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MEZENCHYMOVE
KMENOVE BUNKY A ICH MIESTO
V REGENERACNEJ MEDICINE

Rosocha J.!, Tothova T.!, Harvanova D.!
Cizkova D.2, Kitka M.3, Ba¢enkova D.!, Cibur P.3

1Zdruzena tkanivova banka Lekarskej fakulty UPJS Kosice
a Fakultnej nemocnice L. Pasteura KoSice;
*Neurobiologicky ustav SAV, Kosice
3Klinika urazovej chirurgie Lekarskej fakulty UPJS Kosgice
a Fakultnej nemocnice L. Pasteura KoSice

Populacia mezenchymovych kmenovych buniek
(MKB) z kostnej drene predstavuje vyznamnu, lahko
ziskateInu a dobre charakterizovanu populaciu buniek
so schopnostou regeneracie tkaniv mezodermalneho
povodu. Ludské MKB (hMKB) maju preukazané imu-
nomodulaé¢né a imunosupresivne vlastnosti, exprimuju
malé mnoZstva molekul hlavného histokompatibilného
systému prvej triedy (MHC 1) a takmer Ziadne mnoZstva
MHC 1I triedy alebo kostimulaénych molekul. Izolacia
a kultivacia buniek kostnej drene schopnych tvorby
ektopickej kosti bola po prvykrat popisana Friedenstei-
nom v roku 1970 (1). Po opakovanych studiach bol
tento fenomén zhodnoteny tvrdenim, Ze kostna dren
je zdrojom MKB. MKB davaju zaklad tkanivovym
linikm schopnym tvorit kost, chrupku, tukové a iné -
povodom mezenchymové tkaniva (2), ktoré su schopné
diferencovat sa aj na svalové, neuronové prekurzory (3)
a kardiomyocyty (4). Na zaklade popisanych objavov
o MKB sa pre medicinu otvorili obrovské terapeutické
moznosti. MKB si dnes postupne nachadzaju svoje
uplatnenie aj v takych pripadoch, ako je liecba geneticky
podmienenych a degeneracnych ochoreni. Tieto bunky
sa vyznacuju aj schopnostou vyznamnou mierou modifi-
kovat iné bunkové populacie v ludskom tele - napriklad
endogénne kmenové bunky, resp. maju schopnost pod
vplyvom lokalnych faktorov diferencovat sa na funkéné
bunky Specifické pre dané tkanivo.

V literature boli popisané mnohé terapeutické aplikacie
hMKB aj vo vel'mi komplikovanych pripadoch, napriklad
pri regeneracii ischemického myokardu, pri lieCbe plucnej
fibrozy, poSkodenej miechy, kosti a chrupky (5). V orto-
pédii dnes existuje viacero prikladov pouzitia autolognych
hMKB pri reparacii kostnych defektov, spinalnej fuzii,
pri regeneracii po kraniotémii (6, 7). Okrem priameho
tkanivovo regenerac¢ného potencialu bola preukazana aj
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vyrazna podporna funkcia mezenchymovych kmenovych
buniek pre expanziu krvotvornych a embryonalnych
kmenovych buniek in vitro. Jednym z klucovych objavov
v bunkovej terapii mezenchymovou kmenovou bunkou
bolo zistenie, ze tieto bunky su schopné migrovat do
poskodenych tkaniv a podporovat ich regeneraciu a pri-
spief ku zniZovaniu tvorby jazvy (8). Sucasné Studie
regeneraéného potencialu prostrednictvom produkénej
schopnosti alogénnych MKB pri terapii genetickych
chorob (osteogenesis imperfecta) a liecby GVHD (reakcia
Stepu voci hostitelovi) na principe imunosupresivneho
posobenia MKB na lymfocyty dokazuju ich ohromny
terapeuticky efekt a poukazuju zaroven na extrémnu
potrebu §tudia autolégneho a alogénneho potencidlu
hMKB v predklinickych a klinickych studiach. Redukcia
GVHD, podpora prihojenia organového Stepu formou
supresie efektorovych T buniek a NK buniek a schopnost
hMKB navodit protizapalovy alebo tolerantny fenotyp
je pre medicinsku prax obrovskou vyzvou.

Dokaz schopnosti organizmu vlastnej regeneracie
poskodenych tkaniv s podporou ex vivo technoldgii ma
pre buducnost mediciny mimoriadne velky vyznam.
Bunkova terapia reprezentuje novu metdodu vo svete
modernej regenera¢nej mediciny a hlavne pouzitie bez-
pecnych a eticky nekonfliktnych dospelych kmenovych
buniek modze byt ddlezitou sucastou terapie mnohych
zavaznych ochoreni.
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NANOMEDCINE —
THE SCIENCE OF FUTURE

AKREDITACIA FLEXIBILNEHO ROZSAHU
V KLINICKOM LABORATORIU

Fodor B.!, Szebeni J.?

"University of Miskolc, Faculty of Health Care Studies,
Nanotechnological Research Laboratory and
Almasi Pal Hospital, Central Laboratory, Ozd, Hungary
’Bay Zoltan Foundation for Applied Research,
Institute for Nanotechnology, Miskolc, Hungary

Nanomedicine is a basically new field of the medi-
cal sciences. The number of registered nanomaterials,
patents and the scientific papers in nanotechnology are
increasing exponentially in the last years. The chemical
and physical properties of nanosize materials fundamen-
tally differ from macroscopic characteristic features.
(Paramagnetic iron oxide particles become superpara-
magnetic below 10nm. Quantum dot fluorescence varies
with size when diameter is less than the exciting Bohr
radius in conditions of 3D confinement. Nanowires
have electron confinement in two dimensions. Metal
nanoshells with dielectric core light absorption wave-
length are inversely proportional to shell thickness due
to surface plasmon resonance.) These changes enable us
to apply revolutionary new diagnostic and therapeutic
techniques. With achievement of nanotechnology in
imaging process we can assess better and earlier the
tumorgenesis and get an excellent localization possibility.
For therapy, ultrasound can offer both guidance and
delivery. Targeted contrast nanoagents provide pinpoint
guidance to pathology by adhering to disease tissues and
reflecting a strong ultrasound signature. This signature
is picked up by the intelligent scanner which focuses
high-energy pulses onto these sites to destroy or treat
the disease tissue by either bursting drug-encapsulated
bubbles or hyperthermia. The nanoencapsulation of
some drugs allow us also to apply radically new thera-
peutic strategies. Main advantages of encapsulated drug
delivery systems: localized and rate controlled delivery,
improved therapeutic response, reduced adverse reac-
tions, lower dosing frequency, utilization of otherwise
un-useable compounds. In our lecture we give a short
overview of the current opportunities of nanomedical
applications.
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Balla J., Kuzmova A., Hrehorovsky M.
Posefkova 1., Palkova J., Karahutova R.

