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EURO A LABORATORNA MEDICINA NA SLOVENSKU.
I. PRIPRAVA NA ZAVEDENIE NOVEJ MENY

BALLA JAN! sr., BALLA JAN? jr.

! Analyticko-diagnostické laboratorium, s.r.o., Presov
2WOOD & Company, Praha, Ceska republika

SUHRN

Euro je mena clenskych statov eurozony, ktoré pouzivaju
spolocni menu. Kym celi Europsku tniu predstavuje 27 sta-
tov, euro je zavedené len v eurozone, teda len v ¢asti EU - mo-
mentalne v 14 statoch. Slovensko sa stane patnastym ¢lenom
eurozony. Prijatim spolo¢nej meny - eura - sa daju este lepsie
vyuzivat vyhody spolo¢ného trhu. Spolocny trh, ktory je charak-
terizovany vol'nym pohybom tovaru, osob, sluzieb a kapitalu sa
v EU postupne zintenzivnil na sklonku minulého storocia. Slo-
vensko zavedie euro sucasne do hotovostného aj bezhotovostné-
ho obehu bez prechodného obdobia 1. januara 2009. Ide o tzv.
Big-Bang scenar. Zakonnym platidlom na uzemi Slovenskej
republiky sa od tohto dna stane euro. Slovenské eurové mince
budu platné vo vSetkych krajinach eurozony a taktiez eurové
mince ostatnych krajin eurozony buda platnym obezivom na
Slovensku. Bankovky su v celej eurozone rovnaké. V bezhoto-
vostnom styku sa bude od 1. 1. 2009 pouzivat vyluéne euro.

1. UVOD

V sucasnosti je Euro spoloénym platidlom pre viac ako
300 milionov Eurépanov. Je vysledkom troch etap Hospo-
darskej a menovej unie (1). Na principe neodvolatelnosti
sa stanovili vymenne kurzy narodnych mien. Od 1. januara
1999 je vykonavana jednotna menova politika eurosystému.
Vznikla Eurdpska centralna banka (ECB), ktorej hlavnym
cielom je udrzat cenovu stabilitu eurozony, ktorej clenom
sa po zavedeni eura v SR stane aj Narodna banka Sloven-
ska a do Rady guvernérov ECB pribudne aj guvernér NBS.
Hlavnym cielom ECB (sidlo vo Frankfurte) je udrzat ceno-
vu stabilitu, ¢o znamend, Ze v strednodobom horizonte by
ceny nemali rast medzirocne rychlejsie ako dvojpercentnym
tempom. Hlavnymi tilohami ECB su:

e definovat a vykonavat menovu politiku eurozony

prostrednictvom obchodov na finanénych trhoch,

e vykonavat devizové operacie, ktoré ovplyviiuju vy-
menné kurzy a podmienky domace;j likvidity,

e viest a spravovat devizové rezervy krajin eurozony tak,
aby ECB mala dostatok likvidity na vykon devizovych
operacii. Devizové rezervy ECB sa v sucasnosti spra-
vuju prostrednictvom narodnych centralnych bank,
ktoré sa rozhodli podielat na operativnom riadeni de-
vizovych rezerv ECB. Aj ked narodné centralne banky
svoje devizové rezervy spravuju nezavisle, ich operacie
na devizovom trhu, ktoré presahuju stanoveny limit si
vyzaduju suhlas ECB, aby bol zabezpeceny ich sulad
s devizovou a menovou politikou eurosystému,
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¢ podporovat plynulé fungovanie platobnych systémov
medzi uverovymi a inymi penaZznymi inStitaciami
a urcuju tieZ podmienky a urokové miery na penaz-
nom trhu,
¢ povolovat vydavanie bankoviek. ECB a narodné cen-
tralne banky su jedinymi inStituciami opravnenymi
vydavat bankovky, ktoré su zakonnym platidlom
v eurozone,

¢ ostatné sprievodné ¢innosti, napr. dohlad nad financ-
nou stabilitou v eurozéne. Zahfna monitorovanie fi-
nanc¢nej stability, ktorého cielom je najst slabé miesta
a posudit mieru odolnosti finanéného systému euro-
zony.

Hlavnym rozhodovacim organom ECB je Rada guverné-
rov, ktora vykonava rozhodnutia o cieloch menovej politiky,
o klucovych urokovych sadzbach a tvorby menovych rezerv
a vydava usmernenia na realizaciu tychto rozhodnuti.

Vsetky krajiny, ktoré vstupovali do EU sa zaviazali prijat
Euro po splneni konvergencnych (Maastrichtskych) kritérii
(2). Tykaju sa vyvoja:

1. cien

2. rozpoctovej oblasti

3. verejného dlhu

4. vymennych kurzov

5. dlhodobych urokovych mier

Kritérium inflacie

Od krajiny vstupujicej do EMU sa vyzaduje dosiahnutie
vysokého stupna cenovej stability, ktory vychadza z miery
inflacie, ktora sa priblizuje k miere inflacie najviac troch
Clenskych Statov, ktoré v cenovej stabilite dosahuju najlep-
Sie vysledky. Toto kritérium znamena, Ze Clensky §tat si musi
udrziavat dlhodobu cenovu stabilitu a priemernd mieru in-
flacie vykazovanu v priebehu roka pred skumanim, ktora
neprekracuje za poslednych 12 mesiacov viac ako o 1,5%
miery inflacie maximalne troch ¢lenskych Statov, ktoré do-
siahli v oblasti cenovej stability najlepsSie vysledky na zakla-
de merani harmonizovaného indexu spotrebitelskych cien
(HCIP). Je to najtazsi z cielov, ktoré muselo Slovensko spl-
nit pri vstupe do eurozoény, pretoze je zavisly od mnohych
faktorov (napr. ceny energii vo svete) a je najtazsie ovplyv-
nitel'ny. Slovensko v marci 2008 splnilo inflacné kritérium,
ktoré sa povazuje za najdolezitejSie a najtazsie kritérium na
prijatie eura. Europsky Statisticky trad Eurostat zverejnil
16.4.2008 mieru inflacie na Slovensku, meranu podla me-
todiky EU. Podla nej dosiahol 12-mesaény (za obdobie ma-
rec 2007 az marec 2008) priemer harmonizovanej inflacie
na Slovensku 2,2 percenta, ¢o je vyrazne pod referenénou
hodnotou inflacného kritéria, ktora predstavovala v marci
3,2 percenta. Medziro¢na miera inflacie na Slovensku bola
na rovnakej urovni ako v eurozone (3). Udrzat inflaciu na
nizkej drovni sa povazuje za nevyhnutu podmienku prijatia
eura, pretozZe tvorcovia menovej politiky budi mat obme-
dzeny priestor pre korekciu rastu cien. Stat, ktory prijme
spolo¢nu eurépsku menu, sa totiz vzdava samostatnej me-
novej politiky a deleguje ju do ruk Europskej centralnej ban-
ky (ECB). Podla niektorych ekonomov by Slovensko malo
svoju korunu eSte pred fixaciou vymenného kurzu revalvo-




vat, ¢o by zniZilo inflacné tlaky v buducnosti. Na splnenie
inflacného kritéria reagovala aj znama ratingova agentura
Standard & Poor’s Ratings Services (S & P). Podla nej vstup
Slovenska do eurozény podpori zvySenie uverovej bonity
krajiny. Ta podla svojej najnovsej spravy revidovala vyhlad
ratingov Slovenska zo stabilného na pozitivny.

Deficit verejnych financii

Deficit Statneho rozpocétu k hrubému domacemu pro-
duktu nesmie prekro€it 3 %. Vlada musi vykonavat rozum-
nu rozpoctovu politiku a nedovolit zvysit deficit verejnych
financii nad tuto hranicu.

Verejny dlh

Pomer Statneho dlhu k hrubému domacemu produktu
nesmie prekrocit referenénu hodnotu 60 % HDP. Slovensko
by so splnenim tohto kritéria nemalo mat Ziadne problémy.

YVymenné kurzy

ECB v zmysle zmluvy hodnoti, ¢i sa krajina zacastnuje
v ERM II minimalne dva predchadzajuce roky pred skiuma-
nim. Jej mena sa musi pohybovat v rozmedzi fluktuacného
pasma na * 15 % od urcenej centralnej parity. Doraz sa kla-
die na stabilitu vymenného kurzu bez nutnosti vyraznych
zasahov narodnej centralnej banky.

Urokové miery

Kritérium konvergencie urokovych sadzieb znamena, Ze
v priebehu jedného roka pred preskimanim neprekrocila
priemerna dlhodoba nominalna urokova sadzba ¢lenského
Statu viac ako o dva percentualne body urokova sadzbu tych
troch §tatov, ktoré v oblasti cenovej stability dosiahli naj-
lepsie vysledky. V Tab. 1 su uvedené predbezné vysledky pl-
nenia kritérii Slovenskom v marci 2008 (4). Vsetky kritéria
su posudzované nielen zo statického hladiska pohladu za
hodnotené obdobie, ale predovsSetkym z hladiska schopnos-
ti ich dlhodobej udrzatel'nosti.

Tab. 1. Ako Slovensko plni kritéria pre euro

Kritérium Ocakavana Referencna Pluenie
hodnota hodnota

Verejny deficit | 2,16 % *HDP 3% HDP \

Verejny dh 30,4 % HDP 60 % HDP v
Miera inflacie 2,2 % ** 3.2 % N
Urokové sadzby 45% 6,4% v
Vémennt kur Utast vERMII | Ucast vERMII J

urz
ymenny 0d28.112005 | aspofi dva roky

* - predbezny udaj MF SR za rok 2007
** - priemerna 12-mesacna inflacia podla Eurostat
(marec 2008)
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V navrhu konvergencnej spravy, ktoru mal Brusel zverej-
nit 7.maja 2008 sa uvadzalo, ze Eurépska komisia odporuci
vstup Slovenska do eurozony k 1. januaru 2009. Slovensko
podla komisie udrzatelne spifialo podmienky inflacie, defi-
citu verejnych financii, stability dlhodobych urokovych sa-
dzieb a stability vymenného kurzu. Hoci udaje Europskeho
Statistického uradu Eurostat potvrdili, Ze Slovensko nomi-
nalne splnilo kritérium deficitu, ako aj najproblematickejSie
kritérium inflacie, Brusel v predchadzajuicom obdobi opa-
kovane spochybnioval schopnost Slovenska plnit kritéria aj
dlhodobo. Lotys$ska narodna banka, ktora bola jednou z 27
centralnych bank cClenskych Statov Eurdpskej unie, ktoré
dostali navrh hodnotenia ECB tykajuceho sa slovenskej Zia-
dosti, kritizovala Eurdpsku centralnu banku za jej spravu
o pripravenosti Slovenska na prijatie eura. LotySska narodna
banka tvrdila, Ze hodnotenie Slovenska v navrhu ECB bolo
nespravodlivé (5). ECB totiz v navrhu vyjadrovala ,,vazne
obavy“ ohladom buducej inflacie. Banka sa bala, Ze sa infla-
cia na Slovensku po vstupe do eurozony zrychli, pretozZe sa
odstrani pozitivny efekt posiliovania meny. Vlady a central-
ne banky naprie¢ vychodnou Eurépou kritizujt ECB a Eu-
ropsku komisiu (EK) za to, Ze hodnotia ich Ziadosti o prijatie
spolo¢nej europskej meny prisnejSie ako Ziadosti zapadnych
krajin, ktoré uz vstapili do eurozony. Niektoré z nich po
prijati eura zacCali poruSovat Maastrichtské kritéria. PocCas
pripravy konvergencnej spravy kolovalo niekol'ko navrhov,
aby sa k nim vyjadrili centralne banky EU. Podla tlacovej
agentury Reuters niektoré centralne banky Clenskych krajin
EU vyjadrili namietky proti rétorike hodnotiaceho navrhu
ECB a pozadovali stlmenie obav, tykajucich sa bududceho
vyhladu inflacie na Slovensku (6). Konec¢na verzia mala byt
zverejnena 7. maja, teda v den, ked’ Europska komisia mala
povedat, ¢i je Slovensko pripravené prijat spolo¢nu eurdépsku
menu. Komisar pre ekonomické a finanéné otazky Joaquin
Almunia eSte pri prezentacii jarnych hospodarskych prog-
noz pre krajiny EU upozornil na oakavany rastuci trend pri
inflacii a zdoraznil, Ze nejde len o dosledok vonkajSich vply-
vov - rastu cien potravin a energii - ktorym celia vSetky Staty.
Almunia vyzval slovensku vladu na ambicioznejSiu fiskalnu
konsolidaciu, ktora ma pomoct uspesnejsie bojovat proti in-
flacii. Navrh konvergencénej spravy vSak predpoklada udrza-
telné plnenie kritérii. Eurépska komisia v nej konstatovala,
ze ,rozpocCtovy deficit Slovenska zaznamenal doveryhodny
a udrzatel'ny pokles pod povolené tri percenta HDP, a pre-
to mozno odporuéit Rade EU, aby ukongéila disciplinarne
konanie voci Slovensku za nadmerny deficit (7). Stat by sa
tak malo 3. juna, ked sa konvergen¢nou spravou mali zaobe-
raf ministri financii §tatov Unie. ,Na zaklade zhodnotenia
pravneho suladu a plnenia konvergenénych kritérii, ako aj
dodato¢nych faktorov, a za predpokladu, Ze Clenské krajiny
schvalia rozhodnutie o ukonceni procedury nadmerného
deficitu, Slovensko spifia pozadované podmienky pre pri-
jatie eura,“ konStatovalo sa v navrhu odporucania komisie.
Konvergenénou spravou sa po jej oficidlnom zverejneni mali
potom zaoberat Clenské krajiny Europskej tinie na zasadnuti
ministrov financii (ECOFIN), ktoré sa malo konat 3. juna
v Luxemburgu. Vstup Slovenska do eurozony museli pod-
porif vietky ¢lenské staty EU. Najvicsie vyhrady sa pritom




ozyvali zo strany Nemecka a Francuzska. Ak ECOFIN vstup
Slovenska do eurozény odobri k 1. januaru 2009, nasledne
sa ¢aka formalna podpora zo strany europskych lidrov na ju-
novom summite. Vymenny kurz slovenskej koruny voci euru
sa stanovi zaCiatkom jula na zasadnuti ministrov financii.
(Priloha 1)

2. POSTUP PRI ZAVEDENI EURA NA SLOVENSKU

Pripravy na zavedenie eura na Slovensku sa zacali eSte
pred vstupom Slovenskej republiky do Europskej unie (8).
Podpisom Pristupovej zmluvy k Eurdpskej unii sa v r.2003
Slovenska republika zaviazala k vstupu do Hospodarskej
a menovej unie a k zavedeniu spolo¢nej meny - eura. V tom
istom roku Vlada SR schvalila Stratégiu prijatia eura v SR
a spoloény postup Vlady SR a Narodnej banky Slovenska
pri vstupe Slovenskej republiky do eurozony. V roku 2005
Bankova rada NBS a Vlada SR schvalili Narodny plan zave-
denia eura v Slovenskej republike. Narodny plan zavedenia
eura predstavuje plan jednotlivych krokov, ktoré je potreb-
né uskutoCnit pre bezproblémové a uspesné zavedenie eura
v celom hospodarstve SR. 28. novembra 2005 vstupila slo-
venska koruna do mechanizmu vymennych kurzov ERM II.
Centralna parita koruny vo¢i euru bola stanovena na urovni
trhového kurzu 38,4550 SKK/EUR. Slovenska koruna ne-
ustale posilnovala a preto 19. marca 2007 bola stanovena
nova centralna parita koruny vo€i euru na urovni 1 euro
= 35,4424 Sk. Spodna hranica fluktuaéného pasma je tak
30,1260 SKK/EUR a horna hranica 40,7588 SKK/EUR.

Slovensko zrejme ako prvé z V4 prijme euro

Slovensko, rovnako ako ostatnych 11 novych ¢lenov
Unie, sa pri vstupnych rokovaniach zaviazalo, Ze vlastnu
menu, slovensku korunu, nahradi eurom a Ze nebude na-
podobiovat tych starych ¢lenov Unie - Dansko, Svédsko
a Vel'ku Britaniu, ktori sa svojich korun, resp. libry nevzdali.
Slovensko si mohlo samo zvolit ¢as svojho vstupu do euro-
zOny tak, aby to bolo prenho vyhodné a vhodné. Pravdaze
po splneni osobitnych podmienok Maastrichtskych kritérii.
Slovensko sa poponahlalo a uz v novembri 2005 vstupilo do
ERM II (Exchange Rate Mechanism II). Pripomenme si, Ze
ERM II je vlastne mechanizmus vymennych kurzov, na kto-
rom sa musi podielat mena kazdej krajiny minimalne dva
roky pred hodnotenim konvergencie. Cielom tohto mecha-
nizmu je pripravit hospodarstvo danej krajiny na fungova-
nie v menovej unii. Pre menej informovaného Citatela stoji
za zmienku informacia, Ze do ERM II zatial, s vynimkou
Slovenska, nevstupila Ziadna s krajin ViSegradskej Stvorky
(Ceska republika, Madarsko ani Polsko) a ani sa nezda, ze
by sa tam vel'mi ponahlali (9). Bez zaujimavosti nie je ani
fakt, Ze spominané krajiny, ktoré eSte neoznamili datum
svojho vstupu do ERM 11, sa ujmu predsednictva v Unii uz
na buduci rok (v r.2009 - Ceska republika, v r.2011 - Ma-
darsko a Polsko) a naopak, Slovensko, ktoré je uz jednou
nohou v eurozéne, sa predsednictva v Unii ujme az o 10 ro-
kov. Estonsku a Litve sa pokusy o prijatie eura nevydarili.
Estonsko stiahlo svoju Ziadost dobrovolne a litovska ziadost
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bola zamietnuta v maji 2006, pretoZe krajina nesplnila in-
flaéné kritérium. Dokonca ani Svédsko a Vel'ka Britania do
ERM 11 zatial nevstupili. Naopak, Slovensko uz pred troma
rokmi absolvovalo pristupové procedury na vstup do me-
chanizmu vymennych kurzov ERM Il a v r. 2005 splnilo tzv.
prvu etapu. 28.11.2005 vstupilo do ERM II. V maji 2008
oCakava Slovensko zverejnenie tzv. konvergenénych sprav
Europskej komisie a Europskej centralnej banky (ECB).
Nasledne v maji a juni 2008 budu prebiehat hodnotiace
procedury v europskych instituciach a konzultacie s Eu-
ropskym parlamentom. V juni 2008 moze Rada EU vydat
Rozhodnutie o zruseni vynimky a stanovif konverzny kurz
SKK/EUR. Ak sa tak stane, za¢nu sa na Slovensku v juli az
decembri razit euromince a zabezpeCovat eurové bankovky
pre hotovostny obeh.

Diskusia o zavedeni eura na Slovensku

Odborna diskusia na tému zavedenia eura na Slovensku
je vagna. Podla niektorych odbornikov sa vlastne ani neza-
Cala, hoci euro je predo dvermi. To, ¢oho sme svedkami,
je iba kampan, nie diskusia. V jednom sa vSetci zhoduju:
pesimisti aj optimisti hovoria o vyhodach aj nevyhodach za-
vedenia eura (10). Ak o nich hovoria jedni aj druhi, potom
realne existuju. V stredu 7. maja sa Europska komisia (EK)
definitivne rozhodne, ¢i sa Slovensko stane od 1. januara
buduceho roku dalSou krajinou eurozony a €i sa euro sta-
ne oficialnou menou. Podla Europskej komisie vznik eura
ako jednotnej europskej meny priniesol mnozstvo prednos-
ti a vyhod. Euro nielenZe odstranuje rizika kolisania cien,
zmenarenské poplatky a posiliuje jednotny trh, ale predsta-
vuje klu¢ k uzsej spolupraci ¢lenskych Statov na poli stabil-
nej meny a hospodarstva v prospech vsetkych. Vyhody eura
su roznorodé a maju rozne uplatnenie, ¢i uz ide o jednotliv-
cov a firmy alebo celé hospodarstva. Spolo¢na mena okrem
iného umoznuje vacsi vyber a stabilné ceny pre spotrebi-
telov a obCanov, vicsiu bezpeCnost a viac prilezitosti pre
firmy a trhy, lepSiu hospodarsku stabilitu a rast. K dal$im
vyhoddm patria integrovanejSie financné trhy, vyraznejSia
pritomnost EU vo svetovom hospodarstve a v neposlednom
rade hmotny symbol eurdpskej identity.

Nevyhody

Zanik slovenskej koruny prinesie aj stratu niektorych
moznosti. Vlastna mena umoziuje centralnej banke meno-
vou politikou korigovat niektoré dopady rozpoctovej politi-
ky statu. Jednym z najdolezitejSich Maastrichtskych kritérii
je rozpoctovy dlh verejného sektoru, ktory nesmie prekroCit
3% HDP. Ak sa tri percenta prekrocia, cakaju Slovensko
nemalé sankcie. Skusenost, Ze ,velkym“ sa to v Eurdpe
doteraz ,,prepieklo” aj bez vic¢sich sankcii nech nikoho ne-
zvadza k podcenovaniu tejto hrozby. Obzvlast nie sloven-
ské zdravotnictvo. Toho sa to tyka velmi vazne. Maastricht
nevyhnutne povedie k hladaniu uspor, teda aj k Skrtaniu
rozpoctovych vydavkov na zdravotnictvo. Stratou volnosti
v nakladani rozpoctovych vydavkov pride Stat aj o niektoré
dalSie moznosti.

V malych ale prudko sa rozvijajucich ekonomikach sa
po zavedeni EURA da pravoplatne oCakava narast inflacie.




Empiricky dokazanym prikladom je Slovinsko, ktorému rok
po zavedeni EURA znamenito narastla inflacia. Je to spo-
sobené prekalkulovanim (zaokruhlenim cien nahor) tovaru
a sluzieb, ale aj hlavne inflaénym ocCakavanim. Narodna
banka na to nebude moct reagovat menovou politikou na
devizovom trhu resp. upravovat devizové rezervy potreb-
nym smerom. Centrdlna banka strati moznost korigovat
kurzové rizika pri obchodoch so §tatmi, ktoré pouzivaju iné
meny a pri obchodoch, kde sa ako zuctovaci nastroj pouziva
americky dolar. Ekonomika v roznych europskych Statoch
funguje odliSne a optimalna menova zéna je zatial viac
snom ako realnou skutoénostou. Velka Britania, Svédsko
a Dansko su aktualnym dokazom. Rychly vstup do eurozo-
ny tieto rizika zvySuje. V Case najlepSieho ekonomického
rozvoja samostatného §tatu Slovakov skracuje rychly nastup
eura ob¢anom moznost dalsieho kontinualneho zhodnoco-
vania (posilnovania) sa koruny a pouZitia vyhodnejSiecho
kurzu pri jej definitivnom prepocte na euro. Pre Iudi Ziju-
cich z platov a dochodkov je vyhoda posiliovania koruny
vitana. U vel'kych vyvozcov je to naopak, oni potrebuju sla-
bu korunu.

Pouzivanie jednotnej meny prinesie na trh viac konku-
rencie v podnikatelskej ¢innosti. To by sice malo pre konec-
ného zakaznika (spotrebitela) priniest vyhody: kvalitny to-
var alebo sluzby za niz§iu cenu, resp. sluzbu navyse. VSetko
bude zavisiet od podnikatelov ako sa dokdzu vysporiadat
s novou konkurenciou na trhu, ako prilakaju, resp. presved-
Cia zakaznika (napr. aka bude podpora slovenskych vyrob-
kov, sluzieb a tovarov).

Vyhody

Odstranenim menovych obmedzeni je vdaka euru este
jednoduchsie vyuzivat vyhody spolo¢ného trhu. V prvom
rade v zjednoduseni pohybu Slovakov v ramci EU, resp.
mimo nej. Spolo¢nd mena odbura nutnost vymeny sloven-
skych kortn na eura vidy, ked prekro¢ime hranice nasej
vlasti. Slovaci budu pouzivat tie isté peniaze, ako Nemci,
Taliani, Rakusania.

Slovensko je relativne mala a vel'mi otvorena ekonomi-
ka. Uz dnes realizuje viac ako polovicu zahranicného ob-
chodu v eure. Eliminaciou vykyvov vymennych kurzov by sa
mala dosiahnut lepSia stabilizacia podnikatelského prostre-
dia a lahSie sa budu planovat investicie v ramci podnikania.
Hlavné vyhody sa najcastejSie spominaju v uspore z kur-
zovych rozdielov (u exportérov) a v uspore za poplatky za
zmenu meny. Hospodarska stabilita a stabilita cien znizuju
rizika a umoznuju podnikom dlhodobé planovanie, ¢im sa
podporuju investicie a zamestnanost.

Transparentnost cien v ramci jednotného trhu umoznu-
je tieZ jednoduché porovnanie. V podnikani nastane vacSia
konkurencia a z toho vyplyvajuce nizsie ceny v dosledku
jednoduchsieho porovnavania cien medzi jednotlivymi kra-
jinami. Euro moze prispiet ku intenzivnejsej obchodnej vy-
mene, ¢o sa prejavi v lepSom hospodarskom raste. Vyhody
uspor z kurzovych rozdielov, stabilného prostredia a roz-
voja obchodnej vymeny sa prejavia v konecnom dosledku
v lepsej Zivotnej trovni obCanov. O tvrdeni, Ze vel'kost a sila
eurozony chrania euro pred otrasmi zvonku a vdaka tomu
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je rovnako ako americky dolar pritazlivou medzinarodnou
menou pre medzinarodny obchod a p6Zicky, mozno pri su-
Casnej recesii v Amerike pochybovat.

Rovnaka mena predovSetkym umozni jednoduché po-
rovnanie cien a platov a ich rozdiely. Uvidime, ako sa budu
vyrovnavat jedny s druhymi. Milan Lasica, herec a reZiser,
vidi vwhody zavedenia eura aj v tom, Ze na Slovensku ubudne
miliondrov.

3. AKO SA REZORT ZDRAVOTNICTVA PRIPRAVUJE
NA EURO?

Gestorom zavadzania eura v rezorte je sekcia financo-
vania Ministerstva zdravotnictva SR. Vlada 6. jula 2005
schvalila Narodny plan zavedenia eura, kde v bode 6.7
ulozila ministrovi zdravotnictva plnit ulohy vyplyvajuce zo
schvaleného dokumentu (11). Sekcia financovania ako ges-
tor zavadzania eura za kapitolu Ministerstva zdravotnictva
SR v spolupraci s prislusnymi utvarmi ministerstva a dalsi-
mi inStituciami v zdravotnictve vypracovala a do gremialnej
porady ministra zdravotnictva predlozila material AkEny
plan a ramcové plany zavedenia eura za kapitolu MZ SR
2005-2009, ktory bol schvaleny 17. oktébra 2005. Obsa-
hoval plan prechodu na euro aj za Statisticky zdravotnicky
informaény systém (STAZIS), prevadzkovany v Narodnom
centre zdravotnickych informacii (NCZI), ktory spracoval
odbor informatiky MZ SR v spolupraci s NCZI. Odbor
informatiky predloZil na rokovanie gremialnej porady mi-
nistra 26. februara 2007 Informaciu o plneni uloh akéného
planu a ramcovych planov zavedenia eura v SR za kapitolu
MZ SR na roky 2005-2009, ktora obsahovala aktualne in-
formacie o plneni a zabezpecovani uloh. Podla hovorkyne
MZ SR venoval odbor informatiky problematike a plneniu
uloh, suvisiacich so zavedenim eura, od samotného zaciat-
ku osobitni pozornost a plnil vSetky ulohy v pracovhom
vybore pre informatiku a Statistiku. Odbor informatiky
v spolupraci s NCZI zabezpeéil reviziu Statistického zdra-
votnickeho informaéného systému a identifikaciu potrieb
jeho upravy na podmienky prijatia eura, zaroven vypracoval
Casovy a vecny plan konverzie a upravy finanénych ukazo-
vatelov STAZIS podla metodického usmernenia SU SR na
postup konverznych prac s historickymi udajmi. ,,Problémy,
ktoré sa v procese zabezpecovania zameru prejavia, sa budu
rieSif operativne po ich zisteni a Specifikacie prislusnym
sposobom a formou za ucasti zainteresovanych subjektov,
uviedla hovorkyna ministra 16.8.2007 pre Zdravotnicke no-
viny (¢.30/2007). Ako dodala, po schvaleni tzv. generalne-
ho zakona a jeho ucinnosti, planovanej od 1. januara 2008,
sa vyhodnoti stav plnenia uloh Akéného planu a ramcovych
planov zavedenia eura za kapitolu MZ SR 2005 az 2009
a prijmu sa opatrenia na dalsi postup, aby sa tento zamer
od 1. januara 2009 uspesne splnil.

AKy bude mat dosah zavedenie spolo¢nej europskej meny na
zdravotnictvo?

MZ SR vydalo 27. februara 2008 tlaCova spravu, Ze
pripravuje navrh Vyhlasky MZ SR, ktora ustanovi postupy




a pravidla vykazovania, prepoCtu, zaokruhlovania a dual-
neho zobrazovania penaznych udajov v suvislosti s pre-
chodom na euro pre oblast zdravotného poistenia, oblast
poskytovania zdravotnej starostlivosti a sluZieb suvisiacich
s poskytovanim zdravotnej starostlivosti vratane lekarenskej
starostlivosti a cien vyrobkov, sluZieb a vykonov v zdravot-
nictve a v oblasti cien ndjmu nebytovych priestorov v zdra-
votnickych zariadeniach (12). Tato vyhlaska ur¢i oblast
zaokruhlovania (poCty desatinnych miest) a pravidla dual-
neho zobrazovania cien a tieZ postupy vykazovania udajov
suvislosti s prechodom na euro.

Generalny zakon

Navrh generalneho zakona o zavedeni meny euro na
uzemi SR (Zéakon €.659/2007 Z.z. z 28. novembra 2007
o zavedeni meny euro v Slovenskej republike a o zmene
a doplneni niektorych zakonov), ktory legislativne zastresu-
je prechod z koruny na spolo¢nu europsku menu pripravilo
Ministerstvo financii SR (13). Zakon riesi pravne, technické,
organizacné a dalSie aspekty, prinasa rieSenia administrativ-
nych, organizaénych a technickych uloh, ktoré je potrebné
na celonarodnej Urovni a na urovni jednotlivych institacii
zabezpecit, aby bolo zavedenie eura hladké a bezproblémo-
vé. Zakon nadobudol ucinnost 1. januara 2008, niektoré
ustanovenia budu platit odo dna zavedenia eura, teda od
1. januara 2009. Podla nazoru I. Barata, vladneho splno-
mocnenca pre zavedenie eura na Slovensku, si prechod na
nova menu si vyZiada nemalé usilie i naklady, celkovo v§ak
budu prinosy prevazovat nad niektorymi nevyhodami alebo
rizikami. ,,Aby boli ndklady ¢o najnizsie, je treba zacat s pri-
pravou v kazdej oblasti, vratane zdravotnictva, ¢o najskor
a venovat sa jej zodpovedne. Kazdy odklad zvySuje riziko
vzniku necakanych problémov, ktoré sa mdzu objavit na
poslednu chvilu a jednoznacne zvySuje aj cenu, ktoru bude
treba za pripravu zaplatit “ (14). Ked euro uvadzali do zivo-
ta koncom devétdesiatych rokov minulého storocia, projekt
spolo¢nej meny ratal s trojrocnym prechodnym obdobim.
Slovensko si zvolilo cestu tzv. ,,velkého tresku“ - euro zacne
platit v prvej sekunde roku 2009 v hotovostnom aj bezho-
tovostnom styku sucasne. ,,0d tohto okamihu budu bezho-
tovostné operacie mozné iba v eurach, euro bude platnou
menou aj v hotovostnom styku. Kazdy podnik, kazda insti-
tlcia - teda aj zdravotné poistovne, zdravotnicke zariadenie,
poskytovatelia zdravotnej starostlivosti, musia byt priprave-
ni na to, zZe uctovanie, fakturacia, platby a vSetky ostatné fi-
nancné operacie s korunou prestanu v tomto okamihu exis-
tovat,”“ povedal vladny splnomocnenec. Jedinou vynimkou
ostane prvych 16 dni roka 2009, ked bude mozné postupné
stahovanie slovenskych bankoviek a minci z obehu hoto-
vostnymi platbami. Pri platbe za tovar a sluzby v hotovosti
bude mozné do 16. januara 2009 pouzit korunové bankovky
a mince. Napr. v lekarnach ¢i pri platbach za pohotovostné
sluzby, dopravné sluzby, u stomatologov budu povinni priji-
matelia prijat platbu v korunach, rozdiel medzi platbou a za-
platenou sumou vsak uz budu musief vydat v eurach. Toto
obdobie bude narocné, bude sa pracovat s dvomi menami,
spravovat vacsi objem hotovosti. Vzhladom na naroc¢nost
celého procesu a obrovsky pocet slovenskych penazi v hoto-
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vostnom obehu - takmer 150 mld. Sk, bude najmé v prvych
dnoch po zavedeni novej meny jednoznaéne najpohodlnej-
$im spoésobom bezhotovostna platba platobnou kartou. Pre
firmy pracujuce s hotovostou bude podla I. Barata situacia
mozno zlozitejSia, imerne rozsahu hotovostnych operacii,
ktoré vykonavaju. Aj tu je vSak vel'mi dolezité dobre odhad-
nuf potrebu hotovosti na prvé dni po zavedeni eura, vcas
komunikovat s bankami a najst najvhodnejsi sposob, ako si
dostato¢nu zasobu penazi pripravit. Dolezitym principom,
uplatnenym pri prechode na novi menu, je pokracovanie
platnych zmluvnych vztahov, inak povedané kontinuita kon-
traktov. V pripade zdravotnictva ide predovsetkym o zmlu-
vy medzi zdravotnymi poistoviami a poskytovateImi zdra-
votnej starostlivosti, ¢i medzi zdravotnickymi zariadeniami
a poskytovateI'mi sluzieb (15). ,Tento princip dava vSetkym
istotu, Ze zmluvne zakotvené vztahy, ich trvanie a podmien-
ky plnenia nebudu prechodom z koruny na euro dotknuté.
Vsetky zmluvné vzfahy sa budu musief napiiat presne v
tych podmienkach, aké su v nich upravené, s jedinou zme-
nou v mene ich plnenia. Ak zmluva uvadza udaje v koru-
nach, budu sa po 1. januari 2009 automaticky povazZovat za
hodnoty v eurach, prepocitané presne podla konverzného
kurzu. Zanik koruny a nahradenie eurom nebude dovod na
vypovedanie zmluvného vztahu. Velkou pomocou pri rieSe-
ni problémov a pri zodpovedani konkrétnych otazok by mali
byt rozne stavovské zdruzenia, zvizy a odvetvové komory.
Mali by zhromazdovat potrebné informacie a v pripade
nejasnosti komunikovat s centralnymi organmi, Narodnou
bankou Slovenska a ministerstvami. Zial doteraz, s vynim-
kou jednotlivcov, sme nezaznamenali takmer Ziaden zau-
jem zo strany Lekarskej komory alebo Slovenskej komory
inych zdravotnickych pracovnikov, ako najvyssie profesiové
zdruZenia v danej oblasti, ktoré by sa o nejakym vaznejsim
sposobom zaujimali o monitorovanie situacie pri zavadzani
eura v oblasti poskytovanych zdravotnych vykonov klinicky-
mi laboratoriami.

Ustanovenia Generalneho zakona, ktoré sa tykaju
zdravotnictva

Zakon z 28. novembra 2007 o zavedeni meny euro v Slo-
venskej republike a 0 zmene a doplneni niektorych zakonov vo
svojej Stvrtej Casti definuje postup pri premene majetkovych
hodnot a penaznych sim a kontinuitu pravnych vztahov. V §
16, odseku (2) PrepoCty penaznych uidajov na osobitné uce-
ly, okrem iného hovori ,Ministerstvo zdravotnictva Sloven-
skej republiky vyda vSeobecne zavazny pravny predpis, ktory
musi zohladnovat principy a zasady podla § 2 a ktory ustano-
vi podrobné pravidla, rozsah a postup pri vykazovani a pre-
poctoch penaznych udajov vratane pravidiel vykazovania pe-
naznych udajov na ucely zdravotného poistenia v suvislosti
s prechodom na euro.“ V Siestej hlave nazvanej Dudlne zo-
brazovanie, § 18, odsek (10) dikcia zakona vravi, zZe ,,metody,
postupy a sposoby dualneho zobrazovania a dalSie podrobné
pravidla pre duadlne zobrazovanie a tieZ pre prepoCty a zaok-
ruhlovanie cien, jednotkovych cien, platieb a inych hodnot
pri prechode na euro, dalej rozsah cien, jednotkovych cien,
platieb a inych hodnot podliehajicich dudlnemu zobrazova-
niu, ceny, jednotkové ceny, platby a iné¢ hodnoty uvadzané,
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prepocitavané a zaokruhlované s osobitnym poctom desa-
tinnych miest a pocet tychto desatinnych miest, ako aj ceny,
platby a iné hodnoty vynimoc¢ne vynaté z dualneho zobrazo-
vania a tiez ostatné podrobnosti o dualnom zobrazovani, pre-
pocitavani a zaokruhlovani cien, jednotkovych cien, platieb
a inych hodndt ustanovi v§eobecne zaviazny predpis, ktory
musi zohladnovat principy a zasady podla § 2 a ktory a) vyda
4. Ministerstvo zdravotnictva Slovenskej republiky pre oblast
zdravotného poistenia a oblast poskytovania zdravotnej sta-
rostlivosti a sluzieb suvisiacich s poskytovanim zdravotnej
starostlivosti vratane lekarenskej starostlivosti a cien vyrob-
kov, sluzieb a vykonov v zdravotnictve a v oblasti cien najmu
nebytovych priestorov v zdravotnickych zariadeniach®.

Dvojité (dualne) ocenovanie a poradie mien

Generalny zakon stanovuje poradie mien v obdobi dual-
neho zobrazovania. Navrh Vyhlasky Ministerstva zdravot-
nictva Slovenskej republiky, ktorou sa ustanovuju postupy
a ravidld vykazovania, prepoctu, zaokrithlovania a dudlneho
zobrazovania penaznych idajov v suvislosti s prechodom na
menu euro pre oblast zdravotného poistenia a oblast poskyto-
vania zdravotnej starostlivosti a sluZieb suvisiacich s poskytova-
nim zdravotnej starostlivosti vrdtane lekdrenskej starostlivosti
a cien vyrobkov, sluzieb a vykonov v zdravotnictve a v oblasti
cien ndjmu nebytovych priestorov v zdravotnickych zariade-
niach stanovuje, ako sa dualna cena vyrata (16). V § 3 (Po-
stupy a sposoby dualneho zobrazovania) dikcia textu hovo-
ri, ze ,Dualne zobrazovanie sa vyZaduje len pri penaznych
udajoch. Dualne zobrazovanie mozno vykonat v pisomnej
forme alebo v elektronickej forme. Zo sposobu dualneho
zobrazenia musi byt jasne rozliSitelné oznaCenie sumy
v slovenskych korunach vratane halierov a ceny v eurach
vratane eurocentov. Zobrazenie konverzného kurzu a kon-
verznej tabul'ky je potrebné vykonat takym sposobom, kto-
ry zabezpecCi jednoznacné, prehladné, zrozumitelné, lahko
pristupné a dobre Citatelné zobrazenie. Hlavnou menou
- predo diiom zavedenia meny euro v Slovenskej repub-
like je slovenska koruna a odo dna zavedenia eura mena
euro. Informativnou menou je pred dnom zavedenia eura
mena euro a odo dna zavedenia eura slovenska koruna. Za
konverznu tabulku sa povazuje zostupné alebo vzostupné
zobrazenie cien vSetkych poskytovanych vyrobkov, sluzieb
a vykonov v slovenskych korunach a v eurach a zobrazenie
konverzného kurzu poskytovatelom zdravotnej starostlivos-
ti alebo zdravotnickym pracovnikom. Za jednotkovu cenu
zdravotného vykonu sa povazuje cena bodu vykonu, ktory je
ohodnoteny po¢tom bodov a oceneny cenou bodu.

§ 5 definuje Postupy a sposoby dudlneho zobrazovania pre
oblast poskytovania zdravotnej starostlivosti, cien vyrobkov, slu-
Zieb a vykonov v zdravotnictve, cien ndjmu nebytovych priesto-
rov nasledovne:

(1) Ak sa vyrobok, sluzba alebo vykon poskytuju osobe
za uhradu alebo Ciasto¢nu uhradu, tato cena sa zobrazuje
dualne v Zoznamoch, cennikoch alebo na inych informac-
nych prostriedkoch a technickych zariadeniach, kde sa ob-
vykle uvadzaju informacie o cenach na zaklade osobitného
predpisu (Zakon €. 18/1996 Z. z. o cenach v zneni neskor-
Sich predpisov)
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(2) Duéalne zobrazovanie v oboch menach sa nevyZadu-
je pri:

a) jednotkovych cenach zdravotnych vykonov, kde je
dostacujuce uvadzat jednotkovu cenu len v hlavnej
mene,

b) sumach uvedenych na digitalnych prostriedkoch zo-
brazovania cien, kde je dostacujuce uvadzat predajnu
cenu v hlavnej mene,

¢) oznacovani cien na cenovkach umiestnenych priamo
na vyrobkoch, kde je dostaCujuce uvadzat ceny v hlav-
nej mene, ak su ceny tychto vyrobkov inak vhodne
dualne zobrazené na viditelnom mieste v blizkosti
tohto vyrobku,

d) oznacovani cien vyrobkov predavanych na jednotky,
na ktoré sa vztahuje zlava, kde je dostacujuce dualne
zobrazit v letakoch, putacoch a inych marketingo-
vych materialoch len predajnu cenu po zlave spolu s
konverznym kurzom,

e) oznacovani cien vyrobkov predavanych na mnozstvo,
na ktoré sa vztahuje zlava, kde je dostacujuce dualne
zobrazit v letakoch, putacoch a inych marketingo-
vych materialoch len jednotkovt cenu po zlave spolu
s konverznym kurzom,

f) oznacovani cien individualne pripravovanych vyrob-
kov, kde je dostacujuce uvadzat cenu v hlavnej mene.

§ 14 definuje Pravidla zaokrihlovania a urcenie poctu de-
satinnych miest pre oblast pre oblast poskytovania zdravotnej
starostlivosti, cien vyrobkov, sluZieb a vykonov v zdravotnictve a
cien ndjmu nebytovych priestorov. Osobitné pravidla pre zaok-
ruhlovanie pri prechode na euro platia pre jednotkové ceny
vykonov zdravotnej starostlivosti, kde sa jednotkova cena za
jeden bod vykonu zobrazi v penaznych jednotkach hlavnej
meny, prepocitana na penazné jednotky informativnej meny
konverznym kurzom, so zaokruhlenim na Sest desatinnych
miest tak, Ze suma v informativnej mene do 0,0000005 sa
zaokruhli na Sest desatinnych miest nadol a suma v infor-
mativnej mene od 0,0000005 vratane sa zaokruhli na Sest
desatinnych miest nahor.

Na prvom mieste je vZdy platna mena. To znamena, Ze
dokonca roka 2008 to bude slovenska koruna, od 1. 1.2009
to bude euro. Ak sa cena tovaru alebo sluzby, vyratana
podla zakona a do jedného mesiaca od uverejnenia kon-
verzného kurzu dudlne zobrazena v slovenskych korunach
a eurach nezmeni na zaciatku roka 2009, nie je potrebne
opakovat vypocet ceny, tento krat z eura na slovensku ko-
runu pre potreby dudlneho zobrazovania. Toto ustanovenie
je velmi dolezité, pretoze v dosledku zaokruhlovania moze
dojst k tomu, Ze sa ceny budu mierne lisit. Urcujucou cenou
v tomto pripade bude cena v eurdch, ako bola vyratana na
zacCiatku dualneho zobrazenia. Aby sa ceny vykonov, kto-
rych hodnota sa pocas obdobia dualneho zobrazovania ne-
zmenila nemuseli menit kvoli zaokruhlovaniu za primarnu
cenu sa do konca roku 2008 bude povazovat cena v sloven-
skych korunach a po 1. januari 2009 cena v eurach, ta ista
cena, ktora do tohto obdobia pdsobila iba vo forme dualne
zobrazenej ceny.

Dualne zobrazovanie cien sa musi zacat najneskor me-
siac po oficialnom stanoveni konverzného kurzu. Stanove-




nie konverzného kurzu ocakavame zaciatkom jula 2008.
Stanovi ho Rada EU na urovni ministrov financii EU.
Dualne ocenovanie sa podla Generalneho zakona nesmie
zacat pred oficialnym oznamenim konverzného kurzu. Zo-
brazenie cien v SKK a eurach pred momentom zverejnenia
konverzného kurz sa nepovazuje za dualne ocenovanie ale
iba za zobrazovanie nejakej ceny v dvoch menach. Na také-
to zobrazovanie sa pouziva vyluéne trhovy kurz. Povinné
dualne zobrazovanie bude trvat az do konca roka 2009. Po
tomto obdobi bude na dobrovolnom principe mozné ceny
i nadalej dualne zobrazovat, ale zo zakona to uz nebude
povinné. Odporuca sa do jula 2010.

Sest desatinnych miest nadol a suma v informativnej
mene od 0,0000005 vo vyhlaske MZ SR tromfla aj Vyhlasku
Ministerstva hospodarstva Slovenskej republiky z 12. marca
2008, ktora hovori o podrobnostiach dudlneho zobrazovania
pre oblast ochrany spotrebitelov v § 5, odseku (1): Jednotko-
vé ceny elektronickych komunikac¢nych sluzieb na zaklade
sekundovej tarifikacie za prevolané sekundy v eurach sa za-
okruhluju matematicky najmenej na Styri desatinné miesta.
V odseku (2): Jednotkové ceny vodného a stocného, jednot-
kové ceny tepla a jednotkové ceny elektriny a plynu v eurach
sa zaokruhluju matematicky najmenej na Styri desatinné
miesta (17).

Co uz, telefonovat budeme za ,milicenty® a laboratdr-
ne vysetrenia poskytovat tiez za ,milicenty”. V laboratornej
medicine ni¢ neobvyklé, ved pouzivame aj mensSie nasobky
zakladnych jednotiek, napr. ,,mikrogramy“ alebo ,nanomo-
Iy“. Exaktné vyjadrovanie nie je teda to, o by nam mohlo
pripadne robit problém. Klinickym laboratoriam hrozi vac-
Sie nebezpecenstvo zo zneuZitia Sirokého ,intervalu“ tychto
jednotiek. Kym doteraz poniektori poskytovatelia ,handlo-
vali“ pri zmluvnych vztahoch so zdravotnymi poistoviiami
pri cene bodu o haliere, teraz sa tam bude moct ,,vyuzivat“
Siroky diapazon ,,milicentov“. KtoZe to dohliadne? Narodny
plan zavedenia eura v Slovenskej republike vymenuva sice aj
potrebu postupu pri ochrane spotrebitelov a obanov pri za-
vedeni eura a ochranu ekonomickych zaujmov spotrebitelov
pri zavadzani eura. Narodny plan dalej zdoraznuje, Ze z hla-
diska ochrany ekonomickych zaujmov spotrebitelov je po-
trebné okrem iného sa zamerat aj na zdravotnu starostlivost.
Budu vsak postacovat na ochranu vztahu zdravotnd poistov-
na - poskytovatel (medicinske laboratorium) iba odporiicania
Ndrodného pldanu zavedenia eura v Slovenskej republike?

Cena bodu vs cena laboratorneho vysetrenia

Dnes, ked eSte nepozname konverzny kurz SKK/Euro,
nemozZeme vyjadrit presnu cenu bodu v eurach. Podla
ERM II sa od 19.3.2007 slovenska koruna pohybuje v kori-
dore =15 % okolo centralnej parity 35,4424 SKK/EUR. 15 %
pri centralnej parite predstavuje 5,3164 SKK, takze kurz
slovenskej koruny moze nadobudat hodnoty od krajnych
medzi 40,7588 az po 30,1260 SKK/Euro. Oproti februa-
ru 2008 analytici predpovedali v aprili 2008 opat silnejsi
konverzny kurz, pri ktorom by sa mohli zamienat koruny
za eura (18). Priemer odhadov Strnastich analytikov vysSiel
v aprili na 32,34 SKK/EUR. Odhady sa pohybovali v rozpa-
ti od 32,00 SKK/EUR do 33,00 SKK/EUR. Ak prijmeme
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pracovnu hypotézu, ze konverzny kurz bude stanoveny na
hodnotu okolo 32,00 SKK/Euro, potom cena 1 bodu by
v klinickej biochémii mala byt pre medicinske laboratoria
tzv. ,poliklinického® typu na urovni 0,0059375 eur, ¢o je
0,5938 eurocentov alebo 593,8 ,milieurocentov®. Pri rovna-
kom kurze bude cena bodu pre medicinske laboratoria pre
klinicka biochémiu tzv. ,nemocni¢ného“ typu 0,0065625
eur, ¢ize 0,6563 eurocentov a teda vlastne 656,3 milieuro-
centov. Imunolodgia a mikrobiologia by mala mat cenu bodu
0,0065625 eur, ¢ize 0,6563 eurocentov ¢o je v prepocte
656,3 milieurocentov.

Uz na prvy pohlad je zrejmé, zZe rozdiely v milieurocen-
toch budu nominalne zrejmejsie a rychlo potlacia zdanlivo
nevyznamny efekt halierovej redukcie ceny bodu, k akej do-
chadzalo doteraz. Toto zistenie lepSie dokumentuje odhad
ceny bodu od jednotlivych zdravotnych poistovni v SR vy-
jadreny v eurocentoch, ktory je uvedeny v Tab. ¢. 2.

Z udajov, ktoré su uvedené v Tab. ¢.3 mozno usudzovat,
zZe cena bodu, ktoru za laboratérne vySetrenia uhradzaju
rozne zdravotné poistovne v SR, sa bude nominalne liSit
radovo az do dvesto milieurocentov. Efekt zdania malych
¢isel, ku ktorému dochadzalo pri vyjadrovani ceny bodu
v halieroch sa moze tak v kratkej buducnosti nahradit opac-
nym efektom velkych Cisel. V kratkom obdobi dualneho
vyjadrovania cien bodu to vSak bude stale iba ten isty rela-
tivny (percentualny) rozdiel. K skutoénym rozdielom zacne
dochadzat az vtedy, ked zdravotné poistovne zacnu cenu
bodu realne menit.

Tab. 2. Odhad ceny bodu od zdravotnych poistovni v SR v eurach
pre medicinske laboratoria pri hypotéze konverzného kurzu

32 SKK/Euro
Cena bod
Zdravotna Cenaboduv | Cenaboduv ena ,? !
. Odbor v mili-
poistovina SKK €uro
centoch
Poliklinicky 0,19 0,0059375 5938
) typ
LS e
e 0,0065625 6563
typ
Bez rozli-
szp o 022 0,006875 687,5
senia
Union Bez rorli 023 0,0071875 7188
senia
Apollo Bez rorli 023 0,0071875 7188
senia
) Bez rozli-
Europska ZP | o 025 0,0078125 7813
senia
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Tab. 3. Odhad ceny bodu od VSZP v eurach pre medicinske labo-
ratoria podla ich typu pri hypotéze konverzného kurzu

32 SKK/Euro
Odbor Typ labora- | Cenaboduv | Cenaboduv | Cenabodu
toria SKK €uro v milicentoch
IA(hm'ckz.i Poliklinicky 0.19 0,0059375 593.8
biochémia typ
linické N icny
Klinickd | Nemocnicny |, , 0,0065625 656,3
biochémia typ
Imunologia, Zmicsan
mikrobio- v 0,21 0,0065625 656,3
logi typ
Ogia

Porovnanie cien niektorych laboratornych vysetreni

Jednym zo zakladnych efektov zavedenia meny euro
na Slovensku, ktori zhodne uvadzaju vsetci - kvalifikovani
odbornici i laici, je oCakavanie lepSej transparentnosti cien
v ramci jednotného trhu. Rovnaka mena bude umoznovat
jednoduché a priame porovnanie cien rovnakych vyrobkov,
tovarov a sluzieb. Bude tomu tak aj v laboratérnej medici-
ne na Slovensku. V tejto suvislosti predkladame predbezné
porovnanie vybranych laboratornych vySetreni, ktoré maju
najvacsiu frekvenciu v laboratornej medicine na Slovensku
s cenami rovnakych laboratornych vysetreni v Unii. Na po-
rovnanie sme pouzili cennik laboratérnych vysetreni posky-
tovatela, ktory spravuje vlastnu siet klinickych laboratorii
v tarych ¢lenskych statoch EU a zaroveii aj na Slovensku
(19). Priloha 2 uvadza porovnanie niektorych cien labora-
tornych vySetreni podla cennika, ktory je dostupny na webe
s cenami laboratornych vySetreni, aké za ne uhradza VSZP.

Na zaostavanie cenovych hladin laboratornych vySetreni
na Slovensku za okolitymi §tatmi sme poukazali na zaklade
porovnania ¢eského a slovenského Zoznamu zdravotnych
vykonov uz pred dvoma rokmi. Priemerna cena biochemic-
kého laboratorneho vysetrenia v ceskom Sezname je 139 K¢
=186 Sk. Priemerna cena biochemického laboratorneho vy-
Setrenia v slovenskom Katalogu je 83 Sk. Priemerny cenovy
normativ biochemického laboratérneho vysetrenia je v CR
viac ako o 300% vyssi ako v SR. Priemerna cena imuno-
chemického laboratorneho vySetrenia v ¢eskom Sezname je
414 K¢ = 553 Sk. Priemerna cena imunochemického labora-
torneho vysetrenia v slovenskom Katalégu je 136 Sk. Prie-
merny cenovy normativ imunochemického laboratérneho
vysetrenia je v CR o 350% vyssi ako v SR. Ceny niektorych
laboratornych vysetreni su v CR viac ako o 1000 % vyssie.

Na zaklade terajSicho (zatial tiez predbezného a orien-
tacného) porovnania je mozné konstatovat, ze cenové hla-
diny rovnakych zdravotnych vykonov na Slovensku vyraz-
ne zaostavaju za cenami tych istych vykonov v eurozone.
Stru¢nou analyzou udajov z Prilohy 2 moZeme konStatovat,
Ze pri porovnani s eurozénou existuju este vicSie cenové
rozdiely, aké sme zistili porovnanim s CR. Zistenia uvadza-
me v Tab. ¢. 4
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Tab 4. Porovnanie cenovych hladin vybranych druhov laborator-
nych vysetreni v SR a Rakusku

Pri ,
rlermern.a Cena v SR Cena v Rakiisku Cenovy rozdiel
cenova hladina
Virologicke 753€ 207€ 170%
vySetrenia
Tumorové 744€ 280€ 332%
markery
Hormony 4,69€ 22,1€ 388 %
Imunochemicke 333€ 08¢ 638%
vysetrenia
<rologicke
Serologické 312€ 19,1 € 639%
vysetrenia
Hematologické
a hemostazeolo- 405¢€ 16,3€ 811%
gické vysetrenia
Biochemické 059€ 476€ 852%
vySetrenia
Imunologicke 3126 238€ 101%
vySetrenia
ZAVER

Z tychto predbeznych porovnani vyplyva priepastny
rozdiel v cenovych relaciach za rovnaké laboratorne vyset-
renia, ktoré poskytuju medicinske laboratoria na Slovensku
a v eurozone (Slovensko - novy ¢len eurozony, Rakusko -
Lstary®“ Clen eurozoény). Tento obrovsky rozdiel nie je spo-
sobeny zavedenim meny Euro na Slovensku, ale ma hlbsie
korene. Je otazne, ¢i a kedy ho nova mena na Slovensku
pomoze vyriesit.

POZNAMKA

V case, ked autori predlozili rukopis ¢lanku do tlace,
vrcholil zavereny proces hodnotenia pripravenosti Sloven-
ska na zavedenie meny Euro Eurdpskou komisiou a Europ-
skou centralnou bankou. Rozhodnutie nebolo e§te zname
a mnoho informacii bolo dostupnych iba s masovokomuni-
kacnych prostriedkov.
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PRILOHA 1.

PROCES ZAVEDENIA EURA NA SLOVENSKU PODI’A NARODNEHO PLANU

1. etapa - po vstup do ERM II - splnena

4. etapa - po vstupe do eurozony

2005

Absolvovanie pristupovych procedir na vstup do
mechanizmu vymennych kurzov ERM II

2. etapa - od vstupu do

ERM II az do rozhodnutia o vstupe SR do eurozony

28. 11.2005

Vstup do ERM II

1. januar 2009

Euro sa na Slovensku pravdepodobne zavedie
1.1.2009 sucasne do hotovostného aj bezhotovostné-
ho obehu bez prechodného obdobia spdsobom, tzv.
Velkého tresku

(,Big-Bang Scenario®) a stane sa zdkonnym platidlom
na uzemi Slovenskej republiky. Koruna sa stane
Ciastkovou jednotkou eura v konverznom kurze stano-
venom Radou EU.

Mij 2008

Konvergenéné spravy Europskej komisie a ECB

M4j - jun 2008

Hodnotiaca procediira v eurdpskych institiciach

Jun 2008

Rozhodnutie Rady EU o zruseni vynimky

Do 16. januara 2009

Dualny obeh - pocas kratkeho obdobia dualneho
obehu sa na uzemi Slovenskej republiky bude platit
eurom, ale aj korunovymi bankovkami a mincami.
Tie sa v§ak uz nebudu vydavat spét do pefiazného
obehu, ale budu sa postupne stahovat, spracovavat a
likvidovat.

Jun 2008

Stanovenie konverzného kurzu SKK/EUR Radou EU

3. etapa - od rozhodnutia o vstupe SR do eurozony az do vstupu do eurozony

jul - december 2008

Zabezpecenie potrebného mnozstva eurovych
bankoviek
a razba minci pre hotovostny obeh SR

Qd 17. januara 2009

Pokracovanie vymeny korunového obeziva za eurové
bankovky a mince v komercnych bankach a NBS.
Slovenské obehové eurové mince budu platné vo
vsetkych krajinach eurozony a obehové mince ostat-
nych krajin eurozony budi platnym obezivom aj na
Slovensku. Bankovky su v celej eurozone rovnake.

do 31. decembra

Povinné dudlne ocenovanie

jul 2008 - december
2009

Povinné dualne ocenovanie - vsetky maloobchodné
ceny, vyplatné pasky, dochodkové Seky a pod. budu
povinne uvadzané v korunach aj eurach

do 31. decembra
2008

Konverzia bankomatov, automatov a inych zariadeni
fungujucich na mince alebo bankovky
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Zasobenie NBS a komerénych bank eurovymi 2009

september - decem- .
bankovkami

ber 2008 . . do jina 2010 QOdporucané dualne ocenovanie
a mincami
Zasobenie maloobchodného sektora eurovymi
december 2008 bankovkami

a mincami




PRILOHA 2
POROVNANIE CIEN NIEKTORYCH LABORATORNYCH VYSETRENI V MENE EURO

V RAKUSKU A NA SLOVENSKU
Cena Cena | Cenovy Cena Cena | Cenovy
) ) » Cenav . ) ] i Cenav .
Kod | Body | Nazov skusky SKK vEuro | vEuro | rozdiel Kod | Body | Nazov skusky SKK vEuro | vEuro | rozdiel
SR | Rakisko | v% SR | Rakisko | v%
Biochemickeé vySetrenia 3705 | 50 Vapnik 9,50Sk | 030€ | 3,68€ | 1140%

3671 | 40 Glukoza | 7,60 Sk | 024€ | 2,67€ | 1024% 3706 | 50 Sodik 9,508k | 030€ | 345€ | 1062%

3672 | 40 ;ilellrl;(;[yl 7608k | 024€ | 2.67€ | 1024% 3707 | SO | Chloridy | 9508k | 030€ | 368€ | 1140%
3708 | 90 | Zel 17,008k | 0,53€ | 2.67€ | 400%
3673 | 40 B;g:‘y“ 7608k | 024€ | 283€ | 1092% eer : S3E | 267¢
Celiow 3709 | 60 | Horcik | 11,40k | 036€ | 2.85€ | 700%
3674a | 180 34208k | 107€ | 251€ | 135% —
cholesterol 370 | 60 | ATEEKY | sosk | 036€ | 285€ | 700%
HDL fosfor
3675 | 55 10458k | 033€ | 460€ | 1309%
cholesterol 3711 | 80 Litum | 15208k | 0,48€ | 4,60€ | 868%
LDL
o Med fotomet-
36762 | 180 | esterol | 420K | LOTE | 345€ | 223% 712 | 240 eﬂ:lzjmet 45605k | 143€ | 1840€ | 1191%
Triacyl- ;
% Zinok f
3677a | B | eroly | 24205k | LOTE | 2T6€ | 158K 3715 | 120 MOXT 1 gosk | 071€ | 1610€ | 2160%
Kyseling otometricky
3678 | 60 | eow | 1LAOSK| 036€ | 345€ | 868% 3741 | 480 | CKMB | 91208k | 285€ | 883€ | 210%
3678a | 180 Kys?lin? 34,20 Sk 1,07€ 575€ 438% Hematologické a hemostazeologické vysetrenia
mocova
3679 60 Kreatinin 11’40 Sk 0,36 € 2’51 € 605% 3783 120 Krvny obraz 22,80 Sk 0,71 € 5,52 € 675%
Antitrombi
3680 | S0 | Mocovina | 9508k | 030€ | 2516 | 745% 3947 | 1600 ‘Irﬁm 1304005k | 950€ | 460€ | -52%
3681 50 Albumin 9,50 Sk 0,30 € 2,88€ 870% 3950 | 320 Protein 60.80Sk | 1.90€ | 3220€ | 1595%
S-antigén ’ ’ ’
Alkalicka Y -
3690 1 60 | g | 1L40SK | 036€ | 267€ | 649% 3951 [1600| T | 0005k | 9.50€ | 3220€ | 239%
C-aktivita
3691 | 60 AST | 11,408k | 036€ | 251€ | 605% Aerezici
3955 | 200 Hoi;ii“z 3800k | L19€ | 575 | 384%
3692 | 60 ALT 11408k | 036€ | 251€ | 605% ytov
Hormony

3693 | 60 GMT 11,40 Sk | 0,36€ | 2,51€ | 605%

4301 | 500 | T3celkovy | 95008k | 2,97€ | 16,10€ | 442%
3694 | 90 AMS 17,10 Sk | 0,53€ | 3.84€ | 619%

4382 | 600 | VolnyT3 | 114008k | 356€ | 16,10€ | 352%

3695b | 120 | LipazaUV | 22808k | 0,71€ | 4,03€ | 466%

4312 | 800 | Cepeptid | 152,008k | 4,75€ | 32,94€ | 593%

3696 | 90 CK 17,108k | 0,53€ | 460€ | 761%

4313 | 500 | VoInyestriol | 95,00 Sk | 2,97€ | 20,70€ | 597%

3697 | 75 | Penkreaickd oo qi | 0ase | a03€ | 05%
amyliza 318 | 600 | FSH | 1400k | 3.56€ | 16.10€ | 352%
3698 | 70 | LD | 1330Sk | 042€ | 285€ | 586% G
320 | 800 | MG isa0osk| 475€ | 23.00€ | 384%
$pecificky

3699 | 100 GLDH 19008k | 0,59€ | 17,25€ | 2805%

4322 |1000| Kortizol |190,00Sk| 5,94€ | 16,33€ | 175%

3700 | 60 HBD 1,408k | 036€ | 575€ | 1514%

4328 | 850 | Digoxin | 161,50 Sk| 5,05€ | 18,88€ | 274%

w01 | 180 | MOV 3ga0sk| 107€ | 285€ | 167%
esteriza 4330 | 600 |Tyroxinvorny | 114,008k | 3,56€ | 16,10€ | 352%
Kysla Y

3702190 | iz | TPIOSK | 0S3€ 1 5T5€ | 976% 4357 | 700 | Testosteron | 133,008k | 4,16€ | 16,10€ | 287%

3704 | 50 Draslik 9,505k | 030€ | 4,60€ | 1449% 4378 | 600 SHBG | 114,00 Sk| 3,56€ | 26,08€ | 632%
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Cena v Cena Cena | Cenovy Cena v Cena Cena | Cenovy
Kod | Body | Nazov skusky SKK vEuro | vEuro | rozdiel Kod | Body | Nazov skusky SKK vEuro | vEuro | rozdiel
SR | Rakusko | v% SR | Rakusko | v%
4386 | 600 | DHEAS |11400Sk| 3.56€ | 1612€ | 352% Cytokiny
4474 [1500| (IL-1,IL-6, | 285,008k | 8,91€ | 7475€ | 739%
4438 |1100| ACTH  [209,008k | 6,53€ | 36,62€ | 461% 1L-2, a pod)
1440 | 1100 HCb(;Zlfa, 200008k | 653€ | 2300€ | 252% 4477 | 1000 | Homocystein | 190,008k | 5,94€ | 1725€ | 191%
4485 | 2450| Troponin | 465,50k | 14,55€ | 19,55€ | 34%
4471 | 1500 | Parathormon | 285,008k | 8,91€ | 36,80€ | 313%
] _ Imunochemické vySetrenia
4463 [ 1100 TMIO% oo oosk | 6.53€ | 36.80€ | 463%
progesteron 4530 | 240 IeG 45,60 Sk | 1,43€ | 5,52€ | 287%
Tumorové markery
4531 | 240 IgA 45605k | 143€ | 552€ | 287%
4350 | 600 | Ferritin | 114,008k | 3,56€ | 7.77€ | 118%
4532 | 240 IgM 45605k | 143€ | 5526 | 287%
4353 | 900 | CEA  [171,00Sk| 534€ | 14,38€ | 169%
4533 | 240 D | 45608k | 143€ | 2090€ | 1367%
4355 [1500]  Psa | 285005k | 891€ | 13.80€ | 55% —
4352 600 | T | 11400 Sk| 356€ | TLS0€ | 223%
4381 | 600 | Vitamin B12 | 114,00 Sk | 3,56 € | 20,70 € | 481% Lghi uin
“ahké refazce
" i 4534 | 1200 208008k | 7,13€ | 1839€ | 158%
4424 | 900 Amll,l;pf;mte 171008k | 534€ | 1955€ | 266% kapa
Lahké retazce .
w43 1100 TPA 209008k | 653€ | 2530€ | 287% 4535 112001 ) gy | D2BO0SK) TIIE | IB39E ) 158
Q3
4444 |1800| CA125 [342,008k| 10,69€ | 23.90€ | 124% 4536 | M0 | 4560Sk | 143€ | 718€ | 404%
omplement
4445 |1800| CA153  [342,008k| 10,69€ | 23.90€ | 124% 4537 | 240 kompCI:mem 5605k | 1438 | 788 | 404y
4446 |1800 CA199 [342,008k| 10,69€ | 23.90€ | 124% AlfaLanti
4541 300 | 70T 57008k | 178€ | 1086€ | S510%
4447 [1100| CA195 [209008k | 653€ | 2390€ | 266% Alfr;pm:(
a-2-makro- .
4448 | 1100 | CAS0 209,008k | 6,53€ | 23,90€ | 266% 4542 | 600 globulin 14008k 356€ | 1086€ | 205%
Cerulo-
470 [2400 | CAT24 | 456008k | 1425€ | 2390€ | 68% 4543 | 300 | i | SPOOSK | LTBE | H4SSE ) T
4480 2100 | CYFRA21-1 | 399,008k | 1247€ | 2415€ | 94% 4544 | 480 | Haptoglobin | 91,20 Sk | 2.85€ | 16,10€ | 465%
4451 |1800| NSE | 342,008k | 10,69€ | 2530€ | 137% Creaktivy
4548 | 360 | protein | 68,408k | 2,14€ | 23,00€ | 976%
4452 [ 1100 INF  |209,008k| 6,53€ | 3450€ | 428% (CRP)
Rewmatoidny
Markery kostného metabolizmu  iné analyty 4549 | 360 e“;:]f:;‘d“y 6840k | 214€ | 368€ | 72%
4454 | 1200 Osteokalein | 228,008k | 7,13€ | 29.90€ | 320% 1563 | 360 ina]((iilv(ltor 63405k | 204€ | 3289€ | 1439%
25-hydroxy- aoal
4459 | 1100| cholekalci- | 209.00Sk | 6,53€ | 34.50€ | 428% 4566 | 1100 po,lpz'l 209008k | 6.53€ | 1420€ | 118%
ferol ]Ijrotem -
1,25dihydro- 4569 | 1100 mopr)mem 209,00k | 6,53€ | 19.55€ | 199%
4460 |2 100 | xy-cholekalci- | 399,008k | 12,47€ | 17,31€ | 39% (a
ferol 4570 | 1100 | Apoprotein B | 209,008k | 6,53€ | 7,11€ | 9%
Beta-Cros-
4465 | 800 e:]‘iaprs"s 152,008k | 4,75€ | 23,00€ | 384% 4572 | 380 | ASO(ASLO)| 72208k | 226€ | 400€ | 77%
N-termindl- 4575 | 700 | 1eGl | 133,008k | 416€ | 66,86€ | 1509%
ny kostny 0
44630 | 1000\ osenoyy | 190:008K | 3.94€ | 16.68€ | 181% 4576 | 700 | 1gG2 | 133008k | 416€ | 6686€ | 1509%
teclgpep‘id 4577 | 700 | 163 | 133008k | 416€ | 66.86€ | 1509%
romo-
4466 |1 | k| 594€ | 71 1107%
60 | 1000)  ratina | PO00SK| 55 €| 7165 | 110 4578 | 700 | 1gG4 | 133,008k | 416€ | 66,86€ | 1509%
4473 | 1500 Interleukiny | 285,008k | 8,91€ | 7475€ | 739%




Cena v Cena Cena | Cenovy Cena v Cena Cena | Cenovy
Kod | Body | Nazov skusky SKK vEuro | vEuro | rozdiel Kod | Body | Nazov skusky SKK vEuro | vEuro | rozdiel
SR Rakusko | v% SR | Rakusko | v%
4579 | 500 | IgAl | 95,008k | 2.97€ | 3413€ | 1050% Borelia burg:
4789i [ 1200 | dorferiIgG | 228,008k | 7.13€ | 12,03€ | 69%
4580 | 500 IgA2 95005k | 2,97€ | 34,13€ | 1050% alebo IgM
Imunologické Chlamydia
4587a 500 vyéetrenie 95’0051( 2’97€ 11’52€ 288% 4789k 350 pneumonie 66,5051( 2,08€ 22,36€ 976%
HbAlc IA-G-M
Beta2 , Chlamydia
434|900 coelobutin | [THO0 SK{ 5.34€ | 2390€ | 3475 47891 | 400 | pneumonie | 76,00 Sk | 2,38€ | 22,36 € | 841%
P . IeM, IgG
Imunologickeé vySetrenia Chlamydia
4597 [ 1100 | PANCA oo ooskl es3e | 2006 | 348 47890 | 350 | trachomatis | 66,50 Sk | 2,08€ | 19,02€ | 815%
cANCA ' ' ’ IgG, IgM
4598 | 200 | AntidsDNA | 38,00 Sk | 1,19€ | 23,94€ | 1916% Chlamydia
Antiver 4789p | 350 | trachomatis | 66,50 Sk 2,08 € 19,02 € 815%
ntiperi-
1gG, IgM
4599 | 200 | nuklearne | 38,008k | LI9€ | 2072€ | 1645% Aiti—Ci/[V
protilatky 4891 | 450 G 85505k | 267€ | 690€ | 158%
Antimito- AnthMV
4600 | 600 | chondridlne | 114,00 Sk | 3,56 € | 21,23€ | 496% 4891a | 800 . 152,008k | 4,75€ | 690€ | 45%
protilatky £
T 4892 | 1200 | Anti-EBVIgG | 228,00k | 7,13€ | 22.36€ | 214%
Sérologické a virologické vySetrenia
Anti-EBV .
4769 | 300 | antiHIV | 57008k | 1,78€ | 13,80€ | 675% 48922112000y |228008k | T13€ | 2236€ ) 214%
amy | 300 | AMUHAV- L cosk | o1o0e | 16128 | 7asu 4892b | 1200 | Anti-EBVIgA | 228008k | 7.13€ | 2236 € | 214%
1eG ’ ’ ’
T . 4892¢ [ 1750 | Ant-EBNA | 332,50k | 1039€ | 57.50€ | 453%
M 5008k | 2,97€ | 18,40€ | 520% PRTRY
4893 | 1100 209,008k | 6,53€ | 19,55€ | 199%
4777 | 800 | anti-HBcIgM | 152,008k | 4,75€ | 23,00€ | 384% IsG
Anti-HSV .
47780 | 900 |anti HBcIgM | 171,00 Sk | 5,34€ | 23,00€ | 330% 489321500 o ap | 285008k | 891€ | 1955€ ) 120%
4719 | 600 | HbeAg | 11400Sk| 3,56€ | 23.00€ | S46% | | 4895 | 1250 A‘;E;agg“ 237,508k | 742€ | 1955€ | 163%
4780 | 600 | antiHbe | 114,00k | 3,56€ | 23,00€ | 546% 1895 | 1375 Alsit;-u}’salr;t\ztls wissk| sice | 1055¢€ | 1309
4781 | 500 | HbsAg | 95008k | 2,97€ | 9.43€ | 218%
4898 | 1500 T°"°§1.af“(’}a 285,008k | 891€ | 13,80€ | 55%
4784 | 450 | AntiHCV | 85,50 Sk | 2,67€ | 18,40€ | 589% gondi 1g
Anti 4898 | 1900 | PN | 3o s | r1os€ | 1s40€ | 63
4423 | 900 | 171,008k | 5,34€ | 25,07€ | 369% gondii IgM
kardiolipin
Helicobacter
4789d | 250 ylod 4750k | 148€ | 2404€ | 1520%
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NEDOSTUPNA DOSTUPNOST

LEPEJ JAN'> LEPEJOVA KATARINA?

