v biologickych tkanivach a moci. NAA
zahfna bombardovanie vzorky neutrénmi,
ktoré transformuju niektoré zo stabilnych 27Al
atémov na niekolko radioaktivnych izotopov
hlinika, po¢nuc 28Al a meranie indukovanej
radioaktivity. Vyhodou NAA je dobra citli-
vost a relativna nezdavislost od matrice (alebo
média). Nevyhodou metédy pri stanoveni
hlinika je interferencia fosforu a kremika,
ktoré produkuju rovnaké radioizotopy (28Al),
dalej vysoka cena, obmedzena dostupnost
jadrovych reaktorov pre NAA analyzu, kratky
polcas rozpadu 28Al (2,25min.) a problémy
s radioaktivhym odpadom.

Na presné stanovenie hlinika v niekolkych
miligramoch biologického materialu sa moze
pouzit aj akcelera¢na hmotnostna spektrometria
(AMS: Accelerator Mass Spectrometry). Me-
tdda kombinuje urychlovac castic s ionovymi
zdrojmi, velkymi magnetmi a detektormi a je
schopnd dosiahnut detek¢ny limit jedného
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atomu v 1015 (1 diel na kvadrilion - ppq).
Tato metdda ma biomedicinsku aplikaciu, pri
stanoveni hlinika v tele, ale je zavisla na do-
stupnosti radioaktivneho izotopu 26Al [16].

ZAVER

Vzhladom na to, Ze vplyv hlinika a jeho
zlucenin na Iudsky organizmus este nie je Gplne
zmapovany, je problematika jeho stanovenia
v biologickom materidli stale aktudlnou. V si-
¢asnosti je k dispozicii mnozstvo metodik, ktoré
umoznuju stanovenie aj stopovych mnozstiev
tohto kovu a tym moznost ziskat odpovede na
otazky jeho toxicity, distribucie v organizme,
$pecifickych interakcidch s réznymi druhmi
tkaniv a suvislosti s prejavmi réznych druhov
ochoreni.
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SUHRN

Ischemicko-reperfuzne poskodenie tenkého
Creva sa velmi casto vyskytuje pri roznych
chirurgickych zakrokoch, transplantacie ne-
vynimajuc. Tento stav prispieva k zvySenej
morbidite a mortalite pacientov. Poskodenie
podmienuje pocetné biologické mechanizmy,
ktoré zapric¢inuju poskodenie tkaniva, respek-
tive organov. Pocas tohto procesu dochadza
k $truktirnym a molekulovym zmenam
v postihnutom tkanive. Spomedzi vnutor-
nych organov je tenké crevo najcitlivejsie
na ischemicko-reperfizne poskodenie. Sliznica
tenkého creva pocas ischemicko-reperfuzneho
procesu syntetizuje rdozne proteiny akutnej
fazy, ¢revné hormony a cytokiny, ktoré majua
vplyv nielen na ¢revo samotné, ale ovplyviuju
aj funkciu a integritu vzdialenych organov.
Cytokiny, produkované bunkami imunitného
systému, z hladiska kofaktorov posobiacich
v prostredi vznikajuceho zapalu radime
k pro- a anti-inflamtérnym. UZ len mierne
naru$enie rovnovahy medzi tymito skupinami
moze viest k hyperinflamacii, ktora mdze
mat za nasledok aZ multiorganové zlyhanie.
Intenzivny vyskum systémovej zapalovej
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odpovede na ischemicko-reperfizne ataky
ma dopad na postransplanta¢nu regeneraciu
tenkého ¢reva a nasledne ovplyvnit zdravotny
stav jedinca.