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

Globalizacia zdravotnickych sluzieb vyzaduje, aby
sa poziadavky na kvalitu sluZieb poskytovanych v kli-
nickych laboratoriach v SR zosuladili s poziadavkami,
ktoré platia v ¢lenskych krajinach EU. Medicinske
laboratoria, ktoré chcu poskytovat kvalitnu zdravotnu
starostlivost preukazatelnym sposobom, musia pracovat
na zaklade uznavanych medzinarodnych S§tandardov.
Musia vypracovat, zaviest a udrzZiavat taky systém ma-
nazérstva kvality, ktory je vhodny na prislu§nu oblast
pouzitia. Poziadavky na kvalitu musia zodpovedat typu
medicinskeho laboratoéria, rozsahu a objemu skusSobnych
¢innosti, ktoré sa v laboratoriu vykonavaju. Sposobi-
lost medicinskeho laboratoria vykonavat Specifikované
¢innosti spolahlivo a doveryhodne osvedCuje tretia,
nezavisla strana (autorita), akreditaciou. To, Ze sa po-
sudzovanie a hodnotenie vSetkych c¢innosti vykonava
nezavisle a nestranne, sa povazuje za hlavny faktor
doveryhodnosti a spolahlivosti akreditacie. Akreditacia
klinického laboratoria sa stava dolezitym indikatorom
kvality pri uzatvarani zmlav so zdravotnymi poistov-
nami. V ramci akreditacii su laboratoria rozdelené na
laboratoria s takzvanym fixnym rozsahom, oznacované
ako laboratoria typu 1 a laboratéria s flexibilnym rozsa-
hom, ktorymi su laboratoria 2. a 3. typu. Fixny rozsah
akreditacie znamena presné zadefinovanie rozsahu, na
aké konkrétne Cinnosti je laboratorium akreditované.
Mimo tychto ¢innosti sa laboratérium nemoze odka-
zovat na svoj akreditovany status. Flexibilny rozsah
akreditacie umoznuje laboratoridm prebrat zodpoved-
nost za riadenie celého rozsahu akreditacie alebo jeho
Casti, vratane vykonu zmien a rozSireni o nové ¢innosti,
v ramci povolenej a zadefinovanej flexibility. Rozsah
akreditacie nie je zadefinovany tak konkrétne, ako
v pripade fixného rozsahu a moZe sa po vykonani jasne
definovanych krokov a splneni naleZitych poZiadaviek
definovanych akreditaCcnym organom a laboratoriom,
upravit alebo rozsirit bez predchadzajuceho posudenia
zo strany SNAS. Princip flexibility u laboratorii 2.
typu mozno vyuzivat v ramci skuSanych materialov,
matric, prostredi, typov meradiel, kalibrovanych typov
meradiel, skuSanych parametrov, ukazovatelov, meracich
rozsahov a postupov pouzivanych na skusanie, meranie
alebo kalibraciu. IFCC vo svojom oficialnom stanovisku
deklaruje flexibilny rozsah akreditacie ako preferovanu
formu akreditacie a odporuca touto formou akreditovat
vacsinu vykonavanych skusok.
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BIOCHEMICKE VYSETRENIA
A ICH INTERPRETACIA
PRI NADOROVYCH OCHORENIACH

Oravkinova 1.

Oddelenie detskej onkoldgie a hematoldgie
Detska fakultna nemocnica KoSice

Z pohladu onkologa respektive detského onkologa
su dolezité dve skupiny biochemickych vySetreni:

e VySetrenia charakterizujuce samotné nadorové
ochorenie.

e VySetrenia signalizujuce vznik komplikacii a ved-
lajsich ucinkov protinadorovej terapie.

Do prvej skupiny patria biochemické vySetrenia pod-
porujuce spravne stanovenie diagnozy nadorového ochore-
nia, sledovanie priebehu ochorenia a véasnu diagnostiku
recidivy alebo relapsu nadorového ochorenia.

Do druhej skupiny radime biochemické vySetrenia,
ktoré umoznuju v€asné rozpoznanie infekénych kompli-
kacii najma u pacientov s neutropéniou a upozornuju
na vyvoj vedlajSich u¢inkov protinadorovej terapie.

Autor podrobnejSie sa venuje interpretacie biochemickych
vySetreni pri nadorovych ochoreniach detského veku.

PROTEIN S-100 B V MONITOROVANI
MALIGNEHO MELANOMU

Svobodova A.!, Havrankova M.
Borecka D.3, Polakovicova J.*

'Oddelenie klinickej biochémie,
Narodny onkologicky ustav, Bratislava
’Kozna ambulancia I,
Narodny onkologicky ustav, Bratislava
’Kozna ambulancia II
Narodny onkologicky ustav, Bratislava
“Kozna ambulancia 111
Narodny onkologicky ustav, Bratislava
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Kozny melaném je najagresivnejSia forma koznej
rakoviny, s vyznamne stupajucim vyskytom v poslednych
rokoch. Rakovinové bunky rychlo penetruju do inych
tkaniv a zakladaju metastatické lozZiska. Na odhalenie
vCasnych metastaz sa donedavna pouzivali malo citlivé
a neSpecifické testy - LD, ALP, NSE. Uz niekol'’ko rokov
su vSak k dispozicii viaceré nadorové markery zamera-
né na diagnostiku maligneho melanomu a monitoring
ochorenia. Patria sem protein S-100 (S-100B), melanom
inhibi¢na aktivita (MIA), 5-S-cysteinyl-DOPA, tyrozinaza.
V tejto problematike sa protein S-100 povazuje za velmi
citlivy a Specificky parameter, ktory sme v roku 2006
v spolupraci s koznou ambulanciou NOU stanovovali
najprv experimentalne, a od roku 2008 zaviedli do ruti-
ny. Do sucasnosti sme vySetrili cca 1300 vzoriek a roz-
§iril sa aj pocet koznych ambulancii na NOU. Protein
S-100 nie je vhodny na vC€asnu detekciu a diagnostiku
melanomov, sluzi predovSetkym na odhalenie véasnych
metastaz v II. -III. §tadiu ochorenia, dobre monitoruje
lieCbu a tieZ sluzi ako prognosticky ukazovatel. Vy-
chadzajuc z poznania, ze zvySené sérové hodnoty su
Specifické pre maligny melaném za podmienok, Ze sa
nejednd o pacienta s poSkodenim mozgovych buniek,
predostrieme nase skusenosti s analytikou a naviaznostou
na klinické Stadium ochorenia.

VYZNAM GENETICKYCH
VYSETROVACICH METOD V ONKOLOGII

Novakova P., Ilencikova D.