"Institat nuklearnej a molekularnej mediciny Kosice
ZRoche Slovensko, s.r.o., Bratislava
3Vysoka Skola zdravotnictva a socialnej prace
sv. Alzbety n.o. - Bratislava

UvVOD

Uvodom nasho ¢lanku sa ospravedliiujeme vsetkym kole-
gom, ktorych sa nasledujuce riadky mozu akymkolvek sposo-
bom dotknut. Nie sme spoluautormi sucasnej, ani obhajcami
predchadzajucej reformy zdravotnictva a nami prezentované
nazory sa snazia vychadzat len z analyzy verejne dostupnych
informacii a vSeobecne znamych faktov. Pokusime sa upozor-
nit na niektoré suvislosti, ktoré nie su jednoznacne definova-
né v zakonnej norme a taktiez neboli prezentované v médiach.
Cielom je poukazat na problematiku dostupnosti zdravotnej
starostlivosti z pohladu laboratornej diagnostiky.

Preco je téma taka aktualna?

Reforma zdravotnictva je kontinualny proces vyvolany
tlakom zvySujucich sa nakladov a limitovanych zdrojov.
Z vel'kého poCtu modelov financovania zdravotnej starost-
livosti pouzivanych vo svete, ani jeden nie je taky uspesny,
aby sa stal univerzalny, alebo vS§eobecne odporucany ako
najvhodnejsi. Preto sa v jednotlivych §tatoch (aj v samot-
nej EU) uplatiiuju modely, ktoré vyhovuju naturelu a typu
vlady.

V sucasnosti zdravotnictvo na Slovensku vchadza do
svojej dalSej etapy, priCom so zmenou orientacie vlady na-
lavo od stredu by tato mala byt zamerana na zlepSenie pod-
mienok pre SirSie skupiny obyvatelstva. Aj ked prvé opat-
renie, ako zrusenie poplatkov (20,- a 50,- Sk), na ktoré si
uZ pacienti zvykli, viedlo k uspore €asti osobnych nakladov
pacientov a k zvySeniu nakladov z verejnych zdrojov, je taz-
ké odhadnut, ¢i navrhované zmeny v sieti zdravotnickych
zariadeni nebudu pre niektorych pacientov znamenat pod-
statne hlbsie siahnutie do vrecka.

Od februara 2007 bol predloZeny na verejnu diskusiu
novy navrh Nariadenia Vlady SR, ktorym sa meni a dopl-
na nariadenie vlady Slovenskej republiky ¢.751/2004 Z.z.
o verejnej minimalnej sieti poskytovatelov zdravotnej sta-
rostlivosti [1]. Uéinnost Nariadenia vlady bola planovana
od 15.9.2007, neskor posunuta na 15.10.2007. Konec¢na
verzia sa dostala do parlamentu koncom oktébra a po jej
schvaleni 24.10.2007 bude platit od 15.11.2007. Siroka
diskusia v masmédiach sa tocila okolo dvoch zakladnych
pojmov - siet a dostupnost zdravotnej starostlivosti (ZS).
Zial, poukazovala len na tizky segment problematiky z po-
hladu nemocnic a inych 16zkovych zariadeni a ako obvykle,
upozornenia na skuto¢né problémy, ktoré vyplyvaju z ,do-
stupnosti ¢i nedostupnosti“ na urovni spolo¢nych vysetrova-
cich zloziek a hlavne laboratornej diagnostiky, ,,unikli“ po-
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zornosti straZzcov informovanosti verejnosti a do masmédii
sa nedostali.

Existuje objektivna definicia dostupnosti
zdravotnej starostlivosti?

Dostupnost ZS je len relativny pojem, ktorého vyklad
podliecha modnym vplyvom politickej argumentacie. Ani
pred rokom 1989 socialisticky pojem vSeobecnej a rovnej
dostupnosti ZS sa v praxi neuplatioval. Dostupnost bolo
mozné chapat nie ako teritoridlnu (vzdialenost do najbliz-
Sej nemocnice), ale ako rovnu prilezitost v pristupe k zdra-
votnej starostlivosti pre vSetkych obcanov. Vplyvom uplat-
novania znamosti a Sedej ekonomiky realne neexistovala.

Odchod od principov rovnostarstva a realneho socializ-
mu po roku 1989 si vynutil aj zmenu definicie. V materiali,
ktory v roku 2000 daval do vlady byvaly minister zdravotnic-
tva SR Kovac sa uvadza: ,sief zdravotnickych zariadeni je
definovana sustavou Statnych a nestatnych zdravotnickych
zariadeni (ZDZ), ktoré su usporiadané v takom pocte a v
takej distribucii, ktora vytvara podmienky pre zabezpecenie
Statom garantovanej zdravotnej starostlivosti. Zakladnou
funkciou siete ZDZ je zabezpecit dostupnost jednotlivych
druhov zdravotnej starostlivosti“ [2]. Tvorba siete je kon-
tinualny proces, ktory ovplyviuju viaceré faktory, najma:
demograficky vyvoj, geografické podmienky, epidemiologia
chordb, rozvoj mediciny a financné zdroje v systéme zdra-
votnej starostlivosti. V predchadzajucej legislativnej norme
z dielne ministra zdravotnictva SR Zajaca [3] bol defino-
vany pojem efektivna dostupnost. Tento termin znamenal,
ze pacient dostane sluzby pozadovanej kvality v rozsahu a
Case tak, aby nedoSlo k zdvaZznému ohrozeniu jeho Zivota
alebo zhorSenia zdravotného stavu. Jednym z mala kritérii
na posudenie dostupnosti nemocnice (ktoré boli v minulos-
ti diskutované) bolo maximalne 30 minatové trvanie cesty
sanitkou do ZDZ z akéhokolvek sidla v krajine. Vyznamné
zmeny vo vlastnictve zdravotnickych zariadeni za ostatnych
8 rokov vyrazne zmenili situaciu na Slovensku. Suc¢asna vla-
da, uz spomenutou legislativnou upravou [1] v minimalnej
sieti, (ktorej definicia pochadza z roku 2004)[3] urcuje,
s ktorymi zdravotnickymi zariadeniami zdravotné poistovne
musia uzavriet zmluvy o poskytovani zdravotnickej starostli-
vosti. Nazory na ich pocet sa v priebehu roku 2007 menili
a po schvaleni parlamentom tam zostali len vSetky 16zkové
zariadenia a Specializované ustavy v posobnosti Statu (pria-
mo riadené MZ SR alebo §tatne a.s.) - pozri obr. €. 1 a-c.
O razantnosti reformy zdravotnictva sved¢i aj pokles poc-
tu 16Zok v nemocniciach (pozri tabulka €. 1.) z pdvodnych
50895 na 32334 v roku 2005. Trend v redukcii akutnych
16Zok (ako relativne drahej forme ustavnej starostlivosti)
je celoeurdpsky, priCom sa odporuca 5 akutnych a 2 chro-
nické 16zka na 1000 obyvatelov. Zda sa, Ze k tymto Cislam
na Slovensku postupne smerujeme. Ziadna zakonna uprava
nedefinuje podmienky siete laboratorii.




A) Stav v roku 2000.
Legenda: O bledomodro oznacené st neStatne ZDZ (r6zne formy nestatneho vlastnictva - s.r.o./n.o.
v sikromnych rukach aj v majetku miest a obci) nie st zobrazené kupele a hospice, Cervené su Statne ZDZ.
Kruzok oznacuje nemocnice a l Stvorec $§pecializované ustavy.

B) Navrh minimalnej siete 16zkovych ZDZ a Specializovanych ustavov - september 2007.
Legenda: Zlto O oznacené su zariadenia mimo povodne na vrhovanu minimalnu sief. Hnedo B oznacené institucie,
boli zriadené (najCastejSie vyClenenim z velkych nemocnic) do roku 2007. Tieto boli spolu so svetlomodrymi neStatnymi
a Cervenymi Statnymi ZDZ v povodne navrhovanej minimalnej siete.

16 x

C) Definitivna verzia minimalnej siete 10zkovych zariadeni platna od 15.11.2007 zahtna ,spadové® §tatne nemocnice, psy-
chiatrické ustavy a iné Specializované ustavy v posobnosti Statu - Cervené znacky. ZIté su oznacené nestatne ZDZ mimo

minimalnu siet.

Obr. 1. Zmeny v pocte a zaradeni l6zkovych zdravotnickych zariadeni a ustavov v SR.
Zdroje: Atlas krajiny 2000, Navrh nariadenia vlady 2007
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Tab.1. Zmeny v pocte lozok vo vybranych rokoch. Udaj z roku
1989 plati pre vSetky nemocnic¢né lozka, ostatné udaje len

pre akutne
Parameter/roky 1989 1998 2005
Pocet lozok v nemocniciach 50 897 45890 32334
Poce aki ..
ocet alfutnych 10zok/1000 9.5 8.5 60
obyvatelov
Trend poklesu - pocet lozok/rok -556 -1937

Zdroje: Navrhy do zasadania Vlady SR (2000 - Kovac)

Su existujuce Statistické ukazovatele postacujice
na hodnotenie dostupnosti?

Siet ZDZ a teda aj dostupnost ZS vyzaduje kontinual-
nu kontrolu - vyhodnocovanie a korekcie na zaklade sta-
novenych indikatorov, ktoré su Specifické pre jednotlivé
druhy poskytovanej starostlivosti. Patri sem pocet vysetre-
nych v ambulantnej starostlivosti, pocet hospitalizovanych
v ustavnej starostlivosti, priemerny oSetrovaci Cas, pocet
16zok na 1000 obyvatelov a i. Niektoré in¢ uzito¢né uda-
je nie su k dispozicii, alebo sa ziskavaju len velmi tazko.
Hladanie udajov za iné krajiny, s ktorymi by sme sa mohli
porovnavat je vel'mi zlozité. Medzi takéto indikatory, ktoré
by pomohli hodnotif dostupnost zdravotnej starostlivosti,
by mohol patrit relativny pocet vybranych vykonov, prepoci-
tany na pocet obyvatelov v regione. Pokusili sme sa vykonat
takéto hodnotenie dostupnosti scintigrafie skeletu, ktora
ma byt podla Standardnych postupov vykonana u pacien-
tov s najcastejSimi onkologickymi diagnozami (C50 a C60).
Na obrazku €. 2 je hodnotenie tohto parametra za rok 2001
v Banskobystrickom kraji.

10-39  40-79  80-99

Pretoze vyskyt uvedenych nadorov (karcinom prsnika
a prostaty) v populacii nie je vel'mi geograficky rozdielny,
mozno predpokladat priblizne rovnaké poCty indikacii scin-
tigrafie kosti v prepocte na pocet obyvatelov. Nami zistené
rozdiely medzi jednotlivymi okresmi (obrazok ¢.2.) su pre-
kvapujuco velké. Zistili sme aj tesnu zavislost na vzdialenos-
ti bydliska pacientov do miesta, kde sa vySetrenie vykonava.
Predpokladame, Ze brzdou vo vyuZivani niektorych centrali-
zovanych sluzieb bola zla finan¢na situacia zdravotnickych
zariadeni a snahy o uspory za prevozy pacientov. Vzhla-
dom na skutoCnost, Ze pacienti dochadzaju na vySetrenie
najCastejSie ambulantne, ¢o zvySuje naklady na cestovné,
vySetrenia su odmietané alebo menej indikované. V naSom
pripade situaciu komplikuje aj to, Ze okresy v dolnej Casti
tabul'ky maju najvyssiu nezamestnanost v state. Da sa kon-
Statovat, Ze kvalita (a najmé dostupnost) zdravotnej starost-
livosti v tychto okresoch je niZsia ako v centre. V okresoch,
ktorych udaj je nad korela¢nou krivkou je situacia lepSia

Graf 1. Zavislost poétu vySetreni na 100 000 obyvatelov
v okresoch na vzdialenosti od centra - (Banska Bystrica) miesta
vykonu vySetrenia - scintigrafie skeletu - hodnotenie dostupnosti.
Zdroje: Vlastny vyskum autora

BB - B. Bystrica 149
ZV — Zvolen 115

LC — Lucenec 92

BR - Brezno 89

ZH — Ziar / Hronom 89
VK - Velky Krtis 77
BS - B. Stiavnica 76
DT - Detva 70

KA — Krupina 48

ZC - Zarnovica 43
PT - Poltar 34

RS - R. Sobota 32
RA - Revlca 22

Pocet vySetreni skeletu /100.000 obyvatefov

Obr. 2. Relativne pocty scintigrafie skeletu na 100 000 obyvatelov u pacientov s bydliskom
v jednotlivych okresoch Banskobystrického kraja nekoreSponduju s vyskytom diagnoz C50 a C60
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ako v tych, ktoré su pod krivkou (graf ¢. 1). Takato analyza
je mozna, len ak vylu¢ime moznost, Ze vyznamna Cast pa-
cientov bola vySetrena v inych zdravotnickych zariadeniach
(mimo centrum). Tam, kde v rovnakom regione na ,trhu®
posobia viaceré subjekty (napriklad v okresoch s rovnakou
vzdialenostou od dvoch centier), mozZe takéto hodnotenie,
vyjadrené pre jedno pracovisko, odrazat efekty vplyvu kvali-
ty, ale aj roznych ,,marketingovych stratégii“. Len centralne
posudenie vsetkych udajov mdze pomodct hodnotit dostup-
nost daného vysetrenia pre sledovany region.

Priklad poukazuje aj na nevyvazenost vzfahu centra-
lizacie a decentralizacie zdravotnickej sluzby. PriliSna
centralizicia zhorSuje dostupnost v okrajovych okresoch.
Z pohladu pravicového ekonoma v uvedenych okresoch je
nedostatoéne ,saturovany trh“ pre danu sluzbu a vznika
priestor pre investovanie do zriadenia nového zdravotnic-
keho zariadenia.

Ak by niekto tvrdil, Ze pocCty v periférii su dostatocné
a v centre prili§ vysoké, sta¢i porovnanie so zahrani¢im.
Pocet vsetkych scintigrafickych vySetreni prepocitanych na
100 000 obyvatelov bol v Ceskej republike 2271 a na Slo-
vensku 666 (Co predstavuje len 21 % dostupnosti tohto typu
vySetreni u nas!).

Uloha zdravotnych poistovni a problém dostupnosti labora-
tornej diagnostiky

Ako konstatuje sprava Uradu pre dohlad nad zdravot-
nou starostlivostou (UDZS) z roku 2007[4]: , Kritérid pre
uzatvdranie zmhiv medzi zdravotnou poistoviiou a poskytova-
telmi boli ramcové a proces ich hodnotenia v siicasnej podobe
neumoznoval uplne transparentnii sutaZz poskytovatelov, bez
whicenia subjektivnych faktorov®. Aj ked zakladnou ulohou
zdravotnych poistovni by malo byt zabezpecovanie dostup-
nosti zdravotnej starostlivosti, Zial, nemame informacie, Ze
by sa zaoberali podobnymi analyzami, ako sme uviedli v pri-
klade. Ur¢ite by to bolo uzitoénejsie, ako bezne vykonavané
extenzivne posudzovanie poctu vySetreni na poskytovatela
- laboratérium. Ziskané vysledky obvykle skiznu do konsta-
tovania (,,ma viac ako priemer“), ¢o vyvolava uplatnovanie
limitov na vykony zo strany ZP. Tento vyslovne nespravod-
livy pristup (laboratérium nemoze aktivne zniZzovat pocet
stanoveni), je prejavom zlyhania regulacnej funkcie ZP.
Kontrola uplatiiovania principov mediciny zaloZenej na do-
kazoch, orientacia na obmedzovanie nekvalitnej a neefek-
tivne indikovanej diagnostiky na zakladne analyzy situacie
by mali byt vyznamnymi metdédami, ako zlepsit efektivitu a
dostupnost diagnostiky.

V laboratornej praxi je nedostupnost vyvolana aj ne-
spravnym ohodnotenim vykonov. Na tento problém sme upo-
zornili uZ v minulosti a v roku 2000 [5] sme navrhli systém
na ich ocenovanie. Vagne bodové hodnoty vykonov nie su
v diagnostike aktualizované priebeZne. Naproti tomu v ostat-
nych segmentoch (lieky, ambulantna a istavna starostlivost
je ocenovanie pravidelne upravované. Postupne doslo k si-
tuacii, ze preplacana bodova hodnota za niektoré vykony je
hlboko pod cenou priamych nakladov za spotrebované rea-
gencie a vykony sa stavaju ,nelukrativne®. PretoZe nemame
realnu cenu za vykon (tak ako za lieky), neexistuje legislativ-
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na moznost ako posobit na ZP a uplatnit zakon o cenach,
ktory podobné praktiky zakazuje [6]. Sucasny stav nesys-
témovo podhodnotenych vykonov vyhovuje nielen ZP, ale
aj niektorym pracoviskam. Niektoré laboratoria preferuju
vykonavanie len tych vySetreni, ktoré su ,lepSie ocenené®.
Tym, Ze limity napifiaju len ,,ziskovymi vykonmi*, ponukaju
ZP dumpingové zniZenie hodnoty bodu, aby sa vyhli limi-
tom. Vyhoda, ktoru ziskaju v konkurencii s inymi labora-
toriami vedie k zhorSovaniu situacie pre serioznych posky-
tovatelov. Moznost vytvarat zisk takymto sposobom (a aj
na ukor inych) viedla k vzniku vys§ieho poctu laboratorii,
ako bola skuto¢na potreba, a k naslednej vojne laboratorii.
Nenasytnost v nasytenom trhu asi 120 laboratorii zhorsuje
vztahy a sposobuje nedostupnost informacii. Obetami su tie
zdravotnicke zariadenia, ktoré musia vykonavat vsetky po-
zadované vySetrenia a nemaju moznost vykonavat ziadnu,
viac ¢i menej, legalnu formu obchodnej politiky. Pokles poc¢-
tu vySetreni a vykonavanie zvySnych nelukrativnych vyko-
nov zvySuje ich straty. Vysledkom je, Ze stratové vykony sa
vykonavaju zriedka, aj ked’ s vel'mi potrebné a len v niekto-
rych koncovych nemocniciach. Stratové vykony sa stavaju
nedostupnymi, pretoZe nie si vykonavané v regionalnych
laboratoriach.

V zozname vykonov nie su zaradené niektoré uzito¢né
diagnostické parametre zname viac ako 10 rokov. Napriek
tomu, Ze su sucastou medzinarodne platnych diagnostic-
kych algoritmov, nemdzu byt preplacané cez ZP. Parametre
ako napriklad S-100 [7], NT-proBNP a iné sa u nas vykona-
vaju len ako sucast vyskumnych uloh - financované z inych
zdrojov alebo ako iniciativa laboratorii.

Naopak, zdravotné poistovne vyzaduju nepotrebnu do-
stupnost - znizuju hodnotu bodu laboratoriam, ktoré nevy-
konavaju ustavnu pohotovost, aj ked sa jedna o poliklinické
pracoviska, ktoré zabezpecuju regiony bez nocnych pohoto-
vostnych sluzieb.

Na zaver tejto casti konstatovanie UDZS [4]: V roku
2006 ZP vynaloZzili na svoju spravu 5,3 mld. Sk, ¢o pred-
stavovalo 6,2 % z celkovych vydavkov (zakon stanovoval 4 %
a v oktébri 2007 odsuhlasil parlament zniZenie na 3,5 %).
ZP vykazali kladny hospodarsky vysledok (zisk) 1,2 mld. Sk
a ich zavdzky voci poskytovatelom (dlh zdravotnickym za-
riadeniam) narastli o 2,3 mld. Sk, pricom ku koncu roku
2006 predstavovali celkove 9,9 mld. Sk.

Dostupnost a vydavky na zdravotnu starostlivost.

Z tabulky €. 2 - udaje zo Statistiky WHO [8] - vyplyva
charakteristicka Crta zdravotnictva: vydavky na jedného oby-
vatela stale rasti (prakticky vo vSetkych krajinach). Pomer
verejnych a sukromnych zdrojov, vydavky do zdravotnictva,
ako % z HDP, sa medzi §tatmi vyznamne liSia a zavisia od
statnej zdravotnej politiky. Odhadovana dnlzka Zivota je
podmienend mnohymi faktormi pricom vplyv finanénych
zdrojov na tento indikator zdravia nie je zasadny.
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Tab.2. Vyvoj vydavkov do ZS v USD na obyvatela, % z HDP, %
sukromnych vydavkov v roku 2003 (PRIVAT), pocet lozok
v nemocniciach na 1000 obyvatelov (2003 alebo 2004) a od-
hadovana dizka zivota (LE) v roku 2004 vo vybranych sta-

toch.
Stat/ I-fDZP :’/ﬁ- Loz | LE
| 2000 | 2000|2002 (2003 | © % k100 | Moz
2003 | 2003 | O | W
USA | 4588 | 4934 | 5324 | 5711 | 15.2% | 5s4% | 33 | 78

Dansko | 2381 | 2556 | 2654 | 3762 | 9,0% | 17,0% 4,0 78

Japon-

1971 | 2092 | 2139 | 2244 | 7.9%
sko

190% | 129 82

Ceska
repub- | 962 | 1065 | 1186 | 1302 | 7,5%
lika

10,0% 8,5 76

Madar-

857 | 875 | 1115 | 1269 | 8,4%
sko

27,6% 78 73

Sloven- 597 | 641 | 716 | 777 | 59% | 1,7% | 7.0 74

sko

Polsko | 587 | 646 | 732 | 745 | 6,5% | 30,1% 55 75

Cina 192 | 212 | 247 | 278 | 5.6% | 63,8% 23 2

Zdroj: Statistiky WHO

Pre horsiu dostupnost zdravotnej starostlivosti z dovodu
restriktivnej finanénej politiky hovori vyrazne zaostavanie
SR za krajinami V4. Tyka sa hlavne zakladného indikatora,
ktorym je podiel nominalnych zdrojov financovania zdra-
votnictva na HDP (% z HDP). Ak porovname udaje Sloven-
ska, su vydavky na obyvatela porovnatelné skor s Polskom
ako s Ceskou republikou, aj ked % z HDP sa skor blizime
k Cine! Ceska republika, ktora ma % z HDP blizsie k Japon-
sku, ako ku nam, ma vydavky na jedného obyvatela o 68 %
vysSie ako su na Slovensku.

Podla udajov UDZS [3] v roku 2006 % z HDP do zdra-
votnictva bolo uz 6,2 %, ale v porovnani s rokom 2005 bol
zaznamenany dokonca pokles o 0,3 %. Je to paradox, pre-
toze vtedy sme dosiahli najvyssi (8,3 %) medziro¢ny narast
HDP od roku 1989. Tento fakt sa odzrkadlil aj na vysledku
parlamentnych volieb. Prili§ razantna reforma v zdravotnic-
tve sa prejavila odchodom slovenskych zdravotnikov za pra-
cou do CR a inych §tatoch EU.

U nas postupne dochadza k vzostupu podielu sukrom-
nych vydavkov do zdravotnictva. Ked v roku 2003 s 11,7 %
sme boli porovnatelni s CR, z roku 2005 na 2006 tento
pomer stupol z 16,3 % na 19,4 %, ¢o je viac ako bolo v roku
2003 v Japonsku. Udaje o sukromnych vydavkoch nezahi-
naju vyvolané naklady na strane pacienta, sposobené rela-
tivnou nedostupnostou ZDZ (napriklad: cestovné naklady).
Pri ceste za Specidlnym vySetrenim, ktoré sa vykonava len
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v Bratislave, ob¢an z KoSic zaplati ako priplatok za indiko-
vany prevoz sanitkou 960,- Sk.

Dostupnost a kvalita zdravotnej starostlivosti v laboratornej
diagnostike

Musime zial konStatovat, Ze fyzicka dostupnost zdravot-
nickej sluzby NEMUSI znamenat realnu dostupnost, preto-
ze existuju vel'ké teritorialne rozdiely v KVALITE poskytova-
nych sluzieb. Tieto s podmienené: malym poctom vykonov
na ziskanie pozadovanych skusenosti (plati len pre cast
laboratornej diagnostiky), mensou moznostou spoluprace
a horSou dostupnostou informacii, mensom konkurenénom
tlaku na pracovnikov, hor§ich mozZnostiach investicii a na-
sledne pomalSej vymene techniky a preto jej relativnom za-
staravani. Teoreticky vel'ké centralizované a konsolidované
laboratoria maju vyhodu. AvSak geografické podmienky
zhorsuju transport materialu a tak stupaju problémy v prea-
nalytike. Potreba vytvarania satelitnych laboratorii sa ukazu-
je ako schodna cesta, avsak zlozité vlastnicke vztahy, ktoré
vznikli za ostatnych 8 rokov, tento proces neulahcia (vid aj
dalsia kapitola).

Aké su dosledky neunosnych rozdielov v kvalite labora-
torii? Nekvalitné (sporné) vysledky sa musia rieSit na inom
mieste, Co v dosledku sposobuje zvySenie nakladov a zata-
Zuje systém opakovanim testov. To sekundarne vedie k pre-
dizeniu ¢akacej doby, rozptyluji sa zdroje, zniZuje sa efek-
tivita ich vyuzitia a zhorSuje sa stav pacienta. Mimo oblast
laboratornej mediciny si Cast pacientov voli lepSie centra
(mimo ich spadovu oblast) a tak stupaju vyvolané vydavky
obyvatelstvo na dopravu so sukromnych zdrojov.

Kam smerujeme v dostupnosti laboratornej diagnostiky?

Situacia je taka, Ze v navrhu minimalnej siete je 34 Stat-
nych zdravotnickych zariadeni, ktoré zostali po viac ako 8
rokoch privatizacie.

11 ONema LAB
@ Statne LAB

O Nestitne LAB
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Graf 3. Podiel statnach a nestatnach laboratorii v schvalenej
minimalnej sieti 34 Statnych zdravotnickych zariadeni

Z nich 11 nema Ziadne laboratorium, pretoze si ho
zatial nevybudovali, alebo vzorky (maly pocet vzoriek
z psychiatrie) posielaju do inych laboratorii (prevazne pri-
vatnych). Zostavajucich 23 nemocnic a ustavov ma labora-
téria. Sucastou nemocnice (teda Statnych) je 65 % labora-
torii a odstatnenych - obvykle s.r.o. alebo a.s. posobiacich
v areali Statnych nemocnic je 35 % laboratorii. Tieto ovlada-
ju obvykle zname finan¢né skupiny. Na Slovensku pdsobi




okrem laboratorii, ktoré su sucastou nestatnych nemocnic
a aj vel'ky pocet poliklinickych laboratorii (ako a.s. alebo
s.r.0.). Nemame k dispozicii presnu Statistiku, ale z pribliz-
ne 120 laboratérii je len 15 Statnych. Urcite cielom jednych
aj druhych je poskytovat ¢o najlepSie sluzby. Ako sa tieto
vztahy buda dalej vyvijat je tazké predpovedat, pretoZe to
zavisi od viacerych premennych.

Ciel' znovunavratenia kladného hospodarskeho vysled-
ku ZP do systému zdravotnictva je plne pochopitel'ny, naj-
maé preto, lebo maju nesplatené zavazky voc¢i poskytovate-
Tom vo vyske 9,9 mld. SK, ktor¢ stale rastd. Pritom uz dnes
niektoré sukromné ZP, ale aj cely komplex poskytovatelov,
je sucastou niekolkych finanénych skupin. Preferovanie
uzatvarania vyhodnejSich zmluv a iné nepriame formy budu
viest k hromadeniu majetku v tychto spolo¢nostiach. Ak
ponuknu vysSiu kvalitu (alebo lepsi imidz) s poziadavkou
pripoistenia a budu budovat nové zdravotnicke zariadenia,
mozZeme ocCakavat postupny vznik dualneho modelu zdra-
votnictva: sukromné s pripoistenim (vysoky podiel privat-
nych zdrojov) a §tatne odkazané prevazne na limitované ve-
rejné zdroje. Prerozdelovanie sa da obist a so zmenou vlady
aj zrusit. Cast nemocnic, ktoré nie su v sieti, zanikne, ast
bude prezivat na roznom stupni kvality a Cast sa transfor-
muje na zariadenia s ambiciou zisku. Ten si v buducnosti
dokazu zaistit, len ak dobre zaplatia kvalitny personal - teo-
reticky na to budu mat lepSie moznosti. Odchod kvalitnych
pracovnikov (nielen do zahranicia a do privatnej ambulant-
nej starostlivosti, ale aj do sukromnych nemocnic), zhorsuje
situaciu a sposobi, Ze Statne nemocnice (s niz§imi platmi)
a trvalym poklesom zdrojov (nakladovejsi poistenci) budu
dalej stracat na kvalite, ¢im vyrazne klesne vplyv principu
solidarity. Hrozi vznik dvoch rozdielnych typov kvality. Vy-
sokej - dobre zaplatenej a tej ostatne;j.

Zaver, alebo ako zdostupnit dostupnost?

Predchadzajuci relativne pesimisticky pohlad sa moz-
no nenaplni, alebo len oddiali, ak sa ¢o najskor v oblasti
laboratérnej diagnostiky uplatnia niektoré z nasledujucich
opatreni.

1) Zavedie sa systém ocenovania vykonov v realnych ce-

nach tak, ako to je u liekov.

2)Zavadzané budu nové vykony s diagnostickym a te-

rapeutickym dopadom a vyradované tie, ktoré su ob-
solentné - inStitucionalne spravovany zoznam zdra-
votnickych vykonov s jeho pravidelnou, aktualizaciou
minimalne raz ro¢ne.
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3)Zavedie sa povinna ucast v systémoch internej a ex-

ternej kontroly kvality

4)Vyrovnaju sa prijmy zdravotnickeho personalu medzi

jednotlivymi typmi poskytovatelov.

Existuju iste viaceré problémy, ktoré su dobre zname
(Ien na niektoré sme poukazali) a ktorych rieSenie by po-
mohlo zlepsit dostupnost zdravotnej starostlivosti. Zabud-
nite, tak skoro to nehrozi. Ak by bol zaujem na strane tych,
ktori m6zu zmenit stav veci, tak by to urobili. Dennodenna
realita nas vSak presviedCa, Ze takyto zaujem nemaju, preto-
ze ich ciele su iné, nez tie, ktoré deklaruju.
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ULOHA LABORATORIA
V NEFROLOGICKEJ DIAGNOSTIKE Z POHI ADU
PRAKTICKEHO LEKARA

DERZSIOVA KATARINA, MYDLIK MIROSLAV

Nefrologicka Klinika Lekarskej fakulty UPJS
a Logman a.s., KoSice

SUHRN

Funk¢né vySetrenie obliciek je suhrn neinvazivnych vyset-
reni obliciek, ktoré su potrebné pre vcasnu diagnozu, diferen-
cialnu diagnozu, primerani liecbu a urcenie prognézy cho-
roby obliciek. Na zabezpeceni funkc¢ného vySetrenia obliciek
sa podiela prakticky lekar pre dospelych, klinicky biochemik,
internista, nefrolog a ini odborni lekari. V pripade potreby je
funkéné vysetrenie obliciek véetne sonografického vysetrenia
doplnené niektorymi invazivnymi vySetreniami, najma radi-
odiagnostickymi, urologickymi a histologickymi.

KIucové slova: Proteiniria, Hematiria, Glomerulova fil-
tracia, Tubularne funkcie obliciek, Kvantitativna bakteritria

SUMMARY

Renal functional investigation is the non invasive renal
investigation which is needed for the early diagnosis, differen-
tial diagnosis, adequate therapy, and for the determination of
prognosis of kidney diseases. Renal functional investigation is
organized by general practitioner for adults, clinical biochem-
ist, internist, nephrologist and by other doctors of medicine.
If it is necessary renal functional investigation inclusively ul-
trasonic investigation is supplemented by some renal invasive
investigations, especially by radiodiagnostic, urological and
histological methods.

Key words: Proteinuria, Haematuria, Glomerular filtra-
tion, Renal tubular functions, Quantitative bacteriuria

Funkéné vysetrenie obliCiek je neoddelitelnou sucastou
kazdého nefrologického vySetrenia, ktoré zabezpecuje ne-
frologické laboratorium alebo laboratorium oddelenia kli-
nickej biochémie.

Funkéné vySetrenie obliciek umoznuje (1,2):

a) posudit redukciu glomerulovej filtraénej plochy

b) posudit aktivitu choroby obliciek

¢) prispiet k diagnoze a progndze choroby obliciek

Funk¢né vysetrenie obliCiek tvoria nasledujice vySetrenia:
1) kvantitativna proteinuria

2) kvantitativne vySetrenie mocového sedimentu

3) glomerulova filtracia

4)tubularna resorpcia vody

5)vysetrenie koncentracnej schopnosti obli¢iek
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6)vysetrenie zriedovacej schopnosti obli¢iek
7)iné vySetrenie
8) separované funkéné vySetrenie obliCiek

1. KVANTITATIVNA PROTEINURIA

Pri kvantitativnom vySetreni proteinuriu rozdelujeme
na tzv. fyziologicku, ktora sa vyskytuje u zdravych jedincov
a je v rozmedzi od 50-150mg/24h, na malu proteintriu
<2g/24h, ktora je charakteristickd pre rozne nefropatie,
najma tubulointersticialne nefropatie, glomerulonefritidy a
iné glomerulopatie a na velku proteinuriu >3,5g/h, ktora
je charakteristicka pre nefroticky syndrom roznej etiologie
(1-3). Denné vylucovanie bielkovin do mocu je véacSie cez
den ako v noci. Hemodynamické zmeny mozu zvysit exkré-
ciu bielkovin do moc¢u, napr. zmeny krvného tlaku, srdcova
nedostato¢nost, objemové zmeny, okrem toho zvySeny pri-
jem zivocisnych bielkovin v potrave, svalova namaha, chlad,
zvysenie telesnej teploty. Fyziologicka proteintria je tvore-
na z plazmatickych bielkovin, bielkovin tvorenych v oblic-
kach (napr. Tamm-Horsfallov glykoprotein) a z bielkovin
extrarenalnych mocovych ciest (napr. IgA). Tato fyziolo-
gicku proteinuriu nie je mozné dokazat beznymi rutinnymi
metddami: kyselinou sulfosalicylovou alebo indikatorovymi
papierikmi. Patologicka proteinuria je > 150 mg/24 h, ktora
je prejavom oblickovych a systémovych chordob (1-6).
Pre v¢asnu diagnostiku ma vel'ky vyznam zistit uz prvé
zmeny vo vylucovani plazmatickych bielkovin do mocu.
Prvym prejavom diabetickej nefropatie je mikroalbuminu-
ria, ktora je v rozmedzi od 30-300mg/24 h (fyziologicka je
10-30mg). Na kvantitativne stanovenie mikroalbuminurie
sa pouziva turbidimetrickd, nefelometricka a radioimunolo-
gicka metdda.
PodTa pri¢iny vzniku proteintriu delime na: a) prerenal-
nu; b) glomerulovu (selektivnu a neselektivnu); ¢) tubular-
nu; d) zmieSanu; e) postrenalnu.
a) Prerendlna proteindria sa vyskytuje pri akutnych
zapalovych a nekrotizujucich chorobach. Je cha-
rakterizovana zvySenym vyluCovanim napr. o
glykoproteinu, orosomukoidu, Bence-Jonesovej biel-
koviny, hemoglobinu a myoglobinu, v désledku ich
zvySenej koncentracie v plazme.
b) Glomerulova proteinuria vznika v dosledku zvySené-
ho prieniku bielkovinovych molekul z plazmy (m.h.>
50 000) cez glomerulovu membranu do mocu
ba) Selektivna glomerulova proteinuria je charak-
terizovana vyluCovanim albuminu, transferinu
a v nepatrnom mnoZstve nizkomolekulovych
globulinov do mocu

bb) Neselektivna glomerulova proteintria je charak-
terizovana zvySenym vylucovanim albuminu,
transferinu a globulinov s roznou molekulovou
hmotnostou do mocu

Na posudenie typu glomerulovej proteinurie je potrebné
vysetrit kvantitativne vylucovanie jednotlivych bielkovin do
mocu, ako aj ich koncentraciu v sére (radialnou imunodi-
fuziou, turbidimetrickou alebo nefelometrickou metodou),




vypocitat klirens jednotlivych bielkovin a index selektivity
glomerulovej proteintrie.

Index selektivity glomerulovej proteinurie (IS) vyjadruje
pomer klirensovych hodnot IgG a transferinu (resp.albumi-
nu).

a) Ak IS < 0,1 ide o selektivnu glomerulovu proteinu-
riu, ktora sa vyskytuje napr. pri chronickej intrakapi-
larnej glomerulonefritide s nefrotickym syndrémom
a nalezom ,,malych abnormalit“, pri nahlom zlyhani
obli¢iek sposobenom akutnou intrakapilarnou proli-
ferativnou glomerulonefritidou (3, 7).

b) Ak 0,1 <IS <0,3 ide o zmieSanu glomerulovu prote-
inuriu napr. pri chronickej renalnej insuficiencii roz-
neho povodu (GF v rozmedi 0,5 - 1,0 ml/s/ 1,73 m?,
3. stadium), (Tab. 3).

¢) Ak IS > 0,3 ide o neselektivnu glomerulova protei-
nuriu napr. pri chronickom zlyhani obli¢iek rézneho
povodu (GF < 0,25 ml/s/1,73m?, 5. stadium), pri
chronickej intrakapilarnej membranovej glomerulo-
nefritide s nefrotickym syndrémom, pri proteinurii
po naro¢nych Sportovych vykonoch, napr. po dlho-
trvajucich behoch (6).

Tubularna proteinuria je podmienena zniZenou re-
sorpciou nizkomolekulovych bielkovin napr. retinol-viaza-
cej bielkoviny, orosomukoidu, beta, a beta -mikroglobulinu.
Za fyziologickych podmienok sa tieto bielkoviny dostanu
do glomerulového filtratu, ale v prevaznej miere su resorbo-
vané v tubuloch. Pri selektivnom po§kodeni tubulov sa tieto
bielkoviny dostanu do definitivneho mocu a vznika tubular-
na proteinuria, napr. pri kaliopenickej nefropatii, po poziti
niektorych nefrotoxickych liekov napr. Gentamycinu.

ZmieSana glomerulotubuldarna proteinuria sa vyskytuje
v chronickej renalnej insuficiencii rozneho povodu (3. a 4.
stadium). V moci su pritomné bielkoviny s rdznou moleku-
lovou hmotnostou.

Postrenalna proteinuria sa prejavuje zvySenym vyluc¢ova-
nim IgA, IgM, alfa -makroglobulinu do mocu pri krvacani a
zapaloch v moc¢ovych cestach (1-3).

Proteinoerytrocytova disociacia sa prejavuje malou pro-
teinuriou (<£0,4 g/24h) a mikro- az makroskopickou hema-
turiou. Je charakteristicka pre mnohé urologické choroby
3).

O spektre vSetkych vylucenych bielkovin a o ich vzajom-
nych vztahoch nas informuje elektrosepara¢na analyza mo-
¢ovych bielkovin - delenie bielkovin podla ich elektrického
naboja alebo podla relativnej molekulovej hmotnosti (2).

Na kvantitativne vySetrenie proteinurie sa najcastej-
Sie pouZzivaju: dve skupiny metdd, a to turbidimetrické a
fotometrické (farebna reakcia s pyrogalolovou Cervenou a
biuretova metoda). Pre zjednodusenie a spresnenie kvanti-
tativneho vySetrenia proteinurie sa v poslednej dobe pouzi-
va pomer proteinurie a kreatininu v moc¢i, najmé v rannej
vzorke mocu. Ak sa proteinuria vyjadruje v g/1 a kreatinin
v mo¢i v mmol/l, pomer Up /U, = 0,1 odpoveda proteintrii
1g/24h (8).

rot
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2. KVANTITATIVNE VYSETRENIE MOCOVEHO
SEDIMENTU

Ide o mikroskopické vySetrenie formovanych elementov
v moCovom sedimente podla Addisa alebo Hamburgera.
Mo¢ na Addisov sediment sa zbiera 12h a na Hambur-
gerov sediment 3h. Referenéné rozmedzie formovanych
elementov v Addisovom sedimen je: Er: 2 mil/24h, Le: 4
mil/24h, valce: 100000/24 h a v Hamburgerovom sedimen-
te: Er: 2000/min, Le: 4000/min, valce: 70/min. Obidve vy-
Setrenia mozZu byt zataZené chybou, pretoze pri osmolalite
mocu <360 mmol/kg H,O resp. pri mernej hmotnosti mocu
<1,010, dochadza k lyze erytrocytov. Pre diferencialnu di-
agndzu chorob obliciek je dolezita skutocnost, ak v moco-
vom sedimente sa zisti prevalencia erytrocytov a valcov,
svedci to pre chronicku glomerulonefritidu, ak je prevalen-
cia leukocytov, svedci to pre infekciu mocovych ciest.

Hematuriu podla pri¢iny delime na a) prerenalnu, ktora
je pritomna z extrarenalnych pricin, napr. pri hemoragic-
kych diatézach (hemofilia, trombocytopénia), pri antiko-
agulacnej liecbe; b) rendlna, ktord vznikd pri chorobach
parenchymu obli¢iek; c¢) postrenalna vznika pri chorobach
postihujucich extrarenalne odvodné mocové cesty, napr. pri
urolitiaze, po maratonskom behu (6).

Pre diferencialnu diagnézu hematurie je dolezité mor-
fologické vySetrenie erytrocytov v mocovom sedimente.
Fairley a Birch publikovali rozliSenie glomerulovej a neglo-
merulovej erytrocyturie pomocou mikroskopu s fazovym
kontrastom (9). Fazovy kontrast umoznuje presné posude-
nie bunecnej morfolodgie, pretoZze dochadza ku zvacseniu
fazovych rozdielov a v dosledku toho je mozné posudit
aj malé tvarové a Strukturalne odchylky. Ak erytrocyt javi
odchylky od idealneho tvaru, hovorime o dysmorfnych
erytrocytoch (glomerulovych). Erytrocyty pochadzajuce
z glomerulov maju rézne morfologické zmeny a neobsahuju
Hb. Maju zmeny na membrane: nepravidelné zhrubnutia,
vybezky, dvojité kontury, puciace - zvané akantocyty a iné.
Neglomerulové erytrocyty pochadzajuce z mocovych ciest
a mechura, zachovavaju si v ¢erstvom moci svoj povodny
tvar s normalnym obsahom Hb, javia sa ako diskoidné te-
lieska a maju uniformny tvar.

Existuju tri teorie na vysvetlenie zmeny tvaru erytrocy-
tov:

a) Mechanické poskodenie erytrocytov pri prechode
cez bazdlnu membranu glomerul - erytrocyty su
prepasirované cez glomerulovi membranu. Bolo to
dokazané pomocou elektronového mikroskopu.

b) Zmeny osmotického prostredia a meniace sa pH pri
prechode cez tubularny systém nefronov mozu viest
k rozpadu erytrocytov.

¢) Hemolyza a poésobenie enzymov z rozpadnutych
erytrocytov moézu byt pri¢inou vzniku dysmorfie
erytrocytov (2).

Morfologické vysetrenie erytrocytov v mocovom sedi-

mente podla Fasseta a spol. (1982), (10):

1. Glomerulova erytrocyturia (> 80 % zmenenych - dy-
smorfnych erytrocytov), napr. chronicka glomerulo-
nefritida
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2. Neglomerulova erytrocyturia (>80 % nezmenenych
- izomorfnych erytrocytov), napr.urologické choro-
by, po behoch na dlhé vzdialenosti (6)

3. ZmieSana erytrocyturia (< 80 % zmenenych a > 20 %
nezmenenych erytrocytov), napr. chronicka glome-
rulonefritida so sucasne pritomnou chronickou py-
elonefritidou, stav po perkutannej biopsii oblicky

(11)

3. GLOMERULOVA FILTRACIA

Klirens kreatininu sa aj v sucasnej dobe pouziva ako
miera glomerulovej filtracie (GF). Kreatinin je latka, kto-
ra sa oblickami vylu¢uje GF, ale Ciasto¢ne aj tubularnou
sekréciou. Tubularna sekrécia kreatininu sa zvySuje v rezi-
dualnych nefronoch pri chronickej renalnej insuficiencii.
Bezprahové latky, ktoré sa vylucuju len GF su napr. inulin
a polyfruktézan. VySetrenie GF pomocou klirensu inulinu a
polyfruktozanu je naro¢né a pouziva sa iba z vyskumnych
dovodov.

U.VvV

GF=———

P

kr

ml/s/1,73 m?

U,, - kreatinin v moci

P, - kreatinin v plazme, resp. v sére

V - mnozstvo mocu za sekundu

Referenény rozsah GF: 1,3-1,85 ml/s/1,73 m?
povrchu tela

Rychlost progresie chronickych chordb obliciek je moz-
né posudit na zaklade vztahu reciprokej hodnoty kreatininu
v plazme resp. sére, v priebehu ¢asu (mesiace resp. roky)

1

Pkr
Priblizné stanovenie GF pomocou kreatininu v plazme
umoznuje vzorec podla Cockrofta a Gaulta. Tento vzorec
zohladnuje Cinitele, vek, telesni hmotnost a pohlavie, ktoré
ovplyviiuju hodnotu kreatininu v sére.

Pre muzov:
(140 - vek) x telesna hmotnost
C, (ml/s) =
49 x P, (umol/1)
C - klirens
Pre Zeny:

(140 - vek) x telesna hmotnost
C, (ml/s) = 0,85 x

49 x P,_ (umol/1)

28

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/08

Stanovenie GF na podklade koncentracie kreatininu
v sére a veku pomocou najjednoduchsiecho MDRD (Modifi-
cation of Diet in Renal Disease) vzorca (8,12-17):

GF (ml/s) = 3,1(S,, * 0,0113)1%* x vek®2*
U zien: GF x 0,742

V poslednych rokoch vySetrenie cystatinu C v sére bolo
pouzité pre urcenie miery GF. Cystatin C je neglykozylo-
vany polypeptid so 120 aminokyselinami, s molekulovou
hmotnostou 13, 359 kD. Cystatin C je volne filtrovany
cez glomerulovi membranu, kompletne je reabsorbovany
a metabolizovany v proximalnych tubuloch. Z cirkulacie je
eliminovany takmer vyluéne GF. Mierne zvySené hodnoty
cystatinu C poukazali na zacinajuce zniZzenie GF eSte pri
jeho normalnych hodnotach, vySetrenej pomocou klirensu
kreatininu. Bol vypracovany jednoduchy prepocet, ktory
umoznuje stanovenie GF z cystatinu C v sére (18, 19).

GF = 1/(Cys C v sére - 0,46)

Tato metoda stanovenia GF je uZitocnd najma u deti
a starych ludi, u ktorych nie je mozné zabezpecif presny
zber mocu, alebo kde sa predpoklada chyba pri stanoveni
GF na zaklade klirensu kreatininu (19).

Podla ,National Kidney Foundation® na zadklade hodnot
GF rozdelujeme poskodenie obliciek do 5 §tadii (Tab. 1),
(2,16)

Tab. 1. Poskodenie obliciek podla glomerulove;j filtracie

1. stadium: GF> 1,5ml/s/1,73 m?, poskodenie obli-
¢iek s GF v norme

2. §tadium: GF: 1.0-1,5ml/s/1,73 m?, poSkodenie
obli¢iek s malym znizenim GF

3. stadium: GF: 0,5-1,0ml/s/1,73 m?, poskodenie
obliciek so stredne velkym zniZenim GF, RI

4. stadium: GF: 0,25-0,5ml/s/1,73 m?, poSkodenie
obliciek so zavaznym zniZenim GF, CHRI

5. stadium: GF<0,25ml/s/1,73 m?, chronické zly-
hanie obli¢iek, CHZO

RI - renalna insuficiencia
CHRI - chronicka renalna insuficiencia
CHZO - chronické zlyhanie obliciek

4. TUBULARNA RESORPCIA VODY (TR)

GF-V a) 1. GFl, 2. TR|
%100

GF b) 1.TR{, 2. GF|

H20

Tubularna resorpcia vody udava aka cast z prefiltrova-
ného mnozstva vody v glomeruloch bola resorbovana v tu-




buloch za jednotku Casu. Tubularna resorpcia v priebehu
dna ma hodnotu od 98,3 do 99,5%. Variacia tubularnej re-
sorpcie urcuje diurnalny rytmus a jeho hodnota je 1,2%. Pri
chorobach postihujucich prevazne dren obliCiek sa znizuje
tubularna resorpcia aZ na hodnoty okolo 75%. Pri chorobach
obliCiek s prevaznym postihnutim glomerul sa zniZuje najprv
GF a az neskor tubularna resorpcia (a), pri chorobach obli-
¢iek s prevaznym postihnutim tubulov a intersticia sa znizuje
najprv tubularna resorpcia a az neskor GF (b), (4).

5. VYSETRENIE KONCENTRACNEJ SCHOPNOSTI
OBLICIEK

A. Koncentra¢na schopnost obliCiek sa vySetruje po-
mocou merania mernej hmotnosti alebo osmolality moc¢u
pri odnati tekutin po dobu 24 hodin. VySetrenie sa zaina
vecer a moc€ sa zbiera cez noc 12 h a potom v 4-hodinovych
intervaloch. V jednotlivych vzorkach moc¢u sa zmeria mer-
na hmotnost a osmolalita mocu.

B. V sucasnej dobe sa pri vySetreni koncentracnej
schopnosti obli¢iek pouZiva adiuretinovy test (DDAVP
test). Adiuretin-SD je synteticky analog hormoénu 1-deami-
no-8-D-arginin vazopresin. Adiuretin stimuluje tvorbu hy-
pertonického mocu. Po no€nom neprijimani tekutin, chory
pred vySetrenim sa vymoc¢i (kontrolna vzorka), podaju sa
2 kvapky Adiuretinu do kazdej nosnej dierky resp. 2 vstreky
Minirinu spray (dezmopresin) a mo¢ zbierame v Styroch
jednohodinovych intervaloch. Vo vSetkych vzorkach zme-
rame osmolalitu a najvyssiu osmolalitu v moc¢i porovname
v zavislosti od veku s referenénymi hodnotami v tabulke 2.
Koncentra¢nu schopnost obli¢iek urc¢ime podla dosiahnu-
tej maximalnej hodnoty osmolality v mo¢i.

Referencny rozsah osmolality v plazme je 290+ 10 mmol/kg
H,0 a v moci zavislosti od prijmu tekutin 250-1200 mmol/ kg
H,0.

Tab. 2. Referenc¢né hodnoty maximalnej mernej hmotnosti a osmo-
lality mocu pri 24 h koncentracnom teste a pri adiuretino-

vom teste

merna hmotnost osmolalita mocu

(r‘:lfy ) pri 15°C 24h koncentracny test | adiuretinovy test
(g/em’) (mmol/kg H,0)

15-19 1,032 1019 97 1037+ 63
20-29 1,030 1021 £ 86 1020 + 120
30-39 1,029 914 £ 136 1029 £ 103
40-49 1,028 977 + 136 1026 £ 87
50-59 1,027 870 + 150 971 + 140
60-69 1,026 876 £120 857+ 72
70-79 1,025 856 £102 858+ 79

Porucha koncentra¢nej schopnosti obli¢iek je prejavom
tubulointersticialneho poSkodenia. Koncentracna schop-
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nost obliciek je velmi citliva metoda, ktora mozZe pouka-
zat na patologické postihnutie obliiek v poCiato¢nych Sta-
diach, ked glomerulova filtracia je este v medziach normy
(1,4,20). Indikacia vySetrenia koncentra¢nej schopnosti
obli¢iek je posudenie tubularnych funkcii obli¢iek. Kontra-
indikacie vySetrenia koncentraénej schopnosti obliCiek su
akutna infekcia mocovych ciest, urolitidza, dehydratacia
a zlyhanie obliciek rozneho povodu. Sucasne s koncentrac-
nym osmolalnym testom sa vySetruje aj osmolalny index
(U sm/Posy)» Ktory sa znizuje v zavislosti od stupfia posko-
denia obli¢iek (Tab. 3), (3).

Tab. 3. Stupen poskodenia obliciek v zavislosti od maximalnej os-
molality v moci a osmolalneho indexu

L. R Osmolalita v moci Osmolalny index
Stupen poskodenia obliciek
(mmol/kg H,0) UgonlPosyi
Zdravi > 800 >3
Minimalne poskodenie obli¢iek 600-800 >2
Vyznamné poskodenie obliCiek 400-600 > 1.3
Zlyhanie obliciek <400 <13

6. VYSETRENIE ZRIEDOVACEJ SCHOPNOSTI
OBLICIEK

Pod zriedovacou schopnostou obliciek rozumieme
schopnost obliCiek vytvarat moc¢, ktorého osmolalita je vy-
znamne niz§ia ako osmolalita v sére. Tvorba hypotonického
mocu je umozZnena tym, Ze distalny usek nefrénu sa stava
takmer nepriepustny pre vodu v dosledku inhibicie vydaja
antidiuretického hormonu (ADH). VySetrenie sa uskutoc-
nuje za podmienok maximalnej vodnej diurézy. Chory vypi-
je 20-22 ml nesladeného slabého ¢aju za 30 min a potom
zbiera mo¢ v 30 min intervaloch po dobu 4 hodin. U zdravé-
ho jedinca klesne osmolalita mocu pod 100 mmol/kg H,O
(merna hmotnost <1,003) a FE_,, je <3,5%. Indikaciou
vySetrenia zriedovacej schopnosti obliciek je posudenie tu-
bularnych funkcii obliiek a kontraindikaciou su opuchové
stavy a zlyhanie obli¢iek rozneho povodu. Zriedovaci test sa
pouziva aj pri vySetreni vyluCovania roznych latok alebo lie-
kov do mocu, ¢i sa vylucuju za podmienok vodnej, sodikovej
diurézy alebo zmieSanej diurézy (21).

7. INE VYSETRENIA

a) Frakéné exkrécie elektrolytov a inych latok vylucova-
nych oblickami
Intenzitu tubularneho transportu elektrolytov alebo
inych latok vylucovanych oblickami mézZeme posudit
stanovenim frakcnej exkrécie (FE) danej latky. FE uda-
va aké % danej latky bolo vylucené do definitivneho
mocu z celkového prefiltrovaného mnoZstva (Tab. 4).
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U /P
FE (%)= ——
UKr/PKr

%100

U koncentracia danej latky v moci
P_koncentracia danej latky v plazme

Tab. 4. Referencné hodnoty niektorych frakénych exkrécii

FE, 10%
FE,.. 04-19%
FE,. 40-19,0%
FE,,, <3,5%

b) Nové biomarkery pre tubularne a glomerulové
poskodenie obliciek:
ba) Glutation S-transferazy (GSTs) v moci su intrace-
lularne biomarkery, ktoré sa nachadzaju vo vysokej
koncentracii v bunkach proximalneho a distalneho
tubulu a sa uvolnuju do mocu pri renalnom tubular-
nom poskodeni. Izoenzymy GSTs su lokalizované
v roznych Castiach obliCiek:
e aGST - v proximalnom tubule
e 1GST - v distdlnom tubule
bb) Kolagén IV je zakladnou zlozkou glomerulovej ba-
zalnej membrany. Je to véasny a citlivy biomarker
patologickych zmien na glomerulovej membrane
a je uvolnovany do mocu pri renalnom glomerulo-
vom poskodeni napr. pri diabetickej nefropatii a pri
renalnej fibroze
Glutation S-transferazy a kolagén IV v moci sa stanovu-
ju komeréne dostupnymi enzymimunologickymi metodami
(22, 23).

8. SEPAROVANE FUNKCNE VYSETRENIE OBLICIEK

Separované funkéné vySetrenie obli¢iek predpoklada vy-
Setrenie jednotlivych obliCiek:

a) Neinvazivne: radionuklidové vySetrenia (napr. GF
s pouzitim *"Tc-DTPA /kyselina dietyléntriami-
nopentaoctova/, izotopova renografia, dynamicka
scintigrafia obliCiek a iné) a sonografické vySetrenie
obliciek (17)

b) Invazivne: ziskanie mocu pomocou katetrizacie mo-
¢ového mechura a ureterov a separované vysSetrenie
napr. koncentracného indexu alebo frakénych exkré-
cii elektrolytov, vody a inych latok jednotlivych obli-
Ciek.

Neodelitelnou sucastou kazdého funkéného vySetrenia

obliciek je mikrobiologické kvantitativne vySetrenie bakteri-
urie, bez ohladu na zakladné ochorenie obliciek.
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Kvantitativnu bakteriuriu delime na:

1) nesignifikantnu bakteritriu < 10%j./1 ml

2) signifikantnu bakteriuriu > 10%j./1 ml

3) masivnu bakteriuriu > 10° j./1 ml

Odber mocu na kvantitativnu bakteritriu sa ma uskutoc-
nif po umyti genitalu a zachyteni stredného prudu mocu do
sterilnej skumavky. LieCba neSpecifickych infekcii v moci sa
ma uskutoc¢novat dlhodobe a intermitentne podla kultivacie
a citlivosti mikrobov na antibiotika resp. chemoterapeutika
v spolupraci s urolégom resp. gynekolégom (1, 3, 4).
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NIEKTORE ASPEKTY METABOLIZMU OXIDU
DUSNATEHO V SUVISLOSTI S MOZNOSTOU
VYUZITIA JEHO METABOLITOV AKO MARKEROV
V KLINICKEJ PRAXI

KALNOVICOVA TEREZIA, TURCANI PETER

Prva neurologicka Klinika Lekarskej Fakulty UK
a FNsP Bratislava

SUHRN

Oxid dusnaty (NO) je dolezitym mediatorom fyziologic-
kych a patologickych procesov. Obsahuje vo svojej molekule
jeden nespareny elektron, co sposobuje jeho znac¢nu reaktivi-
tu. Ako voI'ny radikal ma kratku zivotnost. V praci diskutu-
jeme o niektorych metabolickych premenach oxidu dusnaté-
ho v suvislosti s vyuzitim jeho metabolitov nitritov a nitratov
v klinickej praxi.

Klucové slova: oxid dusnaty, nitrit, nitrat, metabolizmus

SUMMARY

Nitric oxide (NO) is an important mediator of physiologi-
cal and pathological processes. It contains a single unpaired
electron, which causes NO to be chemically reactive, and to
function as a free radical with a short lifetime. In this article
we discus some metabolic pathways of NO in association with
possible utilization of nitrite and nitrate, oxidative metaboli-
tes of nitric oxide, in clinical practice.

Key words: nitric oxide, nitrite, nitrate, and metabolism

UvVOD

Oxid dusnaty (NO) je molekula s pleiotropnymi efektmi.
Je znamy svojimi vazorelaxacnymi vlastnostami, jeho impli-
kaciou v imunitnych reakciach a ako neurotransmitér. NO
je termodynamicky nestabilna molekula. Reakciou s inymi
molekulami spdsobuje oxidaciu, nitrozylaciu, alebo nitraciu
proteinov so sprievodnymi ucinkami na mnohé bunkové
mechanizmy. Oxid dusnaty je zahrnuty v intracelularne;j sig-
nalizacii aktivaciou guanylatcyklazy, v interakciou s MAP
kinazami, proteinmi apoptozy, molekulami mitochondri-
alneho retazca alebo anti-proliferacnymi molekulami. Ma
ulohu aj v post-translacnej modifikacii proteinov. Za pato-
logickych podmienok NO ma Skodlivé ucinky. Pri ocho-
reniach spojenych s oxidacnym stresom zvysuje bunkové
poskodenie tvorbou vysokoreaktivnheho peroxynitritového
aniénu (ONOO) (7,19). V prezentovanej praci diskutuje-
me o niektorych aspektoch metabolizmu oxidu dusnatého
a vyuziti jeho oxida¢nych produktov v klinickej praxi.
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SYNTEZA OXIDU DUSNATEHO

NO je plynna molekula, ktora je syntetizovana synta-
zou oxidu dusnatého (EC 1.14.13.3). Existuju 4 izoformy
syntazy oxidu dusnatého (NOS): neuronalna (nNOS), en-
dotelova (eNOS), induktabilna (iNOS) a mitochondridlna
(mNOS). mNOS je izoformou neuronalnej NOS. Nacha-
dza sa vo vnutornej mitochondrialnej membrane, kde regu-
Iuje spotrebu kyslika inhibiciou cytochrom c oxidazy (3).
eNOS a nNOS su konstituéné, Ca*-kalmodulin-dependent-
né enzymy a poskytuju inkrementy NO kratkeho trvania
(niekol'ko minut), kym iNOS nezavisi na kalciovych iénoch
a exprimuje sa po imunologickej a zapalovej stimulacii
v makrofagoch, astrocytoch, mikrogliach a v inych bunkach
s dlhodobou produkciou velkého mnoZstva NO pretrvava-
jucou hodiny az dni. Pre uc¢innost NOS je potrebna spolu-
praca niektorych dalSich faktorov a koenzymov: reduktaz
NADPH, FAD a FMN, hem-oxygenazy a tetrahydrobiop-
terin (7). NO sa syntetizuje posobenim NOS z L-argininu
prenosom elektronov z NADPH cez flaviny FAD a FMN
na hem, kde sa L-arginin oxiduje cez NS-hydroxy-L-arginin
na L-citrulin a NO. Citrulin sa mdZe regenerovat na arginin
cez argininsukcinat. NOS moze katalyzovat aj produkciu
superoxidového anionu v zavislosti od dostupnosti substra-
tov a kofaktorov (1)

Hoci hlavnym zdrojom NO je aktivita NOS, v niekto-
rych §pecidlnych situaciach sa moze tato molekula syntetizo-
vat aj inymi mechanizmami. NO sa mozZe tvorit pdsobenim
xantinoxidazy (XO), alebo z hydrogénperoxidu a L-argininu
neenzymovou cestou a redukciou nitritov v kyslom a reduk¢-
nom prostredi, ktoré sa vyskytuje napr. pri ischémii (7).