Klucové slova: ichémia-reperfuzia, cyto-
kiny, tenké crevo

SUMMARY

Ischemia-reperfusion injury is a phenom-
enon that is very common in a many surgical
operations, not excluding transplantation.
This phenomenon contributed to increased
morbidity and mortality of patients. IRI de-
termines numerous biological mechanisms
that could cause tissue damage, respectively
organ damage. During this process, there are
structural as well as molecular changes caused
in the affected tissue. From among internal
organs, the small intestine is the most sensi-
tive to ischemia-reperfusion injury. The mu-
cosa of small intestine is during IRI the site
of synthesis of various acute phase proteins,
intestinal hormones, and cytokines, which af-
fect not only the colon, but it can also affect




the function and integrity of distant organs.
Cytokines produced by the different cells,
mostly the cells of the immune system, in
particular, are with regard to the inflammation
divided into two groups: pro-inflammatory and
anti-inflammatory. Only small impairment of
equilibrium between these groups can lead to
hyperinflammation, systemic inflammatory re-
sponse syndrom (SIRS), leading to multi-organ
failure. Therefore, it is important to continually
search for opportunities how to prevent IRI,
or reduce the consequences of this process.
An intensive research in this area research
can have a great effect on post-transplantation
regeneration of the intestine and the finally on
the actual health of an individual.

Key words: ichemia-reperfusion, cytokines,
small intestine

UvVoD

Ischemicko-reperfizne poskodenie
a tenké ¢revo

Ischemicko-reperfuzne poskodenie (IRI,
Ischemia/Reperfusion Injury) je casto sa vy-
skytujuci stav pri chirurgickych zédkrokoch, ako
aj transplantaciach. Ischémia predstavuje ob-
medzenie privodu krvi a zivin do urcitych casti
organizmu, kym pri reperfuzii dochadza k ob-
noveniu toku krvi a Zivin do ischemizovaného
tkaniva, ¢im ddjde k obnoveniu funkcii daného
tkaniva alebo organu. Pri tychto procesoch
dochddza v postihnutom tkanive k viacerym
Struktdrnym a molekulovym zmenam. Ide
najma o biologické mechanizmy ako st napr.
aktivacia transkrip¢nych faktorov, tvorba reak-
tivnych foriem kyslika (ROS, Reactive Oxygen
Species), produkcia cytokinov, eikozanoidov,
adhéznych molekul, poskodenie vnutornej
vystelky krvnych ciev, infiltracia neutrofilov,
adhézia krvnych dostic¢iek (obr.1) a v konecnom
dosledku moze dojst az k apoptéze (Deitch,
1992). Pocas reperfuzie je akumulované velké
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mnozstvo volnych radikalov. Reaktivne kysli-
kové radikaly ako napr. superoxidovy radikal,
peroxid vodika, hydroxylovy radikal a iné,
maju schopnost reagovat s va¢sinou bunkovych
komponentov. Peroxidacia lipidov v ramci
bunkovej membrany aktivuje fosfolipazy, ktoré
stimuluju aktivaciu, migraciu a diapedézu
leukocytov tym, Ze sposobuju priame zmeny
v ich povrchovej strukture, zmenu permeabi-
lity, selektivity a iénového transportu. Oxida-
tivny stres taktiez reguluje bunkova adhéziu
prostrednictvom transkripénych faktorov,
aby umoznil priebezne rolovanie, adhéziu
a diapedézu leukocytov (Toyokuni, 1999).
Migracia leukocytov zahfna zhromazdovanie
sa na stene ciev, rolovanie pozdlZ endotelu
a pevné prichytenie sa pred samotnym pre-
stupom cez endotel (Xia a kol., 2003). Aktivne
neutrofily prichytené na endotel sposobuju
dalsie lokdlne poskodenia vylu¢ovanim vol-
nych radikdlov a proteolytickych enzymov.
Tieto mechanizmy zohravaju doleziti ulohu
pri IRI, ¢o je povazované za zakladny spustaci
faktor systémovej zapalovej odpovede (SIRS,
Systemic Inflammatory Response Sysndrome).
SIRS vo vécsine pripadov vyustuje do mutltior-
ganového zlyhania (MODS, Multiple Organ
Dysfunction Syndrome), vyznacujuceho sa az
80 % mortalitou (M allick akol., 2004; Bile-
cova-Rabajdova a kol., 2010).