Oddelenie genetiky
Narodny onkologicky ustav, Bratislava

Nadorové ochorenie, ¢i uz sporadické alebo heredi-
tarne, je genetické ochorenie, ktoré sa vyvija prostred-
nictvom viacerych genetickych zmien. Zistilo sa, Ze
Specifické genetické defekty su nenahodne asociované
s predispoziciou, genézou, progresiou a metastazami
u roznych druhov neoplazii. Genetika dnes viac ako




inokedy zaujima vyznamné miesto v onkoldgii. VyuZitie
novych technologii v oblasti molekularnej bioldgie sluzi
v onkolégii v prvom rade na rozpoznanie genetickych
mechanizmov veducich k lepSiemu pochopeniu karci-
nogenézy. Pocas poslednych 20 rokov pre§la nadorova
genetika obrovskym rozvojom diagnostickych metéd.
Od kultivacnych metod a klasickych cytogenetickych sa
diagnostické metddy obohatili metodami fluorescencnej
in situ hybridizacie (FISH), viacfarebnej FISH, kompa-
rativnej genomovej hybridizacie ako aj sofistikovanymi
molekularnymi metodami ako su napriklad real time
polymerazova retazova reakcia a automaticka sekve-
na¢na analyza na dokaz somatickych a zarodoénych
mutacii. Kym biochémia stanovuje a sleduje nadorové
markery uz pri zistenom nadorovom ochoreni, ¢im
umoZiuje vyborny monitoring ochorenia, tak cielom
genetiky v onkologii je vyuzivat vySetrovacie metody na
¢o najlepSiu charakteristiku nadorového klonu a takto
prispieva k upresneniu diagnozy. UrCenim genetickych
zmien v nadorovom tkanive je mozné taktiez prispiet
k vyjadreniu sa k prognoze, monitorovaniu odpovede
na liecbu, sledovaniu minimalnej rezidualnej choroby
a sledovaniu postransplanta¢ného priebehu u nadorovych
ochoreni. Genetika taktiez otvara moznost presymp-
tomatickej diagnostiky, ktora je dnes neoddelitelnou
sucastou prevencie nadorovych ochoreni v rizikovych
rodinach.

VYSETROVANIE SOLUBILNEHO HER2 ECD
(CIRKULUJUCA EXTRACELULARNA
DOMENA HER2/NEU ONKOPROTEINU)
V SERE PACIENTIEK
S KARCINOMOM PRSNIKA

Sanislo L.!, Belohorska B.2
Racova K.3, Velicova D.3

'Oddelenie klinickej imunologie a alergoldgie
Onkologicky Ustav sv. Alzbety, Bratislava
’Interna klinika, Onkologicky Ustav sv. AlZzbety, Bratislava
3Oddelenie klinickej biochémie
Onkologicky Ustav sv. Alzbety, Bratislava

ZvySené sérové hladiny HER2 ECD sa vyskytuju
priblizne v 0 %-38 % u pacientok s primarnym karcino-
mom prsnika a 23 %-80% pacientok s metastatickym
karcinomom prsnika. HER2 pozitivita nadorového
tkaniva THC/FISH je priblizne 25-30% z celkového
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poc¢tu nadorov prsnika. Stanovovanim sérovej hladiny
HER2 ECD mozeme ziskat potencionalny nezavis-
ly prognosticky a prediktivny marker u primarneho
a metastatického nadoru prsnika. Rovnako ako pri
amplifikacii a overexpresii HER2 sa pozitivita HER2
ECD spaja s horSou prognézou ochorenia. Kombina-
cia vySetrovania HER2 ECD a konvencne vyuzZivanych
markerov CEA a CA 15-3, prinasa celkové zvySenie
senzitivity hlavne na skoru detekciu relapsu ochorenia
az 76 %. Zvysena sérova hladina CA 15-3 v kombinacii
so zvySenou sérovou hladinou HER2 ECD je spojena
s horSou prognézou ako samostatne zvySena sérova hla-
dina CA 15-3. Klinické studie ukazali, Ze priblizne 25 %
pacientiek s prvoliniovou hormonalnou terapiou mozu
zmenit svoj status z HER2/neu negativity na HER2/
neu pozitivitu. Stanovenie sérovej hladiny HER2 ECD
u tejto skupiny je nezavislym rizikovym faktorom. Pri
relapsoch nadoru prsnika su pozorované zmeny HER2
statusu medzi primarnym nadorom a tkanivom metastaz,
pravdepodobne selekciou a zmenami klonov nadorovych
buniek. Stanovovanie sérovej hladiny HER2 ECD vykazuje
vysoku konkordanciu s referenénym Standardom IHC
a FISH, so senzitivitou a Specificitou do 90 %. Rozdiel
vo vysledkoch vySetreni mozZe naznacovat prave selekciu
klonu. Kazdy relaps nadoru prsnika nie je niekedy mozné
bioptizovat a histologizovat, preto moze detekcia HER2
ECD napomahat stanoveniu prognozy a predikcie, ¢im
prinasa pridanu hodnotu oproti konvenénym markerom.
Napomaha tiez klinickym rozhodnutiam v pripade
diskordanych tkanivovych vzoriekVysoka sérova hladina
HER2 ECD pri negativnej tkanivovej expresii HER2 je
spojena s vysokou pravdepodobnostou recidivy zaklad-
ného ochorenia. Pri metastatickom HER2 pozitivnom
karcinome prsnika lieCenom kombinaciou chemoterapie
a Trastuzumabom bol v pripade u¢innosti liecby zisteny
signifikantny pokles hladin HER2 ECD oproti vstupnym
hodnotam. Pacienti, u ktorych doslo k progresii ocho-
renia pocas lieCby mali nesignifikantné zmeny sérovej
hladiny ECD. Ukazuje sa, Ze opakované stanovenie
HER2 ECD je vybornym ukazovatelom ucinnosti tera-
pie Trastuzumabom. Elevované hladiny HER2 ECD su
prediktorom relativnej rezistencie na hormonalnu liecbu
a niektoré rezimy chemoterapie. VySetrovanie HER2
ECD u zdravej kontrolnej populacie pocas viacerych
mesiacov vykazovalo konzistentné hladiny sérového
HER2 ECD v medziach referencej normy s minimalny-
mi odchylkami. Stanovovanie HER2 ECD predstavuje
pravu kvantitativnu metodiku, ktora prinasa doplnujucu
informaciu k IHC a FISH stanovovaniu HER2 v nadoro-
vom tkanive, ktoré su semikvantitativnymi.Perspektivne
je vhodné zvazit suCasné vysetrovanie sérovej hladiny
TIMP-1 a ECD, nakol'ko TIMP-1 ovplyvnuje produkciu
solubilného HER2 ECD.
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CHRONICKE HEPATITIDY
PRI METABOLICKYCH CHOROBACH
PECENE

Szantova M.

III. Interna klinika
Lekarska fakulta Univerzity Komenského, Bratislava

Metabolické choroby pecene (MCHP) predstavuju
v SirSom kontexte najcastejSie ochorenie v hepatologickej
praxi. Z dnes$ného pohladu tu totiz zaradujeme okrem
tradi¢ne ponimanych zriedkavych metabolickych ochoreni
aj nealkoholovu tukovi chorobu pecene (NAFLD) a ne-
alkoholovu steatohepatitidu (NASH). MCHP definujeme
ako chronické vrodené alebo ziskané ochorenia pecene,
pri ktorych dochadza ku chronickému progredujucemu
poskodeniu pecene v dosledku akumulacie metabolitov.