CHEMICKE PREMENY OXIDU DUSNATEHO

Biologicky pol¢as oxidu dusnatého je 5 sekund, alebo
menej. NO ma v Cistom vodnom roztoku (0,01-1 umol/L)
polcas zivota ovela dlhsi, 500 sekund a viac. Kratky biolo-
gicky pol¢as NO v biologickom systéme sa pripisuje reakcii
oxidu dusnatého s kyslikom, oxyhemoproteinmi, superoxi-
dovym radikalom a inymi kyslikovymi radikalmi. NO v bun-
kach a v tkanivach podlieha rychlej oxidacii na pomerne
stabilné oxidacné produkty nitrit (NO,") a nitrat (NO,"),
ktoré sa v klinickej praxi vyuZivaju na posudenie produk-
cie NO za roznych patolologickych stavoch. Vyznamnym
oxidaénym produktom NO z hladiska patogenézy mnohych
ochoreni je peroxynitritovy anion, ktory vznika reakciou
NO so superoxidovym radikalom (8).

1. Oxidacia NO vo vodnych roztokoch.

NO vo vodnom roztoku, ktory obsahuje kyslik neposky-
tuje vyznamné mnozstvo nitratov (NO,"). Oxid dusnaty sa
vo vodnom roztoku oxiduje hlavne na nitrit (NO,”) podla
reakcii 1-3 (8).

2NO + 0, — 2NO, (1)
2NO, + 2NO — 2N,0, (2)
2N,0, + 2H,0 — 4NO, + 4H" (3)




2. Oxidacia NO oxyhemoglobinom a oxymyoglobinom.

V krvi, alebo v tkanivach sa oxid dusnaty (NO) a nitrit
(NO,") posobenim oxyhemoglobinu, resp. oxymyoglobinu
oxiduju na nitrat (NO,"). Rychlost premeny NO a nitritu
na nitrat je podobna. Reakciu medzi oxidom dusika a oxy-
hemoglobinom, alebo oxymyoglobinom znazoriuju stochi-
ometrické reakcie 4 a 5 (8):

2Fe + 0, + 3NO, + 2H" — 2Fe** + 3NO, + HO  (4)
4Fe” + O, + 3NO, + 4H' — 4Fe’* + 4NO, + O, 2H 0
)

3. Degradacia a transport NO hemoglobinom.

Hlavnu fyziologicku metabolicku cestu eliminacie NO
predstavuje jeho vychytavanie erytrocytmi. (17). NO vel'mi
rychlo prenika cez membranu ciev do lumenu diftziou, kde
reaguje s hemoglobinom (Hb-Fe(I)O,) za tvorby nitratov
a methemoglobinu (HbFe(III)).

Hb-Fe(I)O, + NO — HbFe(III) + NO (6)

Dalsou cestou odstrafiovania NO z plazmy je jeho oxi-
dacia na nitrit, ktory sa v reakcii s hemoglobinom meni na
nitrat. Oxid dusnaty sa modzZe tiez viazat na hemoproteiny
(deoxyhemoglobin) a tvorit so Zelezom hémovej skupiny
nitrozylové komplexy. Erytrocyty tymto sposobom (S-nitro-
zaciou a trans-nitrozaciou) transportuju NO a uvolnuju ho
v inych tkanivach (12).

Hb-Fe(II) +NO — Hb-Fe(II)NO (nitrozyl-hemoglobin)
(7)

Inym moznym mechanizmom eliminacie NO a jeho
uskladiovania je tvorba S-nitrozohemoglobinu a S-nitrozo-
L-glutationu (GSNO) cez nitrozylaciu redukovaného gluta-
tionu (GSH). Z GSNO sa oxid dusnaty moze uvolnovat
niekol'kymi enzymami, napr. GSH-peroxidazou, tioredoxin
- reduktazou a gama-glutamyl transpeptidazou.

Hb(b93-cys) + NO — Hb(b93-cys-NO)
(S-nitrozohemoglobin) (8)

V situacii vysokej produkcie NO sa mdze oxid dusnaty
eliminovat reakciou s bikarbonatom za tvorby ONOOCO2

.

4. Katabolizmus NO superoxidovym anionom a tvorba

peroxynitritového anionu

In vivo je katabolizmus NO determinovany hlavne jeho
reakciou s oxyhemoglobinom a superoxidovym aniénom.
Za fyziologickych podmienok je reakcia NO so superoxido-
vym anionom limitovana rychlostou difuzie. Tato reakcia
tvorby peroxynitritu (ONOO-) je ovela rychlejSia (viac ako
3-krat) ako odstranovanie superoxidu superoxid-dizmutazou
(SOD). Za fyziologickych podmienok sa NO tvori v nizkych
koncentraciach (piko - az nanomolarnych). ONOO- sa tvori
optimalne pri ekvimolarnych koncentraciach NO a supero-
xidu, a preto nie je pravdepodobné, aby za fyziologickych
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podmienok peroxynitrit dosiahol vysoku koncentraciu. Niz-
ke koncentracie peroxynitritu sa spravaju podobne ako oxid
dusnaty. MoZu sposobovat vazorelaxaciu, zniZovat agregaciu
dosticiek, redukovat adhéziu leukocytov na cievnu stenu,
vyvolavat cytoprotektivne efekty a posobit ako donor NO.
VysSie koncentracie peroxynitritu su vSak cytotoxické, mozu
viest k OH radikalovej toxicite a k fragmentacii proteinov
nitraciou aminokyselin. K takejto situéacii dochadza napr. pri
ateroskleroze, kedy eNOS produkuje menej NO a viac supe-
roxidu. Za tychto podmienok sa produkuju zvySené mnoz-
stva superoxidového radikalu aj xantinoxidazou a NAD(P)H
oxidazami. ZvySeny prisun superoxidového aniénu je aj z leu-
kocytarnych myeloperoxidaz a lipooxygenaz. Tato patologic-
ka situacia je sprevadzana aj indukciou iNOS a sprievodnym
zvySenim syntézy NO a uvolfhovanim superoxidu. Za markér
zvySenej tvorby peroxynitritu a peroxynitritom sprostredkova-
nej modifikacie proteinov sa povazuje nitrotyrozin (26).

Nitra¢né reakcie ovplyviuju rozne mechanizmy: a) alte-
ruju fosforylacie tyrozin- dependentnej signalizacie. Nitroty-
rozin sa podoba fosfotyrozinu a moze ireverzibilne blokovat
fosforylaciu tyrozinu, b) modifikuju konforméacie proteinov
a zvySenie proteolyzy zavedenim negativneho naboja v hyd-
rofébnom tyrozine, c¢) iniciuju autoimunitné procesy, preto-
ze nitrofenoly su vysoko antigénne (20).

V CNS sa peroxynitrit moze tvorit mikroglialnymi bun-
kami aktivovanymi proinflamaénymii cytokinmi, alebo
beta-amyloidom a neuronmi v troch odliSnych situaciach -
pri hyperaktivite glutamatovej neurotransmisie, dysfunkcii
mitochondrii a deplécii tetrahydrobiopterinu a L-argininu.
Prvé dve situacie sa tykaju bunkovej odpovede na neuronal-
ne poSkodenie a vytvoreny peroxynitrit len zvySuje zapalovy
proces, kym v tretej situdcii vytvoreny peroxynitrit priamo
prispieva k inicidcii neurodegenerativnych procesov (20).

Tvorba peroxynitritu a jeho chemicka reaktivita je zna-
zornena na obr. 1. NO reaguje so superoxidovym radikalom
za vzniku peroxynitritu dostatocne rychlo, aby sa mohol
vyhnut ucinku antioxidacnych systémov. Afinita superoxi-
dového radikalu je vyssia ku NO ako ku SOD a limitujucim
faktorom tejto reakcie je len mnozstvo NO a jej difuzny ko-
eficient. Vznikajuci peroxynitrit ma za fyziologickych pod-
mienok polc€as Zivota asi 1- 2 s a jeho ak¢ny radius je 100
um. Degraduje sa na mnohé toxické produkty (obr.1), alebo
sa vychytava reakciou s bikarbonatom za vzniku nitrozope-
roxykarbonatu (ONOOCO?2) (26).

5. Redukcia nitritu na NO in vivo

V 1. 1994 dve nezavislé pracovné skupiny podali dokaz
(10), ze NO sa moze in vivo tvorit aj z nitritu. Existuje nie-
kol'ko alternativnych ciest pre tvorbu NO:

a) Kysla redukcia. V kyslom prostredi tvori nitrit kyseli-
nu dusitu, ktora sa spontanne rozklada na NO a oxidy
dusika. MnoZzstvo vytvoreného NO zavisi od pH, kon-
centracie nitritu a od pritomnosti redukénych latok
(vitamin C, tiokyanaty), blizkosti hemovej skupiny
proteinov, tiolov a od tenzie kyslika.

NO,” + H' — HNO, (9)
2HNO,— N0, + H,0 (10)
N,0, — NO + NO, (11)
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Obr. 1. Tvorba volI'nych radikalov a reaktivnych molekul zo superoxidového radikalu (O,~) a oxidu dusika (NO).
1) Enzym superoxiddizmutaza (SOD) katalyzuje premenu superoxidového anionu (O,~) na hydrogénperoxid (H,0,), ¢im znizZuje jeho
toxicitu, 2) Tvorba vysoko reaktivneho hydroxylového radikalu (OH') z hydrogénperoxidu Fentonovou reakciou, katalyzovanou s Fe?*
(Cu"), 3) Recyklizacia Fe** na Fe?' superoxidovym radikalom (0,") alebo askorbatom. 4) V pritomnosti chloridov alebo tiokyanatov
(SCN") a myeloperoxidazy (MPO) hydrogénperoxid (H,0,) tvori kyselinu chléornu (HCIO), 5) alebo HOSCN. 6) HCIO je silné oxidac-
né a chlora¢né Cinidlo, ktoré v reakcii so superoxidom alebo Fe?* tvori OH radikal. V niektorych biologickych tekutinach (napr. sliny)
vysoké koncentracie tiokyanatu (SCN-) mozu sutazit s chloridovymi ionmi a pdsobenim MPO tvorit HOSCN. 7) Reakciou superoxidu
(0,7) s NO vznika peroxynitritovy anion (ONOO"). 8) ONOO- je v rovnovahe s jeho protonizovanou formou (ONOOH, pKa=6,8).
Nedisociovana forma ONOOH tvori asi 20 % celkového peroxynitritu s polcasom zivota 1-3 s (37 °C, pH=7,4). 9) ONOOH sa rozklada
na OH radikal a nitrogéndioxid (NO,) (asi 30%). 10) Z ONOOH vznika asi 70 % nitratu (NO,"). Medzi ONOOH a ONOO-" sa velmi
rychlo ustaluje rovnovaha a celkovy vysledok tvorby OH/NO, zavisi od dalsich metabolickych ciest, hlavne od reakcie s HCO3/CO,
11) Reakcia ONOO" s CO, je rychla a sutazi s homolytickymi reakciami 9 a 10. 12) Intermediat ONOOCO,, ktory sa tvori pri reakcii
ONOO" s CO, sa rozklada na nitrogéndioxid (NO,) a CO,". 13) a nitrat (NO,") a CO, s rychlostou < 14 v pomere 1:2 (NO,/ CO,~
NO,"/CO,) 14) Reakcia NO s kyslikom za tvorby NO, je zlozitejsia a polCas zivota produktu reakcie (NOZ” v cytoplazme je len niekol'ko
mikrosektnd. 15) Tato reakcia in vivo je len velmi malo pravdepodobna a moze sa vyskytovat len za extrémne patologickych podmienok.
16) Tvorba NO, z nitritu a hydrogénperoxidu je katalyzovana peroxidazami, ako je napr. myeloperoxidaza (MPO), alebo laktoperoxidaza
(Wardman, 2007).

Tento typ redukcie nitritu je kvantitativne najvyznam- krvi touto Castou zaludka. Kyslo katalyzovana reduk-
nejsi v Zaludku, kde extrémne nizke pH v kombinacii cia nitritov sa vyskytuje in vivo v cievach a tkanivach
s veI'mi vysokou hladinou nitritov (0,1 az 1 mmol/I zo pri mierne kyslom pH, aj pri fyziologickej koncentra-
slin) ma za nasledok asi o 4 poriadky vysSie hladiny cii nitritov (10).

NO (cca 4 umol/1), ako sa vyZaduje pre vazodilataciu. b) Redukcia nitritov xantinoxidazou. Xantinoxidaza
Tieto extrémne vysoké hladiny NO (a inych oxidov (XO) je enzym, ktory je zahrnuty v mnohych fyziolo-
dusika, ktoré sa tvoria z acidifikovaného nitritu) po- gickych a patofyziologickych procesoch. Ma klucovu
mahaju zabit luminalne baktérie a difuziou cez mu- ulohu v katabolizme purinov a pyrimidinov, ale tiez
kéznu vrstvu zvySovat mnozstvo mukozy a prietok v redukcii kyslika na superoxid a hydrogénperoxid,
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¢im prispieva k oxida¢nému poskodeniu buniek. Ex-
presia a aktivita XO je indukovana hypoxiou a pro-
inflamaénymi cytokinmi. XO redukuje nitrit na NO
a Strukturne sa podoba bakterialnej nitrat- a nitritre-
duktaze. Tato redukcia je vyznamne zvySena pri niz-
kej tenzii kyslika a v kyslom prostredi, za podmienok,
ktoré sa vyskytuju pri ischémii. O Skodlivosti, alebo
protektivite enzymovych drah katalyzovanych enzy-
mami XO a NOS do urcitej miery rozhoduje stupen
zasobovania substratmi a kyslikom. Enzym NOS pre
tvorbu NO z L-argininu vyzaduje kyslik. V pripade
dostatocného zasobovania L-argininom a kyslikom
tvori NOS oxid dusnaty, ale pri nedostatku substratov
(L-argininu a kofaktorov) ten isty enzym syntetizuje
znaéné mnozstvo superoxidovych radikalov. Naopak
superoxidové radikaly tvori xantinoxidaza pocas re-
perfuzie a XO - katalyzovana redukcia nitritu na NO
je vyznamne zvy$ena pri hypoxii. Skodlivé uéinky
tychto dvoch enzymovych systémov sa prejavia vtedy,
ked NO a superoxid sa tvoria sucasne a reaguju spo-
lu za tvorby toxického peroxynitritového anionu (10)
(Obr 1.).
¢) Redukcia nitritu deoxyhemoglobinom. Je znamym fak-
tom, Ze erytrocyty aktivne vychytavaju NO. Oxygeno-
vany hemoglobin (Hb) po reakcii s NO tvori nitrat
a methemoglobinu (met-Hb). Touto reakciou sa eli-
minuje biologicka aktivita NO. Nitrit a nitrat sa pova-
zovali za inertné koncové degradacné produkty NO.
Nedavne vyskumy (5,6) vSak poukazali, Ze nitrit sa
moze spat recyklovat na bioaktivny NO v oblastiach
so slabou oxygenaciou, kde prevlada deoxy-Hb (HB-
F(II). Po reakcii s deoxy-Hb sa uvolfiuje NO a z deo-
xy-Hb vznika met-Hb (Hb-Fe(III).
HB-F(I) + NO," — Hb-Fe(III) + NO (12)
Ukazuje sa, Ze nitrit je idealnou zasobnou rezervou NO.
V krvi je pritomny v koncentraciach 0,1 az 0,5 umol/I a je
ovela stabilnejsi ako NO. Pri dostatocnom zasobovani kysli-
kom hlavnym reakénym produktom deaktivacie NO je me-
t-Hb a nitrat (reakcia 6), kym pri poklese hladiny kyslika
sa uprednostiuje reakcia redukcie nitritu deoxyhemoglobi-
nom, pri ktorej sa uvolnuje NO (10), (reakcia 12).

METODY STANOVENIA KONCENTRACIE NITRITOV
A NITRATOV

Na stanovenie oxida¢nych produktov oxidu dusnatého
(NO), nitritov a nitratov, sa pouzivaju metddy kolorimetric-
ké, kinetické so spektrofotometrickou detekciou, fluoromet-
rické a chemiluminiscen¢né metody, kapilarna elektroforé-
za, plynova chromatografia s hmotnostnou spektrometriou
(GC-MS) a vysokoucinna kvapalinova chromatografia
(HPLC) s konduktometrickou, elektrochemickou a UV de-
tekciou (5).

Pri analyze hladin nitritov a nitratov v biologickych te-
kutinach sa najCastejSie pouziva Griessova reakcia, ktora je

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/08

zaloZena na reakcii nitritov s Kyselinou sulfanilovou v kys-
lom prostredi. Produkt reakcie je dalej podrobeny reakcii
s amino-1-naftylaminom za vzniku ¢erveno-fialovej zluceni-
ny, ktori mozno detekovat pri 540 nm. Griessova reakcia
je Specificka pre stanovenie nitritov. Pri analyze nitratov sa
vyzaduje ich chemicka (kovmi Cd, Cu, VO,/VO,), alebo en-
zymova (nitratreduktazou) redukcia na nitrity.

V sucasnosti sa uz klasicka Griessova reakcia (6) ne-
pouziva. Pouzivaju sa jej rozne modifikacie. Kyselinu sul-
fanilova nahradil sulfanylamid a miesto druhej Griessovej
reagencie amino-1-naftylaminu sa pouziva N-1(1-naftyl)ety-
Iéndiamin, alebo N,N,dimetyl-1-naftylamin, resp. 2,3-diami-
nonaftalén. Na detekciu vzniknutého farbiva sa najcastejSie
pouziva spektrofotometria a spektrofluorometria (21).

VPLYV DIETY NA HLADINY NITRITOV A NITRATOV
V TELESNYCH TEKUTINACH

Nitrity a nitraty (NOX) sa pridavaju do potravinovych
vyrobkov ako konzervacné latky a latky vylepSujucu chut
vyrobku. Su tiez prirodzenou zlozkou potravy. Na nitraty je
bohata zelenina, hlavne Cervena repa, zeler, hlavkovy Salat
a Spenat. Vysoky obsah nitritov maju konzervované jedla.
Obsah nitritov v potrave zvySuje jeho nevhodné skladova-
nie a bakterialna kontaminacia. NOX prijimané v potrave
sa absorbuju v proximalnej Casti tenkého Creva. Asi 25%
nitratov z potravy sa v ustach aktivne vylucuje do slin, kde
sa oralnymi baktériami menia na nitrit a Zalido¢nou kyse-
linou na NO. NOx sa vylucuju oblickami do mocu. Klirens
nitratu z krvi do mocu je asi 20 ml/min (5). Variabilita
NOx v diéte vyznamne prispieva k variabilite hladin nitratu
v plazme a k jeho vyluCovaniu moc¢om. Vysoky prijem nit-
ratov v potrave moze zvysit hladiny plazmatického nitratu
z 30 umol/L na 200 pumol/L (9). Pri analyze NOx vylucova-
nych mo¢om niektori autori odporucaju na redukciu tychto
variabilit robit niekol'ko ¢asovo rozdielnych odberov mocu,
alebo obmedzit prijem NOX v potrave 48 hodin pred odbe-
rom analyzovaného materialu, resp. 15 hodinové hladovanie
(16). Podla Westfelta a spol. a Viinikka (24, 22) diéta s niz-
kym obsahom NOx by nemala obsahovat alkoholické napo-
je, kaviar, konzervované lahodky, syry, rastliny, kyslé ryby,
zeleninu, meldn, ¢ierny ¢aj a napoje vyrobené zo sladu. Tato
diéta by sa mala dodrziavat dva dni pred odberom biologic-
kého materialu. Prispevok liekov, ktoré obsahuju nitraty je
zanedbatel'ny oproti prispevku NOx z potravy (95).

DISKUSIA A ZAVER

Determinovat tvorbu oxidu dusnatého (NO) priamym
meranim in vivo je problematické v dosledku kratkeho bi-
ologického pol¢asu NO, ktory v biologickych tekutinach je
limitovany na niekol'ko sekund. Ako index produkcie NO
sa preto vyuZziva meranie jeho oxidaénych produktov nitritu
a nitratu. Z metabolizmu oxidu dusnatého je zrejmé, Ze
hlavnym oxida¢nym produktom NO v krvi je nitrat, pretoze
posobenim oxyhemoglobinu nitrit podlieha rychlej oxidac-
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nej premene (reakcie 4,5). V experimente, v ktorom sa ku
krvi pridal roztok nitritu sa pri laboratérnej teplote po 30
minutach z poévodne pridaného mnozstva nitritu vyskyto-
valo v krvi len 16 %, a po 60 minutach menej ako 5%, kym
pri teplote 4 °C 69 %, resp. 55%. Hladiny nitritu a nitratu
v plazme pripravenej s absenciou hemolyzy su stabilné pri
-20°C aspon 1 rok (11).

Z hladiska merania a spravnej interpretacie namera-
nych hladin NOx treba vzdy zvazovat vyskyt moznych in-
terferujucich vplyvov, ktoré mézu viest k faloSnym vysled-
kom. V tomto smere je vel'mi dolezité vylucit vSetky zname
exogénne vplyvy uz pred odberom materialu, resp. pred
analyzou skumaného biologického materialu. Napr. pri ana-
lyze mocu je dolezita jeho konzervacia, pretoZe mikrobial-
na kontaminacia a kyslé pH poskytuju arteficialne vysledky.
Nitrit je v moc€i produkovany hlavne bakterialnou nitratre-
duktazou. Zvysené hladiny nitritu v mo¢i mozu byt preto
ukazovatel'mi infekcii mocového traktu (5).

Pri analyze hladin NOX treba pocitat s moznym prispev-
kom zvySenia hladin nitritov a nitratov v krvi a v moci aj
v doésledku ich prijmu potravou a v malej miere aj z medi-
kacie (5). Okrem liekov obsahujucich nitrat, zdrojom NO
mozZe byt aj napr. hydroxymocovina, z ktorej sa NO uvolfiuje
po reakcii s oxyhemoglobinom. Terapeutické davky hydroxy-
mocoviny zvySuju plazmatické koncentracie NO mechaniz-
mom, ktory nevyzaduje aktivitu NOS erytrocytov (13).

Existuju aj metodické kontaminacie v hladinach NOx,
ako je napr. prispevok NOx z pouZivaného skla (napr. “via-
liek“ pri HPLC), z ultrafiltra¢nych filtrov, kontaminacia nit-
ritmi zo skiumaviek na odber krvi, obsahujucich citratové,
alebo EDTA antikolagulancie a pod. (5).

Prikladom patologickej kontaminacie biologickej tekuti-
ny krvou a nasledného zvysenia hladin NOx je subarachno-
idalne krvacanie (SAH). V prvy den SAH sa v likvore ob-
javuju zvySené hladiny NOx (22,6 £2,2 umol/1 vs. 6,3£2,2
umol/l) ako désledok prispevku inaktivnych metabolitov
pochadzajucich z vaskularneho kompartmentu, ktoré sa po-
¢as hemoragie dostavaju do subarachnoidalneho priestoru.
Neskorsie pretrvavajuce zvySenie likvorovych hladin NOx
(10,0£0,9 umol/L, 10.den) je uz dosledkom aktivnej pro-
dukcie NO vplyvom produktov hemolyzy, ktoré s media-
tormi zapalovych procesov a induktormi iNOS vo vaskular-
nych bunkach hladkych svalov (15).

Pri merani hladin NOx treba mat na zreteli aj moznost
existencie uréitej cirkadialnej variacie. Elherik a spol. (4)
merali plazmatické hladiny NOx kazdé 4 hodiny pocas
24 hodin a zistili vyskyt vys§Sich hladin NOx o 20.00 hod
(15,53+8,42 umol/l) a nizkych hladin o 4,00 hod rano
(10,87+4,7 umol/L) a 0 8,00 hod (9,82 + 3,15 umol/L). Au-
tori predpokladaju, Ze cirkadialna variacia aktivity endotelu
cez vzajomnu suhru endotelinu-1, NO a vaskularnej funkcie
mozZe mat dolezitd tlohu v Casovom vyskyte kardiovaskular-
nych prihod (4).

Pri patologickych stavoch ako je napr. infekcia, alebo
zapal je silne indukovana aktivita iNOS, ¢o sa odraza vo
vyznamne zvySenych hladinach NOx v biologickych tekuti-
nach. Enzymova aktivita iNOS plne indukovaného makro-
fagu je asi 1000-krat vyssia ako v bunkach endotelu (2). NO
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difunduje do cielovych buniek, kde sa viaze s Fe-S centrom
enzymov potrebnych na dychanie mitochondrii a blokuje
syntézu DNA v bunkovom jadre. Tym posobi cytostaticky
a cytotoxicky. NO ma v imunite zlozita ulohu. NO uvolfiu-
ju aj lymfocyty a ich aktivacia je znizovana mechanizmami
asociovanymi s NO. K negativnym ucinkom NO patria re-
akcie s kyslikovymi radikalmi (obr.1).

Nedavne dokazy (14) indikuju, Ze vdc¢Sina cytotoxicity
pripisovana oxidu dusnatému je skor sposobend peroxynit-
ritom, ktory vznika v reakcii NO so superoxidovym anio-
nom (obr. 1). Peroxynitrit reaguje s lipidmi, DNA a prote-
inmi priamymi oxida¢nymi reakciami, alebo nepriamo cez
mechanizmy sprostredkované radikalmi. V zavislosti od
intenzity tychto reakcii sa spustaju jemné modulacie bun-
kovej signalizacie az po oxidacné poskodenie, ktoré vedie
k nekroze, alebo apoptéze buniek. Tvorba peroxynitritu
in vivo je kli¢ovym patogénnym mechanizmom pri ocho-
reniach ako je napr. stroke, infarkt myokardu, chronické
zlyhanie srdca, diabetes, cirkulaény Sok, rakovina, chro-
nické zapalové a neurodegenerativne choroby. Peroxynitrit
je ucinnym oxidantom cysteinu a glutationu, vyznamnych
zloziek antioxida¢ného systému. Iniciuje lipoperoxidaciu,
inhibuje aktivitu mitochondrialnych enzymov respiracného
retazca, inaktivuje glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu,
inhibuje aktivitu membranovej Na*/K" ATP-azy, inaktivuje
membranové sodikové kanaly a oxidacne modifikuje mnohé
dolezité proteiny. Za marker zvySenej tvorby peroxynitritu
a peroxynitritom sprostredkovanej modifikacie proteinov
sa povaZzuje nitrotyrozin (19). Najnovsie Studie poukazuju,
ze nové farmakologické stratégie zamerané na odstranenie
peroxynitritu mozu v buducnosti predstavovat silny terape-
uticky efekt.

Oxidacné produkty oxidu dusnatého, nitrit a nitrat, spolu
s markermi zvySenej tvorby peroxynitritu maju Siroké uplat-
nenie v experimente a klinickom hodnoteni mnohych infek¢-
nych, zapalovych, neurodegenerativnych a inych ochoreni
a v monitorovani ucinnosti terapeutickych intervencii.
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SPEKTROFOTOMETRICKA ANALYZA CEREBROSPI-

NALNEHO LIKVORU PO SUBARACHNOIDALNOM

KRVACANI. NIEKTORE METODOLOGICKE A KLINIC-
KE IMPLIKACIE

ONDRKALOVA MARTA,
KALNOVICOVA TEREZIA, TURCANI PETER

Prva Neurologicka Klinika Lekarskej Fakulty UK a FNsP,
Bratislava

SUHRN

V diagnostike subarachnoidalneho krvacania (SAH) sa
z laboratornych technik pouziva nekontrastné CT vySetrenie
mozgu. V pripade negativneho CT vySetrenia sa pri suspekt-
nom SAH realizuje lumbalna punkcia a likvor sa vySetruje na
pritomnost erytrocytov a xantochromiu. Pre spravnu inter-
pretaciu tohto diagnostického testu je dolezité poznat vplyvy,
ktoré mozu ovplyvnit vysledky bud falosne pozitivnym, alebo
falosne negativnym smerom. V predlozenej praci upozornuje-
me na niektoré dolezité metodologické a klinické implikacie.

KIucové slova: spektrofotometria, cerebrospinalny likvor,
subarachnoidalne krvacanie, SAH, xantochromia, oxyhe-
moglobin, bilirubin, methemoglobin

SUMMARY

Diagnosis of subarachnoid hemorrhage (SAH) is usually
established by computed tomographic (CT) scanning of the
brain. However, when the CT results are negative for suspect-
ed SAH, lumbar puncture to examine the cerebrospinal fluid
for erythrocytes and xanthochromia is necessary. To properly
interpret the results of this diagnostic test it is important to
know what test is being used and what the performance char-
acteristic of that test are. To minimize the frequency of false
positive and false negative results we inform about some im-
portant methodological and clinical aspects.

Key words: spectrophotometry, cerebrospinal fluid, suba-
rachnoid hemorrhage, SAH, xanthochromia, oxyhemoglo-
bin, bilirubin and methemoglobin

UvVOD

Medzi ¢asté indikacie pre spektrofotometricku analyzu
cerebrospinalneho likvoru (CSF) je podozrenie na krvaca-
nie do likvorovych ciest. VacSina krvacani je podmienena
rupturou intrakranialnej vakovitej aneuryzmy s naslednym
subarachnoidalnym krvacanim (SAH). Pri¢inou krvacania
mozZe byt aj ruptara dilatovanej vény, resp. vendznej mal-
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formacie v prepontinnej alebo interpendekularnej cisterne.
U onkologickych pacientoch a internych pacientoch krva-
canie do likvorovych ciest sa objavuje pri zakrvacani do
vnutrolebe¢nych nadorov alebo metastaz. Relativne Casto
sa spektrofotometria likvoru indikuje pri hematologickych
ochoreniach, u ktorych sa pozoruje intermeningealna pri-
mes krvnych elementov ako leukemickd meningealna infil-
tracia. Dalsimi indikdciami pre spektrofotometriu likvoru st
parenchymové hematomy a mozgové kontuzie po traumach
lebky. U neuroinfekcii zavaznym nalezom su hemoragické
zapaly a zavaznym diagnostickym problémom mozZu byt
mozgové ischémie, hlavne sekundarne krvacanie (10,12)

V diagnostike SAH sa z laboratérnych technik pouzi-
va nekontrastné CT vySetrenie mozgu. Ak je CT urobené
v priebehu 24 hodin od vzniku SAH, krv sa v subarachnoi-
dalnych priestoroch zaregistruje az v 92 % (10) a m6ze mat
zaroven topicku hodnotu, t.j. mdze poukazovat na lokaliza-
ciu zdroja krvacania. Po 24 hodinach senzitivita CT vyrazne
klesa a pri nie masivnom SAH moze byt uz nasledujuci den
CT nalez negativny. V pripade negativity CT je potrebné
realizovat vySetrenie likvoru z lumbalnej punkcie. Vo véas-
nej faze sa nachadza v zavislosti od masivnosti krvacania
makroskopicky hemoragicky alebo erytrochromny likvor.
Po dokazani subarachnoidalneho krvacania CT vySetrenim
a lumbalnou punkciou sa zdroj krvacania dalej zistuje naj-
CastejSie digitalnou subtrakénou angiografiou (10).

V suvislosti s vyznamnym postavenim spektrofotomet-
rickej analyzy likvoru (CSF) v diagnostike subarachnoidal-
neho krvacania (SAH), v prezentovanej praci sa zaoberame
s niektorymi implikaciami, ktoré mozu arteficialne ovplyv-
nit vysledky likvorologickej diagnostiky SAH touto meto-
dou.

Spektrofotometria likvoru

Posudenie vzhladu cerebrospinalneho likvoru (CSF)
patri medzi zakladné vySetrenia v likvorologickej diagnosti-
ke. Za fyziologickych podmienok je CSF ¢iry a bezfarebny.
Farebna zmena likvoru, najcastejSie ZIté sfarbenie (xan-
tochromia), spravidla indikuje pritomnost patologického
stavu. Xantochromia CSF moze vzniknut a) pri krvacani
do likvorovych ciest alebo do Struktur, ktoré obklopuju tieto
priestory, b) prienikom xantochrémnych substancii do lik-
voru z krvi pri poruche hematolikvorovej bariéry a c¢) prieni-
kom xantochromnych latok z krvi do likvoru pri ich vysokej
koncentréacii (napr. hyperbilirubinémia) za stavu bez poru-
chy bariérovych systémov mozgu.

CSF vzhladom na jeho Cirost, bezfarebnost a nizku
absorbanciu vo viditelnej oblasti za fyziologickych podmie-
nok (menej ako 0,020) je velmi vhodny material pre spek-
trofotometricki analyzu. Prva sprava o pouziti spektofoto-
metrie likvoru pri §tudiu jeho farebnych zmien pochadza od
L.Heilmeyera (r. 1933). Zasadny prinos v spektrofotometrii
likvoru priniesla praca Barrowsa a spol. z . 1955 (1). Autori
na zaklade vySetrenia 149 likvorov prisli k zaveru, ze pod-
kladom xantochrémie likvoru su tri farebné latky, oxyhe-
moglobin, methemoglobin (hemiglobin) a bilirubin. Tieto
krvné farbiva sa mozu v likvore vyskytovat samostatne, ale
aj v kombinaciach. Kym oxyhemoglobin a methemoglobin




mozu vznikat in vitro aj in vivo, bilirubin vznika len in vivo.
Autori sledovali aj vplyv arteficialneho krvacania, vyvoj fa-
rebnych zmien a pritomnost methemoglobin vo ventrikular-
nom a lumbalnom likvore, ale vysledky pozorovani sa vzta-
hovali len na malé mnozstvo vySetrenych CSF. Pritomnost
methemoglobin potvrdili v tekutine parenchymového (n=1)
a subduralneho (n=8) hematému. Nalez absorpéného pasu
methemoglobin v CSF zistili najskor 12. den a v subdural-
nej tekutine 9. den po hemoragii. Absorpcny pas bilirubinu
(460 nm) okrem SAH zistili aj u pacientov s blokadou prie-
chodnosti likvorovych ciest v spindlnej oblasti a pri hyperbi-
lirubinémii (460 nm a medzi 420-460 nm).

Zistenia Barrows a spol. potvrdil Kronholm (7), ktory
vySetrenie CSF dalej rozpracoval. Zistil, Ze nalez methe-
moglobin v CSF je obyCajne asociovany s hemoragiami,
ktoré vedu k vytvoreniu hematomu, a Ze vlnova dizka maxi-
ma absorpcie bilirubinu v CSF zavisi od povodu bilirubinu.
Navrhol standardny postup pre vySetrenie CSF v rutinnom
laboratoriu.

Kjellin (6) dokazuje v likvore pritomnost dvoch typov
bilirubinu: tzv. SB-zlozka (konjugovany bilirubin) s ab-
sorpénym maximom pri 425-430 nm a LB-zlozka (volny,
nekonjugovany bilirubin) s absorpénym maximom pri 450-
460 nm. SB zlozka sa vyskytuje v CSF pri poruchach nehe-
moragického povodu (poruchy bariér), kym LB zlozka pri
Cerstvych hemoragiach a pri novorodeneckych hyperbiliru-
binémiach (457 nm).

Tieto zistenia vyvolali vel'ky rozruch v likvorologickej
diagnostike a podnietili vznik mnoZstva prac, ktoré sa zao-
berali vyuzitim tohto diagnostického testu v klinickej praxi
a niektorymi metodologickymi a klinickymi aspektami.

Hodnotenie CSF

Doékazom SAH je pritomnost krvi v subarachnoidal-
nom priestore. Po uplynuti niekol'kych dni, alebo pri malom
mnoZstve krvi moze byt vysetrenie CT falosne negativne,
preto pri klinickom podozreni na SAH je nevyhnutné aj vy-
konanie lumbalnej punkcie a vySetrenie likvoru. Patologicka
pritomnost krvi v CSF sa dokazuje vizualne a spektrofoto-
metricky. Mnohé pracoviska vySetruju xantochromiu likvo-
ru len vizualne, ¢o nie je 100 % Specifické, pretoze je subjek-
tivne a moze byt ovplyvnené diskoloraciou oxyhemoglobinu
a mnohymi inymi faktormi. Petzold a spol. (9) porovnavali
vysledky xantochromie likvoru ziskané vizualne a spektro-
fotometricky. Analyza potvrdila, Ze kvalitnejSie hodnotenie
bilirubinu v CSF poskytuje spektrofotometricka metoda.
Vacsina kritickych likvorov bola bud kontaminovana oxy-
hemoglobinom (vizualne hodnotenie nedetekovalo pritom-
nost bilirubinu), alebo mala len nizke hodnoty bilirubinu
(vizualne nebolo registrované zlté sfarbenie likvoru).

Spektrofotometricka analyza likvoru, okrem potvrdenia
SAH, umoznuje urcif aj obdobie krvacania, popr. Ci sa ide
o prvé alebo uz opakované krvacanie. Spektrofotometrické
hodnotenie CSF je zaloZené hlavne na merani absorpénych
spektier oxyhemoglobinu a bilirubinu, popr. aj methemoglo-
binu. Po hemoragii do CSF dochadza po dvoch az Styroch
hodinach k lyze erytrocytov, hoci priemerné prezivanie
erytrocytov v periférnej krvi je 120 dni. Hemolyza subarach-
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noidalnych erytrocytov uvolnuje oxyhemoglobin, ktory sa
da v likvore detekovat medzi 2 az 12 hodinami po krvacani.
Uvol'neny oxyhemoglobin sa postupne meni makrofagmi
a inymi bunkami leptomeningov na bilirubin. K tejto kon-
verzii dochadza asi jeden tyzden po hemoragii. Spontanna
oxidacia hemovej skupiny ma za nasledok vyskyt (asi po
10 dnoch) priblizne rovnakého mnoZstva methemoglobinu
a oxyhemoglobinu. Tento proces je ¢asto asociovany s pri-
tomnostou intrakranidlneho hematému (2)

Oxyemoglobin, ktory sa za¢ina uvolfiovat z erytrocytov
asi od dvoch hodin od zaciatku krvacania dosahuje v likvore
maximalnu koncentraciu v priebehu prvych 36 hodin. Po 7
a 10 dinoch z likvoru vymizne (8). Oxyhemoglobin sposobu-
je ruzové az cervené sfarbenie likvoru s charakteristickym
absorpénym maximom pri vinovej dizke 415 nm a dvomi
minoritnymi absorpénymi vrcholmi pri 540 a 580 nm (12).

V hemoglobine je hém s chelatovo viazanym dvojmoc-
nym Zelezom ukryty v ,dutine” glomerularnych retazcov,
¢o spolu s inymi mechanizmami chrani dvojmocné Zelezo
pred oxidaciou na trojmocné. Oxida¢né Cinidla, ako napr.
nitritové iony, napriek tejto skuto¢nosti dokazu oxidovat
ferohemoglobin na ferihemoglobin (methemoglobin),
v ktorom trojmocné Zelezo uz nie je schopné transportovat
molekulovy kyslik. Methemoglobin ma v likvore absorpéné
maximum pri 408 nm. Pritomnost tohto absorpéného ma-
xima v CSF alebo v punktate subduralneho hematému je
priznakom starSich zmien hemoglobinu. Absorpény pas
methemoglobinu v CSF sa zistuje pri ohrani¢enych krvaca-
niach - intraparenchymalnych a subduralnych.

Bilirubin je zlty derivat hemu, ktory neobsahuje Zele-
zo. Kym oxyhemoglobin sa mo6ze tvorit bud in vitro, ale-
bo in vivo, bilirubin je enzymovo a ¢asovo - dependentny
proces (3). Je produkovany makrofagmi a dalS§imi bunkami
v mékkych mozgovych obaloch pri enzymovej degradacii
hemoglobinu. Objavuje sa aZ po 10 hodinach od zaciatku
krvacania a maximalne koncentracie dosahuje po 48 hodi-
nach. V CSF sa mo6ze nachadzat 2 az 4 tyZdne po krva-
cani. Bilirubin vzniknuty tymto sposobom ma absorpcné
maximum najprv pri 460 nm (nekonjugovany bilirubin).
Konjugaciou s vy$simi karboxylovymi kyselinami a s ami-
nokyselinami, ktoré sa nachadzaju v likvore dochadza ne-
skor k posunu jeho absorpéného maxima na vlnovu dizku
430 nm (bilirubin vol'ny, nekonjugovany). Pri tejto vlnovej
dizke ma svoje absorpéné maximum aj sérovy bilirubin kon-
jugovany s kyselinou glukurénovou. (5,8,12). Mnohi autori
odporucaju odber likvoru pre potvrdenie diagnozy SAH az
po 12 hodinach od nastupu symptomov, aby sa vytvoril do-
stato¢ny Cas na tvorbu bilirubinu. (3) Vychadzaju z prace
Vermeulen a spol. (13), ktori pomocou spektofotometrie
zistili xantochrémiu likvoru u vSetkych pacientoch (100 %,
n=111) so SAH, ktori boli podrobeni lumbalnej punkcii
v obdobi od 12 hodin az po 2 tyzdne po nastupe sympto-
mov. Toto odporucanie vsak nevyluCuje pritomnost xan-
tochromie likvoru pri skorSom odbere. Walton (14) Studoval
286 likvorov po SAH. Pri odbere likvoru v ¢ase 0-12 hod
po SAH boli vsetky likvory krvavé a zreteIni xantochromiu
mala takmer polovica pacientov (43/89), ale v ¢ase medzi
6-12 h uz dve tretiny (26/40) pacientov.
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Obr. 1. Hodnotenie subarachnoidalneho krvacania (SAH)

v likvore v zavislosti od vzniku hemoragie (HA), RBC = erytrocyty

Interpretacnu vytaznost zo spektrofotometrie likvo-
ru zvysuje aj jeho cytologicky obraz. Pritomnost volnych
erytrocytov, adhézie erytrocytov na membrany aktivova-
nych monocytov a erytrofigov sved¢i o pritomnosti Cer-
stvého, maximalne niekol'ko hodin trvajuceho krvacania,
¢o byva podporené spektrofotometrickou krivkou CSF s ab-
sorpénym maximom pri 415 nm (oxyhemoglobin). Popri
cerstvom krvacani moze v likvore dominovat aj starSia he-
moragicka zlozka a v cytologickom obraze si okrem erytro-
fagov a Cerstvo fagocytovanych erytrocytov pritomné erytro-
fagy s pokrocilou dekoloraciou fagocytovanych erytrocytov
a siderofagy, ¢o sved¢i o krvacani do likvorovych ciest trva-
jucom niekol'ko dni. S vysledkom cytologického vySetrenia
CSF koreluje vysledok spektrofotometrického vySetrenia
CSF s dominantnym absorpénym maximom pri 460 nm
(bilirubin), o odpoveda starSej hemoragickej zloZke a s me-
nej zretelnym maximom pri 415 nm (oxyhemoglobin), ¢o
svedCi o aktualne prebiehajucom krvacani do likvorovych
ciest. Pritomnost erytrofagov a siderofagov v cytologickom
obraze likvoru sved¢i teda o pritomnosti minimalne niekol-
ko dni starého krvacania do likvorovych ciest. Spektrofoto-
metrické vysetrenie likvoru bude maf absorpcné maxima,
ktoré odpovedaju pritomnosti nekonjugovanému bilirubinu
(460 nm), ale tiez konjugovanému bilirubinu (430 nm), cha-
rakteristickému pre starSiu hemoragicku zlozku. (5, 12).
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Interferujuce vplyvy

Xantochromia likvoru pri SAH moze byt ovplyvnena
aj inymi faktormi ako je krvacanie do likvorovych ciest, co
moZe sposobovat nespravnu interpretaciu vysledkov.

1. Falosne pozitivne vysledky

Traumaticka lumbalna punkcia. Oxyhemoglobin méze
byt detekovany v likvore aj pri absencii SAH v dosledku trau-
matickej lumbalnej punkcie. Ked dojde k traumatickej LP,
pri troj - skimavkovom odbere sa pocet erytrocytov v CSF
medzi prvym a tretim odberom vyrazne znizZi. Pomer Cerve-
nych a bielych krviniek pri traumatickej lumbalnej punkcii
je porovnatelny s periférnou krvou (700: 1), ale v priebehu
3-5 dni po ikte dochadza k zvySeniu polymorfonuklearov
s naslednym zvySenim mononuklearnych buniek. Tato ty-
picka celularna reakcia pri SAH je meningealnou odpove-
dou na produkty hemolyzy erytrocytov (11).

Pri zistovani, ¢i ide o traumaticku punkciu alebo SAH sa
bezne pouziva vizualne hodnotenie xantochromie. Vychadza
sa z patofyzioldgie lyzy erytrocytov, t. j. z faktu, Ze tvorba bi-
lirubinu je enzymovo dependentna, a teda prebieha in vivo.
Likvor z traumatickej punkcie obsahuje oxyhemoglobin, ale
nie bilirubin. (11). Na tvorbu bilirubinu sa vyzaduje urcity
Cas’, a preto ani pri SAH sa nemusi v prvych hodinach po
ruptire aneuryzmy v likvore objavit bilirubin. Walton (14)
vizualne hodnotil likvor od 49 pacientov so SAH v prvych




6 hodinach a len 10 pacientov malo pritomnu xantochro-
miu. Po 6 az 12 hodinach po ikte mali vSetci hodnoteni
pacienti (n=40) krvavy likvor, ale len 26 pacientov (65 %)
malo xantochromiu. Ked' sa likvor hodnotil medzi 12 hod
a 14 diami, xantochrémia sa potvrdila u vSetkych pacien-
toch. Absencia xantochromie vizualne hodnotena 12 hodin
po ikte nie je dostacujuca na vyluCenie SAH. Na spravne
posudenie xantochromie sa vyzaduje spektrofotometricka
analyza (11).

Hemolyza in vitro. In vitro stadium CSF poskytlo dokaz,
7e ak sa vzorky CSF, ktoré obsahuju menej ako 40 000/mm?
erytrocytov centrifuguju do 15 minut, nepodlichaju hemo-
lyze a neprodukuju falosne pozitivne vysledky (2). CSF by
sa preto mal do laboratoria transportovat ¢o najrychlejsie a
rychlo scentrifugovat (11).

Hyperbilirubinémia. Pritomnost bilirubinu v CSF okrem
hemoragie mdze byt dosledkom hyperbilirubinémie. Pri
sérovych hladinach vyssich ako 100 mg/L, sérovy biliru-
bin prestupuje do CSF a sposobuje faloSne pozitivhu xan-
tochréomiu (4).

Hyperproteinorachia. Hladiny bilirubinu v CSF moze ar-
teficialne zvysit aj vysoka likvorova koncentracia bielkovin
(nad 1,5-2 g/1), Tato vysoka koncentracia proteinov sposo-
buje zvySenie absorbancie likvoru pri 413 nm s absenciou
absorp¢éného pasu pre oxyhemoglobin (2, 5, 8, 12)

Hyperkarotenémia, medikacia. FaloSne pozitivhu xan-
tochromiu sposobuje aj hyperkarotenémia a terapia napr.
rifampinom (4,11).

2. Falosne negativne vysledky

Falosne negativne vysledky mozu vznikat, ak sa odber
likvoru vykona skor ako 12 hodin po SAH. Likvor nemusi
byt xantochrémny (14).

ZAVER

Spektrofotometria nativneho likvoru vo viditel'nej oblas-
ti ma dolezitu ulohu v diferencialnej diagnostike nahlych
cievnych mozgovych prihod. Spektrofotometrické krivky
umoznuju charakterizovat xantochrémiu likvoru na za-
klade rozdielnych absorpénych maxim oxyhemoglobinu
(415 nm), methemoglobinu (408 nm) a bilirubinov (420-
460 nm). Patologicky nalez bilirubinu v likvore poukazuje
na subakutne alebo starSie krvacanie, pripadne prenikanie
bilirubinu hematoencefalickou bariérou.

U pacientov s podozrenim na SAH, u ktorych bolo CT
negativne by sa odber likvoru nemal robit skor ako po 12
hodinach po krvacani. Likvor sa musi okamzZite transpor-
tovat do laboratoria, kde sa vizualne zhodnoti, ¢ast sa odo-
berie na analyzu erytrocytov a zvySok sa centrifuguje. Po
vizualnom zhodnoteni sa supernatant podrobi spektrofoto-
metrickej analyze.

Ak sa v absorpénom spektre CSF nachadza len pik oxy-
hemoglobinu (415 nm), pocet erytrocytov v CSF je mensi
ako 40 000/mm? a centrifugacia sa uskutoc¢nila do 15 mi-
nut po odbere, likvorovy nalez potvrdzuje pritomnost SAH.
Ak likvor obsahuje viac ako 40 000 /mm? erytrocytov a ¢as
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centrifugacie od lumbalnej punkcie (LP) bol viac ako 15
min, je tu moznost existencie faloSne pozitivnych vysledkov.
Treba uvazovat o opakovani LP. Cerstvé krvacanie, trvajuce
niekol'ko hodin okrem absorpéného piku oxyhemoglobinu
podporuje pritomnost erytrofaigov v CSF.

Detekcia absorpénych pasov oxyhemoglobinu a biliru-
binu v CSF potvrdzuje diagnozu SAH. Cytologicky nalez
pokrocilej dekoloracie fagocytovanych erytrocytov a pri-
tomnost siderofagov sved¢i o krvacani do likvorovych ciest
trvajucom niekol'ko dni.

Ak sa v CSF v meranej oblasti krvnych pigmentov nere-
gistruje ziaden absorpény pas, pritomnost SAH sa vylucuje
za podmienky, Ze odber likvoru bol robeny az po 12 hodi-
nach od nastupu symptémov

Pri detekcii absorpéného pasu len bilirubinu treba kvan-
tifikovat okrem bilirubinu a celkovych bielkovin v CSF aj
a sérovy bilirubin a celkové bielkoviny, a tym vylucit prienik
sérového bilirubinu do CSF.

Detekcia methemoglobinu v CSF (408 nm) je indikova-
na predovSetkym pri ohraniCenych krvacaniach - intrapa-
renchymalnych a subduralnych.

Tab. 1. Metody na rozlisenie traumatickej lumbalnej punkcie (LP)
od subarachnoidalneho krvacania (SAH) (modif. Shah
a Edlow, 2002)

Likvor Traumaticka LP SAH
zZvyseny v 65 %
Likvorovy tlak normalny W ) Y
pripadoch
krvavy, postupne sa
3-skumavkovy test v p ) .p trvalo krvavy
vycistuje

Vizualne hodnotenie . .

¢iry xantochromia

xantochromie

nie su pritomné degra-
dacné produkty
hemoglobinu

Spektrofotometria su pritomné degradacné

xantochromie produkty hemoglobinu

. ocet erytrocytov
Pocet erytrocytov postupne sa zniZuje P ytrocyt

pretrvava

Pocet bielych krviniek spociatku umerny

umerny periférnej krvi | periférnej krvi, neskor sa

relativne zvySuje

Tvorba zrazeniny zriedka nie
D-dimér nie pritomny
Erytrofagy nie pritomné

podobny ako pri prvej

Opakovana LP ¢iry Lp
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VYUZITIE PRIETOKOVEJ CYTOMETRIE
NA DETEKCIU DONOR-SPECIFICKyCH PROTILATOK
PRED TRANSPLANTACIOU OBLICKY

CHRENOVA SILVIA

Centrum organovych transplantacii
Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava

SUHRN

Vysetrenie donor-Specifickej humoralnej imunity pred
transplantaciou solidnych organov, tzv. ,,cross-match* test,
ma zasadny vyznam pre prevenciu hyperakutnej a vcasnej
akutnej rejekcie Stepu. Cielom tohto testu je zistit pritomnost
specifickych protilatok v sére potencialneho prijemcu, namie-
renych proti tkanivovym antigénom exprimovanym bunkami
darcovského organu. V oblasti laboratornych metod na ich
detekciu sa v poslednom obdobi dostala do popredia prietoko-
va cytometria, ktora sa popri Standardnej metode lymfocytoto-
xického testu stala metodou plne akceptovanou aj v Kklinickej
praxi. Praca sa zaobera predovsetkym roznymi technickymi
aspektami metodiky.

SUMMARY

The assesment of donor-specific humoral immunity be-
fore solid organ transplantation, known as cross-match, is
of fundamental importance for prevention of hyperacute and
early acute graft rejection. The aim of the test is to reveal
specific antibodies in patient’s serum against tissue antigens
expressed on the donor organ. In addition to standard lym-
phocytotoxicity technique, flow cytometry has prooved to be
a useful laboratory method for detection of such antibodies.
Cross match by flow cytometry has become fully accepted
also in clinical practis in the last years. This review deals with
various technical aspects of the method.

UVOD

Pritomnost preformovanych donor-$pecifickych protila-
tok (DSA) v sére potencialneho prijemcu organu predstavuje
vyznamny rizikovy faktor z hladiska prijatia transplantované-
ho organu a jeho funkcie najma v skorom obdobi po trans-
plantacii. Tieto protilatky v zavislosti od typu a koncentracie
su pric¢inou hyperakutnej (HAR), akcelerovane;j, alebo akut-
nej (AHR) humoralnej rejekcie. Preto vySetrenie donor-Spe-
cifickej humoralnej imunity tesne pred transplantaciou oblic-
ky, zname ako ,,cross-match®, je rutinnou sucastou testovania
histokompatibility medzi darcom a prijemcom.

Cielom ,,cross-match” testu je zistif pritomnost alopro-
tilatok v sére prijemcu, ktoré by sposobili poSkodenie tkaniv
transplantovaného organu imunitnymi mechanizmami. Ta-
kéto protilatky su v 90 % namierené proti antigénom Hlav-
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ného histokompatibilitného systému (HLA). HLA-antigény
su konsStitutivne exprimované na povrchu vsetkych jadro-
vych buniek organizmu (I.trieda), alebo na Specializova-
nych imunokompetentnych bunkach (Il.trieda). Vyznacuju
sa vysokym stupnom genetickej polymorfnosti. Pritomnost
anti-HLA protilatok je vzdy dosledkom predchadzajucej
senzibilizacie sposobenej transfiziami, graviditami alebo
transplantaciami.

Standardnou metddou na detekciu DSA je test na kom-
plemente zavislej cytotoxicity (CDC), znamy skor ako lym-
focytotoxicky test (LCT). Tento test vo svojej zakladnej
podobe bol uvedeny do klinickej praxe v 60-tych rokoch
minulého storo€ia (11). V sucasnosti je povinnou sucastou
standardnych postupov testovania histokompatibility, hoci
bol medzi¢asom réznym sposobom modifikovany.

Metéda LCT zachytava vacsinu protilatok zodpoved-
nych za hyperakutnu rejekciu Stepu, vdaka comu sa tato
vazna komplikacia dnes vyskytuje len vel'mi zriedkavo. Nie
je vSak dost citliva na detekciu protilatok s vel'mi nizkym
titrom, a tieZ neumoznuje zistit pritomnost protilatok slabo
viazucich komplement, ktoré sa pravdepodobne podielaju na
patogenéze akcelerovanej a v€asnej akutnej humoralnej re-
jekcie (9, 13, 15). Hoci niektoré modifikované postupy LCT
testu Giatocne riesia tieto nedostatky (predizenie inkubacii,
pouzitie AHG), do popredia sa v poslednych rokoch dosta-
la prietokova cytometria, ako vysoko citliva metoda, ktora
detekuje protilatky nezavisle od viazby komplementu. Jej
vel'kou vyhodou je taktieZ moznost uréenia izotypu deteko-
vanej protilatky (IgG, IgM) a subpopulacie buniek, na ktoré
sa viazu (T alebo B-lymfocyty). Cross-match na prietokovom
cytometri (FCXM) bol prvykrat popisany v r.1983 (3).

Princip prietokovej cytometrie
Vlastnosti buniek su v prietokovom cytometri analyzo-
vané na zaklade rozptylu usmerneného svetelného luca po
prechode bunkou, a intenzity a vlnového rozsahu fluores-
cenéného svetla emitovaného z farbiva naviazaného na jej
povrchovych §trukturach.
Zakladnymi komponentami prietokového cytometra su:
¢ zdroj svetla (obyCajne argonovy laser)
¢ opticka sustava na fokusaciu a nasmerovanie svetla
e slustava zabezpeCujuca regulaciu prietoku tekutiny
obsahujucej bunky cez laserovy 1u¢ (hydrodynamicka
fokusacia)
¢ clektronicka sustava na meranie intenzity svetelnych
signalov a ich zaznamenanie
¢ pocitacovy systém na analyzu tychto svetelnych sig-
nalov

Svetelny lu¢ z laserového zdroja je nasmerovany na
kanalik, ktorym prechadzaju bunky v prude tekutiny tak,
aby luc pretinal tieto bunky pod pravym uhlom. Roztylené
svetlo je zachytavané niekol'kymi fotodetektormi: jeden pre
predny rozptyl (FSC), jeden pre bo¢ny roztyl (SSC), a tri
detektory pre fluorescencné svetlo - s filtrami vaé§inou pre
zelené (FITC), cervené (PE) a tmavocervené (napr. PE-
CY5) (obr.¢. 1). V detektoroch sa svetelné signaly menia na
elektronické, ktorych intenzita je priamo imerna intenzite
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Obr. 1. Schematické znazornenie optickej sustavy prietokového cytometra.

Laserovy Iuc je rozptyleny bunkou a tento rozptyl je zachyteny detektorom pre predny rozptyl (Forward Scatter) a bo¢ny rozptyl (Side

Scatter). Fluorescenéné svetlo emitované z povrchu buniek v troch vinovych dizkach (FL1, FL2, FL3) je detekované tromi

fotonasobic¢mi (PMT-photomultiplier tubes) (prebraté z http://www.bdbiosciences.com)

zachyteného svetla. Napokon analégové signaly su konver-
tované na digitalne, vhodné na pocitaCové spracovanie.
Predny (FSC) a bo¢ny (SSC) rozptyl svetla poskytuje
informaciu o velkosti, tvare a granularite buniek. Na zakla-
de tychto vlastnosti moézZzeme rozliSit zakladné typy buniek
Tudskej krvi: lymfocyty, monocyty a granulocyty.
Fluorescenc¢né svetlo (FL1, FL2, FL3) sa vyuziva na
identifikaciu povrchovych §truktar buniek - napr. bunkovych
markerov (CD znaky), alebo molekul, naviazanych na po-
vch buniek (protilatky). Toto svetlo je emitované z molekul
cytochromu, ktorym je oznacena Specificka protilatka proti
sledovanému markeru. Po dopade laserového li¢a moleku-
ly réznych cytochromov emituju svetlo s charakteristickym
vinovym rozsahom. Podla intenzity fluorescencného svetla
pochadzajuceho z prislusného farbiva moézme potom bunky
rozdelit na pozitivne (vysoka intenzita), ¢i negativne (nizka
intenzita) pre dany znak. Pri pouZziti roznych cytochromov
mozeme sledovat sucasne viac znakov na jednej bunke.
Vysledky merania na prietokovom cytometri su spraco-
vané vo forme dvoch typov histogramov. Dvojparametrovy
histogram (dot plot) znazornuje rozdelenie buniek na za-
klade dvoch vybranych parametrov (napr. FSC a SSC, teda
vel'kosti a granularity - obr. 2A).
Jednoparametrovy histogram vyjadruje pocCet merani
(buniek) s urcitou hodnotou vybratého parametra (napr.
fluorescencie PE - obr.2B). Hodnoty fluorescencie sa jed-
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noparametrovom histograme zobrazuju vacSinou v Skale
styroch logaritmickych dekad na osi x, rozdelenych na 1024
kanalov (256 na jednu dekadu). Aby bolo mozné porovnat
dve rozne vzorky (spravidla negativnu kontrolu a vysetro-
vanu vzorku, pripadne pozitivhu kontrolu), je nutné, aby
vSetky namerané hodnoty spadali do tejto Skaly. Snazime sa
spravidla umiestnit kontrolnu vzorku (negativne sérum) do
prvej lavej dekady.

Vysledky dvojparametrového histogramu su Statisticky
vyjadrené ako pocet (percento) meranych buniek nachadza-
jucich sa v urcitej vybratej oblasti. Tato oblast moze sluzit
ako vychodisko - tzv. ,gate” pre analyzu dalSieho parametra
(FL1, FL2, FL3).

Pri jednoparametrovom histograme hodnotime rozde-
lenie frekvencii buniek s uréitou hodnotou, a to pomocou
priemeru, medianu, alebo modusu. Vyber S§tatistického
parametra zalezi od charakteru farbenia danej vzorky. Na-
priklad ked meriame slabo Ziariace farbivo, ktoré sa viaze
na malu Cast buniek, je lepSie porovnavat percento buniek,
ktoré dosiahli stanovenu hodnotu fluorescencie. V pripade,
ze predpokladame vel'ky rozdiel v intezite fluorescencie po-
zitivnej a negativnej vzorky, pozZijeme median, a pod.

Standardizacia prietokovej cytometrie
Spolahlivé a reprodukovatelné vysledky zavisia vo vel-
kej miere od optimalnej prevadzky cytometra. Ta moze byt
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Obr. 2. Dot plot mononuklearnych buniek (MNB - 5000 bb.)
izolovanych gradientovou centrifugaciou z periférnej krvi (A) a histogram znazornujuci intenzitu

PE- fluorescencie tychto buniek (B). Marker M1 vyznacuje oblast CD3 pozitivnych buniek.

ovplyvnena fluktuaciami v napajani lasera, optickymi defek-
tami, nerovnhomernym prudenim buniek a pod. Usmernenie
lasera musi byt pravidelne kontrolované pomocou jednot-
nych, priemyselne vyrobenych mikrocastic. Nespravne na-
smerovany zviazok lacov sposobi vysoky koeficient variacie
v hodnotach predného rozptylu a neosvetli cielovil bunku do-
statoCne, aby sa dosiahla maximalna intenzita fluorescencie.
Rozptylené svetlo prechadza filtrami, ktoré prepustia iba
svetlo prislusnej vinovej dizky. Toto je potom zachytené na
fotonasobiCoch, ktoré sa mozu lisit svojou elektronickou od-
povedou. Linearita tejto odpovede musi byt pravidelne tes-
tovana pomocou fluorescenénych mikrocastic s postupne
sa zvySujucim mnozstvom naviazané¢ho cytochromu. Pomer
intezity signalu medzi tymito mikrocasticami by sa ¢asom
nemal menit a mal zostat linearny. V opa¢nom pripade hla-
dina citlivosti nebude porovnatel'na medzi roznymi testami.
Ak pouzivame v teste iba jedno fluorescencné farbivo,
mozme predpokladat, Ze z neho pochadza vsetko zachytené
a analyzované fluorescencné svetlo. AvSak pri pouziti viac
ako jedného cytochromu na jednu bunku moze byt rozliSe-
nie povodu detekovaného fluorescencného svetla problema-
tické, a to z dovodu spektralneho prekryvania (,overlap®).
Toto prekryvanie je potrebné eliminovat elektronickou kom-
penzaciou. Primerana a spravna kompenzacia je velmi do-
lezita - ,podkompenzovanie® (nedostatoéna kompenzacia)
vedie k faloSne pozitivnym vysledkom, naopak nadmerna
kompenzacia moze sposobit falosnu negativitu. Ked'Ze ko-
neéna hodnota fluorescenéného signalu zavisi od tzv. am-
plifikatora (faktor, ktorym nasobime vSetky namerané hod-
noty), miera potrebnej kompenzacie suvisi aj s nastavenim
tohto faktora. Spravne nastavenie kompenzacie vyZaduje
oznacit paralelne jednu vzorku iba jednym fluorochromom,
a nasledne upravit nastavenia s dvojfarebne oznaCenymi
bunkami. Takyto postup zaroven odhali aj pripadné interak-
cie medzi reagenciami. Primerana kompenzacia je dolezi-
tym krokom pri optimalizacii testu a ma vyznamny vplyv na
koneéné rozliSenie medzi pozitivitou a negativitou (4).
Zvazok laserovych lacov je v priemere vacsi ako priemer
bunky, preto nevie rozlisit medzi dvomi tmavymi bunkami a
jednou Ziariacou bunkou. Je preto dolezité mat rovnomerne
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Obr. 3. Princip FCXM: protilatky v sére prijemcu sa pocas inku-

bacie naviazu na HLA-antigény na lymfocytoch darcu; vazbu dete-

kujeme sekundarnou protilatkou proti ludskému imunoglobulinu,
oznacenou fluorochrémom.

premieSanu suspenziu buniek s vysokou Zivotnostou. Metody
pouzivané v HLA-laboratoriach na izolaciu a separaciu buniek
su vhodné na pripravu prave takychto bunkovych suspenzii.

Aby nedochadzalo k prekryvaniu buniek pri prietoku
laserovym luCom, je potrebné primerané nariedenie analy-
zovanej suspenzie a podla toho aj nastavit urcita rychlost
prudenia bunkovej suspenzie v prietokovom kanaliku. Op-
timalna rychlost je asi 1 000 buniek za sekundu (8). Prili§
nizka rychlost zasa predlZuje Cas merania.

Cross match na prietokovom cytometri (FCXM)
Princip a porovnanie s LCT-testom

Cross-match je laboratorny test na detekciu donor-Speci-
fickych protilatok (predov§etkym anti-HLA protilatok) pred
tranplansplantaciou, prip. po transplantacii. Pritomnost pro-
tilatok vySetrujeme v sére prijemcu (cirkulujuce protilatky).
Ako zdroj cielovych struktur (HLA-antigénov) pouzivame
lymfocyty, ktoré exprimuju HLA I.triedy (T-ly), alebo HLA
I. aj II. triedy (B-lymfocyty). Vyuzitie inych bunkovych po-
pulacii sa uplatiiuje hlavne v testoch, zameranych na detek-
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Obr. 4. Priklady histogramov pri negativnom FCXM pacienta pred pribuzenskou transplantaciou obli¢ky:
4/a - oblast lymfocytov; 4/b - oblast CD3 pozitivnych buniek (T-ly); 4/c - oblast CD19 pozitivnych buniek (B-ly);
4/d - FITC-fluorescencia CD3+ buniek - negativna (NK) a pozitivna (PK) kontrola;
4/e - FITCfluorescencia CD3+ buniek - sérum pacienta

ciu protilatok proti inym tkanivovym antigénnym systémom
(monocyty, endotelové bunky, prip. ich prekurzory).

Kazda metdéda ,cross-match® testu predstavuje dve za-
kladné fazy:

¢ inkubacia séra potencialneho prijemcu (zdroj proti-

latok) s lymfocytmi darcu (nositel cielovych Struktur
- HLA antigénov)

e detekcia a vizualizacia naviazanych protilatok

Ak sérum prijemcu obsahuje Specifické donor-reaktivne
protilatky, tieto sa pocas inkubacie naviazu na povrch lym-
focytov. Podmienky, za akych inkubdcia prebieha (teplota,
dizka inkubacie, objem reagencii, chem. prostredie), ovplyv-
nuju Specifickost a stabilitu vazbieb, prip. preferovany typ
protilatok (IgG, IgM). V tom sa odliSuju rozne varianty ako
LCT, tak ak aj FCXM.