K ischemicko-reperfuznemu poskodeniu
casto dochadza aj po transplantacii tenkého
¢reva, kedZe tento organ vyzaduje vysoky prisun
krvi a zivin (Deitch, 1992). Tenké ¢revo sa
okrem svojej zakladnej funkcie vstrebavania
zivin vyznacuje aj imunologickou aktivitou,
obsahuje mnozstvo imunologicky aktivnych
molekul a je jednym z orgdnov reagujucich
na IRI. Sliznica tenkého ¢reva je tvorena epi-
telovymi bunkami, ktoré maju schopnost kon-
tinualnej regeneracie. Pri mechanizme IRI sa
narusi ¢revna bariéra, ¢im sa stava priepustnou
pre baktérie a lipopolysacharidy. Lokalna aku-
mulacia baktérii vedie k zapalovému procesu,
k hromadeniu a zvy$enej expresii zapalovych
cytokinov. Tieto procesy vedu k systémovej
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Obr. 1 Metabolizmus ischemicko-reperfizneho poskodenia

Tab.1. Prehlad niektorych zakladnych cytokinov

CYTOKIN MIESTO VZNIKU POSOBENIE
IL-1 Monocyty/Makrofagy aktivacia T-lymfocytov a makrofdgov, horucka
IL-2 T-lymfocyty rast a aktivacia lymfocytov
diferenciacia a aktivacia lymfocytov, inhibicia funkcie
IL-4 T-lymfocyty, mastocyty makrofdgov
IL-5 T-lymfocyty, mastocyty | rast a diferencidcia eozinofilnych buniek
, rast a diferenciacia T-lymfocytov a beta-buniek,
1L-6 Makrofdgy, T-lymfocyty produkcia proteinov akutnej fazy, hortucka
i , ] protizdpalovy a¢inok, indukcia

1L-10 Makrofagy, T-lymfocyty diferenciacie B-lymfocytov

IL-13 T-lymfocyty proliferacia, diferencidcia a aktivacia B lymfocytov
TNF-a (tumor Monocyty/Makrofagy, indukcia lokdlnych a systémovych zépalovych
nekrotizujuci faktor a) T-lymfocyty procesov, aktivicia endotelu
TGEF-8 (transformujuici .. A
rastovy faktor ) Monocyty, T-lymfocyty | protizdpalovy uc¢inok

zapalovej odpovedi veducej az k multiorgano-
vému zlyhaniu (Deitch, 1992). Multiorganové
zlyhanie (syndrom multiorganového zlyhania)
je $pecificky a komplexny proces, pri ktorom
dochddza k dysfunkcii, teda zlyhaniu organu.
V pociato¢nej faze tohto procesu dochadza
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k nadprodukcii zapalovych mediatorov, ¢o vedie
k aktivacii a migracii leukocytov a k produkcii
pro-zapalovych cytokinov (IL-1p, TNF-a).
K multiorganovému zlyhaniu moze dojst
aj translokaciou baktérii do krvného obehu.
Krvou su baktérie transportované k vzdiale-




nejSim organom, kde zapalové procesy mozu
byt pri¢inou patologickych zmien a indukcie
apoptozy (Gregova a kol, 2013).

Posobenie cytokinov pri IRI

Dolezitu alohu pri ischemicko-reperfuznom
poskodeni zohravaju cytokiny. Tieto zapa-
lové mediatory s polypeptidovou Strukturou
predstavuju skupinu signaliza¢nych molekul
produkovanych Sirokou skalou buniek, ktora
zahfna aj bunky imunitného systému, ako
su makrofagy, B a T lymfocyty, mastocyty.
Z hladiska zapalu st cytokiny rozdelené do
dvoch skupin, a to pro-zapalové (IL-1p, IL-2,
TNF-a) a proti-zédpalové cytokiny (IL-4, IL-10,
TGF-B) (Gregova akol., 2013). Pro-zapalové
cytokiny, podielajice sa na regulacii zapalového
procesu, su vylucované najma aktivovanymi
makrofagmi, kym proti-zdpalové cytokiny,
znizujuce zapal, pochadzaju najmi z T lym-
focytov (Male a kol, 2006; Hulin, 2009).
V tabulke 1 je prehlad uc¢inku vybranych cy-
tokinov. Najcastejsie sledovanymi st hladiny
TNF-a, IL-1 a IL-2, ktoré s zaradované medzi
pro-zapalové a z proti-zapalovych st to najma:
IL-10, IL-4 (Fujino, 2002).