Podla manifestacie ich delime na tie, ktoré sa manifestuju
v detstve a v dospelosti. Podla pri¢iny ochorenia ide o po-
ruchy metabolizmu cukrov, tukov, bielkovin, sfingolipidov,
medi, Zeleza a hému. Pojem lyzozomové choroby oznacuje
skupinu viac ako 40 geneticky podmienenych ochoreni
zapri€inenych deficitom §pecifického enzymu s naslednou
akumulaciou metabolitov v organizme. Patria tu glykoge-
noézy (M. Gierke, M. Pompe) a poruchy metabolizmu
sfingolipidov: mukopolysacharidozy, M. Niemann-Pick,
M. Gaucher, M. Fabry, gangliozidozy. Deficit o-1-anti-
trypsinu je poddiagnostikovanym dedi¢nym ochorenim
s naslednym poskodenim pecCene a pluc. VacSina tychto
ochoreni je extrémne raritna a manifestuje sa najCastej-
Sie v ranom detskom veku. Tie s manifestaciou v ranej
dospelosti zostavaju zvdcsa klinicky nepoznané. Az 46 %
z nich nema Ziadne alebo len minimalne postihnutie CNS.
V¢asna diagnostika tychto ochoreni dnes moze zachranit
Zivot pacientom a zlepSit jeho kvalitu vdaka enzymovej
substitucnej liecbe. Vo svete sa ujalo zakladanie narodnych
a medzinarodnych registrov a diagnostickych centier ex-
trémne raritnych MCHP s cielom zlepSenia diagnostiky.

NajcastejSie MCHP s manifestaciou v dospelosti okrem
NAFLD a NASH su Wilsonova choroba a hereditarna
hemochromatoza. Porfyrie predstavuju skupinu ochoreni
s poruchou enzymov v biosyntéze hému a naslednou
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akumulaciou metabolitov. Amyloidoza je charakterizovana
patologickym ukladanim amyloidu vroznych tkanivach.

Pre vsetky MCHP je typicka multiorganova klinicka
symptomatoldgia. V diagnostike su kluCovymi vySetrenie
enzymovej aktivity, genetické a histologické vySetrenie
so stanovenim Zeleza, medi prip. amyloidu v peceni. Dole-
Zité je mysliet na moznost vyskytu a manifestacie raritnych
MCHP i v dospelom veku. Skvalitnenie multiodborovej
spoluprace a centralizacia postupov moze zlepSit vcasnu
diagnostiku raritnych MCHP.

Podporené grantom VEGA 1/0188/08.

MOZNOSTI VCASNEJ LABORATORNEJ
DIAGNOSTIKY DEDICNYCH
METABOLICKYCH PORUCH

S PORUCHAMI GIT

Urge 0.1:3
Knapkova M.2, Strnova J.3

!Oddelenie biochémie Synlab.SK s.r.o., Bratislava
2Skriningové centrum novorodencov SR
Detska fakultna nemocnica Banska Bystrica
*Klinika pre deti a dorast A. Getlika SZU
Fakultna nemocnica s poliklinikou Bratislava

Dedi¢né metabolické poruchy (DMP) predstavuju
roznorodu skupinu s velmi pestrym klinickym obra-
zom. Ich v€asné rozpoznanie na zaklade klinickych
priznakov byva Casto problematické. Dolezité je poznat
urcité prvotné priznaky. Pomerne vCas sa vsak da zistit
nahromadenie urCitého typického metabolitu v teles-
nych tekutinach (sérum, plazma, mo¢, likvor), podla
ktorého je ochorenie mozné odhalif a diagnostikovat.
V poslednych troch desatroCiach vyuzitie modernych
biochemickych, histochemickych a molekularnych technik
umoZznilo objavenie mnohych novych DMP. Doteraz bolo
identifikovanych niekol'ko stoviek genetickych defektov
spojenych s poruchou syntézy, metabolizmu alebo
transportu. Podstatou klinickych priznakov je hromadenie
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metabolitu pred prekazkou, ktory sposobuje poSkodenie
vyvijajucich sa tkaniv v organizme, predovsetkym CNS
a parenchymatoznych organov. Pri¢inou byva zniZena
aktivita, upIlné chybanie enzymu alebo skupiny enzymov
v intermediarnom metabolizme na dedi¢nom zaklade.
Asi 4% vsetkych oligofrénii vznika ako nasledok DMP.
Najrychlejsi diagnosticky a terapeuticky zasah vyzaduju
akutne metabolické poruchy, kde klinické priznaky su
Casto zretelné skoro po narodeni. VCasna diagnodza
a vcasna adekvatna lieCba moze zachranit zivot dietata.
U ostatnych poruch sa klinické priznaky manifestuju
neskor, tie v§ak uz byvaju Casto spojené s ireparabilnymi
zmenami centralneho nervového systému a parenchy-
matdznych organov. Laboratorna diagnostika mnohych
z tychto poruch je v sucasnosti dostupna v Specializova-
nych medicinskych centrach a laboratériach s kvalitnym
pristrojovym a personalnym vybavenim.

Podla viacerych autorov rozoznavame 3 typy klinické-
ho priebehu akutnych dedi¢nych metabolickych poruch:
neurologicka tiesen ,,intoxika¢ného typu®, neurologicka
tiesen typu ,deficitu energie“ a DMP pod obrazom hepato-
patie, hepatomegalie, hypoglykémie.

Medzi prvé priznaky ochorenia patri lenivé pitie,
letargia, hypoténia, poruchy dychania, singultus, poru-
chy periférneho prekrvenia, zvracanie ako pri pyloros-
tendze, krée, progresia ochorenia az koma, hypotonia,
areflexia, hypertonus, abnormalne pohyby koncatin,
myoklonie, tremor s velkou amplitudou, hypertroficka
kardiomyopatia, hyperlaktacidémia, malformacie, dys-
morfia, hepatomegalia, hepatopatia, hypoglykémia a iné.
Akutne dedicné metabolické poruchy vyzaduju rychly
diagnosticky a terapeuticky zasah. U niektorych poruch
sa objavuju zvlastne priznaky ako zapach dychu, mocu,
potu, facidlna dysmorfia, makrocefalia, malformacie,
drobna stigmatizacia, makroglosia, stridor, zvlastny typ
vlasov, rekurentné vracanie, napadna hypotermia, iné
skeletalne zmeny, organomegalia.

Z beinych laboratornych nalezov pri DMP byva
Casto neutropénia, trombocytopénia, metabolicka acidoé-
za, ketonuria, tazka porucha koagulacie, progredujtca
a vyrazna hyperbilirubinémia, zvySené pecenové testy,
hypokalcémia, hyperglykémia, hypoglykemické stavy, hy-
peramonémia, hyperlaktacidémia a mnoh¢ iné. Skusenosti
vSak ukazali, Ze len maly pocet metabolickych poruch
mozno diagnostikovat len z typického klinického obra-
zu. V mnohych pripadoch len zavedenie laboratérnych
skriningovych metod na DMP mozZe viest k diagnoze,
pretoZe inicialne symptomy nie su neSpecifické.