Detekcia védzieb pri lymfocytotoxickom teste spociva
v cytolytickom uc¢inku komplementu, ktory sa viaze na pri-
slusnu Fc-Cast molekuly imunoglobulinu naviazaného na
povrchovy antigén lymfocytov, a cytolyza sa vizualizuje vital-
nym farbivom. Pozitivita reakcii sa hodnoti mikroskopicky
podla podielu usmrtenych (lyzovanych) buniek. V pripade
prietokového cytometra detekujeme naviazany imunoglo-
bulin pomocou fluorochromu (spravidla FITC), konjugo-
vaného s protilatkou proti ludskému imunoglobulinu (IgG,
alebo IgM) - obr. €. 3. Pri hodnoteni porovnavame intenzitu
fluorescenéného svetla emitovaného z povrchu buniek in-
kubovanych s kontrolnym (negativnym) sérom a s testova-
nym sérom. Na oznacenie buniek, ktoré chceme analyzovat
(T alebo B-lymfocyty), pouZijeme zaroven inou farbickou
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(napr. PE) znaceni monoklonovu protilatku proti prislus-
nému bunkovému markeru (CD3 -Tly, CD19 - Bly).

Vyhody prietokovej cytometrie v porovnani s LCT-tes-
tom sa daju zhrnut nasledovne:

- vySsia citlivost (detekcia protilatok s nizkym titrom)

- detekcia protilaok nezavisle od fixacie komplementu

- uréenie izotypu detekovanej protilatky (IgG, IgM)

- moznost vyhodnotit T a B bunky v jednom teste, bez

potreby ich predchadzajicej separacie

Nevyhodou je potreba izolacie va¢Sieho mnozstva bu-
niek, vy$Sia finan¢na narocnost (pristroje aj reagencie),
a tiez nedostato¢na Standardizacia metodiky, ¢o stazuje po-
rovnavanie vysledkov medzi roznymi laboratoriami.

1. Priprava bunkovej suspenzie a inkuba¢na faza testu
Izolacia buniek urcenych na detekciu anti-HLA protila-
tok prietokovym cytometrom sa v principe nelisi od izolacie
buniek uréenych na HLA-typizaciu, ale ma svoje Specifika.
Na nastavenie testu potrebujeme ovela vacsi celkovy pocet
buniek, a to v tom najjednoduchSom pripade, teda ked' tes-
tujeme iba jeden izotyp (napr. IgG) s jednou populaciou
buniek (napr. T-lymfocytmi) je to 1,2-1,5 mil. buniek. De-
fibrindcia krvi pred izolaciou nie je vhodna, lebo znizuje
zivotnost buniek, predovsetkym B-lymfocytov. Optimalnou
metodou, ktora zabezpeéi maximalny vytazok mononukle-
arnych buniek s dostatocnou Cistotou a Zivotnostou je cen-
trifugacia nariedenej krvi (prip. buffy-coatu) na hustotnom
gradiente. Je mozné pouzit aj imunomagnetické mikrocas-
tice (beads), avSak zvySuje sa riziko vzniku neziaducich




interakcii pocas centrifugacie takto ,obalenych® buniek.
Lymfocyty m6Zeme rovnako izolovat z eluatu lymfatického
tkaniva (slezina, uzlina) v pripade zomrelé¢ho darcu.

Pred samotnou inkubaciou so sérom sa doporucuje bun-
kovu suspenziu dvakrat premyt ladovym fosfatovym pufrom
s 0,01% azidom sodnym. Toto opracovanie je dolezité pre
stabilizaciu bunkovych membran a zabranenie straty povr-
chovych antigénov v dosledku javu znameho ako ,,capping®.

V inkubacnej faze testu je dolezité optimalizovat pod-
mienky tak, aby vdzba protilatky bola Specificka a dostatoc-
ne stabilna. Podmienky, ktoré mozu ovplyvnit tato vazbu
su zhrnuté v tab. ¢.1. Inkubacia pri 4°C je optimalna pre
vizbu protilatok triedy IgM, kym pri 21 °C alebo 37°C sa
lepSie viazu IgG. Je vsak vyhodnejSie pouzivat teplotu 4 °C
aj pre detekciu IgG protilatok, pokial sa jedna o labilnejSie
povrchové antigény. Takyto stabilizujuci efekt ma aj prida-
nie azidu sodného do inkuba¢ného roztoku.

Po inkubacii buniek so sérom a pred pridanim sekundar-
nej (detekCnej) protilatky je dolezité dosledné odstranenie
nenaviazanych sérovych imunoglobulinov, ktoré dosiahne-
me opakovanym premytim suspenzie. Prili§ velké nariede-
nie pri premyvani je vSak spojené so zmenou koncentracnej
rovnovahy a moze sposobit odpojenie Specificky naviazanej
protilatky. Strata viazby protilatky moézZe byt minimalizovana
pridanim proteinu (fetalne telacie sérum) do premyvacieho
média. PoCet premyvani a premyvaci objem vyrazne ovplyv-
nuju detekénu citlivost metody (14).

2. Detekcia naviazanych protilatok

Protilatky naviazané na povrchové antigény buniek
pocas inkubacie detekujeme sekundarnou protilatkou, na-
mierenou proti Tudskému imunoglobulinu, konjugovanou
s vhodnym fluorochromom. Vacs§inou sa pouzivaju proti-
latky namierené proti konStantnej Casti imunoglobulinu
(Fc oblasti) prislusnej triedy - IgG, IgM, prip. IgA. Aby
sa predislo neSpecifickému naviazaniu reagencie na Fc-re-
ceptoty exprimované na povrchu niektorych buniek (B-lym-
focyty, monocyty), doporucuje sa pouzivanie protilatky

Tab. 1. Faktory ovplyviujice viazbu protilatok na povrchové antigé-
ny pri cross-match teste prietokovym cytometrom(Horsbur-
gh a spol., 2000).

Parameter Rozpitie
Inkubacna teplota 4-37°C
Dizka inkubacie 15-60 min

Koncentracia buniek

50-100 x 10* / skimavku

Inkubacny roztok

Fosfatmi timeny fyziolog. roztok
(PBS) s / bez albuminu (FTS) azidu
sodného

mu séra

Pomer objemu bb. suspenzie k obje-

0,1:1-1:4

Riedenie séra

Neriedené - riedené 1:5

Zdroj buniek

Slezina (40 % T lymfocytov)
Periférne MNB (70 % T lymfocytov)
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zbavenej Fc-Casti molekuly (Fab-fragment). Dolezité je tiez
predtitrovat reagenciu tak, aby sa dosiahol optimalny po-
mer signalu medzi testovanou a kontrolnou vzorkou (dopo-
rucené je riedenie 1:20 az 1:50).

Vyhodou prietokovej cytometrie je, Ze vyuZitim viacerych
farbiv moZeme analyzovat sucasne viac znakov na jednej bun-
ke. Monoklonovou protilatkou proti Specifickému povrchové-
mu markeru tak mozeme oznacit subpopulaciu buniek, ktora
nas z hladiska pritomnych protilatok zaujima - T-ly (CD3) na
detekciu protilatok proti I.triede, alebo B-ly (CD19) pre pro-
tilatky proti Il.triede HLA-antigénov. Je vSak dolezité zvolit
optimalnu kombinéaciu farbiv tak, aby sa vinové spektra nimi
emitovaného svetla prekryvali minimalne (problémy s kom-
penzaciou) a tieZ aby navzajom neinteragovali (zhaSanie,
tvorba konjugatov). NajcastejSie pouzivanou kombinaciou je
FITC pre sekundarnu protilatku, PE pre anti-CD3 a PE-CY5
pre anti-CD19. Cross-match s pouZzitim trojfarebnej fluores-
cencie popisali Bray a spol. vr. 1989 (1).

Po inkubacii s detekénymi reagenciami nasleduje opat
odstranenie prebyto¢nych, nenaviazanych protilatok pre-
myvanim a nakoniec sa vzorka resuspenduje na analyzu
v cytometri. Suspenzia by mala pozostavat s intaktnych a
jednotlivych buniek a uchovavana v chlade a tme. Ak nie je
hned analyzovana, fixuje sa formaldehydom.

Meranie a analyza vysledkov

Pri merani vzoriek dbame na dokladné, ale jemné pre-
mieSanie suspenzie pred vloZzenim do cytometra a nastave-
nie optimalnej rychlosti prietoku buniek syst¢émom. Mini-
malny pocet buniek na ziskanie spolahlivych Statistickych
udajov je 1000. KedZe pri cross-match teste spravidla pra-
cujeme so suspenziou mononuklearnych buniek, ktora ob-
sahuje aj iné bunky ako lymfocyty, a musime tiez ratat aj
s ur¢itym podielom poskodenych buniek (,,debris“), celkovy
pocet zmeranych hodnot musi byt teda ovela vyssi. Ak ch-
ceme analyzovat B-lymfocyty, potrebujeme zmerat celkovo
najmenej 10 000 buniek.

Pri bezne pouzivanom protokole postupujeme tak, Ze
najprv vyznacime oblast lymfocytov na dvojparametrovom
histograme FSC/SSC (hist.¢. 4/a). Tuto oblast zvolime ako
vstupnu oblast pre zobrazenie fluorescencie v FL2 a FL3
a vyznacime oblast s vysokou intenzitou fluorescencie CD3
(4/b) a CD19 (4/c). Obidve bunkové populacie dalej analy-
zujeme z hladiska intenzity FITC-fluorescencie (FL1), ktora
pochadza zo sekundarnej protilatky a indikuje mnoZzstvo pro-
tilatok naviazanych na povrch T a B lymfocytov (4/d a 4/e).

Namerané hodnoty moézZeme ulozit ako hrubé udaje,
ktoré umoznuju spéatnu reanalyzu aj po vyhodeni vzoriek,
avSak zaberaju viac pamate v pocitaci. Druhou moznostou
je zber iba pozadovaného poctu merani spadajucich do vy-
znacenej oblasti.

Vyhodnotenie vysledku testu spociva v porovnani in-
tenzity fluorescencie naviazanej detekCnej (sekundarnej)
protilatky medzi testovanou vzorkou (sérum potencialne-
ho prijemcu-3/e) a negativnou kontrolou (4/d-NK). Ako
negativna kontrola sa rutinne pouZiva sérum od zdravého
muzského darcu krvi s krvnou skupinou AB-, pripadne pool
z viacerych takychto sér. Anti-HLA protilatky sa totiZ pri-
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rodzene v Tudskej krvi nevyskytuju, a vznikaju iba po kon-
takte s cudzorodymi HLA-antigénmi (gravidita, transfuzie,
transplantacie). V teste nastavujeme aj pozitivnu kontrolu
(4/d-PK), pozostavajucu z poolu sér od pacientov s vyso-
kym titrom Sirokospektralnych anti-HLA protilatok (vyso-
ko-senzibilizovani pacienti). Toto sérum sluzi na kontrolu
reaktivity detekcnej protilatky ako aj spravneho postupu (Ci
nedoslo k strate povrchovych HLA-antigénov).

Na porovnanie je najvhodnejsi jeden zo Statistickych
parametrov strednej hodnoty fluorescencie, a to median,
pouziva sa vSak aj priemer. Hranica pozitivity (,cut-off*) je
jednym z najkritickejSich bodov testu. NajCastejSie sa udava
median vyssi ako 1,5-nasobok negativnej kontroly, alebo po-
sun priemernej hodnoty fluorescencie o viac ako 2SD dopra-
va oproti negativnej kontrole. Nie su vSak jednotné kritéria
a jednotlivé laboratoria postupuju na zaklade vlastnych sku-
senosti. Pri kone¢nom zavere, ¢i sérum pacienta obsahuje
donor-$pecifické anti-HLA protilatky alebo nie, je potrebné
zohladnovat viaceré ukazovatele celkového imunologického
profilu pacienta (historia senzibilizacie, detekcia anti-HLA
protilatok v minulosti a ich alelova $pecificita atd.).

Nespecificka fluorescencia: vplyv Fc receptorov
naTaB FCXM

Kym interpretacia T-CXM je pomerne jednoznacna a ne-
komplikovana, B-CXM predstavuje problém a to hlavne z do-
vodu pritomnosti Fc receptorov na povrchu B-buniek (17).
Tieto receptory sa nachadzaju aj na T lymfocytoch, ale v ove-
la menSej miere (18). Fc receptory mozu viazat ,,prirodzené*,
resp. iné irelevantné (non-HLA) imunoglobuliny (7). Vidzba
takychto imunoglobulinov v negativnej kontrole zvySuje ne-
Specifické pozadie fluorescencie a tym zniZuje schopnost
rozliSenia Specifického signalu od Sumu (signal-to-noise),
¢o moze viest k faloSne negativnym vyslekom testu. V sére
pacienta naopak vdzba nevyznamnych protilitok moze mat
za nasledok falo$nu pozitivitu. Vzniku tychto ne$pecifickych
vézieb je mozné zabranit opracovanim buniek pred inkuba-
ciou proteolytickym enzymom pronaza, ktory odstrani Fc
receptory z povrchu lymfocytov, priCom HLA molekuly, ako
aj CD3, ¢i CD19 receptory su rezistentné k tomuto enzymu.
Tato metodu popisali Lobo a spol. (7). Neskor aj ini autori
dokazali, ze pouZzitie prondzy vyznamne zvySuje Specificitu,
ako aj senzitivitu FCXM s B aj T lymfocytmi, a to tak pre 1.
ako aj II. triedu anti-HLA protilatok (16).

Iny sposob eliminacie Fc receptorov popisali v r. 1991
Kuijpers a spol. (6). Pouzili mySiu monoklonovu protilat-
ku (MoAb) proti FcRI-receptoru na monocytoch, nasledne
pridavali koziu protilatku proti tejto MoAb, ¢im dosiahli
premostenie molekul primarnej protilatky a internalizaciu
tychto komplexov z povrchu buniek.

Ako potencialny zdroj neSpecifického pozadia sa v lite-
ratire uvadzaju aj iné faktory, ako napriklad lymphokwik
(mix monoklonovych protilatok a komplementu pouZivany
na izolaciu T a B lymfocytov) (2), pouzitie poolu viacerych
sér ako zdroja negativnej kontroly, relativny objem séra,
kontaminacia monocytmi, atd. Pri testovani vplyvu réoznych
technickych aspektov metodiky na pozadie Vaidya a spol.
zistili, Ze Ziadny zo spominanych faktorov nemal takyto
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efekt, ale Ze neSpecifické pozadie sa menilo hlavne v zavis-
losti od lymfocytov darcu (16). Z tychto pozorovani autori
vyvodzuju zaver, Ze prave mnoZstvo a charakter exprimova-
nych Fc receptorov je hlavnym zdrojom neSpecifickej flu-
orescencie, ktora skresluje interpretaciu vysledku FCXM,
a to predovsetkym s B lymfocytmi.

Zvysena pritomnost Fc receptorov na B bunkach darcu
moze viest k zdanlivo paradoxnej situacii, kedy CXM s T-ly
je pozitivny, ale s B-ly negativny. Ako je zname, B-ly exprimu-
ju viac HLA molekul I.triedy, ako T-ly, preto su citlivejSim
tercom pre anti-HLA protilatky I.triedy a takyto vysledok
sa zda nelogicky. Jedno z vysvetleni je, Zze pozitivny T-CXM
je sposobeny non-HLA protilatkami, prip. autoprotilatkami,
a v takomto pripade by sme aj pozitivitu T-FCXM mali po-
vazovat za irelevantnu z hladiska uskutoC¢nenia planovanej
transplantacie. Ak je vSak priinou negativneho vysledku
s B-ly vysoké pozadie spdsobené nespecifickou vizbou imu-
noglobulinov v sére na Fc receptory B buniek, moze dojst
k nespravnej interpretacii vysledku testu. Toto pozadie ve-
die k vysokej hodnote fluorescencie v negativnej kontrole,
¢o posunie hranicu pozitivity smerom doprava a moze viest
k faloSne negativnemu vysledku. Vaidya a spol. potvrdili ta-
kuto situaciu retrospektivnym vySetrenim FCXM bez prona-
Zy,a s pronazou u troch pacientov s v€asnou akcelerovanou
rejekciou 3.-7. den po transplantacii.

Pri¢inou zniZenej senzitivity testu s B-lymfocytmi moze
byt aj expresia povrchovych imunoglobulinovovych mole-
kul na B-bunkach. Tieto imunoglobuliny su tiezZ rozpozna-
van¢ detek¢énou protilatkou proti [ludskému imunoglobulinu
a st pri¢inou pozadia v negativnej kontrole. ZniZenie neSpe-
cifického pozadia je mozné dosiahnut upravou metodiky
tak, Ze B-bunky pred pridanim testovaného séra inkubuje-
me s neznacenou polyvalentnou protilatkou proti fTudskému
imunoglobulinu (5).

Detekcia non-HLA protilatok metodou
prietokovej cytometrie

Napriek nesporne najvyznamnejSej ulohe anti-HLA

imunity v rejekcii alogénneho §tepu, objavuju sa humoralne
rejekcie aj u Casti pacientov bez detekovatelnych anti-HLA
protilatok. Svedci to o existencii aj inych tkanivovych anti-
génnych systémov, ktoré mozu aktivovat imunitnu reakciu
prijemcu namierend proti Stepu (12). Jedna sa o tkanivo-
vo-§pecifické antigénne determinanty, ktoré sa neexprimuju
na lymfocytoch, a tak protilatky proti nim nie si zachytené
standardnym lymfocytovym cross-match testom. Doteraz
bolo popisanych niekol'’ko takychto systémov:

- endotelovo-monocytovy systém (EM, antigény expri-
mované na monocytoch a endotelovych bunkach)

- endotelovo-Specificky systém (antigény Specifické pre
bunky cievneho endotelu)

- systém MICA a MICB antigénov (exprimované na
endoteovych bunkach, epitelovych bunkach traviace-
ho traktu, fibroblastoch koze, keratinocytoch a mo-
nocytoch)

Ojedinele boli pozorované aj akutne vaskularne rejek-

cie sposobené protilatkami proti trombocytovému antigénu
HPA-1 a HPA-5 (10), pripadne $pecifickym antigénom tubu-




larnych, intersticialnych ¢i glomerularnych buniek obliciek.
Zatial nepotvrdena je ucast anti-granulocytovych protilatok
v rejekci.

KedZe hyperakutna, ale tieZ akutna vaskularna rejekcia
vo vacsine pripadov vedie k strate Stepu, je potrebné mat
k dispozicii spolahlivé metdédy na odhalenie aj tohto typu
protilatok, a to aj napriek ich nie az tak Castému vyskytu.
Riziko vzniku tychto protilatok je vysSie u retransplantova-
nych pacientov, a mali by byt tieZ vySetrené pred kazdou
transplantaciou od zZijuceho darcu.

Narastajuce mnozstvo dokazov o vyzname stanovenia
non-HLA protilatok pred transplantaciou viedlo k vyvoju
komeréného setu, ktory umoznuje vySetrenie donor-Spe-
cifickych protilatok proti endotelovym bunkdm metodou
prietokovej cytometrie. Set obsahuje suspenziu imunomag-
netickych mikrocastic s naviazanymi monoklonovymi proti-
latkami proti Specifickym povrchovym markerom prekurzo-
rov endotelovych buniek, ktoré sa izoluju z periférnej krvi.
Samotny test je v principe rovnaky ako pri pouziti lymfocy-
tov. Vyhodou testu je, ze detekuje sucasne protilatky pro-
ti HLA-antigénom 1. aj II. triedy, antigénom EM-systému
a tiez MIC-antigénom. Nevyhodou je potreba asi 4-nasob-
ného mnozstva krvi ako pri lymfocytovom teste.

ZAVER

Prietokova cytometria sa dnes stala vyznamnym a neod-
myslitelnym nastrojom aj v oblasti testovania histokompati-
bility. Spojitost medzi protilatkami detekovanymi touto me-
todou a humoralnou rejekciou po transplantacii solidnych
organov bola preukazana v nespocetnych klinickych studi-
ach. Cross-match prietokovou cytometriou sa stal sucastou
standardnych postupov EFI (European Federation for Im-
munogenetics) a ASHI (American Society for Histocom-
patibility) ako doporucovana laboratérna metdda na detek-
ciu protilatok pred, ako aj po transplantacii. V kombinacii
s klasickym LCT-testom tak prispieva k spolahlivejSiemu
testovaniu rizika imunologickej rejekcie a dalSej optimali-
zacii algoritmu vyberu parov darca-prijemca pri organovych
transplantaciach.
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APOLIPOPROTEIN B V TERAPEUTICKYCH
GUIDELEINOCH CLENSKYCH STATOV EU
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SUHRN

Je podany strucny prehlad aktualneho stavu klinickych
odporucani pre prevenciu srdcovocievnych chorob vo svete
aunas. Na Slovensku bolo od roku 1998 doteraz publiko-
vanych 9 odporucani vo vztahu ku dyslipidémiam a ich ma-
nazovaniu, aktualne z nich 5 az 7 formalne plati. V 3 na-
rodnych odporicaniach je vlozeny apolipoprotein B (apo B)
ako sekundarny diagnosticky alebo liecebny ciel (I, CZ, CA).
V nedavno zverejnenych 4. europskych odporucaniach nie je
apo B vlozeny iba z dovodu jeho nedostupnosti pre vSetkych
lekarov. Experti ocakavaji, ze vel'mi rychlo bude apo B, ob-
dobne aj apo Al a niektoré iné nové rizikové faktory pre ate-
rosklerozu do guideleinov vlozeny. Apo B je vhodnym a pouzi-
telnym cielovym parametrom uz teraz aj v SR. Vo Fakultnej
nemocnici L. Pasteura, KoSice, ¢ast Trieda SNP, bolo v roku
2006 indikovanych a vykonanych 26 700 vysetreni celkového
cholesterolu (100 %), vysetreni apo Al bolo z tohto poctu iba
0,06 % a apo B rovnako 0,06 %.

Klucové slova: klinické guideleiny, prevencia kardiovasku-
larnych chorob, 4. europske guideleiny, apolipoprotein B

ABSTRACT

Apolipoprotein (apo) B is present in atherogenic lipopro-
teins (remnant Qm and VLDL, LDL and Lp (a)) and apo A is
present in non-atherogenic lipoprotein (HDL). Measurement
of the apos is automated, standardized, with a small variation
of coefficient and does not require fasting blood samples.

The authors reviewed national therapeutic guidelines from
the European Union member states. It was founded out, that
in none of the EU member states guidelines recommmends

Cast tejto prace bola v skratenej forme prednesena ako poster na XII. Kon-
grese Slovenskej kardiologickej spolo¢nosti, 4.-6.10.2007, Bratislava.
Korespondencia:

MUDr. Rudolf Gasgko, Zelezniéna nemocnica s poliklinikou, Masarykova
9, 040 01 Kosice, e-mail: gasko@zzke.sk
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the replacement of LDL cholesterol measurement by measu-
rement of some of the apolipoproteins. Only 2 member states,
plus Canada, include yet apo B in individual risk prediction
and as a therapeutic target. In Slovak republic, even though
practitions indicate the measurement of apolipoproteins. If
we determine the number of measured cholesterol in Teaching
Hospital L. Pasteur, Kosice (26 700 in year 2006) as 100 %,
the number of measured HDL cholesterol was 78,1%, LDL
cholesterol 23% — both direct measurement and Friedewald
formula, triglycerides 58,5 %, apo Al 0,06 %, apo B 0,06 %.
Experts recommended apo B/apo Al ratio as an alternative
to TC/HDL-c ratio for risk estimate, and apo B as second
goal in special events. Future positioning from the Guidelines
is expected to include apos in individual risk prediction and
as a therapeutic target. The authors suggest that, in clinical
practice, measurement of apo B is necessary for coronary he-
art disease patients with desirable LDLc levels or when this
assessment is not possible and the measurement of apo Al if
HDL-c values are very low.

Key words: clinical guidelines, cardiovascular diseases
prevention, fourth european guidelines, apolipoprotein B

Diagnostické a liecebné Standardy, zname pod nazvom
klinické odporucania alebo guideleiny - gajdlajny (clinical
recommendations, guidelines) su metodou, ktorou sluzby
zdravotnej starostlivosti zvySuju pravdepodobnost dosiah-
nutia ziadaného vysledku upravy zdravia jednotlivca a sku-
pin spolo¢nosti za predpokladu konzistentnosti so stic¢asny-
mi znalostami z danej oblasti. Kvalitné guideleiny napifaju
charakteristiky vykonatel'nost, u¢innost, vykonnost, opti-
malnost, prijatelnost a zakonnost. Specialnou charakteristi-
kou je ich obnovovanie, aktualnost (up to date) vo vizbe na
nové poznatky podla principov evidence based medicine.

Klinické odporucania - guideleiny - pre prevenciu
srdcovocievnych chorob - stru¢ny prehlad aktualneho
stavu vo svete

V USA platia odporucania III. z r. 2001 (18), doplnené
v1.2004 (15). Vzhladom na kontinuitu s predoSlymi dvoma
guideleinami, komplexnost, preciznost spracovania Sirokym
autorskym kolektivom a jasné pouzitie principov eviden-
ce based medicine sa stali re§pektovanymi a vyuzivanymi
nielen v krajine vzniku, ale v podstate celosvetovo. V roku
2005 bolo publikované stanovisko ku manazZovaniu krvnych
lipidov (11). V1. 2007 boli publikované aktualizované odpo-
ricania so zameranim na Zeny (25). Staty Eurdpskej tnie
(aktualne 27), presnejSie viacSina Statov, ktorych narodné
kardiologické spolo¢nosti su clenmi Europskej kardiologic-
kej spolo¢nosti (aktualne 50 Statov) akceptovali 3. europske
odporucania (5). Tieto tak isto predstavuju kontinuitu s pre-
doslymi dvoma guideleinami. Vel'mi Cerstvo boli zverejnené
4. europske odporucania (7,14).

Jednotlivé, predovsetkym vel'ké a ekonomicky vyspelé
Staty vo svete si vypracovali vlastné guideleiny. V nich v roz-
ne vel'kej miere uplatiuju poznatky z epidemioldgie vyskytu
srdcovocievnych ochoreni na vlastnom uzemi, av§ak bez vy-




nimky vSetky sa v zakladnych kritériach diagnostiky a liecby
odvolavaju na USA odporucania.

Viacsina statov Europy popri akceptacii 3. europskych
odporucani cestou réoznych odbornych spolo¢nosti zame-
ranych na aterosklerozu, lipidoldgiu, verejné zdravie ma
vypracované vlastné, narodné guideleiny. Z nich mnohé
boli publikované v r. 2007 (6, 26, 27, 38). Kritéria pre dia-
gnostiku markerov alebo rizikovych faktorov aterosklerézy
a racionalnu liecbu zvySenych markerov a/alebo priznakov
aterosklerdzy sa mozu v jednotlivych narodnych guidelei-
noch aj podstatne lisit (1,16).

Klinické odporicania na Slovensku

Slovenska kardiologicka spolo¢nost prevzala 3. eurdpske
odporucania v r.2004 (5). V r. 1998 boli publikované odporu-
¢ania v Standardnych diagnostickych postupoch (36) aj Cho-
lesterolovy konsenzus (30). V r.2002 bol publikovany Lipido-
vy konsenzus - 2, prehladna verzia (9), v r.2003 plna verzia
(28). V 1.2004 boli publikované doporucenia pre manazment
dyslipidémii u pacientov s diabetes mellitus (35). V r.2005
bol vydany Metodicky list racionalnej farmakoterapie pre ra-
cionalnu liecbu dyslipidémii, v¢itane racionalnej diagnostiky
(29). Tak isto v r. 2005 boli publikované odporucania pre dia-
gnozu a liecbu metabolického syndromu (33). V 1.2006 boli
publikované nové odporucania pre manazment dyslipidémii
u pacientov s diabetes mellitus (34). Tak isto v r.2006 bola
publikovana aktualizacia Lipidového konsenzu - 2 (10). Ani
v jednom z uvedenych odporucani nie je apo B ako kritérium
alebo ciel lieCby popisany, aj ked’ v textovej Casti novsich je
zmienka o existencii a vyzname apo B.

Uvedené odporucania vypracovali, resp. prekladali zo
zahrani¢nych odporucani, a zastitili svojou autoritou via-
ceré slovenské odborné spolo¢nosti alebo organy - podrob-
nosti su uvedené pri jednotlivych odporucaniach.

Z uvedenych odporucani boli niektoré zrusené vydanim
novsich odporucani (30, 35, ¢iastocne 9, 28).

Ostatné, podla naSich vedomosti, neboli relevantnym
sposobom zrusené a formalne preto stale platia (29,36), aj
ked obsahovo diagnostickymi kritériami a cielovymi hodno-
tami boli uz prekonané.

Apolipoprotein B - vztah ku riziku a prevencii
Apolipoprotein B-100, skratene apolipoprotein B (apo
B) patri medzi objavujuce sa nové rizikové faktory pre ate-
rosklerozu (20). Vo viacerych dobre dokumentovanych
retrospektivnych, prospektivnych aj intervencnych studi-
ach (21,39) s vel'mi kvalitnym metodickym spracovanim, a
zaroven v neprebernom mnozstve publikacii lokalnejSieho
povodu alebo vyznamu je dobre dokumentovany prinos
stanovenia apo B oproti stanoveniu zavedenych lipidovych
parametrov - LDL-cholesterol a non-HDL cholesterol - pri
urcovani rizika vzniku aterosklerézy, alebo niektorych za-
vaznych komplikacii aterosklerozy (2, 12, 17, 18, 23). Kvoli
objektivite treba poukazat aj na mensi pocet rovnako kvalit-
nych §tudii, ktoré vyhodu apo B voci lipidom nepotvrdzuju
(19,32) alebo popisuju ,,nerozhodny* vysledok (37).
Obdobne, ako viaceré iné nové rizikové faktory, apo B
zatial nebol implementovany do nadnarodnych guideleinov.
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Bol vSak uz pridany do novych algoritmov, ktoré vypocita-
vaju predikciu globalneho srdcovocievneho rizika (31). Na
rozdiel od inych novych rizikovych faktorov uz bol pridany
do niektorych narodnych standardov.

Apolipoprotein B a aktualne platné guideleiny.

V tabulke 1 je prehlad ¢lenskych §tatov EU a guideleinov
pre prevenciu srdcovocievnych chorob, ktoré v nich platia.
Velka Cast Statov, ale nie vSetky, prevzala 3. odporucania
Eurodpskej kardiologickej spolo¢nosti (5). Podla naSich zis-
teni 17 §tatov ma vypracované vlastné, narodné guideleiny,
niektoré z tychto Statov maju aj viaceré guideleiny.

Tab. 1.

Kardiologicka spolocnost ESC (2003) Narodné guideleiny
Austrian SC X X
Belgian SC X X7
British CS X
Bulgarian SC
Czech SC X AY
Cyprus SC X
Danish SC X
Estonian SC X X
Finish CS X
French SC X X
German CS X X
Hellenic CS X X
Hungarian SC X X
Irish CS
Italian FC A
Latvian SC X
Lithuanian SC X
Luxembourg SC
Malta
Netherlands SC X X
Polish CS X X7
Portuguese SC X
Romanian SC X
Slovak SC X X
Slovenian SC X
Spanish SC X X
Swedish SC X
(Scotland) X7
(Canadian SC) A

ESC (2003) - krizikom je oznacené schvalenie guideleinu ESC narodnou spolo¢-
nostou, s pripadnym prekladom do narodného jazyka.

Zdroj: www.escardio.com

Narodné guideleiny - vydané narodnymi kardiologickymi, aterosklerotickymi alebo
lipidovymi spolo¢nostami od roku 2001 doteraz. A = apolipoprotein B je uvedeny
ako cielovy parameter. 07 = guidelein bol publikovany v r. 2007

Dva staty (I, CZ) maju v narodnych guideleinoch uvede-
ny ako jeden zo sekundarnych diagnostickych a lieCebnych
cielov stanovenie Apo B (38). V poradi prvym S§tatom, ktory
mal do narodnych guideleinov zakomponované stanovenie
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apo B, je Kanada. Prvykrat publikovala takéto guideleiny
v r. 2003 (3, 13), v roku 2006 boli so zachovanim apo B
inovované (4,24).

V CR bolo uz pred prijatim guideleinov informovanymi
lekarmi v praxi stanovenie apo B indikované v podstatne
vysSej miere nez na Slovensku.

Tab. 2. Dynamika poc¢tov vykonanych laboratornych vysetreni
v rokoch 2004 az 2006
Zdroj: Zdravotné poistovne, Ceska spolecnost klinic-
ké biochemie

predovsetkym Oddelenie laboratornej mediciny (OLM).
Vysetrenia cholesterolu, HDL-cholesterolu, LDL-choleste-
rolu (vypoctom podla Friedewalda aj priamym meranim)
apo B a apolipoproteinu Al z rutinnej indikacie, teda nie
z dovodu akejkolvek vyskumnej ulohy, pre tito nemocnicu
v 1. 2006 vykonavalo iba OLM, ostatné laboratoria fakult-
nej nemocnice nie. Pocet vykonanych vySetreni lipidov a li-
poproteinov za rok 2006 je uvedeny v tabul'ke 3.

Tab. 3. Pocet vysetreni laboratornych parametrov vo fakultnej ne-
mochnici za rok 2006

Ceské odporticania uvadzaju: Apolipoprotein B je vhod-
nym sekundarnym cielom vSade tam, kde mozno predpo-
kladat pritomnost zvySenej koncentracie malych denznych
LDL alebo pritomnost vd¢sieho mnozstva dalSich atero-
génnych lipoproteinov bohatych na triacylglyceroly, pre-
dovSetkym u pacientov s hypertriglyceridémiou, diabetes
mellitus a metabolickym syndrémom. Cast tychto pacien-
tov zostava vo zvySenom riziku aj pri dosiahnuti cielovej
hodnoty LDL-cholesterolu, pokial nedosahuju aj cielové
hodnoty apo B.

Cielové hodnoty Apolipoproteinu B:
Vseobecna populacia

Bez KVO, riziko DM2, DM1 s MAU
Pritomnost KVO

menej nez 1,0g/1
menej nez 0,9 g/1
menej nez 0,8 g/1

V 4. europskych odporucaniach je v kratkej stati veno-
vanej apo B uvedené: ,Meranie apo B je uzitocnym indi-
katorom rizika aterosklerozy, predovSetkym u pacientov
s hypertriacylglycerolémiou a u Iudi s normalnou koncen-
traciou LDL-cholesterolu. Hodnoty vysSie nez 150 mg/
dl st jasne zdruzené so zvySenym rizikom. Napriek tomu,
pretoze meranie apo B nie je v§eobecne dostupné vSetkym
lekarom v Europe, nie je vloZené do tychto odporucani pre
hodnotenie kardiovaskularneho rizika.“(14, s.S57). (Hod-
nota 150 mg/dl = 1,5 g/1) Zvyrazinujeme, Ze jedinym deklaro-
vanym doévodom nezaradenia apo B do 4. europskych odpo-
rucani je nedostupnost jeho merania pre vSetkych lekarov.
Indikovanie apolipoproteinov v jednej fakultnej nemocnici

Fakultna nemocnica L. Pasteura, cast Trieda SNP, Ko-
Sice, je plnoorganizovana samostatna nemocnica s polikli-
nikou. Klinickobiochemické vySetrenia pre nu zabezpecuje
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2004 2005 2006 , il i 7 toho
. ) ot vv
- arameter 0 ocet vikonov | patologickfeh
Celkovy cholesterol 100,0% 100,9 % 100,3% Apolipoprotein A 4550 17 11,70%
HDL-cholesterol 53,1% 54,9% 54,9% .
chorestero Apolipoprotein B 4551 17 5,88%
Apolipoprotein B 0,5% 0,5% 0,5%
R Celkovy cholesterol 3674a 26 686 25%
Celkovy cholesterol 100,0% 100,6% 101,0% HDL-cholesterol 3675a 155501 5%
HDL-cholesterol 539% 60,5% 63,8% LDL-cholesterol priamy 3676a 385 12%
Apolipoprotein B 22% 23% 24% Triacylglyceroly 3677 21167 20%
LDL-cholesterol Fried. 13 587 20%
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Vysetreni apo B aj apo Al je mizivo malo, dévody nam nie
su zname. Akykolvek dalsi rozbor by bol malo relevantny.

ZAVER

V statoch EU zagina proces postupnej akceptacie 4.
europskych odporuceni, s o¢akavanymi narodnymi modi-
fikaciami. 4. europske odporucania medicinsky neodmietli
stanovovanie apo B ako sekundarneho kritéria.

S cielom lepSej primarnej prevencie zdravych aj lepSie-
ho manaZovania urCitych skupin pacientov je vhodné aj
v naSej republike vyuZzivat stanovovanie apolipoproteinu B
podla Ceskych guideleinov.
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EPIDEMIOLOGIA DIABETES MELLITUS 2. TYPU
A JEHO KOMPLIKACII U HOSPITALIZOVANYCH
PACIENTOV NA INTERNEJ KLINIKE V OBDOBI
JANUAR - AUGUST 2006

BABCAK, M.!, MERCIAKOVA, N.!, RACZ, 0.2
SLIVKA, M.!, NEMETH, F.

Prva interna klinika I, FN J. A. Reimana v PreSove
2(stav patologickej fyziologie LF UPJS, Kosice,
3Geriatricka klinika, FN J. A. Reimana v PreSove

Artériova hypertenzia a diabetes mellitus su chronické
ochorenia, ktoré sa vo vyraznej miere podielaju na vzniku
zavaznych makrovaskularnych a mikrovaskularnych kom-
plikacii. V dospelej populacii sa odhaduje prevalencia arté-
riovej hypertenzie v hodnote od 15-20% na zaklade mno-
hych epidemiologickych studii

Skupina diabetikov predisponuje k artériovej hyperten-
zii 2% viac ako nediabetikov. Postihuje zhruba 40 % muzov
a 53 % zien. Diabetes mellitus je sprevadzany 2-3 nasob-
nym vyskytom artériovej hypertenzie, ako u nediabetickej
populacie. Dolezitou ¢rtou je pritomnost obezity, inzulino-
vej rezistencie a hyperinzulinizmu. V nasom stubore bola ar-
tériova hypertenzia pritomna u 81,22 % diabetickych pacien-
tov. Z tohto poctu tvorili muzi 37,71 % a zZeny 62,19 %. Tieto
vysledky mozno interpretovat v suvislosti s vys§im poctom
sledovanych diabetiiek v subore v porovnani so sledova-
nymi diabetikmi. V sledovanom subore diabetikov 2.typu
v Prahe malo hypertenziu 44 % muzov a 56 % Zien.

Obezita je dolezitou Crtou a sucastou diabetes mellitus.
Dolezity je nielen stupen obezity, ale aj distribucia visceral-
neho tuku a doba trvania obezity. V prazskom registri dia-
betikov malo BMI vyssi ako 30-26,6 % vSetkych diabetikov
2.typu. BMI vyssi ako 35 malo 8,9 % vSetkych diabetikov
2.typu. Nadvahou trpelo 38,3 % diabetikov druhého typu.
Normalnu telesni hmotnost malo len 16,2 % analyzova-
nych diabetikov druhého typu. V naSom subore sme name-
rali priemerny BMI 30,04. Z nasho analyzovaného suboru
malo normalnu telesnu hmotnost 21,94 % pacientov, nadva-
hu malo 38,84 % pacientov a obezitu 39,2% pacientov.

V Europe je obéznych 10-25 % populacie a 50 %-70%
ma nadhmotnost. BMI vacsi ako 31 kg/m?u zien predstavuje
40 nasobné riziko vzniku cukrovky oproti chudym Zenam.

Koronarna ateroskleréza a jej dosledky v podobe mani-
festnej ischemickej choroby srdca narasta vyznamnym spo-
sobom u diabetikov. V nami sledovanom subore pacientov
sme mali prevalenciu ischemickej choroby srdca u 82,93 %
pacientov s diabetes mellitus 2.typu. Tento udaj je vyso-
ko Statisticky vyznamny. Castym prejavom u diabetikov je
asymptomaticka (ticha) ischémia myokardu, mestnavé zly-
hanie srdca, dysrytmie a nahla srdcova smrt
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Diabetici maju horsiu prognozu po prekonanom IM,
nielen kratkodobo ale aj dlhodobo. V naSom subore sme
diagnostikovali novy infarkt myokardu u 10,58 % pacientov
diabetikov druhého typu. Zistené udaje boli na hranici Sta-
tistickej vyznamnosti.

Cerebrovaskularne prihody su u diabetikov spajané
so sucasnym vyskytom artériovej hypertenzie. Ich vyskyt
stipa s vekom, stupiom artériovej hypertenzie a kardiome-
galie. Mortalita na cievne ochorenia mozgu je 2-3x vysSia
u diabetikov ako u nediabetikov V nami sledovanom stubore
prevalencia CMP bola pritomna u 19.79 % nami analyzo-
vanych diabetikov 2.typu. Tento udaj je vysoko Statisticky
vyznamny a porovnatelny s odbornou domacou i zahranic-
nou literatirou. Vo svetovej literatire sa udava, zZe preva-
lencia CMP je na urovni 5-13 % diabetikov 2.typu. Novu
cievnu mozgovu prihodu v hodnotenom casovom obdobi
malo 4,09 % diabetikov 2.typu. Tento udaj je na hranici Sta-
tistickej vyznamnosti.

Diabeticka retinopatia je zavaznou sucastou DM 2. typ.
Riziko oslepnutia u diabetika je 10-20% vysSie ako u nedia-
betika. Diabeticka retinopatia bola pritomna u 36,5% pa-
cientov v nami sledovanom subore. Ziskané hodnoty su na
hranici Statistickej vyznamnosti. V roku 1959 bola prevalen-
cia DR vo svete 8 %, v roku 1980 uz 26 %. Vo veku 45-74
rokov sa podielala cukrovka az 20 % ako pri¢ina oslepnutia.

Klinickym prejavom diabetickych mirkoangiopatickych
zmien je aj diabeticka nefropatia. Celkova prevalenciau DM
2.typuje 10-20 %. Riziko renalnej insuficiencie u tohto typu
ochorenia je 7x vysSie ako u nediabetikov. V nami sledova-
nom subore bola diabetickd nefropatia pritomna u 36,5 %
diabetikov 2.typu. Ziskané udaje boli na hranici Statistickej
vyznamnosti. Nefropatia bola stanovena na zaklade pritom-
nosti bielkoviny v moci, stanovenej metodou kvantitativnej
proteinurie. S ohladom na morbiditu a mortalitu je najzavaz-
nejSou mikroangiopatickou komplikaciou diabeticka nefro-
patia. Diabeticka neuropatia sa podla pisomnictva uvadza
od 10-90 % v zavislosti od klinickych prejavov azZ po neuro-
fyziologické abnormality. MoZno predpokladat prevalenciu
u 7% novoobjavenych diabetikov a priblizneu 32%u 1. a 2.
typu diabetes mellitus. Diabetici s autonémnou neuropatiou
maju v priebehu 2,5 roka viac ako 50 % umrtnost V nasom
subore diabeticki polyneuropatiu malo 30,48 % pacientov
z celkového poctu diabetikov 2. typu. Ziskané udaje boli na
hranici Statistickej vyznamnosti. Zavaznou komplikaciou
DM 2. typu je diabeticka noha. Prevalencia je podla litera-
tary od 2-7 %. Cielom Saint-Vincentskej deklaracie je znizit
amputacie u diabetikov o 50 %. V naSom subore bola diabe-
ticka noha pritomna u 9,2% pacientov z celkového poctu
hospitalizovanych diabetikov 2. typu. Tieto udaje su na hra-
nici Statistickej vyznamnosti.
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V roku 1997 International Expert Committee on the
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus upravila
diagnostické kritéria pre diabetes mellitus (DM).

1. Doporucuje pouzivat na diagnostiku diabetu koncen-

traciu glukozy v plazme Zilnej krvi nalacno (FPG).

2. Cut-off hodnota pre diskriminaciu diabetikov od ,,ne-
diabetikov® sa posuva zo 7,8 mmol/l na 7.0 mmol/lL.
Dovod: Zvysena prevalencia a incidencia diabetickej
retinopatie od koncentracie glukozy nad 7.0 mmol/1,
redukcia diskrepancie medzi vysledkom FPG a kon-
centracie glukézy v plazme Zilnej krvi po dvoch ho-
dinach od zataze behom oralneho glukézového tole-
ran¢ného testu (0GTT)

3. Za normalnu FPG sa povazuje koncentracia nizsia
ako 6.1 mmol/l. Limit pre normalnu FPG je stanove-
ny ako 95. percentil ,,zdravej“ populacie.

4. Definovana je poruSena glukoza nala¢no (IFG) -
stav medzi ,normal“ a ,diabetes“ (kategoria nalacno
kompatibilna s IGT po zatazi). Identifikuje jedincov
s vys$§im rizikom.

5. OGTT je povazovany za validny postup pre diagnozu
DM ale s horSou reprodukovatel'nostou a vyssou ce-
nou v porovnani s FPG.

6. Porusena glukozova tolerancia (IGT) - koncentracia
glukozy v plazme zilnej krvi nalaéno pod 7.0 mmol/l,
dve hodiny po zatazi poc¢as oGTT 7,8-11,0 mmol/l.

T.HDbA . zatial nie je doporuceny k diagnostike DM.

Bod ¢. 3 je predmetom diskusie (viz dalsi text), ostatné
body zostali v platnosti

FOLLOW-UP REPORT ON THE DIAGNOSIS OF
DIABETES MELLITUS - 2003

V Diabetes Care v roku 2003 je publikovany skupinou
expertov Follow-up Report on the Diagnosis of Diabetes
mellitus. Je doporuéené cut-off hodnotu pre IFG posunut
z 6,1 na 5,6 mmol/l. D6vod: Posunutie dolnej hranice IFG
smerom dolu zvysi senzitivitu a zlepsi korelaciu medzi IFG
a IGT. Patofyziologicka vizba medzi IFG a IGT nie je jas-
na, ale je zname, Ze oba stavy predikuju riziko buduceho
diabetu a su rizikovym faktorom kardiovaskularnych ocho-
reni. Nova cut-off hodnota bola stanovena tak, aby davala
najvhodnejSiu kombinaciu senzitivity a Specificity.

Studie DECODE (Diabetes Epidemiology: Collaborative
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analysis of Diagnostic criteria in Europe, Diabetes Metabol.,
2000) potvrdila, Ze posunutie cut-off hodnoty pro diagnézu
diabetu zo 7,8 mmol/l na 7,0mmol/l v plazme Zilnej krvi je
odovodnené. Pocet predéasnych umrti na kardiovaskularne
ochorenia v skupine diabetikov s FPG 7,0-7,7 mmol/l. bol
obdobny ako v skupine diabetikov diagnostikovanych podla
predchadzajucich kritérii (cut-off 7,8 mmol/l). Obdobny do-
kaz vSak zatial neexistuje pre posunutie cut off hodnoty pre
IFG na 5,6 mmol/l. Posunutie cut off hodnoty na 5,6 mmol/l
zostava predmetom diskusie.

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION (ADA) - 2007

V januari roku 2007 ADA publikuje v Diabetes Care
Standards of Medical care in Diabetes - 2007, kde je kapi-
tola I a I venovana diagnostike a screeningu diabetu. Vaha
jednotlivych odporucani je hodnotena kritériami evidence
based medicine pre praktické odporucania. Aj nadalej je
doporucené pouzivat pre diagnostiku DM u dospelej po-
pulacie a u deti stanovenie koncentracie glukozy v plazme
zilnej krvi nalacno. OGTT nie je doporuceny pre rutinnu
klinicku prax ako diagnosticky test, je ho ale mozné pouzit
na diagnostiku diabetu ak je u pacienta podozrenie na DM
aj napriek normalnej FPG, alebo ak sa u pacienta zisti IFG.
Stanovenie HbA1C zatial nie je odporucané k diagnostike
DM. Podla ,Evidence grading“ ADA su vSetky tieto kritéria
klasifikované do kategoérie E (konsensus expertov a klinicka
skusenost).

Pre IFG a IGT je zavedeny pojem ,,pre-diabetes“. Oba
stavy predstavuju rizikovy faktor pre rozvoj diabetu a tiez
rizikovy faktor pre kardiovaskularne ochorenia.

Pre diagnostiku gesta¢ného diabetu je odporucany jed-
nostupnovy screening - 100g oGTT, alebo dvojstupnovy
postup: screening - 50g oGTT, pre potvrdenie diagndzy
100g oGTT (pripusta sa aj oGTT so zatazou 75 g glukozy).
Skrining gestacného diabetu sa robi po analyze rizikovych
faktorov a na diagnostiku je doporuceny vyhradne oGTT.
Toto odporucanie patri do kategérie C podla ADA ,Evi-
dence grading“ (nie je podlozené velkymi kontrolovanymi
Stadiami)

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO) - 2005

World Health Organization (WHO) v spolupraci s Inter-
national Diabetes Federation (IDF) revidovala v novembri
2005 odporucania vydané WHO v roku 1998. Diagnostic-
kym kritériom pre DM je vySetrenie koncentracie glukozy
v plazme Zilnej krvi - cut off hodnota >7,0 mmol/l, a/alebo
koncentracia glukézy v plazme Zilnej krvi 2 hodiny po jedle
> 11,1 mmol/l (bez zmeny oproti odporucaniu z roku 1998).
Nezmenili sa ani pravidla pre klasifikaciu IGT a su totozné
ako u ADA. Na rozdiel od ADA a v sulade s predchadza-
jucim doporucenim WHO je IFG definovana ako koncen-
tracia glukozy v plazme zilnej krvi 6,1-6,9 mmol/l (ADA
5,6-6,9 mmol/1). V sulade s predchadzajucim odporuc¢anim
WHO je ako diagnosticky test pre DM a pre klasifikaciu




glukézo toleranéného statusu doporuceny oGTT (2 hodi-
nova koncentracia glukozy v plazme Zilnej krvi, zataz 75g
glukézy). Diagnostika gestacného diabetu nie je revidovana.
WHO doporucuje pouzivanie §tandardného oGTT (zataz
75 g glukozy).

WHO a ADA sa zasadne rozchadzaju v cut-off hodnote
pre FPG, v preferencii pouzivania oGTT a v postupe pri diag-
nostike gestacného diabetu.

STANOVISKO ODBORNYCH SPOLOCNOSTI
V CESKEJ REPUBLIKE

V Ceskej republike bol prijaty konsenzus odbornych spo-
lo¢nosti - CDS CLS JEP a CSKB CLS JEP v roku 2003,
ktory bol aktualizovany v roku 2005. Odborné spolo¢nosti

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/08

zaujali stanovisko k problematike diagnostiky DM a GDM
vychadzajuc z odporucani ADA aj WHO. Obe odborné spo-
lo¢nosti toto odporucanie v aktualizovanej podobe zverejni-
li na svojich internetovych strankach www.cskb.cz/Doporu-
ceni/DM.htm a publikovali v odbornych ¢asopisoch.

Zavedenie odporucani do klinickej praxe so sebou pri-
nasa nemalo problémov, zvlast v situacii, kedy odportcania
madzinarodnych spoloénosti nie st jednotné (ADA, WHO,
narodné spolo¢nosti). Dokumentuju to aj vysledky Postana-
lytickej fazy v ramci kontrolnych cyklov SEKK. Prieskumu
sa zucastnilo 97 pracovisk (5 pracovisk zo SR). Vysledky
ukazali dobru teoreticku informovanost pracovnikov klinic-
kych laboratorii o danej problematike, ale mierne zaostava-
jucu realizaciu odporucani v klinickej praxi.
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VYSLEDKY STUDIE DEPAC - SUCASNY STAV
SLOVENSKEJ DIABETOLOGIE

MICHALEK, J.

Narodny endokrinologicky a diabetologicky ustav
Lubochna

V priebehu roku 2004 vzniklo v Bruseli zdruzenie DE-
PAC (Diabetes Experts Panel of Accesing Countries) zlo-
7ené zo zastupcov novoprijatych krajin EU (Cesko, Polsko,
Slovensko, Madarsko, Slovinsko, Litva, Esténsko, Lotyssko,
Cyprus a Malta) s cielom koordinovat spolo¢né postupy
v starostlivosti o diabetes. Jednym z prvych vysledkov bolo
uskutocnenie prierezovej Studie, mapujucej momentalny
stav diabetoldgie v jednotlivych krajinach (okrem Cypru
a Malty). Studia bola uskutoénena v prvych 6 tyzdioch
roku 2005.

Na Slovensku prebehla v 11 centrach a zahriovala cel-
kove 1100 pacientov s DM.

Vysledky: z poc¢tu 1 100 pacientov bolo 55 % Zien a 45 %
muzov v priemernom veku 58,7r. Trvanie DM priemerne
11,1r., priem. hmotnost: 82,7kg, priem. vySka: 167,5cm.
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Diagnostikovany DM1 u 12%, DM2 u 85%. Priemerna
hodnota HbA1C v subore bola 7,6 %, hodnoty pod 6,1 %
dosiahlo 15% pacientov, do 7% dosiahlo 36 % pacientov.
Vynikajuco kompenzovanych bolo 22 %, vyhovujuco 28 %,
nevyhovujuco 12,7 % a zle kompenzovanych 35 % pacientov.
Z hladiska liecby PAD bolo: 45 % liecenych metforminom,
38 % derivatmi sulfonylurey, glinidmi 3 %, tiazolidindionmi
1,6 % a akarbozou 3,8 %. Kombinovanu liecbu PAD+inzu-
lin dostavalo 3,8 %. Inzulinovymi pumpami bolo lieCenych
0,36 % pacientov. Selfmonitoring glykémii vykonavalo 49 %
a nevykonavalo 46 % pacientov. Priemerna denna davka in-
zulinu bola 47,6].

Z hladiska chronickych komplikacii IM prekonalo 9 %
pacientov a roznymi formami ICHS trpelo 21 %. Nefropatia
s pozitivnou mikroalbuminuriou bola zistena u 20 %, s pro-
teinuriou u 14,1 %, v §tadiu chronickej renalnej insuficiencie
bolo 3,3% pacientov. Retinopatia bola zistena: neprolife-
rativna u 29 %, proliferativna u 5,1 %, makulopatia u 1,3 %
a fakticka slepota u 0,1 % pacientov. Diabetickd noha s ul-
kusom u 3,9 %, s amputaciou pod Chopartom u 1,5 %, nad
Chopartom u 0,8 %. Z hladiska akutnych komplikacii vyskyt
zavaznej hypoglykémie bol v subore 1,9%, hypertonické
kéma v 0,09 % a ketoacidéza u 0,2 % pacientov.

Aj ked je mozné, ze vysledky su zatazené istou Statistic-
kou chybou, predsa len poskytuju cenné udaje pre prijatie
strategickych opatreni v odbore.




DIABETES NIE JE LEN O GLYKEMII

PECHAN I, DANOVA K

Oddelenie laboratornej mediciny
Narodny ustav srdcovych a cievnych chorob, a.s.
Bratislava

Diabetes mellitus patri medzi najCastejSie civilizacné
choroby a v§eobecne sa usudzuje, Ze zacina pomaly nadobu-
dat rozmery celosvetovej epidémie. Svedcia o tom rozsiahle
multicentrické Studie opierajuce sa o udaje renomovanych
pracovisk. Udava sa, Ze koncom minulého storoc¢ia bolo
sledovanych okolo 110 miliénov diabetikov, pricom sa usu-
dzuje, zZe dalSia tretina obyvatelstva sa klinicky nediagnos-
tikovala a teda ani adekvatne neliecila (cit. podla 1). Tento
pocet diabetikov dalej narasta s perspektivou jeho zdvojna-
sobenia do roku 2015 (2).

Uz davnejSie publikované prace upozornuju, ze diabetes
mellitus sprevadzaju rozne formy kardiovaskuldrnych chorob,
priCom prave diabetes sa stal ich dominantnym rizikovym
faktorom. Podrobné studium velkého suboru diabetikov
dovolilo Juutilainenovi a spolupracovnikom (3) priamo
oznacit diabetes typu 2 za ,.ekvivalent choroby koronarnych
artérii“. Ukazalo sa, Ze prave choroba koronarnych artérii
a rezultujuci akutny infarkt myokardu su najcastejSimi prici-
nami vysokej mortality pacientov s diabetom, o com sved¢i
dlhodobé sledovanie tychto pacientov. K tejto alarmujicej
situacii vyrazne prispieva fakt, Ze progredujuci vyvoj kompli-
kacii diabetu, ktory je v inicialnych §tadiach tazko klinicky
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Obr. 1. Kaplanove-Meierove krivky celkovej mortality
u pacientov s diabetickou nefropatiou a hladinami NT-proBNP nad
a pod hodnotou medianu (110 ng/1) podla Tarnowa et al. (10)
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diagnostikovatelny, vyvolal snahu najst vhodny, financne
menej naro¢ny marker, vyuzitelny pre rozsiahly skrining
u diabetikov uz pri ich kontrolach v S$pecializovanych am-
bulanciach, ktoré nie su pristrojovo a ¢asto ani odborne
vybavené pre komplexnejSie kardiovaskularne vySetrenie
pacientov.

Pred niekolkymi rokmi sa uviedol do klinickej praxe
perspektivny biochemicky marker - natriureticky peptid typu
B (BNP), ktory zvySenim hladiny v krvnej plazme reaguje uz
na mierne zmeny funkcie srdcovych komor, najméa pri ich
pretaZeni, ale aj na znizenu dodavku kyslika, pri hypertrofii
srdcovych komor a uz pri skorych formach zlyhavanie srdco-
vej funkcie. Popri kardiolégoch a po ich dobrych skuisenos-
tiach pri odhalovani skorych zmien srdcovej funkcie tymto
markerom siahli po tomto citlivom teste i diabetologovia.
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Obr. 2. Kaplanove-Meierove krivky kardiovaskularnej mortality
pacientov s diabetickou nefropatiou a hladinami NT-proBNP nad
a pod hodnotou medianu (110 ng/l) podla Tarnow et al (10)
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Obr. 3. Kumulativna pravdepodobnost jednoro¢nej mortality diabe-
tikov a probandov bez diabetu s vysokymi a nizkymi hladinami
NT-proBNP podla James et al. (7)
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Prvé skusenosti publikovali uz koncom minulého storocCia
japonski autori Yano a spolupracovnici (4), ktori zistili vys-
Sie hladiny BNP u normotenznych diabetikov s mikroalbu-
minuriou. ZvySené hladiny tohto markera u diabetikov so
suspektnou kardialnou dysfunkciou demonstrovali neskor
i dalsi autori (5), ktori sucasne poukazali i na jeho predik-
tivhu hodnotu pre vysSiu mortalitu diabetikov v porovnani
s inymi skupinami 0sob.

K intenzivnejSiemu vyuZivaniu stanovenia hladin tohto
natriuretického peptidu v diabetologii doSlo po zavedeni
diagnostickych testov, ktorych zakladom bolo stanovenie
jednej z jeho stabilnejSich foriem - jeho prekurzora NT-
proBNP. U suboru 300 pacientov s asymptomatickou dys-
funkciou Tavej komory srdca sa zistili vyznamne vysSie hla-
diny tohto markera v porovnani so suborom nediabetikov
(6). Presvedcivé vysledky priniesla i Stadia GUSTO 1V (7)
analyzujuca celkove 7 800 pacientov, z ktorych 1677 bolo di-
abetikov. Ukazalo sa, ze median hladin NT-proBNP bol po
prijati pacientov so stenokardiami na intenzivnu jednotku
dvakrat vyssi u diabetikov, hoci hladiny TnT boli u oboch
skupin pacientov prakticky rovnaké. Hladiny NT-proBNP
mali vyraznu prediktivnu hodnotu: jednoro¢nd mortalita
u diabetikov narastala so zvySujucimi sa jeho hladinami -
v dolnom kvartile hodndt bola mortalita 3,9 %-na, v hor-
nom uz 29 %.

Vyrazne vysSie hladiny NT-proBNP na zistili i u diabe-
tikov typu 2 s klinicky overenymi mikro- a makrovaskular-
nymi komplikaciami (8). Hladiny tohto markera boli u pa-
cientov s uvedenymi komplikaciami v priemer viac ako ako
trojnasobne vys$Sie v porovnani s diabetikmi bez klinicky
detegovatel'nych cievnych zmien. I§lo o cievne komplikacie
pri nefropatiach, chorobe koronarnych artérii, pri perifér-
nych artériopatiach, pricom samotna artériova hypertenzia
hladiny tohto peptidu neovplyvnila.

Viacero studii sa venovalo stanoveniu hladin NT-proB-
NP u diabetikov s prejavmi mikro- a makroalbuminurie.
Siebenhofer so spolupracovnikmi (9) sledovala skupiny dia-
betikov a zistila vyznamne vysSie hladiny NT-proBNP u pa-
cientov s roznym stupnom mikroalbuminurie a vysvetluje to
moZnou zniZenou regulaciou receptorov pre natriuretické
peptidy. Presvedcivé vysledky o moznostiach vyuzitia tohto
laboratorneho parametra u pacientov oboch typov diabetu
prezentuje tim pracovnikov z renomovaného danskeho Ste-
no Diabetes Centre (10, 11), ktori takmer 10 rokov sledova-
li celkovu a kardiovaskularnu mortalitu niekol'kych stoviek
dlhodobo lieCenych diabetikov (obr. 1 a 2) a zistili, Ze dia-
beticka nefropatia a zvySena incidencia kardiovaskularnych
chorob predstavuje seridzny rizikovy faktor skorej umrtnos-
ti diabetikov. Pozoruhodnym zistenim bol fakt, Ze zvySené
riziko zvySenej mortality tychto pacientov bolo u tej skupi-
ny chorych, u ktorych sa zistili vysoké hladiny NT-proBNP.
Tieto poznatky sa v plnej miere potvrdili i v rozsiahlej mul-
ticentrickej studii americkych, svédskych a holandskych au-
torov (7), ktori zhrnuli vysledky dosiahnuté v rokoch 1999
a 2000 na 458 centrach v 24 krajinach (obr. 3).

Zaverom mozno jednoznacne konStatovat, Ze natriu-
retické peptidy typu B (BNP a najmd NT-proBNP) pred-
stavuju novy nezavisly rizikovy faktor, ktorym mozno ziskat
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objektivnu a uzito¢nu informaciu najma o zvySenom kardi-
ovaskularnom riziku pacientov s diabetom a umoznit sprav-
ne urcit stratégiu pre ich cielenu, efektivnu a skoru liecbu.
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POINT-OF-CARE TESTING.
DIAGNOSTIKA A ZABEZPECENIE KVALITY

BALLA, J.

Analyticko-diagnostické laboratorium, s.r.o.
Presov

Tradi¢ny sposob vySetrenia telovych tekutin sa vykonava
v klinickom laboratoriu za dobre definovanych a kontrolo-
vatel'nych podmienok. Zavadzanie systémov kvality, mana-
zérstva kvality a akreditacia medicinskych laboratorii v EU
nadobuda Coraz vac¢si vyznam. Pokroky v novych technolo-
giach vyustuju do vzniku novych, kompaktnych a lahko ovla-
datelnych pristrojov, ktoré umoznuji vykonat laboratorne
vySetrenie blizko pacienta. Point-of-Care Testing (POCT)
predstavuje diagnosticky proces, ktory sa realizuje v blizkos-
ti pacienta alebo priamo na mieste poskytovania zdravotne;j
starostlivosti pacientovi s vysledkom, ktory vedie k zmene
jeho liecby. K prinosom ,,point-of-care /[near-patient testing*
(diagnostiky v blizkosti pacienta) patria komfort a rychlost
v akutnych situaciach, zlepSenie zdravotnej starostlivosti o
pacienta a niekedy aj uspora nakladov zo skracovania doby
oSetrovania. Najvacsie uplatnenie maju POCT na pohoto-
vosti, operacnych salach, ambulanciach a jednotkach inten-
zivnej starostlivosti. Nevyhody POCT predstavuje obme-
dzena ponuka vySetreni a realizacia systému manazérstva
kvality, ktoré zahfna posudzovanie novych alebo alternativ-
nych POCT, schvalovanie a certifikaciu protokolov pre kon-
covych uzivatelov, nakup a inStalaciu pristrojov, materialne
zabezpecenie (reagencie), Skolenie, certifikaciu a re-certifi-
kaciu obsluhujuceho personalu, kontrolu kvality a zabezpe-
Cenie kvality. Na akreditaciu POCT pristrojov sluZi norma-
tivny medzinarodny dokument ISO/CD 22870, ale kazda
krajina moze uplatiiovat aj svoje vlastné Specifické predpi-
sy (nariadenia, smernice, pokyny). POCT sa povazuju za
doplnok centralnej laboratornej diagnostiky a z uvedenych
dovodov ju nikdy nenahradia. Aj ked v praxi POCT neob-
sluhuju laboratérni pracovnici, v absolutnej vac¢Sine sveta
su za spolahlivost POCT vysledkov zodpovedné prislusné
klinické laboratoria. Medicinske laboratoria tak maju nielen
povinnost sledovat vykon, Skolenie a zacvik obsluhujuceho
personalu, ale si aj kompetentné posudzovat spolahlivost,
spravnost, presnost, kalibraciu, kontrolu kvality a udrzbu
POCT. Aby vysetrenie POCT mohlo priniest potrebné
informacie pri rieSeni zdravotného stavu pacienta je nevy-
hnutné zabezpecit jeho kvalitu. Odborny dohlad nad POCT
by mala mat Komisia pre POCT, ktora by pozostavala z me-
dicinskych zastupcov, laboratornych profesionalov a odbor-
nikov na analyticku kvalitu. Komisia by mala kontrolovat, ¢i
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je zavedeny systém internej kontroly kvality funkény a do-
stato¢ne citlivy, ¢i sa uzivatel POCT pravidelne zucastnuje
EHK a vyhodnocuje dosiahnuté vysledky. Na slovenskom
trhu je dostupna Siroka paleta kontrolnych cyklov EHK pre
POCT (Tab. 1). K vel'mi doélezitym otazkam patri aj moni-
torovanie akceptovatelnej porovnatelnosti medzi vysledka-
mi merani pomocou POCT a pristrojovej techniky v medi-
cinskom laboratériu. Ak sa parové vysledky rozchadzaju,
potom také merania nemaju prakticky vyznam, pretoze
su zdrojom neistoty, chaosu a pacientovi nepomahaju, ale
Skodia a uz nehovoriac o plytvani finanénymi zdrojmi. Ak-
tivna spolupraca medzi uzivatelmi POCT a medicinskymi
laboratoriami poskytuje medicinskym laboratériam aj novu
redlnu prilezitost aktivne sa podielat a pozitivne vplyvat
na pred analyticku fazu laboratornej diagnostiky, na ktoru
napr. v podmienkach slovenskej laboratornej mediciny ma
iba obmedzené moznosti.

Tab. 1. Niektoré moznosti EHK pre POCT na slovenskom trhu

POCT Labquality SEKK

POCT Hemoglobin v

POCT Glukéza

POCT HbAlc

POCT Troponiny

POCT Mo¢

POCT Hemoglobin

POCT CRP

POCT Krvné plyny

| = | = | <= | < | = | =|=

POCT Tarchavost*

POCT INR**

= | = | = | = | =

POCT Sedimentacia Ery

POCT DAT

POCT Okultné krvacanie

POCT Mononukledza

POCT Chripka

= | = | <= | <= | =

POCT Nefropatia

* - SEKK pontika kontrolu HCG pri POCT Moé
** - SEKK v spolupraci s UK NEQAS
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STANOVENIE VITAMINU 25(0H) D3
METODOU HPLC A METODOU ECL

WILSONOVA CHOROBA
S FATALNYM PRIEBEHOM U DIETATA

BATOROVA, E., DOBAKOVA, E.