KedZe obidve skupiny cytokinov zohravaju
dolezitu ulohu pri zachovavani homeostazy
organizmu, je potrebné udrzanie rovnovahy
medzi tymito skupinami. Aj mierne narusenie
tejto rovnovahy moze viest k hyperinflamacii
a nasledne az k multiorganovému zlyhaniu.

V mnohych $tudiach boli sledované hladiny
expresie mRNA roznych cytokinov po na-
slednom poskodeni tenkého creva. Najviac
skimanymi cytokinmi pri IRI su pro-zdpa-
lovy TNF-a a proti-zdpalovy IL-10 (Carden
a kol., 2000; Varga a kol.,, 2012). Hlavnym
zdrojom IL-10 st makrofagy, T lymfocyty
a polymorfonukledrne leukocyty. IL-10 inhibuje
aktivitu T lymfocytov, ale aj funkciu makro-
tagov, nukleovych kyselin buniek a zaroven
blokuje syntézu cytokinov TNE, IL-1 a IL-6.
Prispieva k indukcii diferenciacie B lymfocytov
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na plazmocytarne bunky (Maruna, 2004).
TNF-a je polypeptidovy cytokin produkovany
najmid monocytmi a makrofagmi. Aktivuje
neutrofily a endotel, na druhej strane inhibuje
aktivitu lipoproteinovej lipazy. Zacastnuje sa
na aktivacii B lymfocytov, stimuluje prolife-
raciu vdziva a aktivuje syntézu APP(proteinov
akutnej fazy). TNF-a je dolezitym faktorom
pre optimalny priebeh zapalovej odpovede,
ale moze sa aj uplatnit v patogenéze niekto-
rych metabolickych a zapalovych ochoreni
(Maruna, 2004).

Celkovd homeostdza daného organizmu,
stupen poskodenia tkaniva a umrtnost experi-
mentdlnych zvierat su ovplyvnené rovnovahou
medzi a proti-zapalovym cytokinom IL-10, ktori
poOsobia ako antagonisti. TNF-a sa zucastiuje
primdrnych uloh v skorych fazach prozapalovych
procesov. TNF-a stimuluje bunky k apoptéze
aktivaciou komplexu TNF-a + Fas ligand + Fas
receptor, ovplyviuje zapalovu reakciu a rovnako
sa podiela na potlaceni tumorogenézy (Urban
a kol., 2012). Studie popisuju, Ze vysoka hladina
TNF-a vedie k septickému $oku a vyraznym
prozapalovym reakciam. Na druhej strane
produkcia protizapalovych cytokinov - IL10
moze zabranit rozsireniu IRI do vzdialenych
organov (Yamamoto, 2001). Pritomnost
IL-10 v organizme je dolezita aj z hladiska
inhibicie uc¢inku prozapalovych cytokinov tym,
ze zabranuje produkcii TNF-a makrofagmi
a potlaca schopnost antigén prezentujucich
buniek prezentovat na svojom povrchu antigén.

Pri viacerych experimentalnych $tudiach
boli vytvorené pocetné testovacie skupiny
zvierat na zaklade doby trvania reperfuzie. Na
zaklade tychto skupin (1hod., 6hod., 24 hod.
a 30 dnova skupina), boli sledované rdzne
indikacie a interakcie cytokinov. Z pocetnych
vyskumov je zrejmé, Ze aj ked doslo k signifi-
kantnému zvySeniu hladiny IL-10 po 1-hodi-
novej reperfuzii, hladina TNF-a bola priblizne
o jednu tretinu vyssia ako hladina IL-10, ¢o je
dokazom prebiehajicej zapalovej reakcie (Grotz
a kol., 1995), v Stallionovej studii (Stallion
a kol., 2002) neboli pozorované rozdiely medzi
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IL-10. Po 24-hodinovej reperfuzii, kedy je pred-
poklad zacinajuceho sa reparacného procesu
organizmu, doslo k signifikantnému poklesu
hladin TNF-a aj IL-10 oproti kontrolnym
skupinam, po 30-dnovej reperfuzii je hladina
mRNA TNF-a nizsia u experimentalnej skupiny
v porovnani s kontrolnou skupinou, z ¢oho
mozeme predpokladat, ze doslo k inhibicii
zapalu v dosledku reparacnych mechanizmov
(Toth a kol., 2012).