Laboratérne vySetrenie v diagnostike DMP maju
svoje Specifické pravidla. Vacsinou sa zaCina od najjed-
noduchsich laboratornych metod. Skriningové vySetrenia
by mali byt lahko a rychlo realizovatelné, dostatocne
citlivé, nesmu poskytovat falo§ne negativne vysledky,
musia obsiahnut §iroké spektrum metabolitov. Dalsim
stupnom v diagnostike DMP su §pecialne biochemické,
histochemické, semikvantitativne a kvantitativne chro-
matografické vySetrenia s vyuZitim najmodernejSich
laboratornych technik a postupov. Definitivnu diagnézu
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¢asto potvrdi u mnohych poruch molekularna genetika.
VySetrenia indukuju lekari a ini odborni pracovnici
centier, ktori sa Specializujui na dedicné metabolické
poruchy.

V préaci prinaSame prehlad a sicasné moznosti véasnej
diagnostiky dedi¢nych metabolickych poruch spojenych
s priznakmi GIT-u so zameranim na neonatalny skri-
ning a nasledné moznosti diagnostiky a monitorovania
ochoreni.

WILSONOVA CHOROBA

Gabor D., Dobiasova I., Gaborova E.

Oddelenie klinickej biochémie
FNsP FD Roosevelta, Banska Bystrica

Wilsonova choroba (WD) je dedi¢na porucha me-
tabolizmu medi. Prvykrat bola popisana Dr. Samuelom
Alexandrom Kinnier Wilsonom v roku 1912. WD
je sposobena mutaciami v géne kdédujucom beta poly-
peptid (ATP7B) ATPazy pre trasport medi, ktory sa
nachadza na chromozome 13 a klinicky sa prejavuje
prevazne v peceni. Toto ochorenie sa dedi autozomal-
ne recesivnim spdésobom. WD je pritomna vo vacSine
populacie po celom svete, najma v tych, v ktorych su
bezné pribuzenské manzelstva. Frekvencia ochorenia je
odhadovana medzi 1 na 5000 aZ 1 na 30000 a vyskyt
prenasacov je 1:90.

WD najlepSie pochopime, ak pochopime metabolizmus
medi. Zakladna denna potreba medi pre Iudské telo je
asi 1-2mg. Je splnena diétnym prijmom medi. Med' je
absorbovana ¢revnou bunkou a uloZena v nejedovatej
forme naviazana na metalothionein. Med je neskor vy-
Iucend do krvného obehu bielkovinovym transportnym
proteinom, med - transportujucou ATPazoul (ATP7A),
ktory je umiestneny na membrane enterocytov. Krvou
je transportovana do pecene vo vdzbe na albumin,
odkial je prijata hepatocytmi. Cast medi je viazana
na metalothionein pre ucely skladovanie, a zvySok sa
vylucuje prostrednictvom regulacie ATP7B do zl¢ovych
kanalikov. ATP7B tiez sprostredkovava prevod medi na
apoceruloplasmin za tvorby Sest molekul medi viaziceho
proteinu znameho ako ceruloplazmin, ¢o je a.2-globulin.
Ceruloplazmin je vyluceny do krvi, je nan viazané 90 %
medi pritomnej v plazme a posobi ako zdroj medi pre
periférne organy, ako je mozog a oblicky.

Mutacia ATP7B vedie k zniZeniu premeny apoceru-
loplazminu na ceruloplazmin, ktory je v dosledku toho
zvyCajne pritomny u pacientov s WD v nizkej koncen-
tracii. Okrem toho, neschopnost vylucovat med do
z1¢ovych kanalikov vedie k jeho jedovatému pdsobeniu
v hepatocytoch. Nadbytok medi poskodzuje mitochondrie,




¢o sposobuje oxidacné poSkodenie buniek a umoznuje
rozliatie medi do krvi, a tym pretazenie dalSich organov,
ako je mozog, oblicky a Cervené krvinky, ¢o spdsobi ich
toxické poskodenie. Pri WD je urychlené apoptotické
odumretie buniek inhibiciou IAPS (inhibitor apoptozy
proteinov), ktoré je spdsobené toxickymi intracelular-
nymi depozitmi medi.

Viacsina pacientov s WD sa prejavi bud’ s prevazne
pecenovymi, alebo neuropsychiatrickymi priznakmi, a to
bud s klinicky asymptomatickym alebo symptomatickym
zapojenim pecene. ZvysSnych 20 % pacientov sa vSak
moze prejavif priznakmi svedéiacimi pre zapojenie
dalSich organov.

U pacientov s pecenovou poruchou WD sa klinic-
ké priznaky prejavia v neskorom detstve alebo pocas
dospievania a vykazuju priznaky akutnej hepatitidy,
fulminantného zlyhania pecCene, alebo progresivneho
chronického ochorenia pecene vo forme bud chronickej
aktivnej hepatitidy alebo cirhozy makronodularneho
typu. Stupen zapojenia peCene je variabilny, od asymp-
tomatickej hepatosplenomegalie s miernym zvySenim
hladiny niektorych pecenovych enzymov, az po uplné
zlyhanie pecene. Sprievodné priznaky zahfnaju neSpe-
cifické celkové priznaky, ascites a zltacku, a priznaky
ako hematemesis a meléna, ktoré su sposobené portal-
nou hypertenziou. VSeobecne plati, ze ¢im mladsi vek
pacienta pri prepuknuti priznakov, tym vicSia miera
ucasti pecene.

Priemerny vek nastupu neurologickej formy WD je
v druhej az tretej dekade. U vacSiny pacientov je symp-
tomaticka pred dosiahnutim veku 50 rokov. Pacienti
sa bezZne prejavuju extrapyramidalnymi, mozockovymi
a mozgovymi priznakmi spojenymi so subakutnou, alebo
chronickou formou. Akutna prezentacie je vidief len
v zriedkavych pripadoch. NajcastejSia uvodna prezentacia
st bulbarne priznaky, charakteristické tazkostami s reCou
a prehitanim, a slintanim. Asi jedna tretina pacientov
ma skusenosti s psychickymi poruchami. Tieto poruchy
sa mdzu prejavit ako zmeny vykonnosti v §kole alebo
v praci, porucha pozornosti s hyperaktivitou, impulzivita,
paranoidna psychoza, obsedantné spravanie, depresie,
samovrazedné sklony alebo bizarného spravania, a mozu
sa objavit kedykolvek v priebehu ochorenia.

Kayser-Fleischer prstenec po obvode rohovky sposobeny
ukladanim medi je charakteristicky nalez pozorovany vo
vacsine pripadov choroby neurologickej formy WD a pri-
blizne pri 50% pripadov ochoreni pecene pri WD.