Laboratorna diagnostika MEDIREX a.s
Bratislava

Vitamin D patri do skupiny v tukoch rozpustnych prohor-
monov. Je biologicky neaktivny a aby sa stal aktivnym 1,25
hydroxyvitaminom D, musi sa dvakrat hydroxylovat v pece-
ni a v oblickach. Dve najvyznamnejsie formy vitaminu D su
vitamin D3 (cholekaciferol) a vitamin D2 (ergokalciferol).
Vitamin D3 vznika z 7-dehydrocholesterolu nachadzajuceho
sa v kozZi po expozicii ultrafialovym Ziarenim. Viac ako 95 %
z 25(0OH) vitaminu D meratelného v sére je 25(OH) vitamin
D3, zatial ¢o vitamin 25(OH)D2 dosahuje meratel'né hodno-
ty iba u pacientov, ktorym je podavany medikamentozne.

Ciel' prace: Porovnat analytické moznosti, vyhody, ne-
vyhody a validacné charakteristiky dvoch metod, ktoré boli
uvedené v minulom roku do klinickej laboratornej praxe. Su
to metody zaloZené na roznych principoch merania.

Metody: 25(OH) D3 sme stanovili HPLC systémom
(LC-20 AD, SHIMADZU- Japonsko) s UV detekciou rea-
genénym kitom firmy Chromsystems.

Principom HPLC metody je izolacia 25(OH)D3, D2
metabolitov zo séra deproteinaciou, naslednou selektivnou
extrakciou pomocou SPE koldniek. Po premyti a elucii SPE
koloniek sa ziskany eluat separuje na analytickej kolone izo-
kratickym systémom, pricom sa obidva metabolity 25(OH)
D3,D2 deteguju na UV-VIS detektore pri 264 nm. Druhou
porovnavanou metdédou bola metdda diagnostickou supra-
vou firmy Roche na imunochemickom analyzatore Modular
E170 (Roche - Bazilej), zaloZzenou na principe kompeticie s
elektrochemiluminiscenénou detekciou.

Vysledky: Vitamin 25(OH)D3 sme vysetrili v subore
77 premenopauzalnych zZien (20-40r.) Ako biologicky ma-
terial sme pouzili sérum ziskané odberovou supravou so
separacnym gélom. Ziskané vysledky sa pohybovali v kon-
centracnom rozsahu od 12,3 ug/1 do 64,9 ug/l. Porovnanim
metod sme ziskali korelaciu (y = 1,1043x + 0,708) R=0,852.
Vysledky ziskané metodou zalozenou na principe ECL vy-
kazuju v priemere 13 % negativhu odchylku od vysledkov
ziskanych metodou HPLC-UV. Nespornou vyhodou HPLC
metody fy Chromsystems je simultinne stanovenie aj meta-
bolitu 25(0OH) D2, ¢o v§ak ma vyznam iba u suplementova-
nych pacientov vitaminom D?2.

Zaver: Porovnanim vysledkov metdd sa zistila dobra
korelacia. Napriek tomu, Ze HPLC metoda patri medzi do-
porucované metody, automatizované stanovenie 25(OH)
D3 principom ECL prinasa nesporne mnozstvo vyhod pre
dennu laboratornu prax.
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10ddelenie laboratornej mediciny
Detska klinika anesteziologie a intenzivnej mediciny
Detska fakultna nemocnica s poliklinkou, Bratislava

Uvod: Wilsonova choroba je autozomovo recesivie
dedi¢na porucha metabolizmu medi, ktora je spdsobena
mutaciami v ATP7B géne. Pre ochorenie je charakteris-
ticky defekt vylucovania medi z pecene do zICe a naruse-
na inkorporacia medi do apoceruloplazminu. Do6sledkom
je akumulacia medi v peCeni s jej progredujucim posko-
denim a nasledne akumulacia medi aj v extrahepatalnych
tkanivach najma v mozgu, obli¢kach, ocCiach, krvi a inych
organoch. Do cirkulacie sa moze z pecene uvolnit obrovské
mnozstvo medi, ktoré vedie k intravaskularnej hemolyze
a k prechodnému zvySeniu koncentracie vol'nej medi v sére
a k extrémnemu vyluCovaniu medi v mo¢i. Prezentujeme 12-
ro¢nu pacientku, ktora exitovala napriek intenzivnej lieCbe
v priebehu niekol'kych tyZdnov po prvej manifestacii Wilso-
novej choroby.

Kazuistika: Dievcatko sa narodilo zdravym rodicom bez
pribuzenského vztahu. Bola lieCena pre polindzu, nezazna-
menali sa Ziadne znamky ochorenia pecene. Jej 18-rocny
brat je sledovany pre hyperbilirubinémiu, 16-ro¢na sestra je
mentalne retardovana. Vo veku 12 rokov v priebehu januara
a februara dostala pacientka prvé dve davky vakciny proti
hepatitide B. Obtiaze sa objavili v marci - intermitentné
bolesti brucha, nauzea, vracanie, nechutenstvo, slabost,
apatia, vystup teploty, ikterus. Po¢as prvého aprilového tyz-
dna bolo diev¢a hospitalizované v rajonnej nemocnici a po
7 dnoch prelozené do fakultnej nemocnice s diagnodzou:
tazka neimunologicka hemolyticka anémia s reaktivnou he-
patitidou nejasného povodu. Po jednodiovej hospitalizacii
nasledoval urgentny transport do detskej fakultnej nemocni-
ce so zavermi: fulminantné zlyhanie pecene, fazka anémia,
podozrenie na autoimunne ochorenie. Pacientka bola pri
prijati somnolentna, vyrazne iktericka, hypohydratovana,
s miernou hepatomegaliou. Vstupné laboratorne vySetrenia
odhalili tazky hypokoagulacny stav, zavaznu neimunologic-
ki anémiu s retikulocytozou, extrémnu kombinovana hy-
perbilirubinémiu, mierne zvySené aktivity aminotransferaz
a zniZenu aktivitu alkalickej fosfatazy v sére a dalSie nalezy
potvrdzujuce akutnu hemolyzu a akutne zlyhanie pecene.
Pocetnymi sérologickymi, imunologickymi a toxikologicky-
mi analyzami sa opakovane vylucili najcastejsie priciny faz-
kej akutnej 1ézie pecene. Podrobné metabolické vySetrenie
nakoniec odhalilo nalezy typické pre Wilsonovu chorobu,
ktora sa manifestovala ako akutna hemolyticka kriza s na-
slednym zlyhanim pecene. V sére sa zaznamenla mierne




zniZena koncentracia ceruloplazminu 0,102...0,155...0,147
gL' (RH 0,15-0,60), koncentracia celkovej medi bola
v norme 17,6...16,6...17,9 umol.L"!, (RH 11-24), zachytila
sa excesivne zvySena exkrécia medi v mocCi pripominajuca
akutnu otravu medou 376...385 umol/24 h (RH <0,6), a tak-
tiez znamky zavazného renalneho tubularneho poskodenia.
V géne ATP7B sa dokazala prevalentna mutacia H1065Q,
druhu mutaciu sa zatial nepodarilo identifikovat. Napriek
agresivnej symptomatickej i Specifickej lieCbe (penicilamin,
zinok), pacientka exitovala na 13. den hospitalizacie pred
planovanou transplantaciou pecene.

Diskusia a zaver: OCkovanie proti hepatitide B bolo ne-
davno zaradené do povinného oCkovacieho systému u deti
v naSej krajine. Prezentovany pripad by si podla nasho na-
zoru vyzZadoval overenie bezpecnosti tejto vakcinacie u pa-
cientov s Wilsonovou chorobou, osobitne s rozvinutym taz-
kym poskodenim pecene.
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KONTROLNY SYSTEM ,,SITY NA MIERU*

BELICOVA, Z., BURAN, J.
DOBAKOVA, E., STECOVA, A.

Laboratorna diagnostika, Medirex a.s., Bratislava

Medicinske laboratérium je povinné zaviest a udrziavat
komplexny dokumentovany systém zabezpeCenia kvality
svojich vySetreni. Jednou zo zloZiek tohoto systému je sle-
dovanie, hodnotenie a riadenie kvality analytickej ¢innos-
ti - IQC. Vnutorné riadenie analytickej kvality je potrebné
vykonavat takym spdsobom, aby boli splnené odportcania
odbornych spoloénosti, regula¢nych organov, ktoré¢ v mno-
hych aspektoch koreluju s poziadavkami noriem pre posu-
dzovanie kvality a kompetentnosti laboratorii. ,Vysledné
udaje IQC sa musia zaznamenavat takym sposobom, aby
boli viditeIné trendy a na preverenie vysledkov sa musia
aplikovat Statistické metody” (STN EN ISO/IEC 17025).
»Je dolezité, aby kontrolny systém poskytoval pracovnikom
jasné a lahko pochopitel'né informacie, na zaklade ktorych
mozu robit odborné a medicinske rozhodnutia® (STN EN
I1SO 15189).

Vicsie analytické systémy spravidla maju zabudovanu
viac alebo menej vyhovujucu moznost sledovania kvality.
Vyhodou je, ak je sp6sob monitorovania jednotny pre vset-
ky metoédy a vSetky analytické systémy daného pracoviska
napr. ako zlozka LIS. Idealne rieSenie pre medicinske labo-
ratorium predstavuje IQC, ktoré sa prisposobuje aktualnym
podmienkam pracoviska a vyhovuje predstavam a pozia-
davkam uzivatela. Z tychto dovodov Medirex laboratérna
diagnostika rieSila vlastny systém vnutorného riadenia kva-
lity ConSys, vytvoreny v spolupraci s firmou Biosoft, ktora
je dodavatelom LIS. Pre jednotlivé laboratorne prevadzky
Medirex a.s., ktoré su prepojené centralnym informa¢nym
systémom a pre vSetky analytické pristroje biochémie, he-
matologie a imunologie sa snimaju kontrolné merania v re-
alnom Case a spracuvaju sa v dennych alebo kumulativnych
prehladoch. Vstupné udaje je mozné sledovat pomocou
Westgardovych pravidiel, na vyhodnotenie vysledkov sa
vyuZivaju Statistické nastroje, k vizualnej orientacii sluzia
Levey-Jenningsove diagramy. ConSys umoziuje automatic-
ké vyhodnotenie dosahovanych analytickych kritérii kvality
pre testy, ktoré maju k dispozicii kritické limitné hodnoty.
Vsetky vysledky kontrolnych analyz sa spolu so Statisticky-
mi a grafickymi prehladmi uchovavaju po dobu urcenu plat-
nou legislativou.

Systém bol vytvoreny tak, aby bol jednoduchy a prak-
ticky, prehladny, uéinny a aby poskytoval udaje potrebné
k verifikacii metod a k odhadu neistoty merani.
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METABOLICKE PROFILOVANIE
V KLINICKEJ BIOCHEMII

PDGF-DD IN SERUM OF PATIENTS WITH GLOME-
RULAR DISEASE

BIRKOVA A, KUSNIR J, DUBAYOVA K.

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie
a LABMED a.s. Lekarskej fakulty Univerzity Pavla Jozefa
Safarika, Kosice.

Sucasnymi metodami vyuZivanymi v klinickej biochémii,
ktoré su selektivne, nie je mozné obsiahnut vel'ké mnoZstvo
informacii, ktoré biologicky material poskytuje. Na analyzu
je efektivnejSie pouzit biologicky material bez predchadza-
jucej upravy alebo s minimalnymi upravami, a preto je stra-
tegicky vyhodnejsie pouzit takzvané profilové analyzy, kto-
ré dovoluju komplexnejSie monitorovat cely subor analytov
na zaklade ur€itych spolocnych kritérii. Profilové analyzy
bez individualneho urovania identity jednotlivych metabo-
litov obsiahnutych v biologickom materialy sa nazyvaju me-
tabolicky fingerprinting. Svojim komplexnej$im pristupom
umoziuje takyto typ analyzy odhalif aj nepredvidané zloz-
ky. Porovnavanie Casovej zavislosti profilov biologickych
materialov za roznych fyziologickych alebo patologickych
stavov je vel'mi prinosné. Hodnotenie biologického materi-
alu na zéaklade vytypovanych znakov v profiloch je vyhod-
né najma ako prvotny nahlad na biologicky material a jeho
rychlu klasifikaciu. Prikladom je fluorescen¢ny fingerprint
Studovany na naSom pracovisku, ktory umoznuje na zaklade
pritomnosti a koncentracie fluoroférov prirodzene vyskytu-
jucich sa v biologickom materialy jeho rychle definovanie
a typizaciu s moznostou diagnostickej aplikacie.
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Background and objectives. The B- and D-isoforms of
platelet-derived growth factor (PDGF) are centrally invol-
ved in the pathogenesis of mesangioproliferative glomerulo-
nephritis. In experimental mesangioproliferative nephritis,
PDGF-DD serum levels, unlike PDGF-BB, increased up to
1000-fold.

Design, setting, participants & measurements. The pre-
sent study investigated serum PDGF-DD levels by an ELI-
SA and renal PDGF-D mRNA expression by real-time PCR
in healthy subjects and patients with various glomerular
diseases.

Results. The mean serum PDGF-DD concentration in
healthy subjects (n=42) was 1.17+0.46 ng/ml (range 0.25
-2.09 ng/ml). Similar means were observed in patients with
focal segmental glomerulosclerosis (FSGS; n=10), membra-
nous nephropathy (MN; n=12), and ANCA-positive vascu-
litis (VAS; n=8). Patients with IgA-nephropathy (IgAN;
n=33) exhibited significantly higher levels (1.67 £0.45ng/
ml), whereas they were significantly lower in patients with
Iupus nephritis (LN; n=18; 0.66 £0.86 ng/ml). In the who-
le cohort and the IgAN subgroup, serum PDGF-DD con-
centrations correlated positively with creatinine clearance
and leukocyte counts. Proteinuria exhibited a borderline
(p=0.056) negative correlation with serum PDGF-DD le-
vels. Clinical features of IgAN patients observed at the ti-
mes of elevated PDGF-DD levels (27 % of all samples) did
not differ from those observed at times of normal PDG-
F-DD levels. In IgAN patients, where 4 or more samples
were available, most patients exhibited minor fluctuations
of PDGF-DD serum levels over time. We found no differen-
ce in intrarenal PDGF-D mRNA expression in glomeruli
or tubulointerstitium of healthy subjects and patients with
glomerulonephritides.

Conclusions. Our study demonstrates upregulated se-
rum PDGF-DD levels in patients with IgAN.




PATHOGENETIC MECHANISMS OF SEPSIS

PATOGENETICKE MECHANIZMY SEPSY

BUCOVA, M.

Imunologicky ustav, Lekarska fakulta UK
Bratislava

Sepsis is characterised by generalized activation of mo-
nocyte-macrophage system, vascular endothelial cell wall
activation (panendothelitis) with the disturbance of micro-
circulation and activation of gut epithelium. From ethio-
pathogenesis of sepsis we can assume some implications for
praxis. 1. Very important is the early differential diagnosis
between SIRS (systemic inflammatory response syndrome)
and sepsis. There are two parameters for this: procalcitonin
(PCT) and molecule TREM-1. While PCT rises both in the
cases of infectious and noninfectious systemic inflamma-
tion, the molecule TREM-1 is specific for sepsis. 2. The main
problem of sepsis is the state of immune system activation
and hyperinflammation. Systemic inflammation in sepsis is
dynamic. The very early phase of sepsis is mostly associa-
ted with overactivation of Thl immune mechanisms that
turnes early into opposite state — immunosuppression even
immunoparalysis. Some patients (small children, old peop-
le, polymormid people, people with craniotrauma) can start
sepsis with immunosuppression. The knowledge of sepsis
etiopathogenesis, activity of cytokines and other parameters
of immunity in different stages of sepsis are very important
for accurate sepsis therapy. 3. The cause of inflammation in
sepsis is mostly infectious. Hovewer, non-infectious factors
(hypoxia, hyperglykemia, hypokalemia...) and also endo-
gennous mediators arising during tissue damage (elastase,
soluble heparan-sulfat, fibrinogen, extra domene of fibro-
nectine, hyaluronic acid and heat shock proteins...) also
potentiate the inflammatory state. 4. We can implicate that
for septic patients are necessary both good Th1 imunity and
the restraint of hyperactivation. For that reason it might be
useful to prepare patients (by immunostimulation) even 3-5
days before large surgical interventions. This way, we could
restrain the development of immunoparalysis - the main
cause of polymicrobial sepsis. The next therapeutical inter-
vention could be the early antiinflammatory therapy. 5. For
the prognosis of sepsis it would be useful to determine the
Th1/Th2 state of immunity and the state of inflammation.
The easiest is the determination of expression of both HLA-
DR and IL-10 on monocytes and the determination of the
IL-10/TFN-y ratio. The ratio between IL-10 and TNF-a tell
us something about inflammatory state.
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BUCOVA, M.

Imunologicky ustav, Lekarska fakulta UK
Bratislava

UvVoD

Sepsa predstavuje vysokoaktualny medicinsky a eko-
nomicky problém aj vo vyspelych krajinach. Vyskyt tazkej
sepsy kazdoroCne stupa o 1,5 %. Medzi najcastejsie priciny
sepsy patria infekcie gastrointestinalneho traktu, pltc, geni-
tourinarneho systému a primarne infekcie krvi. V patoge-
néze sepsy sa uplatnuje cela paleta mikroorganizmov, zloz-
ky ich bunkovych stien ale aj toxiny a exotoxiny (Alberti
a spol.,, 2002; Annane a spol., 2003).

Hlavnou ¢rtou sepsy je generalizovana aktivacia mono-
cytovo-makrofagového systému, aktivacia cievneho endote-
Iu s poruchou mikrocirkulacie a aktivacia ¢revného epitelu
(Bucova, 2006).

Co nam dava poznanie etiopatogenézy sepsy do praxe?

1. Obrovsky vyznam ma rozliSenie SIRS od sepsy. Exis-
tuju dva parametre: prokalcitonin (PCT) a TREM-1
(Bucova, 2005; Bucova, 2006; Bucova a spol.,
2006; Pincikova aspol., 2005). Kym PCT stupa aj
pri neinfekénom SIRS (syndrom systémovej zapalovej
reakcie), stanovenie hladiny sSTREM-1 sa zda byt Speci-
fickejsSie pre infekény SIRS (sepsu).

2. Hlavnym problémom sepsy z imunologického hladiska
je stav imunitného systému a hyperinflamacia. Systé-
movy zapal u sepsy nie je vZdy v hyperaktivacii, ale je
dynamicky. Pociatocny hyperinflamacny stav s nadmer-
nou aktivaciou Th1 imunity méze byt rychle vystrieda-
ny opacnym stavom, ktory sprevadza imunodepresia az
imunoparalyza. U niektorych pacientov (oslabenych)
mozZe imunosupresia sprevadzat sepsu hned od za-
Ciatku. Nastolenie rovnovazneho stavu je pre pacienta
prognosticky najvyhodnejSie. Poznanie etiopatogenézy
sepsy, aktivity cytokinov ako aj inych imunitnych me-
chanizmov pacienta v tom-ktorom obdobi sepsy je mi-
moriadne doleZité z hladiska jej spravnej imunoterapie.

3. Zapal, ktory sa u pacientov so sepsou rozvija, ma prici-
nu v prvom rade infek¢nu. Neinfekéné pri€iny vsak tiez
prispievaju k jeho potenciacii (hyperglykémia, hypoka-
liémia...). Potencialnymi faktormi moézu byt aj endogén-
ne mediatory, ktoré sprevadzaju poSkodenie tkaniva ako
je elastaza, solubilny heparan-sulfat, fibrinogén, extra
doména A fibronektinu, kyselina hyaluronova a prote-
iny teplotného Soku (Johnson a spol., 2004).

4. Z poznatkov vyplyva potreba udrzania dobrej Th1 imu-
nity a sucCasne zabrana prestrelenej zapalovej aktivity.
Predpokladom pre to je, aby pacienti iSli na operacny
vykon €o najviac kompenzovani (tym by sa do urcitej
miery znizilo riziko hyperinflamacie z neinfekénych pri-
¢in). Imunologickou predpripravou aspon Casti pacien-
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tov - malych deti, starSich oslabenych pacientov s vel-
kym operaénym vykonom (podpora imunity 3-5 dni
pred operaénym vykonom) by sa zas zabezpecila dobra
Th1 imunita, ¢im by sa znizilo riziko rozvoja imunopara-
lyzy a tym aj polymikrobnej sepsy. Dalsou moznou pre-
venciou komplikacii je v€asna antiinflamatorna terapia.

5. Pre prognézovanie stavu pacienta by bolo dobré vyset-
rit stav Th1/Th2 imunity a zapalu, a to najlepSie stano-
venim po¢tu HLA-DR, popripade stanovenim expresie
IL-10 na monocytoch (pokles hodnét HLA-DR a zvy-
Sena expresia IL-10 na monocytoch sved¢i pre poruchu
Th1 imunity a rozvoj imunosupresie) a tiez vySetrenim
pomeru IL-10/IFN-y. Pomer hladiny cytokinov IL-10/
TNF-a nam odhali regulaciu zapalu.

6. Poznanie aktivity cytokinov ako aj inych imunitnych
mechanizmov pacienta v tom-ktorom obdobi sepsy je
mimoriadne doélezité z hladiska jej spravnej imunotera-
pie. Este stale sa najdu vedci, ktori sa snaZia drzat kon-
cepcie centralneho mediatora sepsy, t.j. hladat vinnika
(jediného), ktory by bol za to vSetko zodpovedny, a to
v nadeji, Ze ked sa proti tomuto faktoru poda nejaka
protilatka, cely problém so sepsou by mohol byt vyrie-
Seny (najprv to bolo TNF, neskor IL-6 a potom dalsie).
A ked terapia monoklonovymi protilatkami nebola pre-
svedc€iva, z povodného imunoterapeutického nadSenia
sa vyvinula imunoterapeuticka skepsa. Priina? Vsetci
pacienti so sepsou sa liecili rovnako, bez ohladu na ich
imunitu, na Stadium choroby.

7. Kedze stav systémovej imunity sa nam odvija od stavu
lokalnej imunity v mieste infekéného loziska, bolo by
dobré poznat stav oboch a pripadnu imunoterapiu za-
merat nielen systémovo ale aj lokalne.
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SKRININGOVE VYSETRENIE TEHOTENSKEHO
PLAZMATICKEHO PROTEINU A A VOLNEHO
BETA -HCG V PRVOM TRIMESTRI TEHOTNOSTI

DITTE M.

GPN s.r.o. Ruzinovska 10, 821 01 Bratislava

Uvod. Latky pritomné v sére matky v tehotnosti, ktoré
su produktami placentarneho a fetalneho tkaniva sa v sére
mimo tehotnosti nevyskytuju. Ich hladiny v sére matky nas
informuju o metabolizme plodu, a pomahaji odhalif odlis-
ny vyvoj dietata. Vyznamnymi detektormi odliSného vyvo-
ja diefata su: tehotensky plazmaticky protein A (PAPP-A)
a vol'ny Beta-hCG. Hladiny tychto dvoch latok v sére matky
v 11. aZ 14. tyZdni gravidity nam sliZia na odhalenie genetic-
kych poruch plodu, hlavne triploidii chromozomov 21,18,13,
a roznych numerickych poruch sexchromozémov. Bez sta-
novenia presnej dizky gravidity a dalsich parametrov ako
je Sirka prejasnenia Sije plodu, pritomnost nosovej kosticky
a niektorych parametrov cirkulacie u plodu zistovanych ul-
trazvukom, nie je mozné stanovit riziko poruchy pre plod.
Bez sérovych hladin PAPP-A a volného Beta-hCG je urce-
nie rizika genetickej poruchy u plodu zatazené velkou chy-
bou. Hladiny PAPP-A dané do suvislosti s dizkou gravidity
nam pomahaju pri prognoze poruch rastu plodu a odhalit
tehotnosti ktoré st zatazené vysSou intrauterinnou morta-
litou. Pri stanovovani rizika vyskytu plodu s chromozomo-
vou poruchou je doélezita spolupraca medzi biochemikom
a gynekologom, takato spolupraca a vzajomné pochopenie
problematiky a jej uskali pomozu zvysit prediként hodnotu
a znizit falo§nu pozitivitu tychto skriningovych vySetreni.

Interpretacia vysledkov. Hladina vol'nej podjednotky Be-
ta-hCG v krvi matky sa za normalnych okolnosti zniZuje
s dizkou tehotnosti. Hladina PAPP-A sa v krvi matky za
normalnych okolnosti zvySuje. Pre kazdu sledovanu tehot-
nost predstavuju hladiny PAPP-A a volného Beta-hCG koe-
ficienty pravdepodobnosti, ktoré po vynasobeni s rizikom
vyplyvajucim z veku matky nam davaju novy udaj. Cim je
hladina Beta-HCG vysSia a hladina PAPP-A nizZSia, tym
je riziko vyskytu trizomie 21 chromozomu vysSie. Z veku
matky a hladin spomenutych latok sa da odhalit asi 60 %
postihnutych plodov pri falo$nej pozitivite 5 %. Zakladnym
predpokladom biochemického skriningu chromozémovych
chyb je presné ultrazvukové stanovenie dizky tehotnosti.
V opaénom pripade sa miera detekcie znizuje len na 10 %.

U trizomie 21 je v 12. tyzdni tehotnosti koncentracia
volnej Beta-hCG v materskom sére vysSia (cca 2 MoM)
nez u chromozomovo normalnych plodov. Koncentracia
PAPP-A je nizsia (cca 0,5 MoM). Rozdiel v koncentracii
vol'nej Beta-hCG v materskom sére medzi normalnou gravi-
ditiou a tehotenstvom s plodom s trizémiou 21 sa s dizkou
tehotnosti zvysSuje a rozdiel koncentracii PAPP-A sa naopak
znizuje.

U trizomii 18 a 13 su hodnoty volného Beta-hCG a PAP-




P-A v materskom sére zniZené. V pripade aberacii pohlav-
nych chromozomov je hodnota volnej Beta-hCG v mater-
skom sére normalna a PAPP-A je nizka. Pri zmnozeni Y
chromozomu su hodnoty volnej Beta-hCG v materskom
sére vyrazne zvySené, PAPP-A je mierne zniZené. Triploidia
X je spajana s vyrazne zniZzenymi hodnotami Beta-hCG aj
PAPP-A v materskom sére.

Pri kombinovanom vySetreni prejasnenia Sije plodu
(nuchalnej translucencie) a biochemickych parametrov je
mozné odhalif cca 90 % vsetkych chromozomovych chyb
pri falosnej pozitivite 1%, k tomu treba pripocitat 5 %-nu
falo$nu pozitivitu skriningu trizomie 21. Podobné vysledky
sa dosahuju aj pri skriningu v II. trimestri tehotnosti vySetre-
nim hladiny AFP, Beta-hCG, voIného Estriolu a inhibinu A,
spolu s prvotrimestrovym vySetrenim prejasnenia Sije. Pri
falo$nej pozitivite zachytu trizomie 21,5 % je miera detekcie
85-90 %. Pri vySetrovani len AFP a Beta hCG je zachytnost
80% pri relativne vysokej falosnej pozitivite 15%. Dvojfa-
zové vySetrenie v prvom a druhom trimestri tehotnosti pri
stanoveni vSetkych spomenutych parametrov zvySuje mieru
detekcie trizomie 21 na na 94 % pri faloSnej pozitivite 5 %.

Interpretacia vysledkov meranych v naSich biochemic-
kych laboratoriach je obtiazna pre nedostupnost normal-
nych hodndt PAPP-A a Beta hCG v sére. Nepodarilo sa
mi dopatrat sa normalnych hladin pre jednotlivé tyzdne
tehotnosti. Dostupnym programom je len program FMF
,OSCAR", ktory na zaklade v programe zadanych nomo-
gramov stanovuje hodnoty v nasobkoch medianov (MoM)
a z nich priamo vypocitava kalkulované riziko. Ziskat tento
program nie je finanéne narocné, jeho zakupenie stoji len
50 Euro, ale je viazané na ziskanie certifikatu na ultrazvuko-
vé stanovovanie prejasnenia Sije plodu a opakovanej recerti-
fikacii v polro€nych intervaloch.

Zaverom mojej prezentacie chcem poziadat auditorium
na stanovenie normalnych hodnoét pre jednotlivé tyZdne
tehotnosti a dat ich k dispozicii gynekologickej verejnosti.
Bez tohoto kroku povinny skrining PAPP-A a vol'ného Beta-
hCG nebude mat Ziaden prakticky vyznam.
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WILSONOVA CHOROBA - DIAGNOSTICKE
MOZNOSTI V DETSTKOM VEKU

DUROVCOVA, E.!, SALIGOVA, J.
POTOCNAKOVA, I..2, MAJOROVA, E.?
MAJLINGOVA, S.2, BAJUZOVA, M.3
BEHULOVA, D.*

'Laboratorna diagnostika LABMED,a.s., KoSice
2Specializované poradne DFN, Kosice
3Klinika pracovného lekarstva a klinickej toxikologie,
FN L. Pasteura, KoSice
4(0dd. laboratornej mediciny, DFNsP, Bratislava

Wilsonova choroba je dedi¢na porucha metabolizmu
medi z deficitu lyzozémovej ATP-azy (ATP7B). Dosledkom
je hromadenie medi v organoch. Klinicky obraz ochorenia
je variabilny, ale vo vSeobecnosti plati, Ze v detskom veku
sa Wilsonova choroba zvyCajne manifestuje postihnutim
pecene, v neskorSom veku - po druhom decéniu dominuje
postihnutie nervového systému.

Neoddelitel'nou sucastou diagnostiky ochorenia sd labo-
ratorne vySetrenia. Zakladny skriningovy diagnosticky algo-
ritmus zahfna stanovenie ceruloplazminu v sére, stanovenie
Cu v sére a v moc€i (za bazalnych podmienok a po podani
penicillaminu). Tieto neinvazivne, ¢asovo a finan¢ne ne-
naroéné vySetrenia su dostupné vo vaésine zdravotnickych
zariadeni. Zlatym Standardom v diagnostike je stanovenie
medi v susine bioptickej vzorky pecene. Definitivnym potvr-
denim diagnozy je DNA analyza v sucasnosti dostupna uz
aj na Slovensku.

Autori analyzuju prinos jednotlivych laboratornych pa-
rametrov v diagnostike a monitorovani pacientov, poukazu-
ju na niektoré interpretacné problémy a problematiku doku-
mentuju kazuistikami vybranych pacientov.
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ACUTE KIDNEY INJURY - NAC AS A POSSIBLE RE-
NOPROTECTIVE AGENT?

FRANEKOVA, J.!, JABOR, A.!
KOMINKOVA, M.!, SOCHMAN, J.2

Pracovisté laboratornich metod
Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha
2Qddéleni kardiologickych ambulanci
Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha

Introduction. Ischemic and reperfusion injury is one of
the main causes of acute kidney injury. This risk is common
both in native and transplanted kidneys. One of the possible
causative factors could be reactive oxygen species (ROS).
Therefore, toxic effects of ROS could be counterbalanced
by compounds with antioxidant effects - glutathion trans-
ferase, superoxide dismutase or catalase. N-acetyl-cysteine
(NAC) has been recognized as a renoprotective agent in
several experimental studies. The principle of the action
involves positive influence on glutathion production and
cytokine network function. NAC has been used as a re-
noprotective agent in patients with the risk of radiocontrast
nephropathy. In clinical studies, a decrease of creatinine
concentration and thus GFR improvement has been descri-
bed in patients treated with NAC as a part of preventive
regimen before radiocontrast procedures. However, there
were some reports describing interference of NAC with
Jaffe method of creatinine measurement. The main goal of
this study is to evaluate possible interference of NAC with
creatinine measurement.

Material and methods. Common dose of NAC in cli-
nical practice is 600 mg two times daily. Recommended
plasma concentration for NAC experiments (protocol
EP7-A2: Interference Testing in Clinical Chemistry: Appro-
ved Guideline — Second Edition, Clinical and Laboratory
Standards Institute, Vol. 25, No. 27, 2005) is 10,2 mmol/l,
target therapeutic concentration is 3,4 mmol/l. NAC (com-
mercial ampoules for intravenous application, 3 ml, 300 mg
per ampoule) was added to three patient plasma pools,
final concentrations of creatinine were A=103,9 umol/l,
B=204,5umol/l and C=291,5umol/l. We tested the inter-
ference of NAC with calculated final concentrations of
0-3,07—6,13—9,20—12,26—15,33 mmol/l, the dilution effect
was corrected by addition of saline (0,9 g/1). Creatinine was
measured by Abbott original procedure (Architect Ci8200,
Jaffé principle).

Results. The effect of NAC on creatinine concentration
is given in Table 1, the only significant correlation r=-0,919
(N=6, p=0,0095) was for the highest creatinine concentra-
tion and NAC.
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Table 1. The effect of different concentrations of NAC on plasma
creatinine (three pools of patient plasma, for initial creati-
nine concentration — see text)

NAC Creatinine A Creatinine B Creatinine C
(mmol/T) (mol/1) (umol/1) (umol/T)

0 102,2 202,4 290,5
3,07 102,8 202,2 290,3
6,13 102,7 200,7 288,6
9,2 102,0 1993 2877

12,26 101,4 199,1 288,0
15,33 102,4 200,6 2843

Discussion. In vivo experiments with NAC as renoprotec-
tive agent are inconsistent. For example, Tepel described in
clinical study significant decrease in plasma creatinine con-
centration in NAC treated patients from 220 (+ 118) umol/l
to 186 (x112) umol/l (Tepel, 2000). On the other hand,
Huber did not find any significant changes in creatinine
concentration after NAC administration (Huber et al.,
2006). The effect of NAC in our in vitro experiment was
negligible. The only negative correlation between creatinine
and NAC concentration was found in pool C, but difference
in creatinine concentration was -2,1 % (-6,2 umol/l in com-
parison to initial concentration of 291 umol/l1). However,
such decrease is apparently without any practical significan-
ce. We did not observe any significant difference for pool A
(102,2 umol/1) or B (202,4 umol/l). In conclusion, in vitro
analytical effect of NAC on plasma creatinine measurement
(Jaffé) is negligible. Therefore, it seems to be valuable to
evaluate the effect of NAC administration in vivo by creati-
nine evaluation.




DIAGNOSTIKA PORUCH METABOLIZMU GLUKOZY
(DM, IFG, IGT, GDM) - SUCASNY STAV

FRANEKOVA,.J"?, JABOR, A.', UNGEROVA, J.2

Institut klinickej a experimentalnej mediciny, Praha
’Fakultna nemocnica, Ostrava

Diagnostika DM je zaloZena vyluéne na stanoveni
koncentracie glukézy v plazme zilnej krvi nala¢no, post-
prandialne, alebo v ramci glukdzového toleranéného testu
(oGTT). Ide o identifikaciu zvySenych koncentracii gluko-
zy. Kritéria su deklarované na zaklade epidemiologickych
studii medzinarodnymi odbornymi spolo¢nostami - WHO
(Svetova zdravotnicka organizacia) a ADA (Americka dia-
betologicka asociacia). Stanoviska jednotlivych spolo¢nosti
sa v identifikacii jednotlivych portiich metabolizmu glukézy
v niektorych bodoch odlisuju (tbl.1).

Tab.1 Kritéria pre diagnostiku DM, IFG, IGT, GDM

Typ WHO ADA
. . 7,0 mmo/1 (FPG)* 7,0 mmol/l (FPG)
Diabetes mellitus
(DM) 11,1 mmol/l 11,1 mmol/l
(PP**, 0oGTT) (PP**, oGTT)
<170 I/l (FPG
Porusend glukézové mmolfl(FPG) 1 7 0 ol (FPG)
tolerancia 4 sucasne a sicasne
7,8-11,0 mmol/1l
IGT 7.8-111 1/1 (oGTT
(IGT) (oGTT) mmol/l (oGTT)
Hrani¢na glukdza 6,1-6,9 mmol/l (FPG) | 5,6-6,9 mmol/l (FPG)
nalacno a sucasne a sucasne
(IFG) <7,8 mmol/l (oGTT) <7,8 mmol/l (0GTT)
oGTT, 100 g (75 g)
o min 2 patologie
Gestacny diabet
e ﬁzﬁlti eles oGTT, 75 ¢ 0":5,3 mmol/l
(GDM) 120": 7,8 mmol/1 60 ": 10,0 mmol/1
120" 8,6 mmol/l
180": 7,8 mmol/I

* - FPG - Koncentrécia glukozy v plazme zilnej krvi nalacno
** _ PP - postprandiane
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Diagnostika poruch metabolizmu glukézy musi res-
pektovat moznosti laboratorneho vySetrenia koncentracie
glukozy - biologicku variabilitu, analyticka variabilitu a su-
Casny stav kalibracie metody na stanovenie glukozy. Intra-
individualna variabilita 5,7 %, interindividualna variabilita
6,9 %, index individuality 0,8, pozadovana presnost mera-
nia 2,9 %, kriticka diferencia 17,7 %. Koncentracia glukozy
v plazme zilnej krvi, ktora klasifikuje pacienta do niektorej
z uvedenych poruch metabolizmu glukézy, musi byt konfir-
movana opakovanym vySetrenim (najma v pripade absencie
klinickych priznakov ochorenia).

Diagnostika DM na zaklade stanovenia glykovaného he-
moglobinu nema doposial relevantni oporu.

Patofyzioldgia vzniku zvySenej koncentracie glukozy
je pri roznych poruchach metabolizmu glukozy odlisna a
preto vypovedna hodnota merania nalacno a postprandial-
ne (po zatazi) je rozna. V skupine netehotnych dospelych
0sob indikovanych k oGTT predikuje koncentracia glukozy
nala¢no poruchu glukozovej homeostazy na koncentracii
5,6 mmol/l so senzitivitou 69,1 % a Specificitou 62,7 % (AUC
0,735, analyza 806 oGTT dospelych netehotnych muzov
a zien). U tehotnych Zien je prediktivna ucinnost FPG slab-
§ia, na koncentracii 5,6 mmol/l je senzitivita 18,2 % a Spe-
cificita 98,9 (AUC 0,641, 2043 oGTT u tehotnych Zien).
Pre dosiahnutie senzitivity 70 % by cut off hodnota nala¢no
musela u tehotnych byt 4,5mmol/l. U tehotnych Zien je
63 % pozitivnych vysledkov identifikovanych len vySetrenim
koncentracie glukozy dve hodiny po zatazi. Glukoza nalac-
no je pozitivna u 82 % dospelych netehotnych jedincov a len
u 37 % u tehotnych.

Predovsetkym v diagnostike gestaéného diabetu vladne ne-
jednotnost a vytvorenie narodnych doporuceni je uzitoc¢né.
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DIAGNOSIS OF SEPSIS

GRIESMACHER, A.
SOTTARA, E. ANLIKER, M.

Central Institute of. Medical and Chemical Laboratory
Diagnostics, University Hospital of Innsbruck
Austria

Despite great advancement in the understanding of the
pathophysiology and in the development of novel therape-
utic approaches, mortality of sepsis still remains unaccep-
tably high. Every year in Germany 60.000 people die of
sepsis, which is the the 4" frequent cause of death. Adequ-
ate laboratory diagnostics represents a major requirement
for the improvement of this situation. The term sepsis was
defined 1992 by a consensus conference of the American
College of Chest Physicians (ACCP) and the Society of
Critical Care Medicine (SCCM). The concept of the sys-
temic inflammatory response syndrome (SIRS) was also
introduced. Within these new definitions of SIRS, sepsis,
severe sepsis, and septic shock diagnosis uses mostly clini-
cal symptoms, thus differing from the previously existing
microbiological oriented definitions.

Laboratory investigations are important tools in the ma-
nagement and diagnosis of sepsis and can be helpful for
the differential diagnosis of sepsis and non-infectious SIRS
(IL-6, CRP, procalcitonin, neopterin). In addition procalci-
tonin and neopterin are useful to say whether the origin of
the infection is bacterial or viral. Moreover, these markers
shorten the time span of sepsis diagnosis.

Interesting new approaches for a rapid diagnosis of sep-
sis are new parameters derived from the white blood cell
count as high fluorescent lymphocytes or immature granu-
locytes.
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KORELACIA MEDZI HLADINOU
EXPRESIE WT1 GENU MERANOU METODOU
REAL-TIME PCR A KLINICKYM OBRAZOM
PACIENTA PRI AKUTNYCH LEUKEMIACH

HANUSOVSKA, E., MARKOVA, K., LUKACKOVA, R.
HOJSIKOVA, 1., TOMASOVA, R., KRIZAN, P.

QOddelenie Kklinickej genetiky, Medirex a.s.
Bratislava

HlbSou znalostou biochemickych procesov na mole-
kularnej urovni sa v klinickej praxi objavuju stale nové
biomarkery. Pri akutnych leukémiach tvori celkovy obraz
pacienta viacero faktorov. Ku klasickym biochemickym,
hematologicko-morfologickym parametrom a cytogenetiky
prichadza na pomoc aj molekulova biolégia, ktora s vyso-
kou citlivostou zachytava patologické procesy na urovni
DNA. Asi 40 % akutnych myeoloickych leukémii (AML) je
charakterizovanych Specifickymi chromozomalnymi abera-
ciami detekovatel'nymi kvalitativne metodami cytogenetiky
a FISH a kvantitativne metodou RQ PCR. Ked'Ze pribliz-
ne u 60% pacientov sa tieto Specifické markery nenasli,
hladali sa nové moznosti monitorovania AML. Na zakla-
de celosvetovych studii sa medzi nové biomarkere dostal
aj WTI1 gén. Jeho nazov pochadza z Wilmsovho tumoru
obliiek, avSak neskor sa zistila aj jeho fyziologicka funk-
cia v inych tkanivach. Je lokalizovany na 11. chromozéme
a koéduje jadrovy DNA viazuci protein. Exény 7-10 kéduju
Styri zinkové prsty, a tym hra tlohu génového aktivatora aj
represora. Je schopny regulovat transkripciu viacerych gé-
nov a postranskripény procesing RNA, ¢im priamo ovplyv-
nuje proliferaciu, diferenciaciu a apoptézu. Expresia WT1
génu prebieha hlavne pocas embryogenézy a reguluje vyvoj
mocopohlavného ustrojenstva. V dospelosti sa obmedzuje
na gonady, slezinu a normalne CD 34+ hemopoetické pro-
genitorové bunky. Hladina expresie WT1 génu v leukocy-
toch kostnej dreni zdravych jedicov sa pohybuje radovo
okolo 102 NCN (Normalizovany pocet kopii) a v periférnej
krvi su o rad nizsie, Cize 10*NCN, alebo nedetekovatelné.
Meranim hladiny expresie v leukemickych blastoch boli zis-
tené o 1 az 5 radov vysSie hodnoty (median st 3 rady) opro-
ti fyziologickym hodnotam a naznacuju patologiu. VySetre-
nia nadexpresie WT1génu sa preferuju z PK kvoli vacSiemu
dynamickému rozsahu merania a menSiemu pozadiu fyzio-
logickej expresie. Nadexpresia WT1 génu bola pozorovana
asiu 90% pacientov s AML bez ohladu na subtyp leukémie.
Takisto sa nadexpresia pozorovala u ALL au MDS s pre-
chodom do AML a pri CML v blastovej krize.

V nasom laboratoriu kvantifikujeme expresiu WT1
génu v leukocytoch metdodou Real-time PCR. Podla ampli-
fikacnych kriviek Standardov sa z kalibracnej krivky ziska-
va hodnota expresie neznamej vzorky. Kvoli presnejSiemu
meraniu expresie WT1 génu v biologickych materidloch, sa
suCasne meria aj expresia kontrolného ABL génu a z na-
meranych hodnot ziskame pomerné ¢islo NCN pre WT1/




ABL. Hodnoty NCN porovnavame s medianom fyziolo-
gickej hladiny expresie ziskanym z literatury. Za rok sme
urobili 200 analyz vzoriek, ¢o bolo 106 pacientov. NaSou
cielovou skupinou boli taki pacienti, u ktorych neboli za-
chytené iné¢ Standardné markery na monitoring ochorenia
(t.]. boli negativne panely pri AML: t(15;17) _PML-RARA,
t(8;21)_AMLI1/ETO, inv(16)_CBFB-MYHI11, del(11g23)_
MLL, del(12p)_etv6, resp. 5/5q-, 7/7q-. Pokial bola v Case
diagnézy vo vzorke namerana nadexpresia WT1génu (cca
90 %), s postupom uspesnej lieCby bud chemoterapiou, ale-
bo transplantaciou krvotvornych buniek, jeho hladina rado-
vo klesala az do negativity a korelovala s klinickym obrazom
pacienta. Opatovny narast expresie WT1 génu bol signalom
relapsu. Podobny priebeh mala aj druhé skupina pacientov
so Specifickymi markermi, kde sme sledovali kopirovanie
hladiny expresie WT1génu s kvantitou inych markerov. Su-
stredili sme sa prevazne na korelaciu s markerom t(15;17)_
PML-RARA. Zaujimavy pripad je jednej pacientky, kde po
7 roénej remisii ochorenia AML a po autolognej TKB, sa
ukazala pozitivita trizomie 8, avSak po pol roku sa zatial
neprejavili Ziadne znamky zvySenej hladiny expresie WT1
génu a pacientka je po klinickej stranke stale v remisii.
Ukazala sa byt uzito¢na aj detekcia expresie WT1 génu pri
myelodisplastickom sydrome (MDS) pri podozreni na pre-
chod do AML s naslednym monitoringom ochorenia. Pri
pacientoch, ktori neodpovedali na lieCbu, ostavala hladina
expresie WT1 génu radovo nad fyziologickymi hodnotami.
Niekol'’ko merani sme robili aj pri ALL. V obdobi blastove;j
progresie CML (chronickej myeolickej leukémie) sa hladi-
na expresie WT1 radovo zvysuje.

Zaverom, by sa dalo zhrnut, Ze vo vaésine nami sledo-
vanych pripadov akutnych leukémii bola zistena korelacia
medzi nadexprexsiou WT1 génu a celkovym klinickym
obrazom pacienta. Meranie expresie WT1 génu metdédou
RQ-PCR médze pomdct klinikovi pri monitorigu a predikeii
ochorenia a vhodnej lieCebnej stratégii.
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FREKVENCIA VYSKYTU OLIGOKLONALNYCH PA-
SOV V CEREBROSPINALNOM LIKVORE U PACIEN-
TOV SO SKLEROZOU MULTIPLEX V ZAVISLOSTI
OD GEOGRAFICKYCH A ETNICKYCH FAKTOROV

HENKRICHOVA, P., KALNOVICOVA, T., TURCANI, P.

Prva neurologicka klinika Lekarskej fakulty UK
Bratislava

Sclerosis multiplex (SM) je chronické autoimunitné
demyelinizacné ochorenie centralneho nervového systému
s patologickymi znakmi zapalu, demyelinizacie, gliozy a
straty axonov. SM je v naSej zemepisnej Sirke najcastejSou
neurologickou pri¢inou invalidity pacientov mladsich veko-
vych skupin. Dobre znamym rysom tohto ochorenia je pre-
valencia SM podla geografickej lokalizacie a modifikacia
klinického obrazu etnickymi faktormi. Najznamejsi geogra-
ficky faktor je tzv. severo-juzny gradient. Minimalny vyskyt
SM okolo rovnika a jeho narast so zemepisnou Sirkou sa
dava do suvisu so slne€nym svitom a vplyvom vitaminu D
na imunitny systém. Geograficky viazané riziko vzniku SM
sa viaze na prvych 15. rokov zivota jedinca. Najnachylnejsia
na vznik ochorenia je indoeurdpska rasa. U Africanov v rov-
nikovej Afrike sa ochorenie prakticky nevyskytuje.

Detekcia oligoklonalnych IgG pasov (OP) v cerebrospi-
nalnom likvore (CSF) je dolezitym laboratornym nalezom
podporujucim diagnozu SM. Frekvencia vyskytu OP v CSF
u SM pacientov v naSich geografickych podmienkach je
okolo 90%. V krajinach Azie a v Japonsku je frekvencia vy-
skytu OP v CSF u SM pacientov ovela niz§ia, co sposobuje
urcité¢ diagnostické problémy. Pri¢inu tohto javu je mozno
hladat v senzitivite pouZzitych detekénych metod a v gene-
tickych faktoroch.

Na analyzu OP sa pouziva cela rada metodik, elektro-
foréza na celuloze, agare, polyakrylamide, izoelektricka fo-
kusacia (IEF) na polyakrylamidovom alebo agarovom géle
a pod. Na detekciu OP sa pouzivaju aj rozne druhy farbe-
nia, napr. s Coomassie blue, Ponceau S alebo Amido black.
Vsetky tieto metody a ich modifikacie poskytuju rozdielne
vysledky. Za metodu, ktora pri detekcii OP poskytuje naj-
vyS§Siu senzitivitu a rozliSenie sa povazuje metoda izoelek-
trickej fokusacie (Tab. 1).

Atzijsky typ SM sa prejavuje ako odlisnu entita SM cha-
rakterizovana vys§im vyskytom viacerych neurologickych
symptomov pri nastupe ochorenia, prevalenciou rekurent-
nej akutnej transverznej myelitidy a vysokym vyskytom op-
ticko - spindlneho typu SM (neuromyelitis optica - Devi-
cova choroba), pri ktorom je vyznamne nizSia frekvencia
vyskytu OP ako pri klasickom type SM (Tab. 1, Nakashima
et al. 2005). Moznym faktorom, ktory ovplyviiuje pozitivitu
alebo negativitu OP je aj lokalizacia mozgovych 1ézii. Zisti-
lo sa, Ze pozitivny vyskyt OP u Japoncov je prevazne asocio-
vany s léziami periventrikularnymi a v corpus callosum.

Vyznamnu ulohu vo frekvencii vyskytu OP u SM zohré-
va aj odlisnost v genetickom zaklade. Prikladom je napr.
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zistenie, Ze HLA-DR15 je asociovana s pozitivnym vysky-
tom OP v CSF, kym HLA-DR4 s negativitou OP u SM pa-
cientov.

Zaver: Detekcia OP v CSF podporuje diagnozu sklerozy
multiplex. Pozitivita OP v CSF je vSak podmienena etnicky-
mi, genetickymi a enviromentalnymi faktormi, ako aj lokali-
zaciou lézii a pouzitou detekénou metddou.

Tab. 1. Frekvencia vyskytu IgG oligoklonalnych pasov (OP) v ce-
rebrospinalnom likvore (CSF) u pacientov so sklerozou
multiplex (SM) a nezapalovymi neurologickymi chorobami
(OND) v niektorych krajinach Eurépy, Azie a Ameriky.

SM [OND| OP | OP

Krajina Metoda ) (@) sM | oND Cit.
Svédsko AIEF 58 1014 | 86% 4% Kostulas
AIEF 58 1014 | 100% | 9% etal., 1987
+1B
Norsko AIEF+IB | 20 127 | 100% | 9% Lundig et al.
2000
Dansko IEF+IB | 80 30 96% 7% | Sellebjerg et al.
2000
Nemecko | PIEF+SS | 70 94% Petereit a Reske,
2005
Cesko AIEF+IB | 42 15 81% % Bednarova
et al., 2005
Francuzsko IEF 407 | 463 | 85% 5% | Bourahoui et al.
2004
Portugalsko | AIEF+IB | 92 173 | 83% | 18% | Saetal, 2005

Holandsko IEF 143 7% Koch et al., 2007

Kanada AE 267 45 93% 8% Ebers a Paty,
1980

USA A(P)IEF | 72(P) 86% Rudick et al.
65(A) 97% 1999

USA AE 20 35 60% 3% Fortini et al.
AIEF+IB | 20 90% 1999

Brazilia AIEF+IB | 23 91% Brandao et al.
2005

Cina PIEF+SS | 30 22 63% 1% Liet al., 2007

India 46 35% Syal et al., 1999
Thajsko 53 21% Siritho et al.
2006
Japonsko | PIEF+IB | 39 1% Nakashima et al.
AE 39 23% 2005
PIEF+IB | 20 OS 10%
AE 20 0S 5%

IEF (izoelektricka fokusacia), AIEF (IEF na agaroze),
IB (imunobloting), SS (farbenie striebrom),
PIEF (IEF na polyakrylamidovom géle), AE (elektroforéza na agardze)
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CYTOGENETICKE VYSETROVACIE METODY
V ONKOGENETIKE HEMOBLASTOZ

HOJSIKOVA, 1., TOMASOVA, R., LUKACKOVA, R.
BUJALKOVA, M., KRIZAN, P.

QOddelenie Kklinickej genetiky, Medirex a.s.
Antolska, Bratislava

Metody genetickej analyzy su v suCasnosti neoddelitel-
nou sucastou vysSetrovacich metdd réznych onkologickych
ochoreni. Oddelenie genetiky v ramci Medirex, a.s. sa zao-
bera genetickou analyzou pri nadorovych ochoreniach krvi
(PK) a kostnej drene (KD), ako napr. akutne a chronické
leukémie, myeloproliferativne a lymfoproliferativne ocho-
renia, myelodisplastické syndrémy... Zakladom kazdého
genetického vySetrenia je cytogeneticka analyza a FISH
analyza periférnej krvi a kostnej drene. Material urCeny na
oba typy analyz sa odobera a spracuva rovnakym sposo-
bom, rozdiel je v sposobe vyhodnocovania ziskanych pre-
paratov. Bezprostredne po odobrati materialu do striekacky
preplachnutej heparinom su vzorky dopravené na praco-
visko genetiky. Po 24-hodinovej (resp. 72-hod.) kultivacii
a prisluSnom spracovani su zhotovené preparaty a farbené
troma typmi farbenia. Preparaty urené na klasicku cyto-
genetickil analyzu musia obsahovat dostatok kvalitnych
metafazovych figar (MF), ktoré vyhodnocujeme pomocou
klasického svetelného mikroskopu pri cca 1000-nasobnom
zvacSeni. Takychto metafazovych figur sme v Standardnych
podmienkach schopni vyhodnotit 15-30. Cytogenetika tvo-
ri tzv. ,zlaty Standard“ genetickej analyzy hemoblastoz. Do-
kazeme pomocou nej ziskat celkovy karyotypovy obraz pa-
cienta s najroznejSimi typmi Struktirovych a numerickych
aberacii v Case diagnodzy a sledovat jeho zmeny pocas lieCby.
Vzhladom na zmenenu mitoticku aktivitu v PK a KD je nie-
kedy pomerne tazké ziskat dostatok kvalitnych MF. Tento
problém sme schopni eliminovat pomocou FISH analyzy,
pri ktorej pomocou Specidlneho fluorescenéného mikrosko-
pu vyhodnocujeme okrem MF najma interfazové jadra, a to
v poCte cca 200 az 400. Princip metédy spociva v hybridiza-
cii fluorescenc¢ne znacenej DNA-sondy na urcity usek DNA
vopred zvoleného génu, a to priamo na preparate. Radovo
vysSia citlivist metddy nie je jej jedinou vyhodou. Takisto
mozeme detegovat numerické zmeny chromozomoyv, ale aj
vel'mi drobné Strukturové aberacie neviditeIné pri klasickej
cytogenetike a vzhladom na vysoku citlivost metédy moze-
me zmenu zaznamenat podstatne skor.

Kombinaciou tychto dvoch metod spolu s mimoriadne
citlivou molekulovou analyzou ponukame hematologom
pomocnu ruku pri vySetrovani pacientov s onkologickym
ochorenim krvi jednak v ¢ase diagndzy, ale aj pri monitoro-
vani minimalnej rezidualnej choroby




ACUTE KIDNEY INJURY: NEW INSIGHTS

JABOR A, FRANEKOVA J.

Pracovisté laboratornich metod
Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha

Rifle classification

Rifle classification is based on measurable quantities:
plasma (serum) creatinine concentration, glomerular fil-
tration rate (GFR) and timed urine volume. There are five
stages: Risk, Injury, Failure, Loss and End stage, first three
are solely based on measurable quantities, last two on clini-
cal evaluation. The RIFLE system has increased sensitivity
for initial stages (increased false positivity, more patients
diagnosed) and maximalized specificity for end stage (in-
creased true negativity, less patients treated specifically). In
the intensive care settings, R stage was found in about 16 %
of patients with mortality about 18 %. Stage I was present
in 14 % with mortality rate of 28 %, stage F was found in
about 6 % with mortality of 33 %. Rifle classification incre-
ased standardization of the evaluation of kidney injury and
seems to be a valuable tool for evaluation of at-risk patients.
Rifle is used as primary tool for the assessment of prognosis
by means of SHARF scoring system.

SHAREF scoring system

This scoring system was developed for the intensive care
patients and the aim is to predict prognosis of the patient
at the time of R stage and 48 hours later. SHARF score is
based on laboratory and clinical data: age, serum albumin,
prothrombin time, artificial ventilation, heart failure, serum
bilirubin, sepsis and hypotension (data are quantitative or
categorical). Probability of survival is calculated and expres-
sed in percent.
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Role of common markers (expert panel, 2004)

Markers of GFR: serum (plasma) creatinine, creatini-
ne clearance in two-hour urine collection, serum (plasma)
urea, clearance of iohexol, iopromide, iothalamate; accep-
table, but not suitable for routine use: creatinine clearance
in 24-hour urine collection, inulin clearance; unsuitable:
PAH clearance.

Markers of kidney perfusion: ultrasound methods; ac-
ceptable but not suitable for routine use: angiography, ther-
modilution, PAH dilution.

Markers of tubular function: timed diuresis, water balan-
ce, urinalysis, fractional excretion of sodium, urine osmola-
lity, urine to serum ratio of creatinine; unacceptable and not
suitable for routine use: tubular proteins.

Role of specific and new markers

Cystatin C seems to be valuable marker due to practi-
cability (urine evaluation not needed), lack of interferences
and high diagnostic effectivity in comparison to creatinine.
On the other hand, creatinine is less expensive and guide-
lines are based on creatinine and creatinine-derived eGFR
(estimated GFR). Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) is
detected in urine as potential marker of tubular injury. KI-
M-1 is detected very early and seems to be very promising
marker. KIM-1 was found in ischemic kidney injury, acute
tubular necrosis, toxic damage, proteinuria nephropathy
and graft dysfunction. Interleukin 18 is a potential marker
of acute kidney injury, especially among patients in intensi-
ve care. However, experiences are limited. Neutrophil gela-
tinase-associated lipocalin (NGAL) is probably one of the
early markers of toxic and ischemic injury and other renal
pathology.
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SPECIALIZACNI (POSTGRADUALNI) VZDELAVANI
V OBORU KLINICKA BIOCHEMIE

JABOR, A., STERN, P.

Katedra Kklinické biochemie
Institut postgradualniho vzdélavani ve zdravotnictvi
Praha

Soucasna legislativni uprava umoziuje v Ceské repub-
lice specializac¢ni vzdélavani v jednotlivych laboratornich
oborech a neexistuje vychova univerzalnich odbornikti pro
vice laboratornich oboril. Pojem laboratorni medicina nebyl
dosud vSeobecné akceptovan. Postgradualni (specializacni)
vzd¢€lavani v oboru klinické biochemie je strukturou obdob-
né pro lékare a analytiky (dle zakona: klinicky bioanalytik
pro klinickou biochemii). Pro 1€kare je vzdélavani upraveno
zédkonem 95/2004 Sb. a specializa¢ni vzdélavani je ukonce-
no atestacni zkouskou z klinické biochemie, pro analytiky
plati zakon 96/2004 Sb. a na konci specializa¢niho vzdéla-
vani skladaji atestacni zkousku z vySetfovacich metod v kli-
nické biochemii. Specializa¢ni vzdélavani probiha formou
celodenni prupravy pfi vykonu povolani na akreditovaném
pracovisti (1ékafi) nebo na pracovisti s akreditaci pro vzdéla-
vaci program (analytici). Pozadavek, aby celd priprava pro-
bihala na akreditovaném pracovisti, neni dosud mozné beze
zbytku splnit zejména z finanénich divoda.

Celkova délka pripravy je 66 mésicli a je stejna pro 1é-
kafe i analytiky. Rovnocenna je i povinnost absolvovat 8§
tydni specializaCnich kurzi (s rozdilnym zaméfenim pro
lékate a analytiky), 2 tydny vybérovych kurz (doporuce-
nych), dale kurz Neodkladna prvni pomoc a seminar Verej-
né zdravotnictvi a zdravotnické pravo. Béhem 8 povinnych
tydnd se testuji znalosti standardizovanym testem, dvakrat
u kazdého uchazece (pri vstupu do cyklu a ukonceni specia-
lizacnich kurzi). Vlastni obsah specializacniho vzdélavani
je predepsan vzdélavacimi programy dostupnymi na www.
ipvz.cz. Zaméfeni obou vzd¢€lavacich programi je prevzato
z evropského sylabu (European syllabus for post-graduate
training in clinical chemistry, EC4 Document, Version 2,
1999). Z tohoto sylabu dale vychazeji predméty vyucova-
né v povinnych specializacnich kurzech i okruhy otazek
k atestacnim zkouskam.
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Vzdélavaci program pro lékafe ma tfi ¢asti - uvodni pra-
Xi (6 mésicil), spolecny interni zaklad (24 mé&sicti) ukonceny
povinnym tydennim kurzem a testem a vlastni specializova-
ny vycvik (36 mésicli). Z ostatnich laboratornich obort se
vyzaduje praxe v oboru hematologie a transfuzni 1ékafstvi
(v ramci spole¢ného interniho zakladu), dale praxe v hema-
tologické, imunologické a mikrobiologické laboratori. Roz-
sah praktickych dovednosti je pfedepsan v logbooku, ktery
ma ¢ast pro spolec¢ny interni zaklad a pro vlastni specializo-
vany vycvik.

Vzdélavaci program pro analytiky ma pfipraven spolec-
ny kmen, k némuz se po diskusich pfihlasily obory imu-
nologie a alergologie, nuklearni medicina (in vitro ¢ast)
a toxikologie. S hematology dosud probiha diskuse o vyuZiti
principt spolecného laboratorniho kmene. Podobné jako u
1ékatt je i povinna praxe pro analytiky v laboratofi hema-
tologické, imunologické a mikrobiologické. V logbooku pro
analytiky jsou predepsany povinné ukony, které musi ucha-
ze€ splnit v pfedepsaném poctu. Délka vzdélavaciho progra-
mu pro analytiky je 60 mésictli, ale predchazi mu povinna
praxe v laboratofich klinické biochemie v délce 6 mésicti.

Celkova délka specializacniho vzdélavani je shodna pro
1ékafte i analytiky. Priprava je ukoncena u obou vétvi atestac-
ni zkouskou, jejiz struktura je podobna. V praktické casti
se zjistuji znalosti a dovednosti v analytickych metodach a
managementu s rozborem metod pouZivanych na pracovisti
uchazece, u 1ékara je doplnén rozbor kazuistik, u analytikt
se vyZaduje podrobnéjsi znalost pracovnich postupi. Teore-
ticka ¢ast ma 3 otazky (zvefejnéné na www.cskb.cz) orien-
tované na kliniku, klinickou biochemii a analytickou chemii
(Iékafi), resp. na klinickou biochemii, management a analy-
tickou chemii (analytici). Jedna teoreticka otazka muze byt
nahrazena obhajobou nepovinné pisemné prace.

Specializac¢ni vzdé€lavani a atestacni zkouSky organi-
zacné zajistuje IPVZ, takze jsou pozadavky na uroven po-
zadovanych znalosti a dovednosti dlouhodobé vyrovnané.
Uvedena struktura vzdélavani v oboru klinické biochemie
se pouziva radu let, v srpnu 2006 byla zvefejnéna posled-
ni aktualizace atestaCnich otazek. Koncepce vzdélavacich
programi umoznuje ziskani jak hlubokych znalosti ve vlast-
nim oboru klinické biochemie, tak i dostate¢nou orientaci
v pfibuznych laboratornich oborech. Pies fadu zmén, které
ve vzdélavani v posledni dobé probéhly, je struktura spe-
cializaéniho vzdélavani v oboru klinické biochemie v CR
urCitou zarukou stability v kvalité nasich absolventd.




PROTILATKY PROTI CYKLICKYM CITRULINOVYM
PEPTIDOM - VCASNY A SPECIFICKY PARAMETER
PRE REUMATOIDNU ARTRITIDU

JANOKOVA, E., KOLLAROVA, E.

Oddelenie klinickej biochémie, Nemocnica Kosice-Saca a.s.
Kosice

UVOD: Reumatoidna artritida (RA) je najcastejsim re-
umatickym ochorenim, ktoré postihuje 1-2 % obyvatelstva,
Zeny CastejSie neZ muzov. Je charakterizované symetrickym
zapalovym postihnutim kibov, postupnym rozvojom kibo-
vych deformacii, typickym RTG nalezom a pozitivnymi
testami na reumatoidné faktory. Okrem kibovych prejavov
moze byt pritomné postihnutie srdca, pluc, obliciek, ciev,
CNS a inych organov. Ochorenie ma multifaktorialny po-
vod s genetickou predispoziciou a je sprevadzané autoimu-
nitne podmienenym chronickym zapalovym procesom.

Pre stanovenie diagnozy RA sa vyuzivaju diagnostické
kritéria Americkej reumatologickej asociacie z r. 1987 (mu-
sia byt splnené aspoii 4 z nich): ranna stuhnutost kibov
(min. 1 hod.) > 6 tyzdiiov, artritida aspon 3 kibovych skupin
> 6 tyzdiov, artritida kibov ruky > 6 tyzdiov, symetricka
artritida > 6 tyzdiov, reumatoidné uzly, pozitivita RF v krvi,
typické RTG zmeny na rukach a zapistiach.

Progresia ochorenia je vSak Casto signifikantna ovela
skor, ako su splnené tieto kritéria. Bolo dokazané, Ze najviac
destruktivnych zmien vznika v prvych 2 rokoch ochorenia a
najvyssi terapeuticky potencial ma véasna terapia.

Krv pacientov s RA obsahuje mnoho protilatok proti
vlastnym antigénom. NajznamejSie su reumatoidné faktory
(RF). Test ma dobru senzitivitu pre RA, ale je malo Speci-
ficky.

Slubnym markerom pre véasnu diagnostiku RA sa uka-
zuje stanovenie protilatok proti cyklickym citrulinovym
peptidom (anti-CCP).

Parameter je vysoko Specificky pre RA (Specificita
94.5 %). Protilatky sa vyskytuju uz vo véasnom Stadiu ocho-
renia, ked jednoznacné klinické priznaky eSte nie su pri-
tomné, preto ich pritomnost umoznuje véasné stanovenie
diagnozy a naslednu adekvatnu terapiu. Test ma aj prognos-
ticky vyznam, jeho pozitivita vysoko zvysuje pravdepodob-
nost, Ze dojde k rozvoju agresivneho priebehu ochorenia
s tazkym RTG dokazatelnym poskodenim kibov.

CIEL: Cielom naSej prace bolo zistit prinos stanovenia
protilatok proti cyklickym citrulinovym peptidom u pacien-
tov Osteologickej a reumatologickej ambulancie v Nemoc-
nici Kogice-Saca s diagnozou RA alebo inymi ochoreniami.