Pro- aj proti-zapalovymi vlastnostami sa
vyznacuje cytokin IL-6, ktory sa podiela
na reguldcii imunitnych a zapalovych procesov
v organizme. Stimuluje proliferaciu a funkénu
aktivitu B a T lymfocytov, indukuje tvorbu IL-2
a expresiu jeho receptorov, sucasne zvysuje
hematopoeticky tc¢inok IL-3 na pluripotentné
kmenové bunky a ma stimula¢ny ucinok
na proces maturacie megakaryocytov. K ab-
normalnej produkcii IL-6 dochadza pri pato-
genéze nadorovych ochoreni (mnohopocetny
myelom), chronickych zapalovych chor6b na
imunopatologickom podklade (reumatoidna
artritida), v priebehu AIDS a inych ochoreni.
Tento mediator je produkovany réznymi typmi
buniek ako dosledok zvysenia hladin cytokinov
IL-1 a TNF-a a inych metabolitov. V experi-
mentalnych $tudiach, kde bol exogénne podany
IL-6 pokusnym zvieratdm pri transplantacii
tenkého c¢reva, bolo zaznamenané zniZzenie
intenzity poskodenia vzdialenych organov, ako
napr. plica (Souza a kol., 2005).

Pocas IRI dochadza aj k aktivacii monocytov,
ktoré produkuji najmi IL-1 a TNF-a. Aktiva-
ciou monocytov dochadza vsak aj k hemodyna-
mickym zmenam a poskodeniu ¢revnej sliznice
(Souza a kol, 2005; Pinho-Apezzato
a kol., 2011). Prave tieto poruchy v Struktire
sliznice ¢reva zapric¢inuju aj zvysSenie priepust-
nosti intestindlnej bariéry a moznu translokaciu
baktérii a endotoxinov (Pinho-Apezzato
a kol., 2011).

Jednym z medidtorov vylucovanych po IRI
je aj kyselina mlie¢na, ktora sluzi ako indikator
zlej prognézy po IRI ¢reva (Hulin a kol,
2009; Kimizuka a kol., 2004). Kyselina
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mlie¢na je produkovand pocas anaerobnych
podmienok, ako je ischémia, ked pyruvat nie
je transformovany na acetyl-CoA, ale je pre-
meneny na kyselinu mlie¢nu. Tento medidtor
nie je len markerom anaerébneho stavu, ale
sa podiela aj na zvySovani hladin cytokinov
IL-1B, IL-6 a TNF-a (Kimizuka a kol., 2004;
Male akol., 2006; Fujishiro a kol., 2010).

ZAVER

Stadium ischemicko-reperfazneho posko-
denia ma velmi velky vyznam pri urgentnych
operac¢nych zakrokoch, pocas ktorych dochadza
k preruseniu privodu krvi, pri transplantaciach,
ale aj pri reparacnych operaciach hernii alebo
pri entero-kolitidach. V ramci brusnej chirurgie
patri tenké ¢revo ku najcitlivej$im organom na
ischemicko-reperfuzne poskodenie. Z hladiska
obnovy toku krvi je dolezita reperfuzia ischemi-
zovaného tkaniva, ktord ale paradoxne iniciuje
kaskadu pochodov veducich k dodato¢nému
poskodeniu tkaniva. Prave z tohto hladiska je
nesmierne dolezité studium novych moznosti
predchadzania ischemicko-reperfuznemu po-
$kodeniu, s cielom znizenia néasledkov tohto
procesu a k zlepseniu terapeutickej intervencie,
a tym celkovych prognostickych ukazovatelov
u pacientov.

Prdca vynikla pri rieseni projektu VEGA
1/0115/14.
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Automaticky koagula&ni analyzator:

- Koagulaéni, chromogenni a imunologické metody méfeni

- Jednoduchy, snadno oviadatelny pomoci dotekové obrazovky
- Usporny, jednoduge programovatelny

- Otevieny reagenéni systém

Vas mistni distributor: Diagnostica, a.s., Za Trati 686, 196 00 Praha 9, web: www.diagnostica.cz.