V dosledku roznych klinickych prejavov WD, je toto
ochorenie Casto nedostatocne diagnostikované.

WD je biochemicky charakterizovana nizkymi hladi-
nami ceruloplazminu a celkovej medi v sére, zvySenim
24 hodinového vyluCovania medi mo¢om, a abnormalne
vysokym obsahom medi v peceni.

V prednaske sa okrem prehladu metabolizmu medi,
vysvetlenia patogenézy WD a priblizenia jej roznych
klinickych prejavov budeme venovat predovSetkym
biochemickym parametrom pouZzitelnym v diagnostike
a monitorovani pacientov s WD.
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SEROVE MARKERY V DIAGNOSTIKE
IDIOPAGTICKYCH CREVNYCH
ZAPALOVYCH OCHORENI (IBD)

Balaz J., Kvétensky J.

II. Interna klinika SZU
FNsP F.D. Roosevelta Banska Bystrica

Diagnostika idiopatickych ¢revnych zapalovych ocho-
reni (inflammatory bowel diseases - IBD) je zatazena
subjektivitou anamnestickych udajov, ¢asto minimalnym
klinickym nalezom a endoskopické vySetrenia predsta-
vuju pre pacienta zafaz a riziko komplikacii. Preto sa
hladaju biochemické markery, ktoré by neinvazivne
a pomerne objektivne prispeli k stanoveniu diagnézy
IBD, k diferencialnej diagnostike medzi Crohnovou cho-
robou a ulcerdéznou kolitidou, umoznovali by hodnotit
uspesnost lieCby a riziko dalSieho relapsu.

V klinickej praxi st najmé vyuZivané ,klasické®
zapalové markery ako CRP a sedimentacia erytrocytov,
ktorych vyznam v IBD bol potvrdeny viacerymi Stuadiami.
Osobitné miesto maju protilatky proti exogénnym antigé-
nom (ASCA, anti-OmpC, anti-I2, anti-CBirl flagelin)

a autoprotilatky (pANCA), ktoré predovsetkym poma-
haju pri diferenciacii medzi Crohnovou chorobou a ulce-
réznou kolitidou. Pre spravne hodnotenie stanovovanych
parametrov je potrebné poznat vlastnosti jednotlivych
metod stanovovania a situacie, kedy mozZe dochadzat
k faloSnej pozitivite alebo negativite vysledkov.

FEKALNY KALPROTEKTIN -
NOVY NEINVAZIVNY MARKER ZAPALU
GASTROINTESTINALNEHO TRAKTU

Zithanova 1.!, Paduchova Z.!
Bucova M.2, Muchova J.!, Cierna 1.}
Szekyova D.3, Kovacs L.3, Durackova Z.!

1Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie
Imunologicky ustav Lekarskej Fakulty UK Bratislava
I1. detska klinika, LF UK a DFN Limbova 1, Bratislava

Zapalové ochorenie ¢reva (Inflammatory bowel dise-
ase IBD), ku ktorému patri Crohnova choroba (CC) je
chronicky stav s opakujucimi sa zapalmi v gastrointes-
tinalnom trakte. Toto ochorenie sa prejavuje rektalnym
krvacanim, hnackami a abdominalnymi bolestami. Na
urcenie vaznosti a stupna zapalu boli vyvinuté rozne
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metody ako su napr. klinické, sérologické a hematologic-
ké, radiologické, radio-izotopové metody, endoskopické
a histologické vySetrenia. VySetrenie aktivity ochorenia
pacientov s IBD je vel'mi invazivne, neprijemné a bo-
lestivé. Je preto potrebné najst marker tohto ochorenia,
ktorého stanovenie by bolo jednoduché, rychle, citlivé,
Specifické, nie veImi drahé, ale najméd neinvazivne.

Vo vyspelych §tatoch sa v diagnostike a na stanove-
nie aktivity ochorenia pouziva neinvazivne vySetrenie
markera zapalového procesu - kalprotektinu. Kalpro-
tektin je protein s antimikrébnymi a antiproliferacnymi
ucinkami viazuci vapnik. Patri do skupiny proteinov
S100 a produkuju ho hlavne neutrofily. Mozno ho sta-
novit v plazme, telovych tekutinach, tkanivach, stolici
a inom biologickom materiali. Jeho hladiny v plazme
su zvySené pri roznych typoch infekcii. ZvySené kon-
centracie kalprotektinu v stolici sa zistili u pacientov
s kolorektalnou rakovinou, IBD a baktériovou infekciou
v gastrointestinalnom trakte. Monitorovanie hladin fe-
kalneho kalprotektinu u pacientov s IBD mdze pomoct
pri sledovani priebehu aktivity ochorenia, odpovedi na
liecbu a tiez predpovedat zhorSenie zdravotného stavu.
Napriek tomu sa stanovenie kalprotektinu v stolici na
Slovensku nevyuZiva.

14
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Mnohé Studie vSak dokazali, Ze meranie kalprotek-
tinu v stolici reprezentuje nahradny marker influxu
neutrofilov do ¢revného lumenu, a preto ho mozeme
povazovat za jednoduchy, neinvazivny a vysoko citlivy
marker ¢revného zapalu. U deti aj dospelych s IBD sa
zistili signifikantne vysSie hladiny kalprotektinu, ktoré
dobre korelovali s endoskopickymi a histologickymi na-
lezmi, s vySetrenim permeability ¢reva a tieZ s indexom
CDAI (Crohn disease activity index).

Do naSej pilotnej Studie sme zaradili 27 pacientov
s diagnostikovanym IBD (priemerny vek 15,8 roka) a 11
zdravych dobrovol'nikov (priemerny vek 13,4 roka). Vy-
sledky naSej Studie potvrdzuju, Ze pacienti s IBD maju
signifikantne vysSie hladiny kalprotektinu v porovnani
so zdravou kontrolou (median 1076 vs. 19,5 ug/g stolice,
p=3,5.10%). V prednaske budu prezentované korelacie
medzi vybranymi markermi a hladinami kalprotektinu
v stolici.

Nasim cielom je zaviest stanovenie kalprotektinu ako
rutinny test na sledovanie aktivity ochorenia, odpovedi
na liecbu a tieZ predpovedi zhorS§enia zdravotného stavu
aj na Slovensku.

Tento projekt bol podporeny grantmi VEGA 1/0224/08,
AV 4/2028/08, MZ 2007-16-UK-01.
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VYZNAM VITAMINU V ORGANIZMU
A MOZNOSTI STANOVENI
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Vitaminy jsou esencialnimi slozkami potravy. Jsou
definovany jako organické esencialni biokatalyzatory he-
terotrofnich organismi. Z hlediska jejich charakteristiky
je dulezita predevsim jejich exogennost, esencialnost a ka-
talyticky charakter. Mezi jednotlivymi vitaminy neexistuji
po strance chemické zadné strukturalni vztahy, podle
nichz by mohly byt klasifikovany. Diilezitym rozliSovacim
znakem vitamind je jejich rozpustnost, podle niz je 1ze
rozdélit na vitaminy rozpustné v tucich (lipofilni) a na
vitaminy rozpustné ve vodé (hydrofilni).