MATERIAL A METODY: Sledovany subor tvorilo 195
pacientov, z toho 91 s diagnozou RA a 104 pacientov s iny-
mi diagnézami (osteoporoza, bolest kibu, iné artropatie,
psoridza, spondylitida, SLE, Reiterova choroba, Sjogrenov
syndrom, lamka, systémova skleroza). Vsetci pacienti mali
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vySetrené v sére RF a anti-CCP. Reumatoidny faktor bol sta-
noveny na analyzatore ADVIA 1200 diagnostickou supra-
vou Rheumatoid factor FS od firmy DiaSys. Stanovenie pro-
tilatok proti cyklickym citrulinovym peptidom bolo robené
na imunochemickom analyzatore AXSYM setom AxSYM
Anti-CCP firmy ABBOTT.

VYSLEDKY: Priemerna hodnota protilatok proti cyklic-
kym citrulinovym peptidom u pacientov s RA bola 60.43 U/
ml a pri inych diagnozach 1.76 U/ml. Priemerna hodnota
RF u pacientov s RA bola 131.75 U/ml, u pacientov s inymi
diagnézami 24.79 U/ml.

V skupine s RA stanovenie protilatok proti cyklickym
citrulinovym peptidom bolo pozitivne (nad 2.9 U/ml) u 60
pacientov (65.93 %), v skupine s inymi diagnozami u 11 pa-
cientov (10.58 %). Parameter RF bol pozitivny (nad 25U/
ml) v skupine s RA u 61 pacientov (67.03%), v skupine
s inymi diagnozami u 27 pacientov (25.96 %).

U pacientov s RA boli obidva parametre pozitivne v 52
pripadoch (57.14 %), aspon jeden zo sledovanych paramet-
rov bol pozitivny v 69 pripadoch (75.82%). U pacientov
s inymi diagnézami jeden pozitivny parameter bol zisteny
u 38 pacientov (36.54 %) a obidva parametre suc¢asne pozi-
tivne neboli zistené ani u jedného pacienta.

Tab. 1. Percento pozitivity sledovanych parametrov u pacientov s re-
umatoidnou artritidou a inymi diagnozami

pozitivita anfi-CCP RF aspon 1 obidva
(%) parameter parametre
iné diagnozy 10.58 25.96 36.54 0
RA 65.93 67.03 75.82 5714

ZAVER: Stanovenie protilatok proti cyklickym citruli-
novym peptidom ma pri diagnostike reumatoidne;j artritidy
vyznamné miesto. Tieto protilatky su pritomné uz vo vel'mi
skorych §tadiach ochorenia a mozu byt detekovatelné uz nie-
kol'ko rokov pred vyskytom prvych klinickych symptomov.
Vysetrenie je vysoko Specifické pre reumatoidnu artritidu.
Vysledky vySetrenia st okamzite dostupné. V kombinacii
s vySetrenim reumatoidného faktora urychluje a spresnuje
diagnostiku tohto ochorenia a prispieva k zlepSeniu manaz-
mentu lieCby, ¢im dava pacientom s tymto ochorenim nadej
na plnohodnotnejsi Zivot.
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VYZNAM PRODUKTOV MAILLARDOVEJ REAKCIE
V STRAVE DOJCIAT

KLENOVICSOVA, K."2, SAAVEDRA, G.3,
ZUMPE, C.}, SOMOZA, V.4,
BIRLOUEZ-ARAGON, 1.3,SEBEKOVA, K.!

1 Oddelenie klinickej a experimentalnej farmakoterapie,
Vedecko-vyskumna zakladna
Slovenskej zdravotnickej univerzity, Bratislava
11. Detska klinika Detskej fakultnej nemocnice s poliklini-
kou a Lekarskej fakulty Univerzity Komenského, Bratislava,
3Polytechnicky institut LaSalle Beauvais, Francuzsko,
“Nemecky institut potravinovej chémie, Garching, Nemecko

Uvod: Tepelnou tpravou potravy (najmi nad 100°C)
vznikaju neenzymovou reakciou sacharidov s bielkovinami
alebo peptidmi tzv. produkty Maillardovej reakcie (MRP).
U dospelych je nadmerna konzumacia MRP spojena so zvy-
Senim koncentracii MRP v plazme a ich zvySenym vyluco-
vanim do mocu, vyvolava priberanie na hmotnosti, zvySenie
ukazovatelov zapalu a oxidacného stresu, a ma nefrotoxické
a diabetogénne ucinky. Pri priemyselnej vyrobe dojcenskych
formul (DF) sa vysoké poZiadavky na mikrobiologicku ne-
zavadnost a dlhu skladovatelnost zabezpecuju ich tepel-
nym spracovanim. Sterilizacia spdsobuje, ze obsah MRP
v dojéenskych formulach je radovo vysSsi ako v materskom
mlieku. Doposial nie je jasné, ¢i sa MRP z DF resorbuju do
obehu dojciat, a ak ano, ¢i su biologicky aktivne.

Cielom naSej prace bolo porovnat koncentracie MRP
(furozin, karboxymetyllyzin - CML) v strave dojciat (for-
mulach na slovenskom trhu a v materskom mlieku), stano-
vit koncentracie MRP v plazme dojciat a ich renalnu ex-
kréciu, a v pripade zistenia rozdielov sledovat biologické
ukazovatele, ktoré by mohli byt nadmernou konzumaciou
MRP ovplyvnené.

Metody: V spolupraci s ambulantnymi pediatrami, det-
skymi klinikami a detskymi domovmi v Bratislave a Trnave
sme zaradili do Studie zdravé 5-7 mesacné deti, od narode-
nia exkluzivne dojcené (n=43; vek: 5,9 = 1,0 mes.) alebo k-
mené vyhradne DF (n=33; vek: 5,9+ 1,0 mes.). Detom sme
odoberali krv a jednorazovu vzorku mocu. Koncentraciu
CML a furozinu sme analyzovali vo vzorkach 16 komercne
dostupnych praskovych DF vybranych na zaklade stravova-
cich dotaznikov deti, vyplnenych pediatrami alebo matkami
deti (10 pociatocnych, 6 pokracujucich respektive 7 hydro-
lyzovanych a 9 nehydrolyzovanych DF). Z kazdej DF sme
odobrali dve vzorky: prva hned po otvoreni balenia a druhu
s odstupom 2-4 tyzdnov, podla maximalnej doby spotreby
uvedenej na obale. Koncentraciu MRP v materskom mlieku
sme stanovili v 56 vzorkach Cerstvého materského mlieka,
dobrovolne poskytnutych zdravymi matkami zaradenych
deti (vek matiek: 20-43 rokov).
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Vysledky: DF obsahovali priemerne 320-krat vyssie kon-
centracie furozinu (p<0,001) a 70-nasobne vyssie koncen-
tracie CML (p<0,001)v porovnani s materskym mliekom.
Pri porovnani DF rozdelenych na hydrolyzované a nehydro-
lyzované sme zistili asi 3-nasobne vysSie koncentracie CML
(p=0,007) a furozinu (p=0,000007) v hydrolyzovanych
DF. Pociato¢né a pokracujuce DF obsahovali rovnaké kon-
centracie MRP.

Koncentracie MRP boli vo va¢sine DF vyznamne vysSie
vo vzorkach odobratych 2-4 tyZdne po otvoreni ako hned
po otvoreni. PocCas skladovania sa zvySovala koncentracia
furozinu o 26-60 % a koncentracia CML o 20-55 %.

U polroénych dojéenych deti bola vypocitana priemer-
na denna zataz CML 0,005-0,031 mg/den a furozinom
0-0,78 mg/den. U umelo zivenych deti bola teoreticka
denna expozicia CML 25-2800 nasobne (0,76-14,14 mg/
den, p<0,001) a zataz furozinom 19-3100 nasobne (14,74-
312,8 mg/den, p<0,001) vyssia oproti dojéenym detom.

Umelo zZivené deti mali o 37 % vysSie koncentracie CML
v plazme (p<0,05) a 40-nasobne vysSiu renalnu exkréciu
CML (p<0,00001) v porovnani s dojcenymi detmi. Deti
kfmené hydrolyzovanymi DF vylucili moCom o 49 % viac
CML ako dojcata kfrmené nehydrolyzovanymi pripravkami,
tento rozdiel vSak nebol Statisticky vyznamny.

Predbezné vysledky naznacuju, Ze renalna exkrécia biel-
kovin a 8-OHdG je vyznamne vysSia (p=0,027; p=0,001)
u deti kimenych DF v porovnani s dojéenymi detmi.

Zaver: NasSe vysledky dokazuju, Ze DF obsahuju niekol-
konasobne viac MRP ako materské mlieko a tieto koncen-
tracie sa dalej zvySuju skladovanim formul. Vysoky prijem
MRP v umelej strave dojciat je spojeny s vySSou zatazou
detského organizmu tymito potencialne Skodlivymi latka-
mi. Predpokladame, Ze u deti je CML (a pravdepodobne
aj iné MRP) z dojcenskych formul absorbované do cirku-
lacie a nasledne rychlo vylu¢ované oblickou. Vysledky kli-
nickych §tudii naznacuju, ze nadmerna konzumacia MRP
ma zdraviu Skodlivé ucinky, u zdravych dospelych jedincov
ako i u pacientov s diabetes mellitus alebo ochoreniami ob-
liciek. Preto bude predmetom dalSieho sledovania prave zis-
tenie tychto ucinkov MRP z DF v skupine polro¢nych deti
ako i u tych istych deti po ich prechode na pestru stravu
dospelych. Vysledky tejto Studie mozu viest k identifikacii
nového mechanizmu vysvetlujuceho vSeobecne znamu a
jednoznacnu fyziologicku nadradenost materského mlieka
nad umelou vyZivou dojciat.

Wsledky boli ziskané v ramci udeleného grantu 6RP EU:
Projekt ICARE, COLL-CT-2005-516415.




VITAMIN D - VCERA, DNES A ZAJTRA

KOLLAROVA, E., JANOKOVA, E.

Oddelenie klinickej biochémie, Nemocnica Kosice-Saca a.s.,
Kosice

UVOD: Vitamin D je jednym z troch hormonov, ktoré su
zodpovedné za homeostazu kalcia v [udskom organizme (pa-
rathormon, kalcitonin, vitamin D). Ma esencialny vyznam
pre spravny vyvoj skeletu. Jeho nedostatok v detstve ma za
nasledok nedostato¢ny rast a vznik rachitidy. Tato choroba v
priemyselnych centrach USA a Europy v 19. storoci dosiah-
la rozmery epidémie. V 20-tych rokoch minulého storoCia
sa v tychto Statoch zaviedla uspesna terapia tohto ochorenia
vitaminom D. V dospelom veku nedostatok vitaminu D ve-
die k vzniku sekundarnej hyperparatyreozy s naslednou mo-
bilizaciou kalcia z kosti. Désledkom byva vznik osteopordzy
alebo osteomalacie, resp. ich kombinacie.

Viaceré studie potvrdili vysoku prevalenciu hypovita-
mindzy D v eurdpskej populacii, je to dokonca najcastejsia
hypovitamindza. Kritické st najma zimné mesiace. ZvySena
potreba vitaminu D je v gravidite a u novorodencov. Na za-
bezpecenie dostatocného prijmu staci 15 minut denne od
jari do jesene byt vonku s odhalenou tvarou a rukami.

Vitamin D sa vyskytuje v dvoch prirodzenych formach -
D, ergokalciferol a D, cholekalciferol. Syntézu vitaminu D,
ovplyviiuje UV - Ziarenie, vek, resorpcia v ¢reve a pigmen-
tacia pokozky. Vyznamny podiel na nedostatku kalcitriolu
(biologicky u¢inného horménu) maju aj chronické hepatal-
ne a renalne ochorenia.

CIEL: Cielom naSej prace bolo zistif vyskyt znizenych
hodnét vitaminu D u pacientov Osteologickej a reumatolo-
gickej ambulancie nasej nemocnice a zhodnotit vplyv hypo-
vitaminozy D na dalSie biochemické parametre kostného
metabolizmu (Ca, P, ALP, CrossLaps, osteokalcin, PTH).

Dalej sme cheeli preverit sezonnu zavislost hladin vita-
minu D v sledovanej populécii. Na§im zamerom bolo upo-
zornit na aktualnu zmenu pohladu odbornikov na celkovy
biologicky vyznam vitaminu D pre ¢loveka a na jeho Siroké
terapeutické uplatnenie v blizkej buducnosti.

MATERIAL A METODY: Vysetrovany sibor tvorilo
155 pacientov Osteologickej a reumatologickej ambulancie
Nemocnice Kosice - Saca a.s. prevazne s diagnézou osteo-
porozy. U viacerych pacientov boli sic¢asne pritomné aj iné
ochorenia - najcastejSie endokrinné poruchy, gastrointesti-
nalne a chronické zapalové reumatické ochorenia, ktoré sa
podielali na rozvoji osteopordzy u nich. I§lo o 136 zien a
19 muzov, ktori boli vySetreni v obdobi od oktébra 2007 do
aprila 2008. U vsetkych bol stanoveny vitamin D stupravou
Vitamin D3 (25-OH) firmy ROCHE na imunochemickom
analyzatore ELECSYS 2010, vapnik a fosfor v sére setmi
firmy BAYER na biochemickom analyzatore ADVIA 1200.
Casf pacientov mala vySetreni ALP (set DiaSys, ADVIA
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1200), CrossLaps, osteokalcin a intaktny PTH (sety RO-
CHE, ELECSYS 2010).

VYSLEDKY: Nase merania potvrdili skutoénost, Ze hy-
povitaminoza D je v suCasnej populacii veI'mi ¢asta hlavne
u starSich Tudi. V nami sledovanom subore az 46.5% (72)
pacientov trpelo nedostatkom vitaminu D, z toho 22.6 %
(32) pacientov malo hodnoty vitaminu D pod 10 nmol/l.
Len u 4.5% (7) pacientov bola hladina vitaminu D nad 75
nmol/l, ¢o je na zaklade nedavnych odporucani potrebna
hladina na udrzanie vSeobecného zdravia. Ani u jedného
pacienta sa nevyskytla hypervitaminéza D.

Nedostatok vitaminu D ovplyviiuje kostny metaboliz-
mus, ¢o sa prejavilo aj na sledovanych biochemickych pa-
rametroch u vySetrovanych pacientov. Vysledky su zhrnuté
v nasledujucej tabul'ke.

Tab. 1. Pozitivita vybranych parametrov kostného metabolizmu u pa-
cientov so znizenymi a normalnymi hladinami vitaminu D

patolog. Ca P PTH ALP Cross Oste.o-
hodnoty | n=155 | n=155 | n=27 | n=141 Laps | kalcin
n=84 n=84
Vit. D - " I | : . .
normalny
VIFL D - 9 13 6 13 5 13
znizeny

Hladiny vitaminu D suvisia s expoziciou slne¢nému
Ziareniu a maju sezénny charakter, najnizsie st v zimnych
mesiacoch. Tuto skuto¢nost potvrdili aj nase vysledky. Prie-
merna hodnota vitaminu D namerana v jesennych mesia-
coch oktober a november bola 50.27 nmol/l. V zimnych
mesiacoch (december-februar) bola priemerna hodnota vi-
taminu D 23.34 nmol/l a v jarnych mesiacoch marec a april
bola 44.31 nmol/l.

DISKUSIA: Kym v minulosti bol vitamin D najsilnejSou
zbranou v boji s rachitidou, v sucasnosti sa jeho posobenie
namierilo na prevenciu a lieCbu osteopordzy. Osteoporoza
je ochorenie zname uz z minulosti, ale predlZovanie fudské-
ho veku, zla Zivotosprava a dalSie civilizacné faktory vedu
k prudkému vzostupu jej vyskytu. A prave vitamin D je ne-
oddelitelnou sucastou nielen prevencie, ale aj diagnostiky a
terapie tohto ochorenia.

Za poslednych 10 rokov sa urobilo vela prekvapujucich
objavov tykajucich sa vitaminu D. Vitamin D je antioxidant
ucinnejsi ako vitamin E. Ma imunomodulaény efekt. Ako
ukazuju posledné vyskumy, hra dolezitu ulohu pri dalSich
ochoreniach, ktoré nesuvisia s homeostazou kalcia (17 dru-
hov rakoviny, srdcové prihody, hypertenzia, diabetes, auto-
imunitné choroby, depresia, autizmus.) Dokaze regulovat
bunky, systémy a organy, preto vie ovplyvnit taku paletu
chor6b. A prave tu je pole jeho pdsobnosti v buducnosti.
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Podla najnovsich odhadov sa dostato¢nym prijmom vitami-
nu D da predist az 600 000 pripadom rakoviny prsnika a ko-
lorektalneho karcinomu ro¢ne vo svete. Odporucany denny
prijem vitaminu D je 800 IU, ale niektori autori odporucaju
aj vyssSie davky. Na dosiahnutie signifikantného poklesu vy-
skytu rakoviny je potrebna denna davka 2000 IU vitaminu
D. Vitamin D moéze zlepsit vysledok lieCby u pacientov,
ktori uz maju diagnostikovany nador. Tym, Ze vitamin D
podporuje diferenciaciu a inhibuje proliferaciu, stava sa do-
lezitym faktorom v prevencii a terapii nadorov.

ZAVER: Moznost stanovit hladinu vitaminu D v sére
testom na imunochemickom analyzatore ELECSYS 2010
je velkym prinosom pri diagnostike poruch kostného me-
tabolizmu. Pomaha odhalovat najCastejSie sa vyskytujucu
hypovitaminozu, ktora méze byt pri¢inou rozvoja mnohych
vaznych ochoreni. Sucasny intenzivne prebiehajuci vyskum
ukaze urcite eSte dalSie moznosti vyuzitia stanovenia ,,slnec-
ného vitaminu®.
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VITAMIN D STATUS A INZULINOVA REZISTENCIA
U PACIENTOV S DOWNOVYM SYNDROMOM.

KRIVOSIKOVA, Z.!, SUSTROVA, M.2
SPUSTOVA, V.!, STEFIKOVA, K.!

10ddelenie klinickej a experimentalnej farmakoterapie
Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava
2Oddelenie imunologie a imunotoxikologie
Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava

Uvod: Inzulinova rezistencia je vyznamny rizikovy faktor
pre diabetes mellitus 2. typu a kardiovaskularne ochorenia.
Hlavna funkcia vitaminu D je udrziavat kalcium-fosfatovu
homeostazu a zabezpeCovat mineralizaciu kosti. Je zname,
Ze poskodena funkcia pankreatickych p-buniek je spojena
s deficitom vitaminu D, pricom suplementécia vitaminu D
sekréciu inzulinu obnovuje. Presny mechanizmus ucinku
vitaminu D na inzulinovu rezistenciu v sucasnosti nie je do-
statocne objasneny. Prevalencia diabetu a inzulinovej rezis-
tencie u Iudi s Dovnovym syndrémom je vysSia nezZ v beznej
populacii. Ciefom nasej prace bolo zistit vztah medzi statu-
som vitaminu D a metabolizmom glukézy u nediabetikov
s Downovym syndrémom.

Pacienti a metody: Do suboru sme zaradili 102 Iudi
s Downovym syndromom, 50 zien a 52 muzov. U vSetkych
sme vySetrili sérové koncentracie 25(OH) D, glukozy a in-
zulinu na lacno a vypocitali sme hodnoty BMI a Quicki.
Deficit 25(OH) D sme hodnotili nasledovne: normalne
hodnoty (>30 ng/ml), lahky deficit (20-30 ng/ml), stredny
deficit (10-20 ng/ml) a tazky deficit (<10 ng/ml). Inzulino-
vu senzitivitu/rezistenciu (IS/IR) sme hodnotili na zaklade
indexu Quicki (IS: Quicki > 0,354, IR: Quicki < 0,354).

Vysledky: Pacientov sme rozdelili na dve podskupiny
podla pohlavia (Z - Zeny, M - muzi). Skupiny sa vyznamne
nelisili vo veku (Z: 25,7+10,3; M: 27,8+10,1) ani v BMI
(Z: 26,2£5,9; M:25,6+4,4). Vyznamny rozdiel sme nasli
v koncentraciach 25(OH) D (Z: 15,9+6,4; M: 20,1+8,8;
p<0,01). Pocty pacientov v jednotlivych skupinach podla
deficitu vitaminu D su uvedené v tabulke €. 1.

Tab. 1.
25(0H) D (ng/ml)
>30 20-30 10-20 <10
n(%)Zeny | 2(40) 8(16.3) 32(65.3) 7(14.3)
Muii 7(14.3) 16(32.7) 21(42,9) 5(10.2)
Spolu 9(9.2) 24(24.5) 53(54.1) 12(122)

Inzulin senzitivnych bolo v subore 32 Tudi (15 zien, 17
muzov), inzulin rezistentnych bolo 70 Tudi (35 Zien, 35 mu-




Zov). Priemerné hodnoty BMI, glukézy, inzulinu a Quicki
a 25(0OH) vitaminu D st udané v tabulke ¢. 2.

Tab. 2.
Zeny Muzi
IS IR IS IR p
BMI (kg/m?) 22,6542 | 27,7859 | 244439 | 26,2445 °
Glu (mmol/1) 4,910,4 5,2¢0,4 5,0£0,5 5,4+0,5 f
Inzulin (ulU/ml) | 5,301 14,649,5 52¢1,7 | 16,2¢10,2 | °*
Quicki 0,37520,02 | 0,326+0,02 | 0,380+0,04 | 0,320£0,02 | °*
25(0OH) 16,5¢5,9 | 15,7%6,7 | 17,7¢89 | 21,38,7 *
D (ng/ml)

° Z1S(Z) vs. IR(Z); *“IS(M) vs. IR (M); * - IR(M) vs. IR(Z)

Regresnou analyzou sme zistili vyznamnu zavislost séro-
vej glukdzy od 25(0OH) D (r=-0,2949, p<0,04) od 25(OH)
D u Zien, ale nie u muzov.

Zaver: Zistili sme vysoku prevalenciu deficitu vitaminu
D (90,8 %), pricom Zeny mali vyznamne nizSie priemerné
koncentracie vitaminu D ako muzi. Zistili sme tiez vysoku
prevalenciu inzulinovej rezistencie, ktora bola v oboch sle-
dovanych podskupinach rovnaka. Pri sledovani vztahu me-
dzi inzulinovou rezistenciou a deficitom vitaminu D sme
nasli inverzna zavislost sérovej koncentracie glukézy od
koncentracie 25(OH) D. Hoci sme nepotvrdili vyznamny
vztah medzi inzulinovou rezistenciou a koncentraciou vita-
minuD, je potrebné deficit vitaminu D u pacientov s Dow-
novym syndromom korigovat.

Tato prdca bola podporend projektom Ministerstva zdravot-
nictva SR (¢.2005/39-SZU-17).
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PRODUKTY OXIDACNEHO POSKODENIA
U ZDRAVYCH SUBJEKTOV VO VZTAHU
KU VYZIVE A VEKU

KUDLACKOVA, M., VALACHOVICOVA, M.
PAUKOVA, V., DUSINSKA, M.

Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava

Poskodenie molekul v dosledku oxidacného stresu zo-
hréava ulohu v patogenéze chronickych ochoreni spojenych
s vekom. VyZiva je klu¢ovym environmentalnym faktorom
ovplyviujucim vyskyt mnohych chronickych ochoreni.
Antioxidanty potravy zabezpecuju ochranu DNA, lipidov
a proteinov pred poskodenim vol'nymi radikalmi.

Produkty oxidacného poSkodenia DNA (DNA zlomy
s oxidovanymi purinmi, DNA zlomy s oxidovanymi pyri-
midinmi), lipidov (konjugované diény mastnych kyselin) a
proteinov (karbonyly) vo vztahu ku vyZzive (vegetarianske
stravovanie verzus nevegetarianske, tradiéné zmieSané stra-
vovanie) boli merané u nahodne vybranych 161 dospelych
zien, nefajCiarok z regionu Bratislava a okolie: mladé sub-
jekty veku 20-30 rokov (46 vegetarianok, 48 nevegetaria-
nok), starSie subjekty veku 60-70 rokov (33 vegetarianok,
34 nevegetarianok). Plazmatické koncentracie vitaminov
(C, E, A, B-karotén) boli merané HPLC metodami. Alka-
licka comet assay modifikovana zaradenim Specifickych en-
zymov bola pouzita na detekciu DNA zlomov, oxidovanych
purinov a oxidovanych pyrimidinov v izolovanych lymfo-
cytoch. Plazmatické koncentracie konjugovanych diénov
a protein karbonylov boli merané spektrofotometrickymi
metddami. Prijem vitaminov, mineralnych a stopovych prv-
kov bol len v naturalnej forme (Ziadna suplementacia).

U mladych subjektov neboli zistené Ziadne rozdiely
v hodnotéach oxidacného poskodenia ako aj v plazmatickych
koncentraciach antioxidac¢nych vitaminov (C, B-karotén)
medzi vegetarianskou a nevegetarianskou skupinou. Vo ve-
getarianskej skupine starSich subjektov verzus nevegetarian-
ska skupina boli zistené signifikantne redukované hodnoty
DNA zlomov s oxidovanymi purinmi, DNA zlomov s oxi-
dovanymi pyrimidinmi a hodnota lipidovej peroxidacie a na
druhej strane signifikantne zvySené plazmatické koncentra-
cie vitaminu C a f-karoténu.

Vyznamné vekové zavislosti (zvySenie vSetkych produk-
tov oxidacného poskodenia a pokles plazmatickych koncen-
tracii vitaminu C a B-karoténu) boli zaznamenané len u ne-
vegetarianov. Vegetarianske hodnoty starSich Zien verzus
mladé Zeny boli rovnaké alebo nevyznamne zmenené. Veko-
vo-nutricné zmeny v pripade vitaminu A neboli pozorované.
Vyznamné zvySenie plazmatickych koncentracii vitaminu E
u starSich subjektov oboch nutri¢nych skupin verzus mladé
subjekty je dosledkom jeho akumulacie pri vy$Sej hodnote
telesného tuku. Tento predpoklad podporuju signifikantne
zvySené hodnoty body mass index.

Vysledky naznacuju, Ze zvySeniu oxidacného poskodenia
s narastajucim vekom mozno predist vegetarianskou vyzivou.
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POSTNATALNE CYTOGENETICKE VYSETRENIE

LANDLOVA, D., SUCHANOVA, Z.

QOddelenie klinickej genetiky, Medirex a.s.
Malacky

VySetrenie chromozomov je sucastou celej rady rutin-
nych diagnostickych postupov. K indikaciam na toto vy-
Setrenie patria: problémy v€asného rastu a vyvoja, poruchy
sexualnej diferenciacie, poruchy reprodukcie, narodenie
mrtveho plodu a umrtie novorodenca, problémy s ferti-
litou, nadorové ochorenia a rodinna anamnéza. Ide teda
o diagnostiku chordb podmienenych zmenou poctu alebo
Struktirou chromozomov. Tieto chyby nazyvame chromo-
zOmové aberdcie a su to vacSinou velmi zdvazné zmeny,
ktoré priamo alebo nepriamo ovplyviuju vacsi pocet génov.
Gény sa mozu vyskytnut vo viacerych kopiach alebo mozu
byt deletované, prerusené, popr. fuzované s inymi génmi.
Preto sa u pacienta cytogenetického laboratoria vacsinou
vyskytuji mnohopocetné postihnutia réoznych organovych
sustav a ochorenia maju charakter syndromu.

Chromozomy mozno vySetrovat v bunkach réznych
tkaniv. NajpouZivanejSou je kultivacia stimulovanych lymfo-
cytov periférnej krvi. Tato metdda patri k metodam klasickej
cytogenetiky a pre jej jednoduchost sa pouziva v kazdom cy-
togenetickom laboratériu. Lymfocyty maju dobru mitoticka
aktivitu a poskytuju vel' mi dobre hodnotiteIné chromozdémy.
Pri tejto metdde z 1-2ml periférnej krvi mozno po 72 ho-
dinovej kultivacii ziskat dostato¢ny pocet kvalitnych mitéz
potrebnych k hodnoteniu. V dalSom spracovani prebieha
vizualizacia chromozomov farbenim, a to konvencne rozto-
kom Giemsa-Romanowski a G-pruzkovanim, pri ktorom su
na kazdom choromozome tmavé a svetlé pruzky rézneho
rozsahu typické pre dany chromozom. Pri C-pruzkovani je
vizualizovana oblast konstitucného heterochromatinu.

Vysledky ziskané klasickou cytogenetikou sa v pripade
potreby dopliaju molekularno-cytogenetickymi vy3etrenia-
mi. Su to mikrodele¢né syndromy, mozaiky chromozémov
alebo nejasné Struktirne aberacie. V nasom laboratdriu je
to metdda fluorescenénej in situ hybridizacie (FISH).
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PINP - PRVE SKUSENOSTI SO STANOVENIM
PRI KARCINOME PRSNIKA

LENARTOVA, R.!, KOVACOVA, A.!
LEPEJ, J.2, WAGNEROVA, M>.

'Laboratorna diagnostika, LABMED,a.s., Kosice
Institat nuklearnej a molekularnej mediciny,a.s., Kosice
3Vychodoslovensky onkologicky ustav,a.s., KoSice

PINP: N-terminalny peptid prokolagénu typu 1. Je Spe-
cifickym pri monitorovani procesu osteoformacie Pocas
tvorby kolagénu je PINP uvolfnovany do intracelularneho
priestoru a nasledne do krvi. Pri kostnych metastazach na-
stava porucha regulacie remodelingu kosti, t.j. rovnovahy
aktivity osteoblastov a osteoklastov.

Ciel prace: Porovnat kostné zmeny u vySetrovanej sku-
piny pacientiek pomocou stanovenia PINP a naslednym
scintigrafickym vySetrenim skeletu.

Metodika: P1NP sme stanovili elektrochemiluminiscenc-
nou metodou na analyzatore ELECSYS 2010 diagnostickou
supravou ROCHE.

Vysledky: V Case od januara do aprila 2008, sme vy-
Setrili PINP 111 pacientkdm vo veku od 38 do 79 rokov.
Z celkového poctu bolo 35 pozitivnych stanoveni, priemer-
né hodnota 60,99 ug/l, pri referenénom rozpéti: 15-59ug/1
u premenopauzalnych Zien a 20,3-76,3ug/1 u postmenopa-
uzalnych Zien.

45 pacientiek bolo vySetrenych scintigraficky, u 29 bol
pozitivny nalez, stadium 3-5.

Zaver: Z recentnych studii je zname, Ze u 85 % pacien-
tiek s karcinomom prsnika sa v priebehu ochorenia vyvinu
kostné metastazy. Karcinom prsnika tvori prevazine osteo-
Iytické menej Casto osteoblastické, eventualne zmieSané
metastazy. PINP nevykazuje cirkadiannu, ma nizku intra-
individualnu variaciu, v dosledku ¢oho sa javi ako vhodny
marker novotvorby kosti. ZvySené koncetracie PINP v sére
po operacii a naslednej systémovej lieCbe su nepriaznivym
prognostickym ukazovatelom. V sti¢asnosti u nas prebieha-
ju porovnavacie merania koncentracii PINP a scintigrafic-
kého nalezu v definovanej skupine.




MOLEKULOVE CYTOGENETICKE METODY
PRI MNOHOPOCETNOM MYELOME

LUKACKOVA, R., HOJSIKOVA, 1.
TOMASOVA, R., KRIZAN, P.

Oddelenie Kklinickej genetiky, Medirex, a.s.
Bratislava

Mnohopocetny myelom (MM) je lymfoproliferativ-
ne ochorenie, ktoré postihuje terminalne vyvojové Stadia
B-lymfocytov. Sposobuje klonalnu proliferaciu B-lymfo-
cytov a akumulaciu myelémovych buniek. MM tvori 10%
v§etkych hematologickych malignit. Klasické cytogenetické
vySetrenie je vo vacSine pripadov neinformativne, pretoze
plazmocyty maju nizku mitoticka aktivitu. CitlivejSie su
molekulové cytogenetické metody, najma I-FISH (inter-
fazova fluorescencéna in situ hybridizacia) na zachytenie
submikroskopickych chromozomovych aberacii. Pri pouZiti
metody I-FISH v jej zakladnom variante nemozno spresnit
podiel patologickych plazmocytov a pri fyziologickom na-
leze nie je mozné potvrdit, Ze vo vzorke nejaké plazmocyty
boli (v tomto pripade mohlo ist o B-lymfocyty). Stanovenie
presného podielu klonalnych plazmatickych buniek umoz-
nuje ich imunofluorescen¢né podfarbenie pomocou $peci-
fickych protilatok a naslednu analyzu metodou I-FISH. Imu-
nologické znacenie plazmocytov je metdda, ktora umoznuje
zachytit plazmocyty s chromozémovymi aberaciami aj pri
nizkej infiltracii kostnej drene. Cielom naSej prace je sta-
novit pocetnost chromozomovych zmien metodou I-FISH
na podfarbenych bunkach. Vsetci pacienti s diagné6zou MM
su vySetreni I-FISH pomocou sond LSI 13q14/Rbl, LSI
14932, ON 1g21 / SRD 1p36 a ON MM 19q13/ 17p13. Pri
pozitivnom naleze prestavby IgH génu nasleduje hladanie
translokac¢ného partnera LSI sondami IgH/CCND1 a IgH/
FGFR3. V niektorych pripadoch nachadzame len nume-
rické aberacie, trizomie a monozomie (len chromozému
13). Deléciou 13q14 dochadza k inaktivacii supresorového
génu Rb1, regulujuceho bunkovy cyklus. Delécia 17p13 ve-
die k inaktivacii supresorového génu TP53 a zhorSuje prog-
nozu. Imunofluorescenéné podfarbenie zvySuje Specificitu
tejto diagnostickej metody a ma vel'ky vyznam pre stanove-
nie presnejSieho vysledku. Moze prispiet k efektivnej liec-
be a tym predizit dobu prezitia. Cytogenetické vysetrenie
prispieva k rozdeleniu pacientov s MM do prognostickych
skupin a pomaha pri vybere vhodne;j liecby.
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BNP AND ACUTE HEART FAILURE

LUKNAR, M., LESNY, P., GONCALVESOVA, E.

Heart Failure and Transplant Department
National Institute of Cardiovascular Diseases, Bratislava

Introduction: Erroneous diagnosis and management of
acute heart failure (HF) can have a devastating effect on
the patient. Constant effort is being performed to develop a
simple non-invasive correlate of HF. Plasma BNP and NT-
proBNP are released from ventricular tissue in response
to volume overload and/or increased wall tension. In acu-
te HF, ventricular wall tension rises as a consequence of
increased filling pressures that can be invasively measured
as pulmonary capillary wedge pressure (PCWP) and right
atrial pressure (RAP). The aim of the study was to evalua-
te BNP changes in the acute hemodynamic test in patients
with acute decompensated HF.

Patients and methods: 17 patients (15 males), candida-
tes of heart transplant (HTx), in whom severe pulmonary
hypertension (PH) was diagnosed by central hemodynamic
examination (pulmonary vascular resistance >/=4 Wood
units and/or transpulmonary gradient >/=15 mmHg),
were examined. Mean age was 50 +/- 6 yrs., mean ejection
fraction 21 +/- 5%, left ventricle end-diastolic diameter
(LVEDD) 72 +/- 9 mm. The primary diagnosis was dilated
cardiomyopathy (CMP) in 10 pts., coronary heart disease
in 6 pts., and hypertrophic CMP in 1 pt. In all of them, PH
reversibility test was performed using infusion of vasodila-
ting prostaglandine E1 (PGE1). BNP level was measured
at the baseline, at maximum hemodynamic effect of PGE],
and after resolution of hemodynamic parameters to the ba-
sal values (after discontinuation of PGE1). Patients who
reached 20% and greater decrease in BNP levels in compa-
rison with baseline values were considered responders.

Results: A significant drop in ventricular filling pressu-
res and BNP levels was registered during PGE1 infusion
(RAP =10.6 +/- 4.1 mmHg vs. 7.3 +/- 2.9, p<0.01; PCWP
=24.5 +/- 2.9 mmHg vs. 18.4 +/- 4.3, p<0.01; BNP=739
+/- 328 pg/ml vs. 588 +/- 281 pg/ml, p<0.01). The recove-
ry of the filling pressures to basic levels was accompanied
by BNP level increase to 742 +/- 352 pg/ml. Responders
(13 pts.) and non-responders (4 pts.) showed no differen-
ce in the level of the ventricular filling pressure decrease.
LVEDD was greater than 65 mm in 12 responders and in
only one non-responder.

Conclusion: In patients with acute decompensated HF,
BNP level immediately reflects changes in ventricular filling
pressures and thus severity of HF. Predictive reliability of he-
modynamic changes appears to be higher in a more prono-
unced left ventricular dilation. These results seem to further
support the concept of treatment adjustment and manage-
ment of acute HF based on BNP levels. Serial BNP measu-
rement might improve the titration of treatment in patients
with acute heart failure in the intensive care setting.
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SCREENING VROZENYCH
VYVOJOVYCH VAD V CR: SOUCASNY STAV
A PERSPEKTIVY DALSIHO VYVOJE

MALBOHAN, 1!, BUDINA, M.2
KRATOCHVILA, J.2, SPRINGER, D.!, ZIMA, T.!

TUKBLD VFN a 1. LF UK Praha
:SEKK Pardubice

Screeningem vrozenych vyvojovych vad prochazi v Ces-
ké republice prakticky vSechny téhotné Zeny. Biochemicky
screening v matefském séru (MS) ve 2. trimestru (stanoveni
MS AFP, MS HCG, pripadn€ doplnéné o MS uE3) ktery
zlistava zlatym standartem pro terénni pracovisté, umoznuje
pfi spravném pouZiti zachyt vice nez 60 % téhotenstvi posti-
zenych Downovym (DS) a Edwardsovym (ES) syndromem
a také defekty neuralni trubice. Na nékterych, zejména fa-
kultnich, pracovistich je v soucasné dob¢ ¢asto nahrazovan
kombinovanym screeningem v 1. trimestru (stanoveni MS
free-beta HCG a MS PAPP-A doplnéné o ultrasonografické
zmérfeni nuchalni translucence - NT) ktery vyzaduje zku-
Seného a kvalifikovaného sonografistu disponujiciho velmi
kvalitnim ultrazvukovym pfistrojem, jenZ umi piesné provést
mérfeni nuchalni translucence a odhali také defekty neuralni
trubice, které biochemie v prvnim trimestru nemuze zjistit.
Kombinovany screening dokaze zachytit pres 80% téhoten-
stvi postizenych DS a ES. Nejlepsi vysledky dava integro-
vany screening, pii kterém se v prvnim trimestru provadi
stanoveni MS PAPP-A, pripadné i méfeni NT, a ve druhém
trimestru stanoveni MS AFP a MS HCG, event. i. MS uE3.
Zachyt DS a ES pfi integrovaném screeningu dosahuje az
90 %; pokud se provadi bez méfeni NT mluvime o integro-
vaném sérovém screeningu, u kterého se zachyt vyse uvede-
nych vad blizi 85 %.

Vsechny formy prenatalniho screeningu vyzaduji spo-
lehlivou praci biochemické laboratoie, ktera je podminéna
pravidelnou uspéSnou ucasti v externim hodnoceni kvality.
V CR tuto kontrolu pro druhy trimestr zajistuje SEKK ve
spolupraci s UK NEQAS, pracovisté provad¢jici screening
v 1. trimestru se zpravidla zucastnuji externiho hodnoceni
kvality pfimo v UK NEQAS.
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MOLEKULOVA DIAGNOSTIKA
V ONKOHEMATOLOGII

MARKOVA, K.
HANUSOVSKA, E., KRIZAN, P.

QOddelenie Kklinickej genetiky, Medirex a.s.
Bratislava

Normalny a patologicky vyvoj lymfoidnych alebo mye-
olickych buniek priamo suvisi s intergritou a funkénostou
DNA. Mutacie a chromozomalne aberacie so vznikom
fuznych génov narusuju poévodné naprogramovanie bunky.
Poznanie zmien na urovni DNA umoznuje nielen diagnos-
tikovat a monitorovat ochorenia ale najma cielenejsie lieCit
onkologickych pacientov.

Jednokrokova a nested PCR su kvalitativne PCR meto-
dy, ktoré nam sluzia na detekciu vacsSieho spektra zlomov
v postihnutych oblastiach fuznych génov. Pozitivny resp.
negativny vysledok tychto metdd je rozhodujuci v stanoveni
diagnozy pacienta ale je nedostacujuci pre dalSie sledovanie
vyvinu ochorenia. Tato hodnotu nam prinasa kvatitatina
metdda real-time PCR.

'V nasom laboratoriu pracujeme s ,Real-time PCR Systé-
mom*“ modelom 7300 od firmy Applied Biosystems v troch
zéakladnych oblastiach.

Prvou je kvantifikacia expresie fuznych génov (BCR-
ABL, AML1-ETO, PML-RARA, CBFB-MYH11) a kvanti-
fikacia nadexpresie génov (WT1) pri akatnych a chronic-
kych leukémiach. Podstatou je presné urCenie poctu kopii
transkriptov v analyzovanej vzorke.

Druhou oblastou je kvalitativna analyza. TA moze byt
zamerana bud na skrining fuznych génov, alebo na skrining
a monitoring DNA markerov (polymorfizmov nukleotidov)
sledovanych u transplantovanych pacientov.

Tretie Siroké vyuZitie pristroja umoznuje funkcia rozliso-
vania alel (,allelic discrimination®). MoZeme detekovat bo-
dovu mutaciu V617F JAK2 génu pri BCR-ABL negativnych
myeloproliferativnych ochoreniach, ktorymi su najcastejsie
PV (Polycytémia vera), ET (Esencidlna trombocytémia) a
OMF (Osteomyelofibroza).

Vyhodou ,Real-time PCR Systému“ je jeho §iroké vy-
uzitie v diagnostike a najma v sledovani minimalnej rezi-
dualnej choroby hemoblastoz. Metéda je rychla, presna a
spolahliva.




METABOLISM OF VITAMIN B, AND
ITS REQUIREMENT IN KIDNEY DISEASES

MYDLIK, M.!, DERZSIOVA, K.!, ZEMBEROVA, E.>

"Nephrological Clinic
Medical School of P.J. Safarik University
and Logman a.s
RIA Laboratory Ltd., KoSice
Slovak Republic

Vitamin B, is a water soluble vitamin, which is impor-
tant for the normal function of multiple organ systems. It
is metabolised to the active molecule pyridoxal-5-phosphate
(PLP), which serves as coenzyme for more than 60 enzy-
mes. PLP influences protein and lipid metabolism, metabo-
lism of several aminoacids and formation of antibodies.

Aim of the study was to investigate the metabolic disor-
ders of vitamin B, in patients with various kidney diseases.

Material and Methods: Erythrocyte vitamin B, was in-
vestigated in 15 patients suffering from chronic glomerulo-
nephritis and nephrotic syndrome with normal glomerular
filtration rate; in 10 CAPD patients during 12-month long-
term study and in 27 CAPD patients using peritoneal dialy-
sis solution with 1.5 or 2.5 % glucose. Erythrocyte vitamin
B, was investigated in 30 haemodialysis patients with impa-
irment of cellular immunity and 16 haemodialysis patients
during the erythropoietin treatment. In addition urinary ex-
cretion of vitamin B, was investigated in 15 healthy subjects
during maximal water diuresis, in 12 patients with chronic
renal insuficiency without dialysis treatment (CHRI) during
a diet with restriction (2 g/day) or high intake (15 g/day) of
sodium chloride and in other group of 15 CHRI patients
after the i.v. administration of 20 mg furosemide.

Vitamin B, in plasma, urine and peritoneal dialysate was
determined by radioenzymatic assay using Biihimann Labo-
ratories AG kit “Vitamin B, REA”.

Reference range: a) plasma vitamin B,: 20—160 nmol/L,
b) urinary vitamin B,: 1.2+0.6 nmol/L. Erythrocyte vitamin
B, was determined by means of an indirect method, i. e. by
assessing the activity of erythrocyte aspartate aminotransfe-
rase with and without addition of the coenzyme PLP in vit-
ro. The effect of PLP on the activity of erythrocyte enzyme
displayed an indirect relationship with the concentration of
vitamin B, and it was expressed in per cents. Reference ran-
ge: the effect of PLP: 0—20 %.

Results and Conclusions:

1a.In patients with chronic glomerulonephritis and ne-
phrotic syndrome with normal glomerular filtration
rate plasma (15.5+ 3.8 nmol/L) and erythrocyte vitamin
B, (effect of PLP=42.1+7.5%) were significantly decre-
ased, p<0.01. Plasma oxalic acid in that patients was
significantly elevated (9.8 £2.3 umol/L); (normal range:
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2—-5.5umol/L). One of the causes of that finding was
probably the defficiency of vitamin B,.

. Six months supplementation by pyridoxine 50 mg/day

led to the effect of PLP in the normal range (16.3+ 1.4 %)
in patients suffering from chronic glomerulonephritis
and nephrotic syndrome.

. In CAPD patients plasma and erythrocyte vitamin B,

were in reference ranges and mean value of peritoneal
clearance of vitamin B, was very low, 8.8 % of urea clea-
rance.

. Three-month use of daily 50mg pyridoxine led to a

significant improvement in electrophoretic mobility of
peripheral blood lymphocytes and of some other para-
meters of cellular immunity (absolute number of T lym-
phocyte E rosette-forming cells increased from 421 81
to 1.288£22 and absolute number of T lymphocyte ac-
tive E rosette-forming cells from 19728 to 508+ 105,
p<0.01) in haemodialysis patients.

. In haemodialysis patients treated by EPO and supple-

mented by 5 mg pyridoxine/day erythrocyte vitamin B,
significantly decreased i.e. the effect of PLP significantly
increased from 19.0+1.8 % t0 30.4+2.4 %, (p<0.01). Af-
ter three months supplementation of pyridoxine 20 mg/
day the effect of PLP significantly decreased to the nor-
mal range (16.4+1.9%, p<0.01). It was indirect eviden-
ce that erythrocyte vitamin B, is consumed by the hae-
moglobin synthesis much more during EPO treatment
in haemodialysis patients.

. Maximal water diuresis led to the significant increa-

se of urinary excretion of vitamin B, (from 1.2+0.3
to 3.7£0.5nmol/4hr, p<0.01) in healthy subjects.
No changes of urinary excretion of vitamin B, (from
4.4+0.8 to 4.6 £0.7nmol/day, p>0.05) during the diet
with high intake of sodium chloride in CHRI patients
was found. Urinary excretion of vitamin B, depends on
water diuresis.

. Intravenous administration of 20mg furosemide led to

the increase of urinary excretion (from 0.7 +0.2 nmol/3hr
to 1.1+0.2nmol/3hr, p<0.01) of vitamin B, in patients
with CHRI. This is a side effect of furosemide.

. We recommend for prevention of vitamin B, deficiency

in patients with chronic glomerulonephritis and nephro-
tic syndrome with normal glomerular filtration rate: 50
mg pyridoxine/day, in haemodialysis patients for the
treatment of impaired cellular immunity: 50—70 mg py-
ridoxine/day and in CAPD and haemodialysis patients
following doses of pyridoxine: without EPO treatment:
5 mg pyridoxine/day; with EPO treatment: 20 mg pyrid-
oxine/day.
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PREVALENCIA DEFICITU VITAMINU D
V POPULACII SLOVENSKYCH ZIEN A JEHO VZTAH
K HUSTOTE KOSTI

NEMCOVA T!, KRIVOSIKOVA 72, KRAJCOVICOVA-
KUDLACKOVA M3, SPUSTOVA V2, STEFIKOVA K?,
VALACHOVICOVA M3, DZURIK R?

"Trnavska univerzita, Trnava,
2Oddelenie Kklinickej a experimentalnej farmakoterapie,
Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava,
30ddelenie bioaktivnych latok a nutricného skriningu, Slo-
venska zdravotnicka univerzita, Bratislava

Uvod: Vitamin D je steroidny hormon s roznymi $peci-
fickymi regulaénymi a funkénymi ucinkami. Syntetizuje sa
ako prekurzor v kozi pod vplyvom UVB Ziarenia. Mala Cast
vitaminu D sa ziskava z potravy (mlieko, ryby, olej, vyzivové
doplnky). V peceni sa hydroxyluje na 25(OH) vitamin D,
ktory sa dalej hydroxyluje v oblickach na 1,25(OH), vita-
min D. Hydroxylaciu v oblickach kontroluje parathormén
(PTH), hypofosfatémia a 1,25(OH), vitamin D. 25(OH)
vitamin D je hlavny metabolit vitaminu D v cirkulacii a je
povazovany za hlavny indikator statusu vitaminu D v sére.
1,25(0OH), vitamin D je hlavny aktivny metabolit vitaminu
D. Reguluje génovu transkripciu prostrednictvom jadrovych
receptorov. Tieto receptory sa nachadzaju v mnohych orga-
noch a tkanivach (mozog, srdce, ¢revo, pankreas, imunitné
bunky). Reguluje rast a dozrievanie buniek, inhibuje produk-
ciu reninu, stimuluje sekréciu inzulinu a moduluje funkciu
aktivovanych T a B lymfocytov a makrofagov. Hypovitami-
noza vitaminu D sa mo6Ze odrazit na vzniku a rozvoji osteo-
porozy, zvySenom riziku padov a vzniku fraktar, zvySenom
riziku vzniku nadorovych ochoreni a zmene glukdézového
a lipidového metabolizmu. Cielom nasej prace bolo zistit
prevalenciu deficitu vitaminu D a jeho vztah k hustote kosti
a kostnému metabolizmu.

Metody: VySetrili sme 141 zdravych dobrovolnicok,
z toho 82 vo veku 20-30 rokov (A) a 59 vo veku 60-70 ro-
kov (B). U vsetkych Zien sme stanovili sérové koncentracie
iPTH a 25(OH)vitamin D. Vysetrili sme tieZ hustotu kos-
ti v oblasti kr¢ku femuru (FBMD), trochanteru (TrBMD)
a lumbalnej chrbtice (L, ,BMD). Vsetkym zenam sme tiez
stanovili BMI.

Vysledky: Zistili sme vyznamné rozdiely vo vySke
(p<0,0001), hmotnosti (p <0,0001), BMI (p<0,0001), PTH
(p<0,0001), FBMD (p<0,0001) a L,_BMD (p<0,001)
v zavislosti od veku. PoCty Zien v jednotlivych podskupi-
nach podla dosiahnutej koncentracie sérového vitaminu D
su v tabul'ke €. 1.
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Tab. 1.
25(0OH) vitamin D (ng/ml)
Vekova skupina (roky) >30 20-29,9 10-19,9 <10
A (20-30) 17% 29% 49% 5%
B (60-70) 18% 30% 48% 4%

Kazdu vekovu skupinu sme dalej rozdelili na dve podsku-
piny podla sérovej koncentracie vitaminu D (A1/B1>20ng/
ml, A2/B2<20ng/ml). Podiel Zien s deficitom vitaminu D
je v skupine A2 aj B2 rovnaky (p<0,896, OR=0,956). Pri
deleni podla deficitu vitaminu D sme nasli vyznamne nizZSie
hodnoty L, ,.BMD v skupine A2 (p<0,05) a vyznamne vys-
Sie hodnoty PTH v skupine B2 (p<0,02). Linearnou regres-
nou analyzou sme nepotvrdili zavislost BMD ani v jednej
z meranych oblasti od koncentracie vitaminu D ani v celom
subore, ani v jednotlivych vekovych podskupinach. V celom
subore a v podskupine A sme zistili vyznamnu korelaciu
medzi PTH a vitaminom D (p<0,005). Pozitivnhu korelaciu
medzi BMD vo vSetkych troch meranych miestach a BMI
sme potvrdili v oboch vekovych podskupinach. Korelacné
koeficienty a hodnoty p su uvedené v tabulke ¢. 2.

Tab. 2.
(zzivislziB ll:r/[elmennai) A 20-30) B (60-70)
Premenné T p r p
FBMD +0,4052 0,0001 +0,4196 0,002
TrBMD +0,4412 0,0001 +0,5788 0,0001
L BMD +0,3830 0,001 +0,5018 0,0001

Suhrn: V sledovanej skupine Zien sme zistili vysoku
prevalenciu deficitu vitaminu D, priCom odporuc¢enu kon-
centraciu (> 30ng/ml) dosiahlo menej ako 20 % zZien. Nena-
§li sme zavislost sérovej koncentracie vitaminu D na veku
a nezistili sme ani priamy vztah medzi sérovou koncentra-
ciou vitaminu D a hustotou BMD v oblasti krcku femuru,
trochanteru a lumbalnej chrbtice. Potvrdili sme vyznamnu
zavislost BMD vo vSetkych sledovanych miestach na BMI.

Zaver: O vysokej prevalencii deficitu vitaminu D svedci
mnoho epidemiologickych studii. Nizke sérové koncentra-
cie vitaminu D boli zistené vo vSetkych vekovych skupinach
nezavisle od zemepisnej Sirky. Chronicky deficit vitaminu
D zapricinuje u deti rachitidu a u dospelych ludi sekundar-
nu hyperparatyredzu, osteomalaciu, bolesti kosti a svalovu
slabost spojenti so zvySenym rizikom padov a fraktur. Naju-
¢innejSou prevenciou hypovitaminodzy D je primerany pobyt
na slnku a suplementacia nutriénych davok vitaminu D.

Tidto prdca bola podporend grantom Agentiiry na podporu
vwskumu a vyvoja APVT-21-010104 a APVT-21-017704.




ASOCIACIA MEDZI MNOZSTVOM
OLIGOKLONALNYCH PASOV A INTRATEKALNOU
TVORBOU IgG U PACIENTOV SO SKLEROZOU
MULTIPLEX

ONDRKALOVA, M.
KALNOVICOVA, T., TURCANI, P.

1. neurologicka klinika Lekarskej fakulty UK a FN
Bratislava

VcCasna a spravna diagnéza sklerozy multiplex (SM) je
klucovym faktorom, ktory moze vyznamne ovplyvnit dalsi
osud pacienta. Okrem klinického vySetrenia a vySetrenia
MRI a evokovanych potencialov sa na potvrdenie diagndzy
vyZaduje aj analyza cerebrospinalneho likvoru (CSF). Vy-
Setrenie CSF nadobuda doélezity diagnosticky vyznam hlav-
ne pri objaveni sa prvych neurologickych priznakov s ne-
gativnym nalezom na MRI. Charakteristickym likvorovym
nalezom u SM pacientov je pritomnost intratekalnej synté-
zy imunoglobulinov triedy G (IgG), ktora sa moze vyjadrit
kvantitativne pomocou IgG indexu (alebo inych navrhnu-
tych vztahov, napr. podla Reibera) a kvalitativne pomocou
dokazu pritomnosti oligoklonalnych IgG pasov (OP). De-
tekcia dvoch a viac OP v likvore bez ich nalezu v krvnom
sére poukazuje na chronicky imunopatologicky proces pre-
biehajuci v nervovom tkanive. Absencia, alebo pritomnost
malého poctu OP v CSF v Case stanovenia diagnozy moze
predikovat lepSiu prognézu ochorenia. Existuju dokazy, ze
u pacientov s benignym priebehom SM sa v CSF vyskytu-
je nizsi pocet OP ako v skupine pacientov so zavaznejSim
priebehom tohoto ochorenia. V tejto suvislosti sme sa v pre-
zentovanej praci zaoberali hodnotenim stupna asociacie
medzi intenzitou intratekalnej produkcie IgG a mnozstvom
oligoklonalnych IgG pasov v CSF vo v€asnom Stadiu SM
a porovnavali sme senzititivitu dvoch pouzitych metod na
dokaz pritomnosti intratekalnej syntézy IgG - kvantitativne;j
(nefelometria) a kvalitativnej elektromigracnej (izoelektric-
ka fokusacia - IEF) metody.

Pacienti a metody. Skupinu pacientov so skler6zou mul-
tiplex (SM) tvorilo 127 subjektov (priemerny vek 33,0£9,8
rokov) s pozitivnym nalezom pritomnosti likvorovych oli-
goklonalnych IgG pasov (OP). Cerebrospinalny likvor
(CSF) bol odobraty lumbalnou punkciou vo véasnom §ta-
diu ochorenia. Koncentraciu albuminu a IgG v CSF sme
stanovili nefelometricky, Pritomnost OP sme dokazovali
metodou izoelektrickej fokusacie na polyakrylamidovom
géle. Intratekalnu produkciu IgG sme vypocitali podla Rei-
berovho vzorca (Reiber and Felgenhauer, 1987).

VysledKky. V tabul'ke 1 sa nachadzaju niektoré biochemic-
ké a cytologické parametre od SM pacientov rozdelenych
na dve skupiny podla hodnoty intratekalnej tvorby imu-
noglobulinov vyjadrenej podla Reibera (RIG=0; RIG>0).
V sulade s patogenézou ochorenia, skupina SM pacientov

s RIG>0 ma v porovnani so skupinou RIG =0 signifikant-
ne vyssie likvorové hladiny IgG a zvySenu pleocytozu. Vy-
sledky naznacuju, ze mnozstvo OP v CSF zavisi na intenzite
intratekalnej syntézy IgG (pozitivna signifikantna korelacia
medzi RIG a poc¢tom OP). Pozitivny dokaz pritomnosti OP
aj v skupine SM pacientov s RIG =0 indikuje, Ze kvalitativ-
na metdda IEF je senzitivnejSia ako kvantitativne vyjadrenie
intratekalnej syntézy IgG podla Reibera.

Zaver: V dosledku nizsej diagnostickej senzitivity, intra-
tekalna syntéza IgG vyjadrena pomocou RIG nemdze nahra-
dit dominantné postavenie OP v diagnostike SM, hlavne pri
nizkej hladine intratekalnej produkcie IgG v CSF. V ramci
Reiberovho diagramu sa kvantitativne stanovenie IgG vsak
vyznamne uplatiuje v poskytovani informacii o produkcii
IgG v suvislosti so stavom funkcie hematolikvorovej bariéry

a je dolezitym doplnkovym markerom v diagnéze SM.

Tab.l. Hodnoty niektorych biochemickych a cytologickych para-
metrov u pacientov so sklerozou multiplex (SM) s pozitiv-
nym dokazom pritomnosti oligoklonalnych IgG pasov (OP)
v cerebrospinalnom likvore (CSF). (RIG>0; 30,6 34,1
mg/L), z - pocet hodnot, ktoré sa nachadzaju mimo refe-
renc¢ny rozsah

Parameter RIG=0 RIG>0
Pocet pacientov (n) 33/127 (26 %) 94/127 (74 %)
Vek pacientov (roky) 32,2498 34,5£10,0
Pocet OP (n) 6,48+2,4 12,1 £ 5,71
RIG (mg/L) 0 30,6 34,1
Korelacny koeficient r=0,6384
(RIG/nOP) p=0,0270(*)
CSF - IgG (mg/L) 37,72£15,0 68,07+39,7%%%*

2= 13133 (39,4%)

72=16/33 (48,5%)

7=80/94 (85,1%)

CSF - albumin (mg/L) 279,4+99,2 235,6+91*
2=5/33(15,2%) z=11/94 (11,7%)
CSF - CB (mg/L) 470,2£136,8 468,9+166,7

7= 54/94 (57,4%)

QA 6,1643,8 5042,1%
7=6/33(18,2%) z=13/94 (13,8%)
Mononukleary (n/3) 10,2£5,96 32,3£32,2%*
Polynukleary (n/3) 1,75+ 1,01 2,42+2,05
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GENOMIKA, PROTEOMIKA, BIOINFORMATIKA
A METABOLOMIKA V MEDICINE

PASTOREK, J.

Virologicky ustav Slovenskej akadémie vied
Bratislava

V modernej medicine maju suc¢asné trendy ako genomi-
ka, proteomika, bioinformatika a metabolomika nezastu-
piteIné miesto. Za zakladatela genomiky sa dnes povaZzuje
dvojnasobny nositel Nobelovej ceny Fred Sanger, ktory bol
priekopnik sekvenovania DNA - urovania primarnej Struk-
tury génov. Sekvenovanie génov je aj v sucasnosti prioritou
genomiky. Dal$ie smery rozvoja genomiky ako funkéna
genomika, zaoberajucou sa urcovanim hladiny kvantitiv-
nej a kvalitativnej expresie génov, urCovanim polymorfiz-
mov nakoniec vyustili do urCovania expresnych profilov
tisicky génov pomocou metody microarray. VSetky mozné
vyuzitia technik genomiky v sucasnej medicine, hlavne so
zameranim pri diagnostike infekénych ochoreni, urcovani
predispozicie kardiovaskularnych, onkologickych ochoreni,
poruch metabolizmu, ich vyznam pri cielenej terapii budu
diskutované. Dolezitou ¢astou genomiky je aj jej metodicka
naroc¢nost, kde budu prezentované najnovsie techniky a ich
meria vyuZitia v nasich podmienkach.

Proteomika je vedna oblast zaoberajuca sa v Co najSirSej
miere proteinmi z hladiska ich Struktury a funkcie. Jej vy-
uzitie je hlavne tam, kde nestaci pritomnost expresie génu
detekovanej ako mRNA, ale skor jej translaény produkt
arozne funkéné formy proteinu. Z metodického hladiska
je potrebné zvladnut izolaciu proteinov z klinickych vzo-
riek, ich separaciu pomocou uc¢innych chromatografikcych
metod az po separaciu pomocou 2D elektroforézy a izola-
ciu intaktnych proteinov uréenych na dalSiu analyzu. Na
presné urCenie molekulovej hmotnosti proteinov, ich po-
stranslacnych modifikacii a nakoniec aj urCenie primarnej
Struktury proteinov pomocou hmotnostnej spektrometrie je
poslednym a najdolezitejSim krokom pri §tudiu proteému,
ako kompletného spektra proteinov organizmu alebo systé-
mu. Uspesné vyuZitie genomiky a proteomiky si vyzaduje
spracovavanie mnoZzstva informacii a prave tento fakt pod-
nietil potrebny rozvoj bioinformatiky. Tato je nielen zavisla
na rozvoji roznych softvérov, ale aj pristupnosti databaz,
ktoré su dnes vacsinou vol'ne dostupng.

Metabolomika je systematické Studium unikatnych che-
mickych odtlackov - metabolitov, produktov Specifickych
bunkovych procesov. Metabolom predstavuje zbierku meta-
bolitov biologického organizmu, ktoré st konenénymi pro-
duktami génovej expresie v bunke. Studium metabolomu,
ako celého komplexu navzajom kooperujucich a interaguju-
cich bunkovych proteinov zohrava doélezitu ulohu pri pocho-
peni fyziologickych a patalogickych procesov organizmu.
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LAKTAT A SEPTICKY PACIENT

PECHAN, I.!, KOUTUN, J.2

!0ddelenie laboratornej mediciny
Narodny ustav srdcovych a cievnych chorob,a.s., Bratislava
2Klinika anesteziologie a intenzivnej mediciny
Lekarska fakulta Univerzity Komenského, Bratislava

Dynamické sledovanie hladiny laktatu u kriticky cho-
rych pacientov je jednym zo zakladnych parametrov, ktory
pomaha lekarovi stanovit diagnozu, urcit progndzu pacienta
i efektivne monitorovat jeho liecbu. Problémom byva zvic-
Sa urCenie priCiny hyperlaktatémie, ale najma sposob me-
tabolizovania laktatu pri celkovom poruseni metabolizmu
u pacientov na intenzivnych jednotkach. Svedéi o tom i dile-
ma francuzskeho intenzivistu Leverva (2005), ktory uvazuje
o tom, Ci laktat u tychto pacientov je ,,pyromanom, distri-
butorom alebo hasicom®. Hladina laktatu v krvnej plazme
sa zacCala rutinne vyuzivat na oddeleniach intenzivnej me-
diciny uz pred polstoro¢im a povaZovala sa jednoznacne
za markera hypoxie tkaniv, ktort vvvolava ich inadekvatna
perfuzia, prejavujuca sa kyslikovym deficitom.

Ostatné roky prinasaju iny pohlad na hromadenie lak-
tatu v organizme pacientov so sepsou. Tieto predstavy spo-
chybnuju ulohu hypoperfuzie tkaniv a tym i ich hypoxiu
u pacientov so septickym stavom. Potvrdzuje to i fakt, ze
zlepSenie transportu kyslika tkanivim neprinasa zniZzovanie
hyperlaktatémie, ako i skuto¢nost, Ze pO, vo svaloch septic-
kych pacientov je skor zvySené. Poznatky biochemikov hovo-
ria skor o tom, Ze zvySena produkcia laktatu akcelerovanou
glykolyzou ho stavia vlastne do ulohy poskytovatela energie.
Nedostatocna schopnost vyuzitia kyslika mitochondriami
buniek preferuje totiz procesy oxidacie glukézy glykoly-
tickou cestou, v ktorej ziskavanie limitovaného mnozstva
ATP zabezpeCuje funkciu membranovych transportnych
systémov, najma Na*,K*-ATPazy. Akceleraciu glykolytickej
cesty zabezpeCuje endogénna tvorba adrenalinu, ktory je
silny stimulator [-receptorov bunkovej membrany. Jeho
posobenim sa aktivuje adenylcyklaza a vytvoreny cAMP
vyvolava Stiepenie glykogénu, ¢im dochadza akcelerovanou
glykolyzou k zvySenej tvorbe laktatu. Prostrednictvom §pe-
cifickych transportnych systémov (MCT-1) sa zabezpecuje
prenos laktatu nielen do dalSich bunkovych kompartmentov
(najma do mitochondrii), ale aj do inych buniek organizmu.
K vyraznej syntéze laktatu dochadza najmé v kostrovom
svale, z ktorého vytvoreny laktat je transportovany do dal-
Sich funk¢ne dolezitych tkaniv a organov. U septického pa-
cienta sa takto stava laktat najvyznamnej$im energetickym
zdrojom napr. pre myokard, kde pomaha vytvarat ATP pre
udrzanie jeho minimalnej funk¢énosti (Matéjovic a spol,
2007).

Napriek dostatoénej dodavke kyslika a potrebnych sub-
stratov do tkaniv ostava limitujucim faktorom pre ziskava-
nie energie pri septickych stavoch dysfunkcia a poSkodenie
Struktur mitochondrii. Désledkom tohto stavu je znefunk¢-




nenie niektorych Casti terminalneho dychacieho retazca,
najma komplexu I a cytochrémoxidazy. RieSenie je logické
- bunka musi dramaticky znizit spotrebu energie a minima-
lizovat svoje funkcie alebo zahynie. Tento stav sa oznacil ako
hibernacia, stav, ktory je obvykly u zvierat - zimnych spacov
a znamy i u kardiakov po prolongovanej ischémii myokardu.
Pre uspesny ,,vystup® septickych pacientov z tohto stavu je
dolezité postupné, relativne pomalé obnovenie funkcie mi-
tochondrii buniek ich tkaniv a organov. Ukazalo sa, Ze tento
proces navratu k povodnej funkénej aktivite je mozny po
zmierneni aZ potlaceni akutneho zapalu postupnou obno-
vou mitochondriovej hotovosti (mitochondriova biogenéza)
expresiou jednotlivych ¢lankov dychacieho retazca a ich
aktivaciou. Tento proces mozno urychlit malymi davkami
oxidu dusnatého, priCom vacsie davky maju skor negativny
vplyv.