Technické specifikace:

+  Wykon: max. 60 testirhodinu pro PT
- Testy:  PT.APTT, TT.FIB, AT, PLG,
D-Dimer, FOP, aj.
+  Princip méfeni:
Koagulagnitesty: Scattered Light” detekece
Chromogenni testy: Kolorimelrie 405nm
Imunologicke testy:  Turbidimetrie 575nm

+  Dalabaze;
10 000 vyshedki testd a 10 000 reakénich kfivek
+  Kontrota kvality: 12 QC soubord
+  Kalibrace; max. 6 bodova
= STATIM vzorky
+  Volba automatického pfefedéni a opakovani tastu
o Ctedka Edrového kédu

Pozice pro vzorky:
+ Stojany pro vzorky: 27 pozic (3x9)

Pozice pro reagencie:
+«  Reagencni podnos: 23 pozic
+  Chlazeni reagencii: <1

Pozice pro kyvety

+ \ pfistroji: 72

+  Minimaini reakéni objem: 150ul
* ReakEnileplota: 37£0.5°C

7 Detekinich kanall
+ 5 pro koagulaéni melody
= 1 x chromogenni metody
= 1 x imunologické metody

Pipetovaci jehla:

+ Automatické pfedehfatl

+  Automatické promyti

+ Ochrana proti kolizi, detekce hladiny
+ Kontrola objemu reagencil

Tisk
+  Zabudovana termotiskama

+  moZnost plipojeni externi tiskarmy

Ostatni specifikace

+  Svélelny zdroj: LED

«  Napajeni: AC 1100240V, 50-60£1Hz

+  Provozni teplota; 107C-30"C, vihkost <85%
+ Spotfeba destilované vody: <0.50Uhodinu
+  Rozméry: LkWxH (mim) : 660x580x510
Hmolnost: 53Kg

Va3 mistni distributor: Diagnostica, a.s., Za Trati 686, 196 00 Praha 9, web: www.diagnostica.cz.



Ked sa pocita
kazda minuta
Véasnd diagnostika
zachranuje Zivoty
pri akitnom koro-
ndrnom syndrome
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Testovat vcas.
Liecit spravne.
Zachranit Zivot.

Testovat vcas

KaZdych 30 minat omeékania medzi symptémami
a liecbou u pacientov s akutnym infarktom myo-
kardu (AIM) zvy3uje relativne riziko dmrtia do jed-
ného roku o 7,5 %."

Liecit spravne

Kardialny Troponin hra kl'déova dlohu pri diagnos-
tike u pacientov bez ST elevacie (NSTEMI).
Zvyené hladiny Troponinu poméahajl pri rozhodo-
vacom procese medzi skorou (< 24 h) alebo
neinvazivnou terapiou. 2

Zachranit Zivot

Troponin T test podstatne zlepduje diagnostiku
AIM a pomaha pri adekvatne] intervencii zachra-
fujlucej Zivot.

Elecsys® Troponin T high-senzitivny test a Point of
Care (PoC) Troponin T test umoZiujd ziskat rychle
a Standardizované vysledky do 18 mindt a skér.
PoC riesenie pomaha vietkym zdravotnickym
zlozkam dodrzat odporiéania NACB* o dodani
vysledku testu v 60 mindtovom intervale. *
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Testujte lepsie. Pracujte rychlejsie

Zlepsite klinické testy a pracovné procesy pomocou systémov Siemens.

www.siemens.sk/diagnostics

Klinicka diagnostika nie je iba veda. Inymi slovami
uspednost’ laboratdria zavisi nielen od vysledkov testov,
ale aj od pracovnych postupov a ich organizacie,

Siemens Healthcare Diagnostics vam vie pomaoct’s oboma.

Maie efektivne riesenia kombinujd Siroké portfélio testov,
ktoré choete, a Spickovi technoldgiu, ktord pri testovani
potrebujete. Dodavame nielen testy pre Klinickd
diagnostiku, ale tieZ know-how pre rozvoj a inovativrie

rieenia. MavySe ponikame vzdelavanie, servis a podporu,
aby ste svaje moZnasti vyulili na maximurm, MéZele tak
svojim pacientom poskytndt’ starostiivost’ najvyifej kvality.

Viac informacii, ake vam spolupraca

so spoloénostou Siemens méie pomdct, ndjdete na stranke
www.siemens.comitest-smarter.

Answers for life.
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