Nedostate¢ny privod vitaminli v potravé se v orga-
nismu projevi riznymi poruchami, v leh¢ich pripadech
hovofime o hypovitaminozach, t€zsi formy se nazyvaji
avitaminozy. Dlouhodoby extrémni nedostatek vitamint
miiZze mit i fatalni nasledky. Avitamindézy nevznikaji
pouze jako nasledek nedostatecného obsahu prislusného
vitaminu v potraveé, ale mohou se na nich podilet i jiné
faktory, napfiklad Spatna resorpce vitaminl v zaZivacim
traktu, vliv nékterych fyziologickych zmén v organismu,
pfitomnost antivitamin® a v nékterych pripadech i zvySe-
na potfeba vitamini pfi zvySené fyzické nebo psychické
zatézi. NadbyteCny prijem vitaminQ napf. vitaminu A,
D mitize mit fadu nezadoucich az toxickych projevi.

Incidence a prevalence hypovitaminoz a vitaminoz je
zavisla na stravovacich zvyklostech konkrétniho jednotliv-
ce a na nabidce vhodnych potravin v dané spole¢nosti.
V rozvinutych statech svéta, v zemich EU mezi které
se fadi také Ceska republika je nabidka i spotfeba po-
travin na velice dobré urovni zabezpecujici doporuceny
denni pfijem prakticky vS§ech vitamini. U exponovanych
jedincli 1ze pozorovat klinické pfiznaky marginalniho
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nedostatku nékterych vitaminti. Uvedena relativni hypo-
vitaminoza je disledkem nadmérné potieby u konkrétni
osoby, napf. u kurakd se zvySuje denni potieba vitaminu
C az o 40% ve srovnani s nekuraky, u téhotnych jsou
zvySené naroky na prijem kyseliny listové z divodu
prevence vzniku malformaci neuralni trubice u plodu.
Hodnoceni hladin jednotlivych vitamind nebo jejich
metabolitil v biologickych materialech obyvatel Ceské
republiky neprokazalo vyznamné zmény a zvySené riziko
hypovitaminoz u zdravé populace.

Neadekvatni prijem fady vitamin nebo subklinicky
se projevujici deficit vitamint predstavuje rizikovy fak-
tor vzniku a rozvoje fady chronickych metabolickych
onemocnéni, mezi které lze zaradit kardiovaskularni
onemocnéni, diabetes mellitus, aterosklerozu, dale se
mohou podilet na vzniku osteoporézy, anemie a také
nadorovych onemocnéni. Z vySe uvedeného vypliva
nutnost zabezpeceni adekvatniho pfijmu vitaminl jiz
u klinicky zdravych jedinct.

Hodnoceni saturace organismu vitaminy patfi do
komplexniho odnocnenai nutricniho stavu jednotlivce
zahrnujiciho anamnestické, antropometrické, bioche-
mické vySetfovaci metody. V ramci antropometrického
sledovani je provadéno hodnoceni télesného slozeni
se zaméfenim na stanoveni mnoZstvi télesného tuku,
tukuprosté tkané, pro které lze vyuzit predevsim méreni
télesné impedance - bioimpedanéni analyza.

V klinické praxi se pro hodnoceni satuace organizmu
vitaminy pouzivaji predev§im biochemicka stanoveni
jednotlivych vitaminG v biologickych tkanich, v séru
a v cCervenych krvinkach, ale také sledovani odpadu
vitamind nebo jejich metabolitd v moc€i. Saturaci orga-
nizmu je moZno rovnéz hodnotit na zadkladé koncentraci
metabolitd vitaminl v biologickém materidlu nebo
podle koncentraci dalSich latek, jejichz metabolismus
je specificky ovlivnén konkrétnim vitaminem (cystein
- saturace organismu Kyselinou listovou, vitaminy B6
a B12, osteokalcin - saturace vitaminem D).

V klinické praxi po stanoveni diagnozy hypovitamino-
zy konkrétniho vitaminu je nutno zahdjit suplementaci
chybéjicim vitaminem. U zdravych jedincl je vhodné
doporucovat takovou skladbu jidelnicku, ktera zabezpeci
adekvatni pfijem vitamind. Pro kvantifikaci pfijmu vita-
mint ve stravé je vhodné pouzit doporuceni RDA.
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VYZNAM STANOVENIA OXIDACNEHO
STRESU A ANTIOXIDACNEHO STATUSU
V KLINICKEJ PRAXI
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'Alpha Medical, Bratislava
2Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava
3Ustav experimentalnej endokrinolégie SAV, Bratislava

Déosledkom poskodenia organizmu posobenim volnych
radikalov je cely rad s vekom asociovanych ochoreni.
VolIné radikaly su schopné chemicky menit vSetky
hlavné skupiny lipidov, proteinov, nukleovych kyselin,
ovplyvaujuc ich Strukturu a tym ich vlastnosti a funkcie.
Tiez v etiologii dvoch hlavnych civilizaénych ochoreni,
rakoviny a aterosklerozy, ktoré su sice multifaktorialne,
mozZu byt jednym z klucovych vyvolavajucich faktorov
volné radikaly. Existuje viacero mechanizmov ochrany
pred Skodlivym uc¢inkom volnych radikalov. Tieto me-
chanizmy zahfnaju enzymy, endogenné antioxidanty ako
aj vo vode a v tukoch rozpustné exogenné (naturalne,
z potravy) antioxidanty ako su kyselina askorbova (vita-
min C), o-tokoferol (vitamin E) a B-karotén. Beneficny
efekt naturalnych antioxidantov bol popisany v mnohych
epidemiologickych §tudiach. Klinické intervencné Studie
s vysokymi davkami vitaminovych suplementov (Casto
v nerovnovahe s ich ,sparing“ partnermi) uz nevyznie-
vaju jednoznacne priaznivo.