Zaverom mozno povedat, Ze hyperlaktatémiu pri sep-
tickych stavoch nemozZno pausSalne posudzovat ako stav
hromadenia odpadového metabolického produktu, ktory
je dosledkom vyvijajucej sa hypoxie tkaniv a povodcom
metabolickej aciddzy, ktoru mozno ovplyvnit zvySenou do-
davkou kyslika (,,zly laktat“). Naopak jeho zvySenu tvorbu
mozZno povazovat za adaptivnu odpoved na agresivny stav
sposobeny nekorigovanou systémovou zapalovou odpove-
dou. Vytvarany laktat takto predstavuje vyznamny energe-
ticky zdroj pre funkciu bunky (,,dobry laktat®) a jeho tvorbu
sa netreba snazit znizovat zvysenou dodavkou kyslika.
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PROTEINY AKUTNEJ FAZY PRI SEPTICKYCH STA-
VOCH

PIVOVARNIKOVA, H.!, ROMANOVA, .2

IKlinické laboratorium Aliatros s.r.0., Presov
’Klinika anestéziologie a resuscitacie
Fakultna nemocnica J.A.Reimana, PresSov

Sepsa zostava hlavnou pri¢inou morbidity a mortality
na jednotkach intenzivnej starostlivosti (ICU) a jej v€asna
diagndza nie je priamociara. Problematika sepsy je pravi-
delnou témou na strankach lekarskej odbornej literatury,
na sympoziach a zjazdoch. Dovodom je neustale stupajuci
pocet poznatkov, ako aj vysoka umrtnost, ktora sa pohybuje
okolo 40-50% u chorych postihnutych septickym Sokom. Aj
v nedavnej Studii SOAP (Sepsis Occurrence in Acutely ill
Patients 2006), ktora zahrnala udaje od 3147 pacientov zo
198 jednotiek intenzivnej starostlivosti v 24 eurdpskych kra-
jinach, bolo zaznamenané, Ze az 37 % pacientov malo sepsu
a mortalita pacientov so sepsou bola 27 % v porovnani so
14 % pacientov bez sepsy. Sepsa sa definuje ako systémova
odpoved' na infekciu a jej priebeh sa deli na tri §tadia - sep-
sa, tazka sepsa a septicky Sok. Vyznamnou ulohou klinickej
biochémie je monitorovanie hrozby infekénych komplika-
cii a organového zlyhania, ich nastupu, dynamiky a lieCby.
Vcasna diagnoza sepsy a nasledne jej spravna liecba su za-
kladom na dosiahnutie pozitivnych vysledkov pre pacientov.
Mnoho §tudii sa neustale zaobera vyhodnocovanim uzito¢-
nosti rozliénych markerov infekcie za roznych septickych
podmienok - najCastejSie C-reaktivny protein (CRP), pro-
kalcitonin (PCT), TNF, IL-6, IL-8, IL-10 a dalSie. Aj ked
pre mnohé chorobné procesy su dostupné Specifické mar-
kery, pre sepsu takyto marker neexistuje a diagnoza spociva
v kombinacii rozliénych parametrov majucich diagnosticku
hodnotu vratane klinického vySetrenia, tradi¢nych prizna-
kov sepsy akymi su pocet leukocytov, horucka, tachypnoe
a tachykardia a v sucasnosti dostupné markery sepsy ako
CRP, PCT, sérovy amyloid A (SAA), ceruloplazmin (Cpl),
fibrinogén (Fbg), neopterin, elastaza. Marker sepsy bol
definovany ako ,miera identifikujuca normalny biologicky
stav alebo predikujuca vyskyt zavaznosti patologického pro-
cesu alebo choroby“. Rokmi boli navrhnuté mnohé markery
sepsy, avSak vSetky nie je mozné pokryt v tomto suhrne,
preto bude poukazané iba na najfrekventovanejSie pouziva-
né markery.

Vyznamny podiel na klinicko-biochemickej diagnostike
ma vySetrenie reaktantov akutnej fazy. V reakcii akutnej
fazy dochadza k vyraznému vzostupu cytokinov, mediato-
rov medzibunkovej komunikacie, ktoré koordinuju obranu
proti mikrébom i alterovanym bunkam. Z prozapalovych
cytokinov sa najviacSia pozornost venuje faktoru nekro-
tizujuceho tumory (TNF) a interleukinom (IL-1 a IL-6).
Prozapalové cytokiny davaju pecCenovej bunke signal, kto-
ry v nej indukuje syntézu rdoznych proteinov akutnej fazy.
Tie posobia ako regulatory zapalového procesu, mediatory
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biologickych reakcii, inhibitory proteolytickych enzymov
uvolnenych z fagocytov, zametaju neziaduce katabolity,
posobia imunomodula¢ne a kontroluju bielkoviny novo-
tvoreného spojiva. V priebehu zapalového procesu obvykle
prevaZzuje vylucovanie bielkovin z pecene nad ich katabo-
lizmom, ¢o vedie k vzostupu bielkovin akutnej fazy, netyka
sa to vSetkych druhov bielkovin (prealbumin, transferin su
oznacované ako negativne reaktanty akutnej fazy a su to
bielkoviny s kratkym pol¢asom). Reaktanty akutnej fazy su
citlivé, ale neSpecifické z hladiska diagnostiky bakterialnej
infekcie. Z hladiska Casovej zavislosti patria medzi reaktan-
ty zvySujuce sa uZ po 6 hodinach od poskodenia tkaniva
a dosahujuce maximum do 48 hodin CRP a SAA. PCT
sa zvySuje po 3-6 hodinach a maximum dosahuje medzi
12-48 hodinami. a -antitrypsin, haptoglobin a fibrinogén sa
zvySuju po 12-24 hodinach a maximum dosahuju za 72-96
hodin. Bielkoviny s eSte pomalSou reakciou tvoria Cpl a C-3
zlozka komplementu. Snad’ najviac pouzivanymi markermi
sucasnosti su CRP a PCT. CRP je citlivy, ale neSpecificky.
K stimulacii sekrécie staci pomerne mala zapalova reakcia.
Je indukovany infekciou, zvlast bakterialnou. Dynamika
jeho zmien je rychla, biologicky polcas je 19 hodin. Dolezi-
ty je priebeh hladin. Pokles hladin CRP u pacientov, ktori
neprogredovali do septického Soku bol rychlejsi v porov-
nani s pacientami v septickom $oku, u ktorych bol pokles
hladin CRP pomalsi, ¢im CRP méze zlepsit svoju diagnos-
ticka a prognosticki hodnotu. PCT umoznuje rozoznat in-
fekcie lokalizované od systémovych, jeho polcas je 24 hodin
a najvyssie hodnoty su zistované u tazkej sepsy a septického
Soku. PCT v sére sa nezvySuje u virusovych infekcii a u za-
palovych reakcii neinfekéného povodu. U novorodencov je
PCT dobrym indikatorom vcasnej (0-48 hodin) a pozdnej
sepsy (3-15 dni). PCT nie je markerom lokalizovanej infek-
cie a nizke hladiny PCT nevyluc¢uju infekciu. SAA je nesSpe-
cifickym reaktantom akutnej fazy a véasnym a senzitivnym
markerom detekcie pozdnej sepsy u predcasne narodenych
novorodencov. V sepse sa plazmatické hladiny Cpl zvysuju
ako odpoved akutnej fazy. AvSak tieto znalosti miery zvy-
Senia a korelacie suvisia s ostatnymi biochemickymi zme-
nami. Signifikantné priame korelacie medzi Cpl a CRP,
a-antitrypsinom a o -makroglobulinom boli simultanne
ovplyvnené hladinou alkalickej fosfatazy (ALP), ktora bola
nezavislym determinantom zvySenia Cpl. Okrem toho sa
Cpl zvysuje s poklesom pH a vzostupom triacylglycerolov
(TAG) a hladiny taurinu. Maximum zvySenia Cpl je asoci-
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ované s cholestazou, zvySenymi hladinami TAG a metabo-
lickou acidozou. Cpl suvisi lepSie so zavaznostou metabo-
lickych a biochemickych abnormalit indukovanych sepsou
nez skorovaci systém SOFA (Systemic Organ Failure As-
sessment), ktory vyjadruje mieru funkéného poskodenia
pri syndrome multiorganovej dysfunkcie (MODS). Zvysené
hladiny Cpl mozu odrazat stupen protizapalovej odpovede,
pretoze Cpl posobi ako antioxidant a protizapalova obrana.
Su potrebné dalSie vyskumy na potvrdenie dvoch odliSnosti:
jedna s cholestazou, charakterizovana zvySenou ALP a Cpl
a druha s normalnou ALP a zvySenym bilirubinom, uzko
korelujucim so zvySenymi hladinami cystationinu a cystei-
nu. Tieto nalezy podporené starostlivou analyzou tesnych
korelacii by mohli poskytnut novy pohlad do patofyzioldgie
hepatocelularnej dysfunkcie v sepse. Fbg patri medzi koa-
gulacné faktory. Je reaktantom akutnej fazy syntetizovany
v peceni, s pol¢asom katabolizmu 2-4 dni. Jeho vyznam
je zniZeny tym, Ze pri hemokoagula¢nych poruchach, ktoré
akutne stavy Casto sprevadzaju, naopak klesa. Indikaciou na
vySetrenie Fbg u pacientov s MODS je kontrola stupna jeho
konzumpcie a degradacie a tiez spolu s dal§imi analytmi od-
had prebiehajuceho zapalu. Celkova bielkovina a albumin
v katabolickych stavoch klesaju. Bol zisteny vztah medzi
hypoalbuminémiou a prognozou. Pokles albuminu o kaz-
dych 10g/1 signifikantne zvySuje riziko mortality (o 137 %),
morbidity (o 89 %), predlzuje pobyt na ICU a v nemocni-
ci (028 resp. 71%), zvySuje naklady na liecbu (o 66 %).
V tazkej sepse je pozorovany trend k viacSiemu benefitu pri
podavani albuminu.

ZAVER

Pre starostlivost o pacienta v kritickom stave je vedla
vhodného vyberu proteinov akutnej fazy, cytokinov a inych
markerov limitujuca dostupnost v realnom Case. Ani cyto-
kiny, ani proteiny akutnej fazy nespifiaju uplne vieobecné
poziadavky kladené na ukazovatel zapalu s optimalnymi
vlastnostami a vo vsetkych klinickych situaciach. S vyvojom
proteomiky, genomiky a mikroanalyzy budeme schopni zis-
kat infekcny alebo septicky profil kazdého pacienta zvlast
vel'mi rychlo z malej vzorky krvi. Bioinformatika pomoze
interpretovat tento profil do klinicky relevantného indexu,
ktory moze urcit a prispdsobit liecbu a charakterizovat pa-
cienta so sepsou.




AKTUALNE TRENDY V LABORATORNEJ
DIAGNOSTIKE AKUTNYCH INTOXIKACII

SCHMIDTOVA, K.

Klinika laboratornej mediciny, Synlab.SK, s.r.o., Bratislava

Specifikom v diagnostike intoxikacii je, Ze analyza je vo
vacsSine pripadov zamerana na zistenie neznamej exogén-
nej latky. Napriek tomu, Ze su niekedy uvedené latky, ktoré
pravdepodobne sposobili zmenu zdravotného stavu pacien-
ta, laboratorium vacSinou vykonava skriningové vySetrenie
spektra latok, ktoré by mohli byt pravdepodobne pozité.
Podmienkou toxikologickej analyzy je, Ze pri akitnom sta-
ve pacienta musi byt rychla. Vysledok musi byt spolahlivy
a rychlo dostupny.

NajcastejSou pricinou akutnych otrav su otravy liekmi,
drogami, alkoholom, pesticidmi a/alebo ich kombinaciou.

Najvicsie moznosti v oblasti analyzy tychto latok po-
skytuju separa¢né a imunochemické metody. Rozvoj prave
tychto metod v poslednych rokoch vyrazne zvysil moznosti
dokazu cudzorodych latok v organizme.

Chromatografické metody postupne presli od tenko-
vrstvovej chromatografie ku kolénovym technikam kva-
palinovej a plynovej chromatografie. Obe tieto metddy
zaznamenali v ostatnych rokoch vyrazny posun vo zvySeni
separacnej ucinnosti a moznosti detekcie. Automatizovana
on-line SPE extrakcia spolu so separaciou na viacerych ko-
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l6nach sucasne zrychlila ¢as analyzy. Porovnanim UV spek-
tier rozdelenych latok v elektronickou kniZnicou spektier sa
zvysila objektivita identifikacie.

Hmotnostna spektrometria v spojeni s kvapalinovou
a plynovou chromatografiou sa dnes stala v toxikologickej
praxi rutinnou metodou. Elektronicka databaza hmotnost-
nych spektier, ktoré su softvérovo priamo spojené s chro-
matografickou analyzou, umoZznuje rychlu a spolahlivu
identifikaciu vel'kého spektra toxickych latok v biologickom
materiali. Rozvoj uvedenych metod, ich vysoka citlivost,
umoznuje znizit mnozstvo biologického materialu az 10-na-
sobne. Okrem identifikacie toxickych latok umoznuje aj ich
kvantifikaciu v biologickom materiali (mo¢, krv).

Rovnako vyznamny pokrok nastal aj vo vyvoji imuno-
chemickych metod. Ich vyhodou je vysoky stupen automa-
tizacie, minimalizacia objemu vzorky, moznost vyuzitia au-
tomatickej predanalytickej fazy- nacitanie a rozdavkovanie
vzorky do jednotlivych automatov. Vsetky tieto kroky vedu
k zniZeniu ¢asu od prijmu vzorky po vydaj vysledkov.

Imunochemické metddy s spojeni s chromatograficky-
mi su dnes §iroko pouzivanymi technikami najma ako jed-
nokrokové testy na dokaz drog a niektorych skupin liekov.
Sluzia na rychlu orientaciu pozitia druhu drog pri podozre-
ni z drogovej zavislosti, pripadne oddiferencovanie od pozi-
tia alkoholu, ¢o moze byt v niektorych pripadoch klinickym
vySetrenim problematické. Tu vSak by sa nemalo zabudat
na konfirmaciu pozitivnych vysledkov inou, najlepsie GC/
MS metodou.

V prednaske je rozobrané praktické vyuZitie tychto me-
tod v toxikologickej analyze intoxikacii.
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IMUNOPETOGENEZA DIABETES MELLITUS 1A
A MOZNOSTI STANOVENIA AUTOPROTILATOK

STAVNY, J., JURASKOVA, E.
KACANIOVA, M., VARMUSOVA, E.

Oddelenie klinickej biochémie, s.r.o. Zilina
pracovisko Poprad

Diabetes mellitus (DM) je najCastejSim metabolickym
ochorenim. Incidencia diabetu neustale vzrasta. Najvyssi
vyskyt DM 1A bol zaznamenany v severnej ¢asti Europy.

DM 1A sa najcastejSie spaja s molekulami HLA DQ2
a HLA DQ8. Geneticku predispoziciu prenasaju na svoje
deti viac muzi ako Zeny. Vzhladom na skuto¢nost, Ze az 80%
pripadov DM 1A vznika mimo rodin poukazuje na spustaci
resp. modulujuci efekt faktorov vonkajSieho prostredia na
vyvoj diabetu. Obvinuje sa najma pred¢asné ukoncenie doj-
Cenia a nasledné krmenie kravskym mliekom.

Dalsim vyznamnym faktorom su najmé virusové infekcie
ako su Coxackie B, virus rubeoly, parotitidy a cytomegalovi-
rusu (CMV). Cast peptidového refazca Coxackie B4 virusu
ma rovnakeé zloZenie ako peptid pochadzajuci z GAD 65 (vi-
rusové mimikry). Predpoklada sa, Ze pri imunitnej odpovedi
na CB4 virus dojde k aktivacii a naslednej proliferacii klonov
T-lymfocytov. Mechanizmus deStrukcie beta-buniek Langer-
hansovych ostrovéekov spociva v aktivite TH1 lymfocytov,
aktivovanych makrofagov a cytotoxickych T-lymfocytov. TH1
lymfocyty sa interakciou s bunkami prezentujicimi antigén
(beta-bunky) aktivuju, zaCnu produkovaf cytokiny, najma
INF-gama, ktory nasledne stimuluje makrofagy. Aktivované
makrofagy poskodzuju beta-bunky ako svojim cytotoxickym
posobenim (produkcia VKR), tak produkciou cytokinov
a interferonu, ktoré indukuju apoptdzu.

K dokazu autoimunitnej inzulitidy sa pozivaju stanove-
nia tychto autoprotilatok:

anti-GAD (glutamat dekarboxylaza), anti-IA-2A (tyro-
zin fosfatazy), autoprotilatky proti inzulinu (IAA) a ICA
(Islet Cells Antibodies).

V roku 1974 Botazzo a spol. zacali prvykrat stanovo-
vat ICA na kryostatickych rezoch pankreasu v sérach pa-
cientov s DM 1A s vyuzitim nepriamej imunofluorescencie
(NIF).

V poslednych rokoch je Coraz vyraznejSia snaha nahra-
dit ICA inymi sérologickymi markermi. Autoprotilatky pro-
ti GAD, IA-2A a inzulinu mozeme detekovat jednoduchymi
metodami ELISA alebo RIA. V podmienkach nasho labo-
ratdria je to ELISA.

Baekesskov a spol. v roku 1990 zaviedol stanove-
nie autoprotilatok proti dekarboxylaze kyseliny glutamove;j
(GADA). GAD je enzym, ktory katalyzuje dekarboxylaciu
kyseliny glutamovej za tvorby inhibi¢ného neurotransmitera
kyseliny gama-aminomaslovej (GABA). GAD sa nachadza
hlavne v GABA-ergnych neuronoch mozgu a v beta-bun-
kach Langerhansovych ostrovéekov. V menSom mnoZstve
sa nachadza aj v ovariach, testes, oblickach a S§titnej Zla-
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ze. Existuju dve izoformy: GAD 65 a GAD 67. V beta-bun-
kach je GAD 65. Vyhodou GADA je, Ze ich pritomnost
aj koncentracia pretrvavaju dlhSie a su najcastejSie zistova-
nou autoprotilatkou u DM 1A s klinickou manifestaciou
v dospelom veku. Vyskyt GADA u pribuznych pacientov
s DM 1A dosahuje 5-9%. Nie menej doleZity je pomerne
Casty (3-16 %) vyskyt tychto protilatok aj u pacientov klasi-
fikovanych ako DM 2. Pozitivita tohto markera upozornuje
na pritomnost autoimunitnej inzulitidy a teda latentného
autoimunitného diabetu dospelych (LADA), ¢o predikuje
potrebu inzulinovej lieCby.

Protilatky proti tyrozinovym fosfatazam (IA-2A).

IA-2A je transmembranovy protein patriaci do rodiny
intracelularnych transmembranovych proteinov s tyrozin
fosfatazovou aktivitou. Autoprotilatky IA-2A sa zistiliu 60
-80% novozistenych DM 1A. Su o nieCo menej Casté ako
ICA a GADA, ale castejSie ako IAA (50-60%). IA-2A sa
najlepSie hodia na predikciu diabetu u pribuznych pacien-
tovs DM 1A.

Protilatky proti inzulinu (IAA).

Inzulin bol prvym chemicky definovanym autoantigé-
nom beta-buniek Langerhansovych ostrovéekov. IAA sa
v sérach pacientov objavuju uz v predklinickej faze u naj-
menSich deti a objavuju sa ako prvé (Ziegler a spol.,1999).
IAA je mozné zistit asi u 50-60 % pacientov s novozistenym
DM 1A, ale tiez u menej ako 1% zdravych jedincov. U do-
spelych pacientov je pozitivita IAA vyznamne nizSia. IAA
ako sérologicky marker sa vyuziva hlavne v detskom veku.

Je dolezité stanovit aj hladinu C-peptidu, aby sa zistilo,
do akej miery su zniCené beta-bunky prebehnutou inzuliti-
dou. Klinicky sa DM 1A prejavi, ak sa pocet beta-buniek
zniZi asi o 80 %.

Pritomnost IA-2A sa zdruZuje s agresivnejSou formou
ochorenia a ma spomedzi protilatok najvyssiu prediktivnu
hodnotu u prvostupinovych pribuznych pacientov s DM
1A. Zo stupajucim vekom zaciatku DM 1A narasta hodno-
ta GADA.

Hoci DM 1A dosahuje najvyssiu prevalenciu v detskom
veku, toto ochorenie sa moze vyvijat v ktoromkolvek veku
vratane 0smej dekady Zivota. Zaciatok DM 1A v dospelom
veku je v skuto¢nosti omnoho Castejsi ako sa povodne pred-
pokladalo. Ukazuje sa, ze v dospelom veku sa rozvija 20 az
27 % z celkového poctu DM 1.

Podla jednotlivych Studii sa vyskyt GADA medzi pacien-
tami s DM 2 dosahuje u 3-16 % v zavislosti od etnika, geo-
grafickej oblasti, pritomnosti alebo nepritomnosti obezity.

Medzi pacientami s DM 2 mlad§imi ako 35 rokov sa
GADA vyskytovala az v 34 % pripadov, u pacientov 34-44-
rocnych v 14 % pripadov a u starSich ako 45 rokov bola
GADA pozitivna v 7-9 % pripadov

Pritomnost obezity je dalSim faktorom, ktory ovplyv-
nuje pozitivitu GADA. GADA je castejsia u Stihlych ako
u obéznych s DM-2. Pritomnost GADA predpoveda neskor-
§iu potrebu inzulinovej lieCby vo viac ako 70-90 % pripadov
DM 2 a senzitivitou cca 50 %.




ULOHA D VITAMINU V METABOLIZME

STECOVA, A.!, BATOROVA, E.!, DOBAKOVA, E.!
KILIAN, E.!, PAYER, J.2, KILLINGER, Z.2

'Laboratorna diagnostika Medirex, a.s., Bratislava,
2V. interna klinika Lekarskej fakulty
Univerzity Komenského a Fakulnej nemocnice Bratislava

Zo skupiny vitaminov D st najdoleZitejSie vitamin D3
(cholekalciferol) a vitamin D2 (ergokalciferol). Va¢sinu po-
trebného vitaminu D3 si organizmus tvori v kozi uc¢inkom
ultrafialového ziarenia na 7-dehydrocholesterol. Iba malu
Cast prijima potravou ZzZivociSneho pdvodu, ako su vajec-
ny Zitok alebo olej z rybacej pecene. Vitamin D2 vznika
uéinkom slne¢ného Ziarenia na ergosterol, ktory vytvaraju
predovsetkym kvasnice. Je biologicky menej aktivny, ako vi-
tamin D3. Obidva vitaminy D st prenasané z koze do krvi.
V organizme sa nachadzaju v niekol'kych formach: 25-OH-
vitamin D3 a 25-OH-vitamin D2 st najdoélezitejSimi meta-
bolitmi vitaminov D nachadzajucich sa v krvi a su odrazom
ich zasob v organizme. Vznikaju hydroxylaciou 25. uhlika
v peceni. Hormonalne aktivne su vSak az 1,25-(OH)2-vita-
min D3 a 1,25-(OH)2-vitamin D2, ktoré sa tvoria enzymovo
1-hydroxylaciou v oblickach. Aktivovana forma vitaminu D
posobi po jej naviazani sa na receptory pre 1,25-(OH)2-vita-
min D3 v réznych organoch [udského tela.

Ulohy vitaminu D:
e absorpcia vapnika z Creva
* mineralizacia kostnej matrix
» diferenciacia osteoblastov
e inhibicia sekrécie PTH
 udrZiavanie svalového tonusu

imunomodula¢né uéinky dané aktivaciou monocytov,

potlacenim proliferacie lymfocytov, tvorby imunoglo-

bulinov a cytokinov

e ovplyvnenie vzniku a rastu niektorych nadorov (kar-
ciném prsnika, pankreasu)

e ovplyvnenie stavu niektorych infekénych a zapalovych
ochoreni (tuberkuloza, reaumatoidna artritida, ap.)

e posobenie na syntézu a vyluCovanie inzulinu v Lan-
gerhansovych ostrovéekoch - deficit D vitaminu sa
vo viacerych studiach ukazal byt spojeny so sniZenou
sekrétiou a syntézou inzulinu

Referenéné hodnoty 25-OH vitaminu D3: vzhladom
k zavislosti na slne¢nom Ziareni, ozonovej vrstve, veku a pig-
mentacii uvadzame iba orienta¢né koncentracie v sére:

Optimalne: 30-80 ug/l
Insuficiencia: 15-30 ug/l
Tazka insuficiencia: <15 ug/l
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25-OH vitamin D2 tvori menej, ako 10 % koncentracie
25-OH vitaminu D3.

Znizené koncentracie vitaminu D su najcastejSie pri:
¢ nutricnom deficite
¢ senilnej/postmenopauzalnej osteoporoze
e celiakii a inych malnutriénych ochoreniach GIT
e insuficiencii exogénnej funkcie pankreasu
¢ biliarnej cirhoze a inych hepatopatiach
¢ renalnej osteodystrofii a nefrotickom syndrome
¢ hypokalciémii
¢ lieCbe antikoangulanciami

Zvysené koncentracie pri:
¢ hyperkalciémii
e intoxikacii vitaminom D

Vzhladom k vyznamu vitaminu D sme v spolupraci s os-
teocentrami v KoSiciach, Lubochni, Banskej Bystrici, Pies-
tanoch a Bratislave urobili epidemiologicku Studiu, ktorej
cielom bolo zistit koncentracie 25-OH-vitaminu D3 v popu-
lacii slovenskych premenopauzalnych Zien.

Material a metody: Studie sa zucastnilo 162 zdravych Zien
vo veku 23-41 rokov. Odber materidlu sa robil v jesennych
mesiacoch roku 2007, sérum bolo aZ do vySetrenia zmra-
zené pri -20°C. Analyzy sa robili vysokouc¢innou kvapali-
novou chromatografiou (LC-20 AD, Shimadzu- Japonsko)
s UV detekciou, reagencnym kitom firmy Chromsystems.

Vysledky: Hodnoty sa pohybovali v rozmedzi 32,58 +
12,25ug/1 (tabulka ¢. 1.). Rozdelenie nebolo gausovské,
krivka bola posunuta niz§im hodnotam. PribliZzne polovica
zien mala hodnoty nizZSie ako 30ug/l, najnizSie koncentra-
cie boli u zien vo veku 38-41 rokov, najvyssie u 22-25-ro¢-
nych.

Tab. 1. Koncentracie 25-OH-vitaminu D3 u zdravych premenopau-
zalnych slovenskych zien

5 95
median | priemer | SD n | percentil | percentil
S250H-D3 | 30,21 32,58 | 12,25 | 162 16,20 57,47

Zaver: Deficit 25-OH-vitaminu D3 sme nasli az u 50 % sle-
dovanych zdravych slovenskych premenopauzalnych Zien.
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PRENATALNY BIOCHEMICKY SKRINING
VRODENYCH VYVOJOVYCH CHYB

STECOVA, A., SCHENKOVA, K.
DOBAKOVA, E., WEIGLOVA, K.

Laboratorna diagnostika Medirex, a.s.
Bratislava

V ramci prenatalnej starostlivosti o tehotnu Zenu boli
v mnohych krajinach zavedené celoplo$né skriningové
programy na detekciu vrodenych vyvojovych chyb plodu.
Medzi najCastejSie a najzavaznejSie vrodené vyvojové chyby
(VVCH) v nasej populdcii patria raz§tepové chyby nervovej
trubice (neural tube defects, NTD) a chromozémové abe-
racie (CHA).

Na Slovensku je organizacia skriningu oSetrena Odbor-
nym usmernenim MZ SR ¢islo 14631-3/2006-0ZS, ktorého
cielom je Standardizacia a skvalitnenie prenatalneho skrinin-
gu vyvojovych chyb v segmente vySetrenia biochemickych
markerov gravidity a ich celoplo§ného vyuZitia v prenatalnej
diagnostike s moznostou zvysenia zachytnosti VVCH.

I. trimester: vySetrenie by sa malo robit v 10+ 1 az 13+6
tyzdni gravidity, optimalne v 10+0 az 11+3. Zakladnymi
biochemickymi parametrami su: s graviditou asociovany
protein A (prednancy associated protein A, PAPP-A) a hu-
manny choriogonadotropny hormon (HCG).

II. trimester: v 14+0 az 18. tyZdni gravidity (maximalne
v 20. tyzdni) stanovit alfa-fetoprotein (AFP) a HCG. Stano-
vované parametre musia spifiat kritéria kvality. Vysetrenia
maju byt hodnotené certifikovanym softvérom.
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V sucasnosti sa za najpreukazatelnejsi povazuje tzv. in-
tegrovany test.

PAPP-A je bielkovina vznikajuca v rozvijajucej sa pla-
cente, predpoklada sa, Ze zvySuje dostupnost IGF. V ma-
terskej krvi sa zvySuje od 7. tyzdna gravidity. ZniZené hod-
noty su sposobené posttranslaénymi zmenami, poruchou
prechodu placentou alebo modifikovanou stabilitou v sére.
Predikuju Downov syndrom a iné aneuploidie. PAPP-A sa
nesmie hodnotit samostatne, ale vZdy s inymi parametrami
(nuchalna translucencia, free-beta-HCG, ap.) Zakladnou
podmienkou interpretacie je presne ureny gestacny vek,
vzhladom k tomu, Ze koncentracia PAPP-A sa so stupaju-
cim vekom plodu zvySuje exponencialne.

HCG je produkovany v placente, jeho tlohou je udrzia-
vanie corpus luteum, ovplyviuje tiez syntézu steroidnych
hormoénov. Biologicky aktivny HCG je tvoreny podjednot-
kami alfa a beta, ale v placente a v krvi sa nachadza vo via-
cerych formach (viazané i vol'né podjednotky, ap.). VoIné
beta-HCG tvori asi 1-4 % celkového HCG a toto percento
sa zvySuje u plodov postihnutych chromozomovymi abera-
ciami. Pre skrining aneuploidii v I. trimestri sa preto dopo-
rucuje stanovenie volného beta-HCG. Pre II. trimester sa
poziva stanovenie celkového HCG.

AFP je produkovany pecenou plodu a oblickami vyluco-
vany do amniovej tekutiny, odkial' sa dostava do materske;j
krvi. Jeho zvySené hodnoty su pritomné u plodov s defekta-
mi neuralnej trubice a prednej brusnej steny. Mozu indiko-
vat tiez predCasny porod a retardaciu intrauterinneho rastu.
Nachadzaju sa fyziologicky pri viacplodovej gravidite. Zni-
zené hodnoty predikuju chromozomové aberacie.

Pre spravny skrining je dolezita uzka spolupraca s gy-
nekologmi a genetikmi, ako aj premyslena kombinacia roz-
nych parametrov tak, aby sa zachytilo ¢o najvysSie percento
VVCH pri nizkej falo§nej pozitivite.




NAVRH REFERENCNYCH HODNOT UKAZOVATEL.OV
KOSTNEHO METABOLIZMU PRE POPULACIU
SLOVENSKYCH PREMENOPAUZALNYCH ZIEN

STECOVA, A.!, DOBAKOVA, E.!
KILIAN, P.!, PAYER, J.2, KILLINGER, Z.

'Laboratorna diagnostika Medirex, a.s., Bratislava,
2V. interna klinika Lekarskej fakulty
Univerzity Komenského a Fakultnej nemocnice, Bratislava

Uvod. Ukazovatele kostného metabolizmu sa pouzivaju
predovsetkym pri zistovani velkosti kostného obratu a mo-
nitorovani antiresorpénej aj anabolickej liecby.

Na hodnotenie resorpcie kostnej hmoty sa najcastejSie
pouzivaju:

e Hydroxyprolin - dnes sa od neho ustupuje vzhladom

k predanalytickym problémom a s tym suvisiacimi
tazkostami pri interpretacii

e VoIné alebo na bielkoviny viazané cross-links:

* Deoxypyridinolin

» Karboxyterminalny telopeptid kolagénu typu 1
(ICTP, B-CTx)

* Aminoterminalny telopeptid kolagénu typu 1
(NTx)

Pri zmenach kostnej novotvorby su to:
* Kostny izoenzym alkalickej fosfatazy
e Karboxyterminalny propeptid prokolagénu typu I
(P1CP)
* Aminoterminalny propeptid prokolagénu typu I
(PINP)

Obrazom celkového kostného obratu je osteokalcin.
Doélezitym bodom su referenéné hodnoty, kedze od
tychto sa odvijaju hranice, ktoré by sa mali dosiahnut pri
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terapii. Pri anabolickej terapii je ukazovatelom uspesnosti
lieCby PINP, ktorého koncentracie by sa mali zvySit najme-
nej o0 40%. Uspesnost antiresorpénej terapie sa monitoruje
pomocou CTx (zniZenie koncentracie o 35-55 %), osteokal-
cinu (zniZenie o 20-40 %) a PINP (znizenie o 40 %).

Material a metody: Vzhladom k tomu, Ze viaceré pra-
coviska na Slovensku pouzivaju ako ukazovatele kostného
metabolizmu osteokalcin, PINP a CTx, stanovili sme refe-
renéné hodnoty pre tieto parametre na analytickom systé-
me Modular E 170 (Roche, Bazilej, Svajéiarsko). Metody st
zaloZené na imunochemickom stanoveni pomocou dvoch
monoklonovych protilatok, s elektrochemiluminiscenc¢nou
detekciou. Vyber vhodnych probandiek sa robil v spolupra-
ci s osteocentrami v KoSiciach, Lubochni, Banskej Bystrici,
Piestanoch a 2 centrami v Bratislave. Do suboru bolo vybra-
tych 162 zdravych zien vo veku 23-41 rokov s normalnou
kostnou denzitou. Material sa predanalyticky spracoval v
laboratoriach klinickej biochémie a zmrazil az do terminu
stanovenia na -20°C. Analyzy sa robili v jednej sérii pre
kazdy parameter.

Vysledky: su uvedené v tabulke €. 1:

Tab. 1. Hodnoty kostnych ukazovatelov v populacii premenopauzal-
nych slovenskych zien

medidn priemer b percsentil pergc:ntil
CTx 258,95 261,05 109,76 86,90 439,31
OSTEO 19,45 19,95 6,55 9,91 32,02
PINP 34,16 36,29 13,94 17,71 62,18

Zaver: Stanovili sme referen¢né hodnoty ukazovatelov
kostného metabolizmu v populacii slovenskych premenopa-
uzalnych Zien, a to PINP, osteokalcin a CTx.
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PRINOS SKRININGOVEHO VYSETRENIA
GUANIDINOACETATU K DIAGNOSTIKE PACIENTOV
S PORUCHOU BIOSYNTEZY KREATINU

SALINGOVA, A.!, BEHULOVA, D.!, KOLNIKOVA, M.2
BARTL, J.3, BODAMER, 0.4, BELAN, S.5, PONEC, J.!

!0ddelenie laboratornej mediciny
Klinika detskej neurologiea Detska fakultna nemocnica
s poliklinikou, Bratislava, Slovenska republika
3Ustav dédi¢nych metabolickych poruch, 1. LF UK, Praha
Ceska republika
‘Department of Pediatrics and National Newborn
Screening Laboratory , University Hospital and General
Hospital of Vienna, Austria
SKlinika radiodiagnostiky, Fakultna nemocnica
akad. L. Dérera, Bratislava, Slovenska republika

Uvod: Deficit guanidinoacetat metyltransferazy (GAMT,
EC 2.1.1.2; Mc Kusick 601240) je autozomovo recesivne de-
di¢né ochorenie biosyntézy kreatinu. Klinicky fenotyp je va-
riabilny, zahfia Siroké spektrum neurologickych priznakov
od progresivneho extrapyramidového postihnutia, svalovej
hypotonie po epilepsiu a mentalnu retardaciu. Charakte-
ristickym biochemickym nalezom je vysoké vyluCovanie
guanidinoacetatu (GAA), nizka koncentracia kreatininu
a deplécia kreatinu v mozgu a vo svaloch. Deficit GAMT je
dobre lieCitelny oralnou suplementaciou kreatinmonohyd-
ratom a dalSou podpornou terapiou.

Kazuistika: V praci prezentujeme dve sestry, 6- a 16-
rocné, s psychomotorickou retardaciou, poruchami reci,
autistickym spravanim a epilepsiou. Rutinné biochemické
nalezy poukazali na vyrazne zniZené koncentracie kreatini-
nu v sére (17 a 21 umol/l) a extrémne zniZenu exkréciu kre-
atininu v zbieranom mo¢i 0,02 mmol/kg/24 h (referencny
rozsah 0,06-0,19) a 0,08 mmol/kg/24 h (referencny rozsah
0,16-0,24). Skriningova HPTLC metdda s vyuzitim Sakagu-
chiho ¢inidla na dokaz guanidino zlu¢enin v rannom a zbie-
ranom moc¢i dokazala extrémne zvySené vyluCovanie GAA.
Metoda kvantitativneho stanovenia GAA pomocou tandem
MS potvrdila jeho zvySenu exkréciu. Hoci nalez na NMR
bol u obidvoch sestier v norme, vysledky in vivo protonove;j
magnetickej rezonancnej spektroskopie ('"H-MRS) potvrdili
vyraznu depléciu kreatinu v mozgu. Definitivna konfirma-
cia diagnozy deficitu GAMT u prezentovanych pacientiek
mutacnou analyzou je v sucasnosti realizovana v spolupraci
s genetickym laboratoriom v zahranici.

Zaver: Vysetrenie GAA by malo byt dostupné v ramci
skriningového metabolického vySetrenia v prislusSnych Spe-
cializovanych diagnostickych centrach. Obzvlast dolezita
je indikacia tohto parametra u pacientov s neurologickou
symptomatologiou, epilepsiou, mentalnou retardaciou, ex-
trapyramidovymi priznakmi, poruchami reéi, autizmom,
svalovou hypotoniou a slabostou. Pri véasnom stanoveni di-
agnozy a nasadeni liecby dochadza k vyraznému zlepSeniu
klinického stavu pacientov s deficitom GAMT.
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LATE BLOCKADE OF THE RENIN-ANGIOTENSIN
SYSTEM IN THE OBESE ZUCKER RAT -
FUNCTIONAL AND PARTIAL MORPHOLOGICAL
REGRESSION OF RENAL INJURY
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SEBEKOVA, K.!, LILL, M.2
BOOR, P.', HEIDLAND, A.3, AMANN, K.2

Department of clinical and experimental Pharmacotherapy
Slovak Medical University, Bratislava, Slovakia
2University Erlangen-Niirnberg, Department of Pathology
Erlangen, Germany
3Department of Internal Medicine, University of Wiirzbur-
g, Wiirzburg, Germany

Background and objectives. In various experimental
nephropathies, inhibitors of the renin-angiotensin-system
(RAS) halted the progression, and in a few studies even in-
duced a regression of renal injury. However, whether in the
established diabetic nephropathy (DN) of type 2 diabetes
mellitus RAS inhibitors are able to reverse renal damage
remains unclear. We studied the effects of a late blockade of
RAS with perindopril or candesartan on renal injury in the
obese Zucker rat (OZR).

Design, animals, materials and methods. Forty 4-week-
old OZRs were uninephrectomized and fed a high protein
diet to accelerate DN. After 16 weeks, they were randomized
into 4 groups (n=10 each) with comparable proteinuria: 1)
control group sacrificed immediately for baseline data, and
groups daily gavaged for 8 weeks with 2) placebo, 3) perin-
dopril (1 mg/kg/d), or 4) candesartan (10 mg/kg/d).

Results. Compared to placebo, both drugs reduced blo-
od pressure (perindopril by 15.6 %, candesartan by 9.5%),
and renal hypertrophy. Glomerulosclerosis was halted and
the numbers of glomerular endothelial and podocyte cells
were restored. Mesangiolysis was reversed by perindopril,
length density of glomerular capillaries by candesartan, and
proteinuria by both treatments (perindopril to 32 % and can-
desartan to 37 % of pre-treatment values). Metabolic and
oxidative parameters were either stabilized (perindopril),
or improved (candesartan) in comparison to pre-treatment
values.

Conclusions. Our data show that in the OZR late inhi-
bition of RAS halts the progression of glomerulosclerosis,
induces a partial regression of mesangiolysis and of capil-
lary length density, and prevents the decline in glomerular
endothelial and podocyte cell numbers. Tubulointerstitial
fibrosis and vascular injury remains unchanged. Proteinuria
shows a marked regression.




SUCASNA DIAGNOSTIKA GLYKOGENOZ
NA SLOVENSKU - JE MOZNE JEJ ZLEPSENIE?

VYSLEDKY STANOVOVANIA
ORGANICKYCH KYSELIN

SEBOVA, C.!, OSTROZLIKOVA, M.!
BEHULOVA, D.!, SALINGOVA, A.!, HOLESOVA, D.!,
HLAVATA, A.3, BZDUCH, V.2, HALOVA, K.*

SALIGOVA, J.5, POTOCNAKOVA, I’.5, PONEC, J.!

!0ddelenie laboratornej mediciny,
Prva detska klinika a
3Druha detska klinika, Detska fakultna nemocnica
s poliklinikou, Bratislava
‘Detska fakultna nemocnica, Banska Bystrica
SDetska fakultna nemocnica, Kosice

Uvod: Glykogenézy (GSD) su dedicné metabolické
poruchy metabolizmu glykogénu. Znamych je viac nez 12
typov (kazdy podmieneny inym genetickym defektom).
Ich klasifikacia je zalozena na deficite prisluSného enzymu
a postihnutych tkanivach. Poruchy metabolizmu glykogénu
poskodzuju primarne pecen, svaly, ale aj iné organy.

Ciel' prace: Odhadnut prevalenciu glykogen6z na Slo-
vensku a poukazat na ich problematicku diagnostiku.

Metody: Z troch centier pre dedi¢né metabolické po-
ruchy na Slovensku sme ziskali idaje o diagnostikovanych
a lieCenych pacientoch s glykogenozou (GSD). Podklady
sme analyzovali a nasledne sme hladali efektivne rieSenia
v tejto oblasti.

Vysledky a zavery: V stucasnosti je na Slovensku v det-
skej populacii evidovanych iba 13 pacientov s potvrdenou
diagnézou glykogenozy (GSD). Na zaklade vysledkov ich
molekulovo-genetickych a/alebo enzymovych vySetreni boli
detegované tieto typy glykogenoz: 5 pacientov s GSD typ
Ia, 3 pacienti s GSD typ Ib, 3 pacienti s GSD typ III, 1
pacient s GSD typ IV, 1 pacient s GSD typ IX a 1 pacient
s GSD typ 0. Nenasli sme pacientov so svalovymi formami
glykogenoz (V,VII).

Vyskyt glykogenoz v Europe je podla sucasnych studii
priemerne 1 pripad na 20 000-25 000 zivonarodenych deti.
Nizky pocet potvrdenych glykogenoz je pravdepodobne
dosledkom nedostato¢nej detekcie tychto ochoreni na Slo-
vensku:

1. V pediatrickej praxi je potrebné v diferencialnej di-
agnostike CastejSie uvazovat o moznych glykogeno-
zach, obzvlast pri miernejSich formach ochorenia.

2. Diagnostika glykogenoz v populacii dospelych nie je
dorieSena. Nepredpokladame, Ze mierne formy gly-
kogenoz su spravne odhalené u pacientov s peceno-
vou a svalovou symptomatologiou.

3. Ku zmene situacie je nutna dostupnost lepSej eduka-
cie v danej problematike pre klinikov.
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SKODOVA, J., PERECKOVA, J.
PONEC, J., BEHULOVA, D.

Centrum dedi¢nych metabolickych poruch
Oddelenie laboratornej mediciny
Detska fakultna nemocnica s poliklinikou, Bratislava

Uvod: Stanovovanie organickych kyselin (OK) metédou
GC-MS je potrebné na diagnostikovanie mnohych dedic-
nych metabolickych poruch (DMP), najmé organickych
acidurii. Pre tieto poruchy je charakteristické vyluCovanie
velkého mnozstva normalneho metabolitu, ktory nie je
obvykle detegovany, alebo vyluCovanie malého mnozZstva
Specifickych metabolitov. Organické acidurie su genetické
poruchy, ktoré vznikaju v dosledku znizenej aktivity niekto-
rého enzymu. Nastdava narusenie intermediarneho metabo-
lizmu a akumulacia toxickych latok v organizme.

Metoda a pacienti: Organické Kkyseliny sa vySetrovali
u pacientov so suspektnou DMP z ranného mocu po tpra-
ve. Klasicka priprava vzorky na stanovenie OK pozostava z
upravy pH, oximacie, extrakcie do etylacetatu a derivatizacie.
Analyza bola robena na pristroji TRACE GC 2000/Polaris
Q (Thermo Finnigan,USA), na kolone DB - 5 MS (30 m x
0,25 mmi. d., 0,25 um film). Bol pouzity nosny plyn hélium,
ionizacia EI - 70 eV a kvantifikacia v SCAN made.

Vysledky: Pocas 5 rokov (2004-2008) sme vysetrili 3250
vzoriek od pacientov s podozrenim na DMP a zachytili sme a/
alebo monitorovali 48 pacientov s nasledovnymi ochoreniami:

DMP Pocet pacientov
Organickeé acidurie 15

Metylmalonova aciduria

Propidnova aciduria

2-oxoadipova aciduria

3-metylglutakonova acidiria

Glutarova acidiria I

Canavanova choroba

Mevalonova acidiria

Aminoacidopatie

Leucindza

Tyrozinémia I

Alkaptonuria

ool | = = e —w || —— | |wx

Fenylketonuria

Poruchy oxidacie mastnych kyselin 14
Deficit MCAD 8
Deficit MAD 4
Deficit LCHAD 1
Deficit VLCAD 1
9
1
1

Mitochondriové poruchy

Peroxizomové poruchy

Zellwegerova choroba
Spolu 43
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Sme zaradeni do medzinarodného systému kontroly
kvality ERNDIM.

Zaver: Organické acidurie, poruchy oxidacie mastnych
kyselin a iné DMP su zivot ohrozujuce stavy. Je vel'mi dole-
Zité tieto ochorenia vCas diagnostikovat a pacientov liecit,
¢im sa ich Zivot nielen zachrani ale i skvalitni. Centrum de-
di¢nych metabolickych poruch v DFNsP v Bratislave je su-
castou Oddelenia laboratornej mediciny. Poskytuje rutinné
i vitalne indikované vySetrenia v nepretrZitej prevadzke pre
celé Slovensko.
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VYUKA BIOCHEMIE
A KLINICKE BIOCHEMIE V EVROPSKE UNII

STERN, P., TRNKOVA, B.
SEBESTA, 1., ZIMA, T.

Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky
1. LF UK a VFN Praha

Prednaska shrnuje vysledky ziskané pfi navstévach 53
Iékatskych fakult ve 13 ptivodnich zemich EU v letech 2004
az 2006. Pro srovnani jsou uvedeny také udaje z Ceské re-
publiky.

ZacCina se davat prednost modulové orientované vyuce
Iékatstvi pfed zaméfenim dle jednotlivych oborl. Zatim-
co v nékterych zemich je tento postup jiz zaveden (napf.
Rakousko, Nizozemi), v jinych je zaveden CasteCné (napf.
Cesko, Irsko, SRN) nebo se o této zméné uvazuje (napf.
Portugalsko, Spanélsko). Nova orientace klade daleko vyssi
naroky na samostatné studium studentti. Velkym problé-
mem je nedostatek studijni literatury zaméfené na modu-
lové orientovanou vyuku. Zavadi se e-learning, ale to je jen
dopln€k a nastavba vyuky. Zasadni zména z pfedmétoveé na
modulové orientovanou vyuku vede k tomu, Ze ucast stu-
dentd na prednaskach je enormné vysoka. Je diskutabilni,
zda pfi pfednaskach prenasenych televizi z centralni poslu-
charny pro 500 studentd do nékolika poslucharen pro 300
studenttl, se neztraci lidsky rozmér vyuky.

Zaklad vyuky tvofi seminare, na které musi chodit stu-
denti predem pfipraveni. Intenzita vyuky v seminafich je do
znacné miry dana poctem studentli. Na nékterych fakultach
jsou diskuse o kazuistikach pro maly pocet, napf. 6 studen-
t. Jinde jsou seminare chapany jako dopln€k prednasek s
pomérné velkym poctem, napt. 30 studentti. Prakticka vyu-
ka chemie, biochemie a klinické biochemie se zna¢né ome-
zuje. Neni tomu tak ale v§ude, napf. némecké fakulty vénuji
praktickym cvi¢enim zna¢nou pozornost a fada praktik je
prubézné vybavovana novou technikou. Na né€kterych fakul-
tach jsou tyto mistnosti obrovské (az pro 90 studentil) a
vypadaji spiSe jako vyrobni haly, nez jako vyukova zafizeni.

Zkousky jsou realizovany pfevazné€ formou pisemnych
testd s volbou z vice odpovédi, pripadné doplnény rozbo-
rem kazuistik. Na né€kterych fakultach studenti odpovidaji
na otazky nékolika vé€tami nebo pisi obsahlejsi pojednani na
vybrané biochemické téma. Studenti mohou mit pfi zkousce
svobodu vybéru, kdy si k odpovédi vyberou jen dvé tfetiny
otazek a k eseji jedno téma ze t¥i. Ustni zkousky jsou vyu-
zivany zpravidla jen pfi opravnych terminech a ani v tomto
pfipadé to neni pravidlem. V Ceské republice se vétsinou
uplatnuji ustni zkousky.

K harmonizaci vyuky mezi lékarskymi fakultami EU pfe-
vlada obecné skepse. Fakulty jsou samostatné celky, velmi
hrdé na svou minulost a tradice, takZze kooperace pfi inova-
cich studijnich program® mezi jednotlivymi ustavy riiznych
fakult neni prili§ rozvinuta. Pokud by se podafilo odstranit
administrativni a technické prekazky, pak by celému proce-
su harmonizace napomohla intenzivnéjsi vymeéna hostuji-
cich profesorii a nékolika-semestrova vyména studentt.




BIOCHEMISTRY AND CLINICAL BIOCHEMISTRY
TEACHING IN EU COUNTRIES

STERN, P., TRNKOVA, B., SEBESTA, 1., ZIMA, T.

Institute of Clinical Biochemistry and
Laboratory Diagnostics, the 1% Faculty of Medicine
Charles University and General University Hospital

Prague

The lecture summarizes the results obtained during vi-
sits to 53 medical schools in the 13 original EU countries
during 2004-2006. Data from the Czech Republic are
shown for comparison.

Medical education based on modules is becoming more
popular than individual subjects of study. While some coun-
tries have already introduced this procedure (e.g. Austria
and the Netherlands), other countries have introduced it
only partially (e.g. the Czech Republic, Ireland, Germa-
ny) or they are considering it (e.g. Portugal or Spain). This
new development places much higher requirements on stu-
dents’ self-guided studies. One of the problems rests in a
lack of study literature focused on module-based education.
E-learning is being introduced, but it is only a supplement
and extension of education. The key shift from subject-ba-
sed to module-based education significantly increases the
number of students participating in lectures. The question
is whether lectures broadcast via TV from a central lecture
room for 500 people to a few lecture rooms for 300 people
are still effective and student-friendly.
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The basis of education rests in seminars, for which stu-
dents must be prepared. Work intensity during these semi-
nars depends on the number of students. Students of some
schools discuss casuistics in small groups - for example,
6 students. Other schools see seminars as lecture supple-
ments, in which large numbers of students participate - for
example, 30 students. The practical education of chemistry,
biochemistry, and clinical biochemistry becomes severely
limited. However, this does not apply to all schools. For
example, German schools pay great attention to practical
exercises and many of them are continuously equipped with
new technology. Some schools have very big rooms for prac-
tical exercises (for up to 90 students) and they look rather
like production halls and not like educational facilities.

Students usually take written examinations and they
may select from a few answers. Sometimes, they analyze
casuistics. Students of some schools answer their questions
in a few sentences or they write more comprehensive essays
on selected biochemical topics. During examinations, stu-
dents may select only two-thirds of the questions and one of
three essay topics. Oral examinations are usually used after
failed written examinations and even that does not happen
regularly.

Education provided by individual EU medical schools is
not believed to be properly harmonized. Schools are inde-
pendent institutions that are extremely proud of their past
and traditions; therefore, cooperation in the innovation of
study programs of the individual schools is not very good.
If it became possible to eliminate administrative and tech-
nical obstacles, the whole harmonization process could be
accelerated through more intensive exchanges of hosting
professors and students lasting a few semesters.
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VPLYV ZVYSENEJ EXPRESIE GENOV
21. CHROMOZOMU U LUDI S DOWNOVYM
SYNDROMOM NA KOSTNY METABOLIZMUS

SUSTROVA, M.!, KRIVOSIKOVA, Z.
SPUSTOVA, V.2, STEFIKOVA, K.?

10ddelenie imunologie a imunotoxikologie
Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava
2Oddelenie klinickej a experimentalnej farmakoterapie
Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava

Uvod: Zvysena expresia génov 21. chromozému u Tudi
s Downovym syndromom (DS), je spojena s viacerymi pa-
tologickymi stavmi, medzi ktoré patria aj zmeny v kostnom,
oxida¢nom a lipidovom metabolizme. PredCasny vyskyt
osteopordzy je v literatire opisany, nie je vSak etiologicky
potvrdeny. Na vyvoji osteoporozy sa mozu podielat rozne
faktory a zdravotné problémy, z nich pravdepodobne Castej-
Sie su abnormality v pohlavnom vyvine, nedostato¢né stra-
vovanie, gastrointestinalne problémy - Celiakalna choroba,
intolerancia laktozy, potravinové alergie, autoimunitné cho-
roby a nedostato¢na pohybova aktivita. Cielom nasej pra-
ce bolo zistit stav kostného metabolizmu u dospievajucich
a dospelych lTudi s Downovym syndromom

Pacienti a metody: Do stboru sme zaradili 90 Tudi
s Downovym syndrémom, 45 Zien a 45 muzov vo veku od
18 do 45 rokov, s priemernym vekom u Zien 25,71+ 10,3;
a u muzov 27,8+10,1. Z ukazovatelov kostného metabo-
lizmu sme vySetrili 25(OH)vitamin D, osteokalcin, osteo-
protegerin, RANKL, katepsin K, TNF-alfa, mineralne latky
(vapnik, horcik, fosfor) v sére a v moc¢i. Denzitometrické
vySetrenie absolvovali vSetci probandi s DS. Deficit 25(OH)
D sme hodnotili podla v§eobecnych kritérii: normalne hod-
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noty (>30ng/ml), Tahky deficit (20-30 ng/ml), stredny defi-
cit (10-20ng/ml) a tazky deficit (< 10ng/ml). Denzitomet-
rické vySetrenie sa robilo dvojfotonovou absorpciometriou
lumbalnej chrbtice a krc¢ku femuru.

Vysledky: V oboch skupinach bola zniZena koncentracia
25-(OH) vitaminu D (pod 20 ng/ml). Signifikantné rozdiely
sme zaznamenali medzi oboma skupinami (muzi a Zeny)
v nasledujucich vysledkoch - zniZena koncentracia 25-
(OH) vitaminu D u zZien (p<0.005), zniZena koncentracia
hladin osteokalcinu u zZien (p<0.05). Kostna denzita bola
signifikantne znizena u muzov oproti Zenam: NF hlavice
femuru (p<0.05), NF Z-score (p<0.0001), lumbalna BMD,
Z-score (p<0.003). Znizenu kostnu hustotu malo 66 % mu-
zov a 33% zien s DS. Nezaznamenali sme rozdiely v kon-
centraciach vapnika, horcika, fosforu v sére, ¢i v mo¢i.

Zaver: V nasom subore sme zistili u Iudi s DS vysoku
prevalenciu deficitu vitaminu D, u Zien signifikantne niz-
Sie koncentracie ako u muzov. Paradoxne vSak muzi mali
vyznamne zniZenu kostnu hustotu ako Zeny, ktora vsak ne-
bola zavisla ani od koncentracie vitaminu D, ani od gas-
troinestinalnych problémov (celiakia) a vyZivy. Nasli sme
vsak zavislost medzi pohlavnym vyzrievanim (anamnestic-
ké udaje o ejakulacii) a kostnou denzitou u muzov s DS.
Na pred¢asnom vyvoji osteopordzy u ludi s DS sa podie-
Ia viac faktorov, etiologicky Ciastocne odliSnych u muzov,
a u zien. Z vysledkov vyplyva nasledovné: 1. denzitometric-
ké vySetrenie musi byt sucastou preventivnej starostlivosti
o dospelych Tudi s DS, 2. deficitu vitaminu D je potrebné
predchadzat vhodnou suplementaciou a 3. u muzov s DS
s nedostato¢nym pohlavnym vyzrievanim je potrebné dopl-
nit hormonalny status o vySetrenie muzskych pohlavnych
hormoénov a FSH.

Tdto prdca bola podporend projektom Ministerstva zdravot-
nictva SR (¢.2005/39-SZU-17).




VYUZITIE PROTILATOK PROTI TKANIVOVEJ
TRANSGLUTAMINAZE V DIAGNOSTIKE
CELIAKALNEJ CHOROBY

TIBENSKA, E.

Laboratorna diagnostika Medirex a.s.
Bratislava

Celiakalna choroba je autoimunitné ochorenie, pri kto-
rom prevazuje humoralna imunitna odpoved. V organizme
sa vytvaraju protilatky proti viacerych antigénom - ¢i uz
exogénnym (protilatky proti gliadinu) alebo endogénnym
(protilatky proti endomyziu, retikulinu, tkanivovej trans-
glutaminaze). V poslednych rokoch je v diferencialnej dia-
gnostike celiakalnej choroby zaznamenany pokles vyuZitia
detekcie protilatok proti gliadinu (AGA), retikulinu (ARA)
a endomyziu (EMA) v prospech stanovenia protilatok proti
tkanivovej transglutaminaze (anti-tTG). Na naSom odde-
leni vySetrujeme podla poziadaviek lekara protilatky proti
vSetkym trom antigénom - AGA, anti-tTG v triedach IgG
a IgA a EMA v triede IgA.

Vzhladom k pomerne vysokej indikacii anti-tTG v trie-
de IgG sme si poloZzili otazku vypovednej hodnoty tohto
vySetrenia, pretoze podla svetovej a domacej literatiry ma
stanovenie anti-tTG v triede IgG vyznam len pri selektivne;j
deficiencii celkového IgA.

Ciel' prace: vyhodnotit vyznam stanovenia protilatok
proti tkanivovej transglutaminaze IgG a zistit korelaciu
medzi testami EMA anti-tTG pouZivanymi v diferencialnej
diagnostike celiakalnej choroby.

Pacienti: Od januara 2007 do konca marca 2008 sme
vysetrili spolu 3065 pacientov na anti-tTG IgA, u 1438 pa-
cientov boli sucasne stanovené aj protilatky anti-tTG v trie-
de IgG a 1552 u pacientov boli stanovené EMA protilatky.

Metody: Protilatky proti tkanivovej transglutaminaze
sme stanovovali ELISA metédou (EUROIMMUN AG,
nasledne HYCOR Biomedical LtD), protilatky proti endo-
myziu metédou nepriamej munofluorescencie (EUROIM-
MUN AG)

Vysledky: Pozitivny vysledok anti-tTG IgA (>20 IU/
ml) sme zaznamenali u 223 z 3065 vySetrenych pacientov
(7,3%), z toho u 92 bolo robené aj vySetrenie anti-tTG IgG.
V 79 pripadoch bol vysledok anti-tTG negativny pri pozitiv-
nom vysledku antitTG a len v 13 pripadoch sme pri pozi-
tivite antitTG IgA zaznamenali sucasny pozitivny vysledok
antitTG IgG. Ani v jednom pripade sme nezistili pri nega-
tivnom vysledku antitTG IgA poztivny vysledok antitTG
IgG. Zvysnych 1346 stanoveni antitTG IgG bolo negativ-
nych pri suCasnej negativite anti-tTG.

Zaver: Z naSich vysledkov, v stlade s literatirou vyply-
va, ze v diferencialnej diagnostike celiakalnej choroby ma
vyznam stanovenie protilatok proti transglutaminaze v trie-
de IgA, v triede IgG len pri selektivnej deficiencii celkového
IgA, nakol'ko sme ani v jednom pripade nezaznamenali po-
zitivne protilatky antitTG IgG pri negativite IgA.
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METABOLICKE ZMENY PRI MENTALNEJ ANOREXII

TICHA, L., BZDUCH, V.
HORNOVA, J., BIRCAK, J.

1. detska klinika DFNsP a LF UK
Bratislava

Uvod

Starostlivost o pacientov s mentalnou anorexiou ma na
1. detskej klinike LF UK takmer 40-ro¢nu tradiciu. Liecili
sme viac ako 300 pacientov vo veku 15+0,2 roka (9-18 ro-
kov).

Pokles telesnej hmotnosti pri mentalnej anorexii ovplyv-
nuju metabolické pochody organizmu, ktoré su prisne re-
gulované endokrinnymi mechanizmami. Vzhladom na ich
centralnu ulohu v metabolizme sme v danej praci sledovali
hormonalnu odpoved pri hladovani a postimula¢nu inzuli-
novu odpoved.

Pacienti a metody

Vysetrili sme 32 pacientov s AN vo veku 9-18 rokov,
s deficitom hmotnosti -9 az -45% oproti norme pre dany
vek a vySku. U kazdého pacienta sme uskutoc¢nili Standardny
peroralny glukdzovy toleranény test. Vzorky krvi na stanove-
nie plazmatickej hladiny glykémie, imunoreaktivneho inzu-
linu (IRI) sme odobrali tesne pred podanim glukozy spolu
so vzorkami krvi na vySetrenie hormonalnych parametrov a
potom opakovane o 30, 60, 120 a 180 minut po podani glu-
kozy. Vysledky vySetreni boli spracované Statisticky.

Vysledky

Minimalne, maximalne a priemerné hodnoty sledova-
nych parametrov su uvedené v tabul'ke 1, 2 a 3. Nizke hod-
noty T,, signifikantna korelacia T, s deficitom hmotnosti
a normalne hladiny TSH poukazuju na pritomnost syndro-
mu nizkeho T, Nizku hladinu gonadotropinov na zaciatku
ochorenia a ich vzostup po uprave klinického stavu, ako aj
korelaciu s % hmotnosti (r=0,6) povazujeme za fyziologic-
ku odpoved organizmu na hladovanie. Glykemicka krivka
a inzulinova odpoved pocas testu boli u vSetkych pacientov
v medziach referenénych hodnot. AvSak podanie glukdzy
viedlo u pacientok s AN k signifikantne mensiemu vzostu-
pu glykémie a IRI v porovnani s referenénymi hodnotami
pre zdravé deti, ako aj s obéznymi pacientami, kym hodnoty
glykémie a IRI boli v skupine deti s obezitou identické s re-
ferenénymi hodnotami pre zdravé deti.

Diskusia

V danej praci sme sledovali reakciu organizmu na hla-
dovanie u pacientok s AN. Poznanie endokrinnych zmien
pri hladovani a ich spravna interpretacia zabrani k predcas-
nému odosielaniu deti s AN na rézne odborné vysetrenia,
najma gynekologické, kde sa predcasne indikuje i tak nee-
fektivna hormonalna lieCba, ktora moze zabranit restaura-
cii endokrinnych parametrov pri adekvatnej terapii.
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Tab. 1. Hodnoty endokrinnych parametrov u pacientok s mentalnou
anorexiou (n=32) a u dievéat v kontrolnej skupine (n=14).
Pacientky s mentalnou anorexiou boli vySetrené opakovane
(pred liecbou a po ciasto¢nom terapeutickom zlepSeni).
Statisticky vyznamné zmeny * - p<0,05, ** - p<0,005,
** - p< 0,001

, Mentalna
Mentalna anore- anorexia po Kontrolna skupina
PARAMETER xia pred liechou L. P . ?
. zlepSeni stavu Priemer £ SE
Priemer * SE )
Priemer * SE
T, (nmol/l) 1,36+0,09 1,55+0,05* 1,84£0,12*
T, (nmol/l) 88,98:4.86 88,09£3,12 87441414
TSH (mIU/1) 2,02£0,22 2,05+0,20 1,94£0,21
LH (IU/1) 0,55£0,12 4,50+ 1,11%* 3,650,604
FSH (IU/1) 2431045 4.87+0,61%** 4,68+0,41
Testosteron 1,33£0,14 1,08£0,10 1,37£0,16
(nmol/l)
Estradiol (nmol/I) 0,14+0,02 0,18+0,03 0,30+0,05*
Progesteron
4,84+0,75 3,36+0,85* 3,36+0,321,59
(nmol/1)

Tab. 2. Priemerné hodnoty (£t SEM) glykémie pocas oralneho glu-
kozového tolerancného testu u pacientok s mentalnou anore-
xiou a obezitou. Vzorky krvi boli odobraté pred zacatim tes-
tu a nasledovne o 30, 60,120,180 minit po podani glukozy

Pacienti Glykémia pocas oGTT
(mmol/l)
Vzorka | 0 min. 3.0 6.0 1%0 130
min. min. min. min.
Anorexia | Priemer | 3,69 5,25 5,51 4,72 4,34
nervosa | +SEM | 0,50 | £1,52 | 1,47 | £1,56 | £1,35
Obezita Priemer | 4,04 6,87 6,75 5,91 5,03
+SEM | £0,48 | £1,69 | £1,99 | £0,96 | £0,98
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Tab. 3 Priemerné hodnoty (+SEM) IRI pocas oralneho glukozové-
ho tolerancného testu u pacientok s mentalnou anorexiou
a obezitou. Vzorky krvi boli odobraté pred zacatim testu
anasledovne o 30, 60,120,180 minut po podani glukozy

Pacienti IRI pocas o GTT (nmol/l)
Vzorka Omin. | 30 min. | 60 min. 1,20 1?0
min. min.
Anorexia | Priemer 0,05 0,26 0,26 0,18 0,12
nervosa | +SEM +0,02 +0,16 +0,13 0,11 +0,08
. Priemer 0,09 0,70 0,63 0,49 0,29

Obezita
+SEM +0,05 +0,66 +0,50 +0,43 0,19
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METABOLIC CHANGES IN PATIENTS
WITH ANOREXIA NERVOSA

Lp:PIA2 A FAKTOROVA ANALYZA U PACIENTOV
S METABOLICKYM SYNDROMOM

TICHA, L., BZDUCH, V.
HORNOVA, J., BIRCAK, J.

I. Department of Paediatrics of Children’s Hospital Comenius
University Medical School

Background: The care about patients with anorexia
nervosa (AN) has 40-years tradition in the Department of
Paediatrics of Children’ s Hospital Comenius University.
We have been treating patients with anorexia nervosa for
40 years. We treated more than 300 patients, in age 15+0,2
years (9—18 years). The lost of body weight in patients with
anorexia has influence to metabolic reaction in organism
witch are strictly regulated endocrine mechanism. In this
work we investigated endocrine parameters and answer of
insulin after charge of glucosae under standard conditions.

Patients and methods: We investigated 32 patients with
AN in age 9—18 years, with % deficit of weight -9—-45%.
We took samples of blood to determine hormonal parame-
ters. Plasma levels of glycemia, imunoreactive insulin (IRI)
and C-peptide were determined before and during standard
glucose tolerance test in 30, 60, 120 180 min.

Results: Values (means £SD) of indexes of body weight
and hormonal parameters are in table. We found increased
frequency of low T3 syndrome. Low LH, FSH levels and
their significant increased after refeeding can be a physiolo-
gical answer of organism to increments of body weight.

Conclusion: Our results demonstrated several endocrine
changes in fasting patients with AN. Additional studies are
needed to evaluate the mutual interaction of these hormo-
nal changes with other endocrine parameters.
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TURAY, J. VALKA, J., GRNIAKOVA, V.

Metabolicka ambulancia - Metabolic Centrum, Zvolen
Ustav Ekologie SAV - pracovisko biomatematiky, Zvolen

Lp:PIA2 (s lipoproteinmi zdruzena fosfolipaza A2) je
dnes povazovana za jeden z hlavnych markerov vulnerabi-
lity ateromatéznych plakov a ich stupna inflamacie. V na-
Sej praci sme vySetrili u 90 pacientov Lp:P1A2 a dalSich
16 metabolickych parametrov, ktoré sa ucastnia na rozvoji
aterosklerozy a jej komplikacii. Pacienti boli rozdeleni do
troch skupin. Zdravi n=26, s metabolickym syndromom
n=20 a ¢istou hypercholesterolémiou n=44.Voc¢i zdravym
bola Lp:PIA2 zvySena u pacientov s hypercholesterolémiou
0 28 % a u pacietov s metabolicky syndromom o 56 %. Na
zaklade vytvorenia matematického modelu (program Statis-
tika) sme zistili Ze u pacientov s metabolickym syndromom
je Lp:P1A2 najma funkciou ApoAl, ApoB/apoA1 a apoCIII
v ¢om sa pacienti odliSuju od druhych dvoch sledovanych
skupin. Tieto parametre sa priraduju v modernej diagnos-
tike nie len k markerom rozvoja plakov, ale aj k aktivnym
ucastnikom zmien vo vulnerabilite plakov.
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ALFA-2-MAKROGLOBULIN V SERE PACIENTOV
S CHRONICKYMI HEPATOPATIAMI A EFEKT
TRANSPLANTACIE PECENE NA HLADINU
TOHOTO PROTEINU

TURECKY, L.!, KUPCOVA, V.
SZANTOVA, M.2, UHLIKOVA, E.!

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie
LFUK
II. interna klinika LFUK Bratislava

Fibrogenéza predstavuje dolezity prvok v patogenéze
chronickych ochoreni pecene. V sucasnosti je biopsia pece-
ne s naslednym histologickym vySetrenim tkaniva ,zlatym
Standardom®“ pre zhodnotenie stupna fibrogenézy. AvSak
biopsia peCene predstavuje invazivny zakrok, ktory je stale
spojeny s moznostou zavaznejsej komplikacie. Preto je stala
snaha najst vhodnej§iu, menej invazivnu metodu sledova-
nia procesu fibrogenézy. Takouto metodou sa javi vySetre-
nie biochemickych markerov fibrogenézy v sére pacientov
s chronickymi hepatopatiami. V sucasnosti sa v praxi vyuzi-
va viacero roznych fibromarkerov ako napr. N-koncovy pep-
tid prokolagénu III, kyselina hyaluronova a dalSie. Napriek
relativne Sirokej Skale vySetrovanych markerov, ani jeden
nesplia poziadavky, ktoré by sme ocakavali od idealneho
fibromarkeru. Preto sa stale hladaju nové parametre pre
zhodnotenie tohto procesu. Jednym z potencidlnych fibro-
markerov je aj alfa-2-makroglobulin (AMG).

Ciel prace: Zistit korelaciu hladiny alfa-2-makroglobuli-
nu so stupnom fibrogenézy a sledovat vplyv transplantacie
pecene na sérové hladiny alfa-2-makroglobulinu u pacientov
s chronickymi hepatopatiami.
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Pacienti a metody: Hladinu AMG sme vysetrili u 52 pa-
cientov so steatozou pecene, 28 pacientov s chronickou he-
patitidou C a 64 pacientov s cirhdzou pecene. U 7 pacientov
sme sledovali vplyv transplantacie na AMG - vySetrili sme
koncentraciu AMG pred transplantaciou a 3,6 a 9 mesiacov
po zakroku. Hladinu AMG sme vysetrovali elektroimunodi-
fuziou podla Laurella s pouzitim monospecifickych antisér.
Stupen fibrogenézy sme hodnotili na zaklade histologické-
ho vySetrenia bioptickych vzoriek pecene na Skale od 0-4:
Fibrosis in liver biopsy specimens were staged on scale of
0-4: 0- ziadna fibrdza, 1- portalna fibroza bez sept, 2- ojedi-
nelé septa, 3- poCetné septa bez cirhozy, 4- cirhoza pecene.

Vysledky a diskusia: Hladiny AMG boli mierne zvySené
u pacientov so steatdézou pecene a chronickou hepatitidou.
Najvyssie hodnoty boli u pacientov s cirhézou pecene. Pri
rozdeleni pacientov podla stupna fibrozy boli u pacientov
s tazkou fibrozou signifikantne vyssie hladiny AMG ako u
pacientov s miernym stupnom fibrozy. Sledovanie hladin
AMG u pacientov po transplantacii peCene ukazalo signifi-
kantny pokles hladiny AMG.

Ziskané vysledky nasvedcuju tomu, Ze zvySena hladina
AMG u pacientov pred transplantaciou pecene suvisi s ich
chronickou hepatopatiou a s najvacSou pravdepodobnos-
tou so zvySenou fibrogenézou v postihnutej peceni, lebo
po transplantacii sa hladiny tohto proteinu normalizovali.
Aj toto zistenie podporuje hypotézu o moznosti vyuZitia
vySetrenia hladiny AMG ako biochemického markera fib-
rogenézy.

Prdca vznikla v ramci riesenia grantového projektu VEGA
1/4268/07




VYSETRENIE IZOENZYMOV ALKALICKEJ
FOSFATAZY V DIAGNOSTIKE INTRAHEPATALNEJ
CHOLESTAZY GRAVIDNYCH

TURECKY, L.'* KUPCOVA, V.3, DIVEKY, L.*
UHLIKOVA, E.!, GURANOVA, 0.2, BASOVA, L.

1Ustav lek.biochémie a Klinickej biochémie
LFUK Bratislava
2Alpha-Medical, a.s., Martin
3Tretia interna klinika LFUK Bratislava
‘DruhaGynekologicko-porodnicka klinika LFUK Bratislava

Aj fyziologicka gravidita predstavuje zvySenu zataZ pre
organizmus matky. Jej priebeh moze byt u Casti Zien kompli-
kovany poruchou funkcie réznych organov. Intrahepatalna
cholestaza gravidnych (ICP) je reverzibilna forma cholesta-
zy objavujuca sa v druhej polovine gravidity a pretrvavajuca
az do porodu. Predpoklada sa, Ze ide o geneticky podmiene-
nu poruchu biliarnej exkrécie zhorSovanu estrogénmi.

Ako najcitlivejsie vySetrenie pri diagnostike ICP sa uka-
zalo vySetrenie plazmatickej hladiny zZICovych kyselin. Bezné
rutinne hepatalne testy ako su vySetrenia aktivit aminotrans-
feraz (ALT a AST), alkalickej fosfatazy (ALP) a gamagluta-
myltransferazy (GMT) maju signifikantne niz§iu senzitivitu.
Vysetrovanie plazmatickej hladiny zZICovych kyselin v naSich
podmienkach zatial nepatri do Standardnej ponuky vyset-
reni klinicko-biochemickych laboratérii. Aktivita alkalickej
fosfatazy, ktora patri medzi Standardné markery cholestazy,
je fyziologicky zvySena pocas gravidity v doésledku produk-
cie placentového izoenzymu, Co staZzuje jej pouzitie na dia-
gnostiku pritomnosti cholestatickej poruchy.

V nasSej praci sme chceli zistit, ¢i vySetrenie izoenzymov
ALP nezvysi senzitivitu stanovenia ALP pri rutinnom bio-
chemickom vySetreni u zZien s podozrenim na ICP.

Pacienti a metody

VySetrovany subor tvorilo 39 gravidnych zien vo veku
22-37 rokov (priemerny vek 27,9+ 1,8), u ktorych bola na
zaklade klinickej symptomatologie a vySetrenia hladiny cel-
kovych Zl¢ovych kyselin v sére stanovena diagnoza intrahe-
patalnej cholestatickej hepa-topatie (ICP). Kontrolny subor
tvorilo 30 gravidnych zZien bez znamok tehotenskych kom-
plikacii, a u ktorych sa v anamnéze nevyskytovalo ochore-
nie pe€ene. Druhy kontrolny subor tvorilo 25 negravidnych
Zien bez anamnestickych udajov o ochoreni pecene. Hladi-
nu celkovych zl¢ovych kyselin v sére sme stanovovali enzy-
maticky s pouzitim diagnostickej supravy BILE ACIDS kit
450-A. Standardne vysetrované hepatalne vysetrenia (GMT
a celkova alkalicka fosfataza) boli vySetrované komerc-
nymi diagnostickymi supravami podla navodu vyrobcov.
Izoenzymy alkalickej fosfatazy sme stanovovali na zaklade
rozdielnej tepelnej stability. Inkubaciou 10 minut pri 65°C
sme inhibovali tkanivovo-ne$pecificky izoenzym (hepatalny
a kostny). Vysledky boli spracované Statistickym progra-
mom Statgraphics.
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Vysledky

Plazmaticka koncentracia celkovych Zlcovych kyselin
v subore nasich pacientiek s ICP bola 25,53+ 5,32 umol.I".
Vzhladom na skutocnost, Ze ani u jednej z pacientiek ne-
prekrocila hladina zl¢ovych kyselin hodnotu 40 umol.I, jed-
nalo sa u vSetkych pacientiek o miernu formu ICP.

V oboch kontrolnych suboroch - zdravych gravid-
nych a zdravych negravidnych Zien boli hladiny Zlcovych
kyselin v ramci referenénych hodnot, tj. do 10umol.l!
(5,38 0,98 umol.I', resp. 4,81+ 1,02 umol.I'").

Priemerna aktivita gamma-glutamyltransferazy sa v su-
bore pacientiek s ICP Statisticky vyznamne neliSila od akti-
vity v oboch kontrolnych suboroch.

Aktivita celkovej alkalickej fosfatazy bola v subore pa-
cientiek s ICP statisticky vyznamne vysSia ako u zdravych
gravidnych Zien, pricom hodnoty zvySené nad hornu hranicu
referenc¢ného rozsahu sme zaznamenali u 46 % pacientiek.

Vysetrenie tkanivovo-neSpecifického izoenzymu ALP
ukazalo signifikantne vysSie aktivity u Zien s ICP v porov-
nani so zdravymi gravidnymi zZenami (4,64 +2,65 ukat.I" vs.
1,38 +0,29 ukat.I"), pricom aj podiel patologickych hodnét
(hodnoét prekracujucich hornu hranicu referenéného roz-
medzia) bol v subore zien s ICP vyssi ako v pripade celkovej
aktivity ALP (69 % vs. 46 %).

Pri hodnoteni vztahu medzi hladinou ZI¢ovych kyselin
a celkovou aktivitou ALP ako aj aktivitou tkanivovo-nespe-
cifického izoenzymu ALP v sére zdravych gravidnych Zien
nebola zistena signifikantna korelacia.

V subore Zien s ICP sa vSak ukazala medzi tymito dvo-
ma parametrami Statisticky signifikantna pozitivna korelacia.
Tato bola vysSia v pripade izoenzymu ALP (P<0,01, kore-
laény koef. 0,835 pre tkanivovo-nespecificky izoenzym ALP
vs. P<0,05, korela¢ny koef. 0,532 pre celkovu aktivitu ALP).

Tab. 1. Biochemické parametre v sére kontrol a pacientiek s ICP

tepelne inhib .
celkova aktivita | P00 Tléové
. vana GMT k
Skupina ALP .. B kyseliny
ukat 1 aktivita ALP pkat.I umoL!
’ pkat.I! '
zdravé
negravidné 1,54 £0,04 1,43+0,08 0,31£0,11 4,81+ 1,02
zeny
zdravé
gravidné 3,04+0,90 1,38+0,29 0,25+0,15 5,38£0,96
zeny
idné
grzim né 2553+
Zeny 5,76 £3,67%* | 4,64 +2,65% | 0,61 +0,42 5 3w
s ICP ’

* - P <0.05 gravidné zeny s ICP vs. zdravé gravidné Zeny
** - P <0.01 gravidné Zeny s ICP vs. zdravé gravidné zeny
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Tab.2. Podiel pozitivnych vysledkov enzymovych vySetreni v sére

pacientiek s ICP

. celkova aktivita | tepelne inhibovana
skupina ALP aktivita ALP GMT
gravidné zeny 18/39 27/39 7139
s ICP 46,15 % 69,23 % 17,95%
Zavery

Vysetrenie izoenzymov ALP zvySuje senzitivitu vySetre-
nia aktivity celkovej alkalickej fosfatazy

Vysetrenie hladiny Zl¢ovych kyselin stale zostava najcit-
livejSim parametrom v diagnostike intrahepatalnej cholesta-
zy gravidnych.

Prdca vznikla v ramci riesenia grantového projektu VEGA
1/4268/07.
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PREGRADUALNA VYUCBA KLINICKEJ BIOCHEMIE
NA LEKARSKYCH A NELEKARSKYCH ODBOROCH
NA LEKARSKEJ FAKULTE UK V BRATISLAVE

TURECKY, L.

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie
Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave
a Alpha-Medical, a.s., pracovisko Bratislava-Raca

Klinicka biochémia je aplikovanou formou biochémie,
ktora sa zaobera vyuzitim biochemickych vySetreni na di-
agnostiku ochoreni. Jej tlohou je poskytovat objektivne
kvantifikovatelné udaje o chemickom zlozZeni telovych te-
kutin, sekrétov a exkrétov a jeho zmenach tak, aby sa dali
posudit funkcie jednotlivych organov a teda i zdravotny
stav jednotlivca. Osobitnou ulohou klinickej biochémie je
podielat sa na diagnostickom procese, tj. na rozliseni medzi
zdravym a chorym jedincom, resp. zdravou a chorou popu-
laciou, ako aj na rozhodovani o tom, ¢i nastala vyznamna
zmena zdravotného stavu. Svojim charakterom ¢innosti sa
klinicka biochémia takto prelina prakticky so vSetkymi le-
karskymi odbormi. Rastiice poziadavky na uroven a rozsah
modernej lieCebno-preventivnej starostlivosti vyzaduju od
klinickej biochémie zavadzat stale novsie, zlozitejsie a kvali-
tou narocnejSie biochemické vysetrenia ako i racionalizaciu
laboratornych postupov modernizaciou pristrojovej labora-
tornej technik, s moznostou elektronicky spracovavat labo-
ratorne udaje a pouzivat vypoctovu techniku.

Klinickéa biochémia je typicky interdisciplinarny medi-
cinsky odbor. To sa nutne musi prejavit aj v ramci vyuky kli-
nickej biochémie. Z didaktického hladiska je obsah vyuky
odlisny pre Studentov lekarskych a nelekarskych odborov.
Z posluchacov vseobecného lekarstva len mizivé percento
kon¢i na pracoviskach klinickej biochémie. Drviva vac¢sina
posluchacov mediciny zakotvi v roznych klinickych discipli-
nach a su teda konzumentami laboratérnych vysledkov. To
predpoklada, ze tazisko vyuky klinickej biochémie sa zame-
riava hlavne na problematiku indikacie a interpretacie labo-
ratornych vysledkov a na problematiku predanalytickej fazy
laboratorneho vySetrenia.

Na nasSej fakulte zabezpecujeme aj vyuku klinickej bio-
chémie pre posluchacov Prirodovedeckej fakulty UK. Absol-
venti odboru biochémie, resp. analytickej chémie prirodove-
deckej fakulty su v celkom inom postaveni ako pracovnici
medicinskych odborov. Ich ulohou je hlavne zabezpeCovat
analyticka fazu laboratornych vySetreni a su teda produ-
centami laboratornych vysledkov. Tazisko vyuky je teda
zamerané na analyticku fazu laboratorneho vySetrenia, hod-
notenie kvality analytického procesu, poznanie moznych
interferencii roznych exogénnych faktorov so samotnym la-
boratornym vySetrenim ako aj s moznymi zmenami hladiny
vySetrovanych analytov. Avsak je potrebné, aby aj tito poslu-
chaci mali zakladnu predstavu o patobiochémi chorobnych
procesov v Iudskom organizme ako aj o zmenach labora-
tornych parametrov, ktoré nastavaju pri poSkodeni funcie




jednotlivych organovych systémov. V poslednej dobe sa dal-
Sou cielovou skupinou vyuky klinickej biochémie stavaju aj
posluchaci nelekarskych odborov lekarskej fakulty - poslu-
chaci odboru osetrovatelstva a posluchaci odboru porodnej
asistencie. Absolventi vysokoSkolského studia tychto sme-
rov by mali byt pomocnikom lekara na kvalitativne vyssej
urovni ako dnesny stredny zdravotnicky personal a mali by
mat aj urcité vacsia pravomoci pri starostlivosti o pacien-
ta. Z tohoto hladiska je potrebné aby mali poznatky hlavne
z problematiky predanalytickej fazy vySetrenia - priprava
pacienta pred vySetrenim, odber biologického materialu a
mozné chyby spojené s touto fazou diagnostického procesu.
Tak isto by mali mat zakladé vedomosti o zmenach jednot-
livych laboratornych vySetreni vo vztahu ku patologickym
procesom, aby vedeli adekvatne reagovat.

Co sa tyka zakotvenia vyuky klinickej biochémie v ramci
vyukového programu je to tak isto rozdielne. Vyuka klinic-
kej biochémie posluchacov v§eobecného lekarstva prebieha
momentalne formou povinne volitelného predmetu. Vyuka
prirodovedcov zacala ako povinny predmét pre poslucha-
¢ov odboru biochémie, neskor sa tiez transformovala na
povinne volitelny predmét. Vyuka klinickej biochémie pre
nelekarske odbory LFUK je formou povinného predmetu.
Co sa tyka Gasového zaradenia vyuky klinickej biochémie
medikov, je urena pre posluchacov 4. a 5.ro¢nika, ked’ uz
maju absolvovanu patoldgiu a patologicku fyziologiu, inter-
nu propedeutiku a zaklady interného lekarstva. Bez tychto
predpokladov nema vyuka klinickej biochémie prakticky
vyznam. Vzhladom na narast vyznamu laboratornych vyset-
reni v diagnostickom procese ako aj vzhladom na rozsirova-
nie spektra vySetreni bolo by ziaduce, aby sa forma vyuky
zmenila na povinny predmet.
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VYZNAM CHOLESTEROLU U KRITICKY CHORYCH
ONKOCHIRURGICKYCH PACIENTOV

UHLIARIKOVA, H.!, SVOBODOVA, A.?

10ddelenie anesteziologie a intenzivnej mediciny
Narodny onkologicky ustav, Bratislava
2Oddelenie klinickej biochémie, Narodny onkologicky ustav
Bratislava

Udrzanie spravnych hodnot lipidového spektra je dolezi-
té u pacientov v ramci prevencie vzniku kardiovaskularnych
chordb (ICHS, AIM), ako aj sucCastou lieCby pre zastavenie
progresie ich komplikacii. Aktualne je popri diéte pouZiva-
na Siroka plejada antihyperlipidemik.

Iny pohlad je vSak na vyznam cholesterolu u kriticky
chorych pacientov v sepse, polytraume, rozsiahlych popale-
ninach, nekrotizujucej pankreatitide alebo malignit - naviac
spojenych s naro¢nou chemoterapiou, radioterapiou alebo
chirurgickou intervenciou. V tychto situaciach dochadza
k hypocholesterolémii v dosledku zvySenej spotreby, znizZe-
nej syntézy a prisunu cholesterolu, ktory je zdrojom doleZzi-
tych hormoénov - predovsetkym kortizolu a aldosterénu.

Sledovali sme hladiny cholesterolu v skupine 41 najna-
ro¢nejSich onkochirurgickych vykonov (subtotalne a totalne
gastrektomie, resekcie paZeraka thorakofrenolaparotomic-
ky, kolektomie, duodenopankreatektomie) predoperacne
a v dynamike do 7. pooperac¢ného dna, ako aj komplikacie
pri zavaznej hypocholesterolémii, ktoru sme podla potre-
by korigovali podavanim zmrazenej plazmy. Podla naSich
zaverov doporucujeme predoperacne tyzden vysadit farma-
koterapiu statinmi pred najzavaznej§imi onkochirurgickymi
vykonmi.
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MED A CERULOPLAZMIN V SERE PACIENTOV
S ALKOHOLOVOU STEATOZOU PECENE

UHLIKOVA, E.!, KUPCOVA, V.2, SZANTOVA, M.2
VOZAR, M.!, PETRAKOVICOVA, M.2, TURECKY, L.!

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie
LFUK a IIl.interna klinika LFUK, Bratislava

Uvod

Med je esencidlny stopovy prvok uplatiujuci sa pri
roznych metabolickych procesoch. Dominantnou formou
medi v krvnej plazme je metaloprotein ceruloplazmin. Ce-
ruloplazmin sa syntetizuje v hepatocytoch ako jednoduchy
polypeptidovy retazec. Aj ked jeho presna fyziologicka
funkcia nie je celkom jasna, je zname, Ze vykazuje oxida-
zovu aktivitu voci Zelezu, LDL a homocysteinu a zohrava
ulohu aj pri antioxida¢nych procesoch, transporte medi a
taktiez pri angiogenéze (Daimon a spol., 2000). Pecen
zohrava dolezitu ulohu v metabolizme viacerych stopovych
prvkov, vratane medi. Je preto pochopitel'n¢, Ze u pacientov
s hepatopatiami dochadza aj ku zmenam v sérovych hladi-
nach medi a ceruloplazminu.

Cielom nasej studie bolo sledovat zmeny v metabolizme
medi a jej ukazovatelov u pacientov s alkoholovou steatézou
pecene.

Pacienti a metody

VySetrovany subor tvorila skupina pacientov s alkoho-
lovou steatozou pecene (17 muzov a 12 Zien), priemerny
vek v subore bol 48,9 rokov. Diagnoza hepatopatie bola
verifikovana histologicky. Kontrolnu skupinu tvorilo 42
zdravych jedincov. Hepatalne laboratorne parametre boli
v kontrolnej skupine v ramci referenénych hodnot. Enzy-
maticku aktivitu ceruloplazminu sme stanovovali s pouZi-
tim p-fenyléndiamin hydrochloridu ako substratu (Pfibyl,
1978). Apoceruloplazmin sme vySetrovali metodou elektro-
imunodifuzie s pouZzitim monosSpecifickych protilatok proti
ceruloplazminu. Hladina medi v sére sa vySetrovala atdémo-
vou absorpénou spektrometriou. Standardné hepatologické
vySetrenia (AST, ALT, GMT, CHE, bilirubin, albumin) sme
realizovali pomocou komerénych diagnostickych suprav.
Statistické vyhodnotenie sme robili pomocou neparamet-
rickych metéd (Wilcoxonov test, Spearmanov korelacny
koeficient).

Vysledky

Zhodnotenie metabolizmu medi u pacientov s alkoho-
lovou steatdzou pecene sme robili na zaklade nasledovnych
parametrov: hladina medi v sére, koncentracia imunoreak-
tivneho apoceruloplazminu v sére, koncentracia ceruloplaz-
minu v sére stanovena na zaklade jeho oxidazovej aktivity.
Z hodnoty ceruloplazminu zistenej na zaklade jeho enzy-
movej aktivity a hodnoty ceruloplazminu vySetreného ako
apoceruloplazmin sme vypocitavali Specificku aktivitu ceru-
loplazminu (Cpl-enzymova aktivita/Cpl-apoprotein).
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Tabul'ka 1 ukazuje Standardné hepatalne parametre zis-
tené v subore pacientov s alkoholovou steatozou pecene a v
kontrolnom subore. Parametre charakterizujuce metaboliz-
mus medi u pacientov so steatdézou pecene a v kontrolnom
subore su zhrnuté v tabul'ke 2. Hladiny medi boli u pacien-
tov so steatdézou pecene signifikantne nizSie v porovnani s
kontrolnym suborom (14,96 umol.l! vs. 17,58 umol.l!, P<
0,001). Koncentracia imunoreaktivneho ceruloplazminu sa
v subore pacientov so steatdzou pecene signifikantne neod-
liSovala od kontrolného suboru (359,5 mg.I' vs. 341,4g.I").
Na druhej strane, oxidazova aktivita ceruloplazminu u pa-
cientov so steatdozou pecene bola signifikantne niz§ia ako u
zdravych kontrol. Specificka aktivita ceruloplazminu (ceru-
loplazmin ako enzym/apoceruloplazmin) bola tieZ signifi-
kantne nizSia u pacientov so steatozou pecene. U pacientov
s alkoholovou steatozou pecene bol taktieZ Statisticky vy-
znamne zniZeny pomer medi ku apoceruloplazminu (Cu/
Cpl). VySetrenie vztahu medzi hladinou medi a hladinou
ceruloplazminu vySetreného na zaklade jeho enzymovej
aktivity a mnozstvom apoceruloplazminu vySetreného imu-
nochemicky ukazalo lepSiu korelaciu plazmatickej hladiny
medi s ceruloplazminom vySetrenym na zaklade oxidazo-
vej aktivity (r=0,95, P<0,001) ako medzi hladinou medi
a mnoZstvom apoceruloplazminu (r=0,63, P<0,001).

Diskusia

Steatoza pecene patri medzi bezné patologické zmeny
u pacientov s abuzom alkoholu. Steatéza peCene nepred-
stavuje len morfologicku odchylku, ale v takto zmenenej
peceni dochadza aj k ur¢itym metabolickym odliSnostiam,
ako tomu nasvedcuju aj zmeny niektorych biochemickych
parametrov. Alkoholova steatoza pecCene je sprevadzana aj
zmenami v metabolizme medi. Sved¢ia o tom signifikantne
znizena hladina medi v sére pacientov ako aj pokles enzy-
movej aktivity ceruloplazminu. Pokles oxidazovej aktivity
ceruloplazminu pri suCasne nezmenenej koncentracii apo-
ceruloplazminu poukazuju na poruchu v syntéze tejto biel-
koviny a naznacuju moznost syntézy funkéne defektnej mo-
lekuly ceruloplazminu. Oxidazova aktivita ceruloplazminu
je zavisla na obsahu medi v molekule. Je mozné, Ze znizeny
obsah medi v molekule ceruloplazminu, o com sved¢i po-
kles pomeru Cu/Cpl u pacientov s alkoholovou steatdézou
pecene, je zodpovedny za pokles enzymovej aktivity ceru-
loplazminu v tejto skupine pacientov. Zmena enzymovej ak-
tivity ceruloplazminu zrejme lepSie odraza diskrétne zmeny
v metabolizme medi u pacientov so steatdozou pecene ako
hladina apoceruloplazminu. Pokles oxidazovej aktivity ce-
ruloplazminu méze byt pre organizmus §kodlivy, lebo ceru-
loplazmin sa svojou enzymovou aktivitou podiela na antioxi-
dacnej kapacite krvnej plazmy. Pokles antioxidaénej funkcie
ceruloplazminu v tejto skupine pacientov je o to zavaznejsi,
Ze pri metabolizme etanolu vznika cely rad reaktivnych radi-
kalov (superoxidovy radikal, peroxid vodika, hydroxyetylovy
radikal), ktoré sa mozu uplatnovat pri zvySovani oxidacného
stresu a pri poSkodeni peCenového parenchymu.

Prdca vznikla v ramci riesenia vyskumného projektu VEGA
1/4268/07.
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Tab. 1. Standardné hepatalne parametre v sére pacientov so steaté-
zou a v kontrolnom subore

arameter ALT AST | GMT | CHE | bilirubin | albumin
P pkatI"! | pkatl' | pkatl' | pkatl! | pmol.l! gl
tontroly | 043% | 0.39% 1 076% | 85+ | 133+ | 41,52
Yoo | 002 | o2 | 73 12 25
steatoza | O81E | 0,68+ 1 2,05¢ ) 1245 | 174% | 402+
0a06 0,07 0,38 23 1’3 38

Tab. 2. Parametre metabolizmu medi v sére pacientov so steatozou
a v kontrolnom subore

|<peci-
Med | Cpl-enzymaticky | Cpl-apoprotein CpAsp«Vea
parameter Cu/Cpl ficka
pmol.l! gl! gl! .
aktivita
17,58+ 281,3¢ 0,054 =
kontrol ’ ’ t ’ 20,024
ontroly 031 108 3416 £6,7 0,002 0,82 0,0
14,96+ 239,7+ 0,040 *
. E) il + ’ +
steatoza 1,09 26 362,1+16,6 0,003 0,64 +0,048
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UCINOK PRIRODNYCH ANTIOXIDANTOV
7 ASPALATHUS LINEARIS PRI EXPEIMENTALNOM
DIABETE

ULICNA, 0.!, VANCOVA, 0.!
BOZEK, P.2, CARSKY, J.3, SEBEKOVA, K.*
BOOR, P., GREKSAK, M.5

"Farmakobiochemické laboratorium
III. int. kliniky LF UK, Bratislava
2Oddelenie klinickej biochémie a hematologie
NsP MV SR, Bratislava
3Ustav lekarskej chémie, biochémie
a klinickej biochémie LF UK, Bratislava
4Qddelenie klinickej a experimentalnej farmakologie SZU
Bratislava
5Ustav biochémie a genetiky hospodarskych zivo¢ichov SAV
Ivanka pri Dunaji.

Uvod: Pri diabete je hyperglykémia pricinou zvysenej
tvorby volnych radikalov. Potreba tlmenia oxida¢ného stre-
su podnietila stadium latok s antioxidacnymi vlastnostami.
V tejto suvislosti vzrastol zaujem o vyskum c¢ajov. Rooibos
Caj (Aspalathus linearis) obsahuje spektrum antioxidacnych
latok, hydroxylovanych a polyhydroxylovanych zlu¢enin, ako
su organické kyseliny, flavony, flavonoly a dihydrochalkony.

Ciel prace: Cielom bolo Studovat ako vodny alebo al-
kalicky extrakt rooibos Caju a pre porovnanie antioxidant
N-acetyl-L-cystein (NAC) znizi oxidacny stres a glykaciu pri
experimentalnom diabete.

Material a metody: Pouzili sme potkany kmena Wistar
s hmotnostou 250-320g. Diabetes mellitus (DM) sme vy-
volali jednorazovym podanim streptozotocinu (45 mg.kg™")
do chvostovej vény. Zvierata sme rozdelili do piatich skupin:
1. Kontrolna skupina (5 ml.kg'sondou per os pitna voda);
2. Pokusna skupina s vyvolanym DM; 3. Pokusna skupina
s DM + rooibos ¢aj (5ml.kg' sondou per os); 4. Pokusna
skupina s DM + alkalicky extrakt rooibos ¢aju (300 mg.kg™!
sondou per os); 5. Pokusna skupina s DM + N-acetyl-L-
cystein (150 mg.kg™! sondou per os). Zvierata tretej skupi-
ny pili rooibos ¢aj namiesto vody. Po 8 tyZdnoch trvania
diabetu sme odobrali krv z brusnej aorty, tkaniva pecene,
obli¢iek a SoSovky. Stanovili sme koncentraciu glukozy, tria-
cylglycerolov a cholesterolu v plazme Standardnymi meto-
dami na automatickom analyzatore Hitachi 911. Glykovany
hemoglobin a fruktozamin sme stanovili fotometricky, kon-
centraciu malondialdehydu (MDA) HPLC metodou, kon-
cové produkty pokrocilej glykacie (AGEs) spektrofluoro-
metricky a koncové produkty pokrocilej oxidacie bielkovin
(AOPP) spektrofotometricky.

Vysledky: Pri DM sa vyznamne zvySila koncentracia
glukézy v plazme, mnoZstvo glykovaného hemoglobinu
a fruktozaminu, AGEs a AOPP. Zvysila sa koncentracia
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malondialdehydu v plazme, SoSovkach, peceni a oblicke.
Podavanie vodného alebo alkalického roztoku rooibos ¢aju
ani NAC neovplyvnilo koncentracie glukézy, glykovaného
Hb a fruktozaminu. Po podavani antioxidantov sa vyznam-
ne zniZila tvorba AGEs a mierne AOPP. Koncentracia MDA
sa vyznamne zniZila po podani obidvoch extraktov rooibos
¢aju a NAC v plazme a SoSovke. Pokles MDA v peceni sme
zistili len po podavani vodného extraktu ¢aju a v oblicke po
podavani NAC.

Zavery: ZniZenie koncentracie MDA po podavani an-
tioxidantov, ktoré obsahuje rooibos ¢aj alebo antioxidantu
NAC poukazuje na ich ochranny vplyv na peroxidaciu li-
pidov pri oxidaénom strese navodenom diabetom. ZnizZe-
nie produkcie toxického MDA moze prispiet k oddialeniu
poskodenia bielkovin a membran, ku ktorym dochadza
v diabetickom prostredi. Znizenie tvorby AGEs prispieva
k oddialeniu/znizeniu mikrovaskularnych a/alebo makrova-
skularnych komplikacii. Siroka skala zlucenim s antioxida-
¢nymi vlastnostami, ktoré obsahuje rooibos ¢aj, znizuje oxi-
dacny stres v podmienkach hyperglykémie v hydrofilnych aj
hydrofobnych biologickych systémoch. Rooibos ¢aj mozno
doporucit ako doplnok pri prevencii a lieCeni diabetickych
komplikacii vyvolanych oxidaénym stresom.
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TECHNOLOGIE PROTEINOVYCH
BIOCIPU - MOZNOSTI LABORATORNI ANALYZY
A KLINICKEHO VYUZITI

ULRYCHOVA, M.!, VAVROVA, J.!
HORACEK, J.M.>3, PUDIL, R.4, TICHY, M.

1 Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Lékaiska fakulta
Karlovy univerzity a Fakultni nemocnice, Hradec Kralové
Ceska Republika
2 Katedra vale¢ného vnitiniho lékaistvi
Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzita obrany
Hradec Kralové, Ceska Republika,
3Oddéleni klinické hematologie, II. Interni klinika
Lékaiska fakulta Karlovy univerzity a Fakultni nemocnice
Hradec Kralové, Ceska Republika,

1. Interni klinika, Lékaiska fakulta Karlovy univerzity
a Fakultni nemocnice, Hradec Kralové, Ceska Republika

V poslednich letech se pouziti bioCipové technologie roz-
Sifilo z oblasti vyzkumu genomiky a proteomiky i do klinic-
kych laboratofi. Proteinové bioCipy mohou byt vyuzity pro
kvalitativni i kvantitativni analyzu a studium interakci pro-
tein (antigen-protilatka, enzym-substrat, receptor-ligand).
Z pohledu klinické biochemie jsou Cipy pouZivany pro analy-
zy diagnostickych a prognostickych markerd.

Jako proteinovy bioCip se oznacuje desticka, na které
jsou v miniaturnich, presné definovanych pozicich (spo-
tech) imobilizované proteiny slouzici k vyvazani analytu ze
vzorku. Proteiny jsou k Cipu upevnény kovalentni vazbou
pomoci spojovacich molekul (linker), ¢imz se zajisti dosta-
tecna koncentrace a spravna orientace vazaného proteinu
na spotu.

Podstatnou vyhodou analyzy proteini na bioCipech je
simultanni stanoveni n€kolika analyti z minimalniho mnoz-
stvi vzorku. Metody jsou zalozené na imunochemickych
principech. PouZivaji se jak kompetitivni tak sendvicové
techniky. Protilatky nebo antigeny byvaji znaceny enzyma-
ticky nebo fluoroforem. Pro detekci signalu se nejcastéji po-
uziva chemiluminiscenéni reakce nebo laserem indukovana
fluorescence. Zafeni z jednotlivych spotl snimaji tzv. CCD-
kamery (charge-coupled device).

S bio€ipovym analyzatorem Evidence Investigator (Ran-
dox) pracujeme jiz dva roky. Jedna se o poloautomaticky
pristroj pracujici na principu enzymoimunoanalyzy s che-
miluminiscenéni detekci. M€l jsme moznost vyzkousSet
nékolik panelt metod. Pracovali jsme se soupravami pro
stanoveni kardialnich markert, tyroidnich hormond, cyto-
kinti a adheznich molekul. V ramci vyzkumnych projekti
se zabyvame hlavné méfenim kardialnich markert. Stano-
vujeme soubor Sesti analytli: CK-MB izoenzym kreatinkina-
zy (CKMB mass), myoglobin (MYO), kardialni troponin I
(cTnl), BB izoenzym glykogen-fosforylazy (GPBB), srde¢ni
typ proteinu vazajiciho mastné kyseliny (H-FABP) a karbo-
anhydrazu IIT (CA III). Ovérili jsme analytické parametry
soupravy a referen¢ni meze uvadéné vyrobcem.




Cilem jedné z naSich studii je hledani novych markert
pro hodnoceni kardiotoxicity cytostatik pouzivanych k 1¢¢-
bé pacientl s akutni leukémii. Lécba antracykliny a myelo-
ablativni predtransplantac¢ni rezim s naslednou transplan-
taci krvetvornych bunék reprezentuje vysoké riziko vyvoje
kardiotoxicity. Vysledky klinickych vyzkumi zabyvajicich
se touto problematikou nejsou jednotné a nezminuji pfi-
padnou roli novych perspektivnich biomarkerd ischémie a
nekrozy myokardu, jako jsou GPBB a H-FABP.

Sledovano bylo 21 pacientll (primérny vék 43,6+ 10,2
let, 14 muzh) s akutni leukémii po predchozi 1€cbé antra-
cykliny v celkové kumulativni davce 448,7+91,3mg/m?
Predtransplantacni rezim zahrnoval 1é¢bu pacientd vysoky-
mi davkami cyklofosfamidu (60 mg/kg/den v tiihodinovych
intravenoznich infuzich po 2 dny) v kombinaci s peroral-
nim podanim busulfanu nebo celotélovym ozafovanim. Kar-
diomarkery byly méfeny na pfistroji Evidence Investigator
(Randox) pred a 6 resp. 24 hodin po podani predtransplan-
tacniho rezimu a dale 24 hodin a 14 dni po transplantaci
krvetvornych bunék. U vSech pacientii byly pred 1écbou
koncentrace kardiomarkerti v normé. Sest hodin po podani
predtransplanta¢niho reZimu se u 5 (23,8 %) pacientd zvy-
Sila hladina GPBB nad cut-off hodnotu a pfetrvavala zvyse-
na. U dvou pacientd byla hladina GPBB vyssi jesté 14 dni
po transplantaci. Ostatni markery kardialniho poskozeni
po pfipravném rezimu a transplantaci krvetvornych bunék
zlstaly v referenCnich mezich. NaSe vysledky ukazuji, Ze
myeloablativni predtransplantacni rezim zahrnujici podani
cyklofosfamidu s naslednou transplantaci krvetvornych
bun€k muze byt spojen s poSkozenim myokardu se zvyse-
nym uvolnénim GPBB. Pozitivni hladiny GPBB u pacientii
s negativnim c¢Tnl ukazuji, Ze GPBB by mohl byt citlivéjSim
markerem pro detekci akutni kardiotoxicity pfedtransplan-
tacniho reZimu u pacientd s akutni leukémii.
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AUTIZMUS AKO METABOLICKA PORUCHA -
MOZNOSTI DIAGNOSTIKY A LIECBY

URGE, 0.'2, STRNOVA, J.2

'Klinika laboratornej mediciny, Synlab.SK s.r.o., Bratislava
*Klinika pre deti a dorast A. Getlika SZU, FNsP Bratislava,
Nemocnica sv. Cyrila a Metoda

Autizmus je v sucasnosti chapany ako neuropsychické
ochorenie s nedostatocnymi socidlnymi interakciami, nedo-
stato€nou verbalnou a neverbalnou komunikaciou, abnor-
malnym aZ bizarnym navykovym spravanim, ktor¢ je stereo-
typné a ritualne. Incidencia ochorenia je asi 5: 100 000.

Po stranke etiologickej posledné informéacie nasvedcu-
ju, Ze moze ist aj o metabolické ochorenie podobné celia-
kii alebo fenylketonurii spojené s nekompletnym travenim
a poruchou metabolizmu proteinov. Mnohi odbornici, ¢i
psychiatri, psychologovia, genetici, anatomovia, elektro-
fyziologovia, pediatri alebo biochemici sa snazia vysvetlit
autizmus na zaklade vlastnych pozorovani a skusenosti.
Autizmus zostal nadalej ,,syndrémom®, ktory je definovany
iba pozorovanymi priznakmi. Ak tento syndrom existuje,
musi existovat tiez racionalne vysvetlenie abnormalneho
spravania sa tychto pacientov. V sucasnosti sa objavili urcité
fakty, ktoré by mohli autizmus chapat aj ako nasledok me-
tabolickej poruchy. Boli analyzované vzorky mocu od viac
ako 1000 pacientov s autizmom so zaujimavym zistenim.
Fragmenty nekompletného travenia - Specifické peptidy -
prenikaju ¢revnou stenou do krvného obehu, poSkodzuju
centralny nervovy systém. Nadbytok nekompletne natrave-
nych proteinov sa dostava do mocu. Zistilo sa, Ze vzniknuté
peptidy su chemicky podobné morfinu. Ide o tzv. endogén-
ne opioidy (beta-endorfiny). Nekompletnym travenim lep-
ku vznika tzv. gluteomorfin, nekompletnym travenim mlieka
vznika tzv. caseomorfin. Prave tieto peptidy su pravdepo-
dobne zodpovedné za poSkodenie centralneho nervového
systému u autistickych pacientov. Klinicky stav deti s autiz-
mom sa dramaticky zlepsil po vyluceni gluténu a kazeinu
z potravy tzv. GFCF (gluten free and casein free diet) diéta.
Morfin u€inkuje v centralnom nervovom systéme tak, Ze sa
viaze na tzv. opioidny receptor (mi receptor) s naslednym
opioidnym ucinkom na CNS. Zo zjednoduseného prehladu
latok, ktoré maju opioidnu aktivitu v CNS vyplyva, ze ide
predovsetkym o

¢ prirodné alkaloidy z 6pia (morfin, kodein)

¢ polosyntetické derivaty morfinu a kodeinu

e syntetické analogy morfinu

¢ analgetické peptidy - endogénne morfiny (endorfiny)

¢ enkefaliny-pentapeptidy - met-enkefalin, leu-enkefalin

¢ endorfiny - retazec aminokyselin - AK (16-30) - tzv.
alfa, beta, gama, delta endorfiny

V praci prindSame nové poznatky a skusenosti s dia-
gnostikou a lieCbou autizmu v detskom veku. V spolupra-
ci s Fyziologickym ustavom LF Univerzity Komenského
v Bratislave sme sa v roku 2007 zucastnili celoslovenského
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projektu zameraného na zlepSenie starostlivosti o deti s au-
tizmom. Bolo vySetrenych viac ako 50 pacientov z celého
Slovenska. Projekt bol zamerany na psychometrické, endo-
krinologické, genetické, metabolické, toxikologické a aler-
gologické aspekty ochorenia. Projekt eSte nie je definitivne
ukonéeny. Ciastoéné poznatky hlavne v diagnostike pepti-
dov a diétnej lieCbe uvadzame v nasej praci.
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SUCASNY STAV PRENATALNEJ GENETICKEJ
DIAGNOSTIKY V SR

VALACHOVA A', CISARIK F?,

!0Oddelenie lekarskej genetiky, Fakultna nemocnica
Trenc¢in
2Oddelenie lekarskej genetiky, Nemocnica s poliklinikou
Zilina

Autori analyzuju sucasny stav vykonu prenatalnej gene-
tickej diagnostiky v SR.

Na Slovensku podstupuje prenatalne invazivne vysetre-
nie 6,5-7% tehotnych Zien.

NajcastejsSimi indikdciami na prenatalne vySetrenie
chromozomov plodu (PGD) su vek matky nad 35 rokov
a vypocitané riziko Downovho syndromu pomocou prena-
talneho multimarkerového biochemického skriningu. V su-
Casnosti uz prevladaju indikacie odvodené z biochemického
skriningu. Ro¢ne sa v SR vykona viac ako 3400 invazivnych
prenatalnych vySetreni (amniocentéz) a cca u 3% sa zisti
chromozomova chyba plodu. Diagnoza Downovho syndro-
mu pritom tvori menej ako 50% vsetkych zistenych chromo-
zomovych anomalii plodu. Prenatalna geneticka diagnostika
ma preto nielen priamy diagnosticky vyznam, ale zachytava
aj niektoré rodiny s vyznamnym genetickym rizikom chro-
mozomovej chyby. Priemerna zachytnost chromozomovej
chyby je sice 3%, najvyzmanjeSia zachytnost sa v§ak dosahu-
je u indikacii genetickych (6-7 %) a najmé ultrazvukovych
(11-12 %). Ultrazvukovy nalez vyvojovej chyby plodu alebo
pritomnost ultrazvukovych minimarkerov znamena viac
ako 10%-nu moznost zistenia chromozdémovej chyby plodu.

Autori sa venuju prenatalnym skriningovym stratégiam
z pohladu bezpecnosti pre plod a dosiahnutia poZzadovanej
urovne zachytnosti chromozomovych chyb. V sucéasnosti
sa uz na Slovensku vykonava ploSne minimalna verzia skri-
ningu v podobne doubletestu (AFP a thCG). Tato stratégia
neuspokojuje ani zachytnostou Downovho syndromu (pod
60%) ani bezpecnostou (47 strat nepostihnutych plodov
na 100 000 skrinovanych tehotnych pri 75 % DR). Evidu-
jeme vel'ky zaujem o bezpecnejSie a efektivnejSie stratégie.
Z praktického pohladu nie je mozné zabezpecit plosné vy-
konavanie niektorej bezpecnejSej a efektivnejsSej stratégie,
napriklad kompletny Integrovany test. Je vSak mozné dobre
definovaf a kvalitativne kontrolovat regionalnu stratégiu
a jej organizaciu.

Najlepsie vysledky sa dosahuju integrovanymi stratégia-
mi, teda vyuzitim markerov I. a II. trimestra.

Vysledky zasadne zavisia nielen od kvality biochémie,
ale aj od presného urcenia veku plodu, od skusenosti so skri-
ningovymi stratégiami a hodnotenim rizika a v rozhodujucej
miere aj od UZV S§pecialistov na I. a II. trimester. Indikacia
na PGD znamena genetické testovanie plodu a pre takého
testovanie treba prisne dodrziavat medzinarodné postupy,
ktoré vyzaduju predtestovu a potestovi konzultaciu erudo-
vanym klinickym genetikom.




VEKOVA ZAVISLOST VYBRANYCH
KARDIOVASKULARNYCH RIZIKOVYCH
UKAZOVATELOV VO VZTAHU KU VYZIVE

VALACHOVICOVA, M.!, KUDLACKOVA, M.!
SPUSTOVA, V., BLAZICEK, P.2, VOLKOVOVA, K.!

ISlovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava
Nemocnica ministerstva obrany SR, Bratislava

Uvod. Konzumacia ovocia, zeleniny, celozrnnych pro-
duktov, strukovin, rastlinnych olejov je ochrana voci dege-
nerativnym ochoreniam. Uvedené potravinové komodity su
klucové komponenty vegetarianskej stravy. U dlhodobych
vegetarianov boli v porovnani s nevegetarianmi a vzhladom
na vek vyhodnotené vybrané ukazovatele kardiovaskularne-
ho rizika.

Metodiky. Subor tvorilo nahodne vybranych 400 sub-
jektivne zdravych vo veku 21-76 rokov, rozdelenych do
dvoch skupin podla stravovania. Lakto- ovo- vegetaridnov
bolo 193 a nevegetriansku skupinu (kontrolna skupina) tvo-
rilo 203 probandov. Lipidové rizikové parametre - celkovy
cholesterol, triacylglyceroly, HDL-cholesterol sa stanovili
Standardnymi laboratérnymi metdédami. Z nelipidovych
kardiovaskularnych parametrov hs-CRP bolo stanovené
imunoturbidimetrickou metédou a inzulin bol merany elek-
trochemiluminiscenénou imuno metodou. Inzulinova rezis-
tencia (IR HOMA) bola pocitana z koncentracie glukdzy
a inzulinu (glukdéza x inzulin/22,5).

Vysledky. V kazdej vekovej dekade (okrem tretej vekovej
dekady) rizikové kardiovaskularne parametre boli signifi-
kantne redukované u vegetarianov. U kontrolnej skupiny ri-
zikové parametre stupali po Siestu dekadu. Vekova zavislost
cholesterolu a triacylglycerolov u vegetarianov bola signi-
fikantne menej zretelna ako u nevegetarianov (1,04-1,32
mmol/ 1vs 1,21-2,02 mmol/1 pre triacelyglyceroly a 3,95-
4.77 mmol/1 vs 4,28-5,88 mmol/1 pre celkovy cholesterol).
Nelipidové ukazovatele boli vo vegetarianskej skupine
od veku nezavislé (0,66-0,81 mg/l vs 0,88-2,10 mg/l pre
hsCRP; 0,87-1,23 vs 1,43-2,77 pre IR/HOMA/).

Zaver. Vysledky nizkych a na veku nezavislych hodnot
markerov kardiovaskularneho rizika u vegetarianov pouka-
Zuju na priaznivy vplyv vegetarianskej vyzivy v prevencii
kardiovaskularnych ochoreni.

Tito prdaca bola podporend agentiirou na podporu vysku-
mu a vywoja APVT-21-017704 a Ministerstvom zdravotnictva
SR 2006/07-SZU-02.
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PORUCHY VYZIVY
U ONKOLOGICKYCH PACIENTOV

VALOVICOVA, E., SYVOBODOVA, A.

Oddelenie Kklinickej biochémie, Narodny onkologicky ustav,
Bratislava

Onkologické ochorenie mozno definovat ako systémové
ochorenie s poruchami imunitného systému s rozsiahlymi
metabolickymi dosledkami. Zmeny energetického metabo-
lizmu st sposobené zmenenym metabolizmom cukrov,
tukov a bielkovin, ako odpoved hostitela na neoplasticky
proces produkujuci cytokiny, rastové faktory a iné media-
tory zabezpecujuce preferenéne substraty pre rast nadoro-
vého tkaniva. V Case diagnostiky ochorenia ma zna¢na Cast
pacientov malnutriciu a podla viacerych odbornych prac
az 20% pitvanych nema po liecbe zistenii nddorovi masu,
ale zomreli na fazkd malnutriciu - kachexiu. Patogenéza
syndromu anorexie-kachexie (SAK) je multifaktoridlna,
poznatky o etiologii a patogenéze SAK pribudaju - zosta-
va vSak vela neobjasneného. Ide o proteinovo-energeticku
malnutriciu s klinickymi prejavmi, stratu svalovej hmoty,
zivotne dolezitych bielkovin, celkovu fyzicku a psychicku
slabost, zvySenu nachylnost na infekcie, prelezaniny, trom-
bozy, znizeni odpoved na liecbu a zvySujuce sa neziadu-
ce ucinky. Znizuje sa kvalita Zivota a zvySuje sa umrtnost.
Z hladiska pri€in a zaisteniia vhodného lieCebného postupu
sa rozliSuje primarny SAK (vyvolany pritomnostou neopla-
zie) a sekundarny SAK (sposobuju ho priciny zhorSujuce
prijem stravy - nadory hlavy, krku, GIT-u, lieCebné metddy,
zIly psychicky stav pacienta). Primarny SAK je tazko lieci-
telny, sekundarny je lepSie ovplyvnitelny, ak sa véas zisti.
Casta je kombinacia oboch typov malnutricie. Nutriéna
starostlivost o onkologickych pacientov nepredstavuje ho-
mogénny systém, avSak patri dnes jednozna¢ne do komplex-
nej onkologickej starostlivosti. Riadi sa definovanymi zasa-
dami: 1) zhodnotenie nutricného stavu kazdého pacienta
uz v Case zdiagnostikovania choroby; 2) zhodnotenie typu
a Stadia malnutricie pred zacatim lieCby a uvedomenie si jej
moznych rizik (vzniku alebo zhorSenia malnutricie lieCbou)
a zahajenie prevencie nutricného a funkéného poskodenia
organov; 3) planovanie nutri¢nej podpory, spravna volba
jej metodd a kvalifikované vedenie nutri¢nej podpory, podla
konkrétneho stadia chorby.

Zakladom diagnostiky nutricného stavu su:

1) nutricna anamnéza (vyvoj telesnej hmotnosti v po-
slednom obdobi - 1,3,6 mesiacov, zmeny chuti do
jedla, tazkosti obmedzujuce prijem a vyuZiteInost
stravy, odhad celodenného prijmu, neznasanlivost
niektorych zloziek stravy, chronické ochorenia ve-
dice k zmenenému metabolizmu, fyzicka aktivita,
unavnost, lieky;

1) celkové vySetrenie, vCitane antropometrickych para-
metrov (BMI, kozna riasa nad tricepsom, stav svalo-
vej hmoty, objem drieku);
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3) laboratérne vySetrenia (sérové koncentracie celko-
vych bielkovin, albuminu, prealbuminu, transferinu,
kreatininu, cholesterolu, absolutny pocet lymfocy-
tov).

V prednaske prezentujeme problémy s interpretaciou la-
boratornych vysledkov u onkologickych pacientov (dehyd-
ratacia, interferencie liekov, potreba poznania klinickych
parametrov).

NATRIURETIC PEPTIDES IN INTENSIVE CARE

WOLOSZCZUK, W., POTOCNIK, N.
HAWA, G.

R & D Group, Biomedica, Vienna, Austria

The quest is ongoing to identify biomarkers that can help
to differentiate diseases in which clinical symptoms are am-
biguous or polyvalent. Such as in patients in intensive care.
Atrial natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic peptide
(BNP) and C-type natriuretic peptide (CNP) are members
of a family of hormones which can serve as such markers.
Increased plasma levels of atrial natriuretic peptide (ANP)
and brain natriuretic peptide (BNP) have been identified as
predictors of cardiac dysfunction, prognosis in congestive
heart failure and ischemic heart disease and can be used as
non-invasive markers for critically ill patients. NT-proBNP
pre-operative levels and outcome are correlated in patients
undergoing emergency surgery. Septic patients present with
high levels of NT-proBNP which remains elevated in cases
with cardiac disease.

Our own data showed distinct NT-proCNP profiles in
patients with or without TBI (traumatic brain injury). Three
patient groups were defined: isolated TBI (n=20), MT (mul-
tiply trauma) with TBI (n=26) and MT w/o TBI (n=26).
During 14 days following the MT, 37 (51 %) patients deve-
loped sepsis and 14 (17 %) died. Only in the MT patients
w/o TBI (n=19) who developed sepsis the NT-proCNP
level between days 2 and 6 (post-MT) was significantly
(p<0.05) higher compared to non-septic ones. In MT w/o
TBI who died (n=2) there was a dramatic pre-lethal spike of
NT-proCNP. Conversely, in septic patients either with TBI
alone or MT-TBI, the NT-proCNP level tended to be lower
then in non-septic ones. Prediction of sepsis (ROC) from
day 1 to 8 after MT by NT-proCNP in patients w/o TBI was
significant with an area under the curve of 0.78+0.03. At
a cut-off value of 2.3 pmol/L sensitivity was 84 % and spe-
cificity 76 %. Our data showed that levels of systemic NT-
proCNP between MT patients w/o TBI who do and do not
develop septic complications are distinctly different. Blood
NT-proCNP concentration can serve as a predictor of sep-
sis in the MT patients without TBI.

The combination of NT-proCNP with NT-proBNP co-
uld serve as differential diagnostic marker for sepsis. NT-
proCNP levels are increased in septic patients and decre-
ased in patients with cardiac shock whereas NT-pro BNP
levels are elevated in those patients.

Cardiac (n=51) | Cardio Surgery (n=26) | Cardiac Shock (n=5) | Sepsis (n=8) | Respi-ratory (n=13) | Others
NT-proCNP (pmol/l)
Mean 14.6 8.1 11.7 212 15 15
SD 21 5.9 10 34.3 49 24.3
NT-pro BNP (nmol/1)
Mean 7.8 3.0 18.6 119 6.2 6.0
SD 10.1 3.5 15.2 15.9 6.9 9.4
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ZUZANA SPIRKOVA A KOLEKTIV
KARDIOMARKERY

Phonec Agency s.r.o., Bratislava 2007
ISBN 80-8073-252-3

V sucasnosti stale aktualnou ostava otazka véasnej di-
agnostiky myokardialneho poskodenia. Cim §pecifickejsie
markery mame k dispozicii, tym rychlejSie ur¢ime diagno-
zu, naslednu terapiu i stratifikaciu pacienta.

Praca MUDr. Spirkovej a kolektivu' zahffia 172 stran ru-
kopisu, vratane obsahu, tabuliek a obrazkov, ktoré su stucas-
tou textu. Je roz¢lenena do 15 kapitol, pricom kazda z nich
je zakoncena literarnym prehladom.

Po kratkom uvode nasleduje kapitola, zaoberajuca sa
zakladnymi zmenami metabolizmu kardiomyocytov v nor-
moxii, ischémii a pocas oxygenacnej reperfuzie.

Najrozsiahlejsia Cast tejto publikacie je venovana vyzna-
mu stanovenia jednotlivych kardiomarkerov. Detailne spra-
cované kapitoly sa zainaju popismi aspartataminotransfe-
razy (AST) a laktatdehydrogenazy (LD). Boli to historicky
prvé enzymy, ktoré sa pouZivali na stanovenie diagnozy po-
Skodenia kardiomyocytu.

Dalsie ¢asti st venované novsim, $pecifickejsim marke-
rom, akymi su kreatinkinaza (CK) a jej izoenzymy. Podrob-
nejSie sa autori zaoberaju problematikou vyuzitia stanovenia
niektorych Strukturalnych a regulaénych proteinov kardio-
myocytov, ktoré sa vyznacuju vysokou senzitivnostou, Speci-
fickostou a relativnou stabilitou. K nim patria hlavne kardi-
alne troponiny (c¢TnT, cTnl), myoglobin a CKMB mass. Ich
vyznam je popisovany hlavne v suvislosti s rychlou diagnos-
tikou akutnych koronarnych syndromov, ale tiez pri inych
poskodeniach myokardu.

Samostatna kapitola je venovana novsim, zatial rutinne
nepouzivanym markerom kardialnej ischémie ako su va-
zobna kapacita albuminu pre kobalt (ACB), voI'né mastné
kyseliny (FFA), cholin a glykogénfosforylaza BB. Ich SirSie
vyuzitie je v sucasnosti predmetom mnohych klinickych $tu-
dii a vyvoja komercnych setov.

Dalsie kapitoly sa zaoberaji otazkami vyznamu pouzi-
vania jednotlivych kardiomarkerov v klinickych §tudiach

Kolektiv: Spirkova, Z., Dafiova, K., Pechan, I., Pivovarnikova, H.,
Pullman, R.
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s akatnym koronarnym syndrémom i pri 16Zku pacienta.

Rozsiahla kapitola je venovana C-reaktivnemu proteinu
(CRP) ako markeru uzkeho prepojenia zapalu a vulnerabi-
lity aterosklerotického platu. CRP sa takto vnima ako silny
nezavisly predikény marker kardiovaskularneho rizika v pri-
marnej prevencii i na identifikaciu jednotlivcov s vysokym
rizikom ruptury aterosklerotického platu.

Nasledujuca kapitola sa detailne venuje natriuretickym
peptidom, ich Strukture, biosyntéze, receptorom a biolo-
gickej aktivite. Nezabuda sa ani na ich funkciu v regulacii
vodno-sol'nej rovnovahy. Stanovenie tychto natriuretickych
peptidov vyuZivame hlavne v oblasti diagnostiky srdcovej
dysfunkcie a zlyhania srdca, v stratifikacii zlyhania srdca
a v stanoveni prognézy srdcovej dysfunkcie a zlyhania srd-
ca. V neposlednom rade i v stanoveni progndzy akutneho
koronarneho syndromu.

Zaverecné kapitoly su venované molekularnej bioldgii
kardialnych markerov. Aplikacia poznatkov z molekularnej
genetiky v kardiovaskularnej biologii i v klinike je jednou
z najintenzivnejsie sa rozvijajucich oblasti mediciny. V su-
Casnosti klinicka kardiologia vyuziva molekularnu diagnos-
tiku z oblasti diagnostiky kandidatnych génov predcasnej
aterosklerozy, infarktu myokardu, hypertenzie, kardiomyo-
patii a dalSich ochoreni. V jednotlivych kapitolach sa po-
tom autori podrobnejsiu venuju popisu kandidatnych génov
v procese aterosklerozy, ich asociacii so zvySenym rizikom
pre ischemicku chorobu srdca a infarkt myokardu, identifi-
kacii génov v suvislosti s esencialnou hypertenziou. Samo-
statna Cast je venovana i problematike molekularnej geneti-
ky restenoz a trombofilnych stavov.

Zaverom mozno skonstatovat, Ze publikacia predstavuje
uceleny pohlad na danu problematiku. Zaobera sa moznos-
tami vyuzitia stanovenia kardidlnych markerov v klinickej
praxi, ¢i uz akutneho koronarneho syndromu, ale i inych
stavov, suvisiacich s poSkodenim myokardu. Je napisana
vel'mi zrozumitel'nou, ale vysoko odbornou terminologiou
a pre tieto vlastnosti sa urcCite stane velmi prinosnou pre
kardiologov, lekarov z klinickej praxe i pre klinickych bio-
chemikov.

MUDr. Eva Sedldakova
Ustav patologickej fyziologie, LF UPJS v Kosiciach

119



JAN JESSENIUS
O KRVI

Univerzita P.J. Safarika, 2007
Preklad: F. Simon, J. Balegova, M. Vyrostova

V zéaplave modernych informaénych tokov su skrom-
nejSie zastupené originalne prace k dejinam mediciny a jej
vyvoja z historického pohladu. O to cennejSie je, Ze v roku
2007 vysiel preklad pomerne kratkeho, ale vyznamného Jes-
senioveho spisu: O KRVI.

Preklad z latinCiny a zaroven i komentar bol predmetom
diplomovej prace Mileny Vyrostovej, ktorej konzultantom
bol Frantisek Simon, oponentom Jana Balegova. Vietci
menovani posobili v ¢ase prekladu na Filozofickej fakulte
PreSovskej univerzity. Dielo potesi Citatelov, ktori privitaju
vtedajSie nazory na vlastnosti krvi.

Jan Jessenius [1566-1621] bol lekar, filozof a politik.
Narodil sa v Turéianskom kraji, vtedajsom Uhorsku. Sirokej
verejnosti je znamy svojou prvou verejnou pitvou v stred-
nej Europe. Studia absolvoval na najlepsich univerzitach,
posobil v Prahe, kde sa stal osobnym lekarom uhorského
krala Mateja. Ako 55-roény umiera nasilnou smrtou. Spolu
s ostatnymi odbojnymi ¢eskymi panmi (ucastnikmi proti-
habsburského povstania) bol popraveny na Staromestskom
namesti.

Jessenius bol ovplyvneny starovekymi lekarmi - Hippo-
kratom, Celsom, Galenom a svoj obdiv prenasal i do svojich
diel, ¢o mu jeho sucasnici obc¢as vytykali, ba az obvinovali
z kompilacie. Na druhej strane ho nazyvali ,,ozdobou lekar-
stva“ pre jeho elegantnu latin¢inu.

Hodnotenie Jesseniovho spisu je priaznivé u dnesnych
slovenskych, ¢eskych a madarskych historikov, ktori konsta-
tuju, ze na zaklade vlastnych pozorovani dospel k pozoru-
hodnym zaverom. Jessenius stal na konci tradi¢nej stredove-
kej hematoskopie, ktora po objaveni krvného obehu upadla
do zabudnutia.

Jan Jessenius ako stredoveky ucenec a lekar sa zhodne so
svojimi suputnikmi zaoberal venesekciou a hematoskopiou
po praktickej a teoretickej stranke. Svoje skusennosti zhrnul
v spise De sanquine vena secta dimisso indicum (Posude-
nie krvi vypustenej po seknuti zilou), ktory vysiel v Prahe
v roku 1608. Je to velmi zaujimavé Citanie a porovnavanie,
ked si uvedomime, Ze lekari v tej dobe nemali k dispozicii
Ziadne pristroje, laboratérne vySetrovacie metody a spolie-
hali sa na skumanie vyluckov tela svojimi zmyslami.

Uz od ¢ias Hippokrata bolo odporucané pustanie Zilou
ako rychly, bezpecny a pre pacienta pomerne dobre znasany
vykon. Venesekcia bola ponimana ako lieCebna metdda pri
réznych ochoreniach (svrab, zapaly, stukovatenie organov,
choroby srdca a ciev), ba dokonca aj ako prevencia roznych
ochoreni.

Jessenius tvrdil, Ze venesekciou a naslednym rozborom
krvi (hematoskopiou) mozno navrhnut lieCebné prostried-
ky, uréit zivotospravu, ba dokonca vydedukovat povahu
a zvyky Cloveka. Jessenius vo svojom traktate definuje krv
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a jej skladbu, pricom vychadza z humoralnej teorie. Poku-
$a sa o definiciu zdravia v suvislosti s krvou, hovori o po-
ruSenej rovnovahe organizmu, ked vznika , kakochymia®
(str. 19). Naznacil vztah medzi vznikom chorob a vplyvom
prostredia (chybna zZivotosprava, podnebie a vzduch). Je to
revolucné, ked vieme, Ze tieto myslienky boli postulované
v stredoveku a Ze im prikladame dolezitost i dnes, najmé
pri vzniku chorob z nadbytku (nie vzdy spravne sa zaraduju
medzi tzv. civilizaéné ochorenia).

Autor diela o krvi popisuje vlastnosti krvi dobrej a zlej
a o tom, na Co treba upriamit pozornost, ked vyteka po sek-
nuti Zilou. Popisuje tiez jej fyzikalno-chemické vlastnosti,
reologiu, a to vSetko bez pouzitia mikroskopu a pristrojov.
Pouziva pri tom len svoje zmysly a vychadza z empirickych
znalosti.

Dava radu, ako posudzovat krvné sérum, krvny kolac,
ako chranit krv po vypusteni pred znehodnotenim, ba do-
konca nabada k metodickym postupom, ktoré su v modernej
forme praktizované v laboratoriach aj dnes (zachytavanie
krvi do vhodnych materialov, nadob, sledovanie priebehu
zrazania..., str. 19-25).

Jessenius ide dokonca dalej a rozvija teoriu, Ze okrem
stavby tela krv mozZe prezradit i povahu mysle. V tom je
zajedno s Hippokratom, Galenom, Aristotelom, ktori zdo-
raznovali, Ze duSa sa meni v zavislosti od tela, rovnako ako
telo od duse. Znamy je Avicenov vyrok: Ako telo nasleduje
vo svojej ¢innosti dusu, tak aj dusa sa zjednocuje s telom
v jeho chorobach. (s. 37). Tu je zaklad neskorSich konstituc-
nych typov a nazerani na psychosomatické ochorenia, ktoré
boli zdoraznované najma v 19., 20. storoci.

Jessenius dokoncil svoje dielo ako 42-ro¢ny muz, v pl-
nom rozkvete svojich odbornych schopnosti a ako sam
pise, v obdobi ,,psich dni“, ked byva najvac¢sia hortucava -
»canicula® (medzi 22. julom a 23. augustom). I dnes, 400
rokov od vydania Jesseniovho traktatu o krvi, pocas celého
roka - v dioch chladnych i sparnych, je hodno siahnut po
jeho praci s vedomim, Ze ani storo¢ia neubrali na jeho ori-
ginalnosti. O to viac, ked drZime v rukach utlu brozurku
(42 stranovu), s latinskym textom a naslednym prekladom
a ked vnimame cez riadky celkovu upravu, snahu autorov
- prekladatelov o pribliZenie sa k jednému z velikanov stre-
dovekej mediciny.

MVDr. Magdaléna Riemerovd
Ustav patologickej fyziologie
LF UPJS v Kosiciach