Plazmatické koncentracie naturalnych antioxidantov
su preukaznejSimi indikatormi antioxida¢ného statusu
neZ kalkulovany prijem z potravy, pretoze aktualny status
in vivo je vysledok jednak vyuZitelnosti antioxidantov
zavislej od diétnej ponuky, od intestinalnej absorpcie,
od hepatalnej sekrécie a od metabolickej regulacie
a jednak vysledok individuadlnej poziadavky organizmu,
ktora moze byt zvySend nutrientami nachylnymi ku
oxidacii, oxidacnym stresom, zivotnym prostredim ale-
bo faktormi Zivotného S§tylu napr. fajcenim. Extrémne
kratky pol¢as rozpadu najagresivnejsich radikalov brani
ich priamemu stanoveniu. DostaCujuca je nepriama
informacia z merania koncentracii antioxidantov, ktoré
su kluCové v ochrane proti radikalom. Na zaklade dl-
hodobych epidemiologickych studii, v ktorych sa vzala
za zaklad morbidita a mortalita pre dve najzavaznejSie
ochorenia, boli urené protektivne plazmatické hodnoty
antioxida¢nych vitaminov, teda optimalne z pohladu
antioxidaénej ochrany, ktoré znamenaju redukciu rizika
vol'noradikalovych ochoreni. V naSej prednaske by som
Vas chcel oboznamit s niektorymi nasimi experimentami
kde sme dokazali priaznivy vplyv vyvazenej nutricie a na
druhej strane sme zistili zvySené parametre lipopero-
xidacie u pacientov s roznymi diagnozami a nakoniec
zniZenu aktivitu antioxida¢ného statusu u roéznych foriem
hypertenzie v porovnani s kontrolnou skupinou.
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MATERIAL A METODY

MDA merané (HPLC s FD), lipofuscin (Fluorimet-
ricky), SOD (Randox), A,NA (enzymaticko-izotopova
metoda), Kortizol a Prolaktin (Elecsys), GPx (Randox),
TAS (Randox), Koncentracie vitaminu C a vitaminu
E v plazme boli merané HPLC metodami. Obsah
karbonylovych skupin v plazme bol urCovany 2,4-di-
nitrofenylhydrazinovym testom. Alkalicka comet assay
bola pouzitd na detekciu DNA zlomov v izolovanych
lymfocytoch a jej modifikacia s posobenim $pecifickych
enzymov na urcenie oxidovanych baz.

Experiment A: Pacienti s ICHS (n=49) a kontrolna
skupina (n=22)

Experiment B: Nahodne vybrana popula¢na skupi-
na pozostavala zo 48 subjektivne zdravych dospelych
nefajciarov (23 muzov, 25 Zien) z regionu Bratislava;
vekové rozpatie 20-69 rokov; prriemerny vek 40,6 2,0
rokov; body mass index 23,7 £0,7 kg/m?. Probandi boli
rozdeleni do 4 subskupin v zavislosti na koncentraciach
vitaminu C (protektivna >50 umol/l, deficitna <50
umol/1) a vitaminu E (protektivna >30 umol/l, deficitna
<30 pmol/l). V ILskupine boli subjekty s deficitnymi
hodnotami vitaminu C a vitaminu E, v Il.skupine bol
deficitny vitamin C, v IIl.skupine vitamin E a vo I'V.sku-
pine (kontrolna skupina) boli probandi s protektivnymi
hodnotami oboch vitaminov (tab.1).

Koncentracie vitaminu C a vitaminu E v plazme
boli merané HPLC metodami (EDTA bol pouzity ako
antikoagulant a inhibitor vol'noradikalovych reakcii.
Hodnota malondialdehydu v plazme bola ur¢ena HPLC.
Obsah karbonylovych skupin v plazme bol urovany 2,4-
dinitrofenylhydrazinovym testom. Alkalickd comet assay
bola pouzitd na detekciu DNA zlomov v izolovanych
lymfocytoch a jej modifikacia s posobenim $pecifickych
enzymov na urc¢enie oxidovanych baz. Prijem vitaminov,
mineralnych a stopovych latok bol len v prirodzenej
forme (zZiadna suplementacia). Protektivne hodnoty:
vitamin C> 50 umol/l, vitamin E> 30 umol/l, vitamin C/
vitamin E> 1, vitamin E/cholesterol > 5,2 umol/mmol,
vitamin E/triacylglyceroly > 16 umol/mmol.

V praci je vyhodnoteny vzajomny vztah medzi
produktami oxidaéného poskodenia a plazmatickymi
koncentraciami dvoch hlavnych antioxidantov velkého
fyziologického vyznamu, vitaminu C a vitaminu E.

Experiment C:

Probantov sme rozdelili na: kontrolna skupina zdravi
dobrovolnici (K) (n=12), pacienti s labilnou hyperten-
ziou (TH) (n=12), pacienti s fixovanou hypertenziou
(fH) (n=12). VSetky tri skupiny sme vystavili zatazo-
vému testu na ergometri (6 min 0,5 W/kg, 1 min pauza,
6 min 1 W/kg, 1 min pauza a 6 min 1,5 W/kg). Krv sa
odoberala zo zavedeného katétra z v. cubiti: 0" 612" 18"
24°30°. Merali sme A, NA, Kortizol, Prolaktin, SOD,
GPx, MDA, Lipofuscin.




VYSLEDKY

Experiment A:

Pacienti s ICHS (n=49) mali signifikantne zvySenu
(p<0.001) koncentraciu MDA v krvi oproti kontrolnej
skupine (n=22). Podobne vyznamné (p<0.001) bolo
aj zvySenie koncentracie lipofuscinu. Pacienti s ICHS
vSak mali vyznamne zniZenu hladinu TAS (p<0.05)
oproti kontrolnej skupine.

Experiment B:

Protektivny efekt vitaminov C a E v podmienkach
ich optimalnych plazmatickych koncentracii je uvedeny
v tab.l. V porovnani so skupinou s optimalnymi hodno-
tami vitaminov v plazme (IV) probandi s deficitnymi
koncentraciami oboch vitaminov (I) mali vyznamne
zvySené vSetky sledované produkty oxidacného po-
Skodenia. ZvySenie malondialdehydu predstavovalo
61 %, proteinkarbonyly boli zvySené o 46 %, hodnoty
oxidacnych produktov DNA v lymfocytoch sa zvysili
o 31 al7%.

Tab.1. Plazmatické koncentracie vitaminov
a hodnoty oxida¢ného poskodenia lipidov, proteinov a DNA

Plazmatické koncentracie vitaminov

SKkupiny | I I v

n 16 5 12 15
Vitamin C <50 <50 50 50
(umol/1)

priemer 33,4+2,5 | 32,1+6,0 | 66,2+22 | 63,4+29
Vitamin E <30 30 <30 530
(umol/1)

priemer 22,9+0,8 | 36,9+2,7 | 25,6+0,9 | 33,1£0,9

Produkty oxidacného poskodenia

Malondialdehyd

(umol/1) 1,90£0,10 | 1,57+0,10 | 1,44+0,09 | 1,18 +0,04
P= 0,0007 0,0047 0,0140
Proteinkarbonyly

(umol/1) 13911 132+13 99+ 10 95+10
P= 0,0075 0,0450 0,820

DNA zlomy s oxid.

purinmi (AU) 226+8 21317 193+8 1736
P= 0,0008 0,0137 0,0683

DNA zlomy s oxid.

pyrimidinmi (AU) 211+9 190+ 18 182+11 180+9
P= 0,0216 0,6310 0,9469

Vysledky su vyjadrené ako priemery *+SEM

V druhej skupine boli vyznamne zvySené okrem
DNA zlomov s oxidovanymi pyrimidinmi vSetky sledo-
vané oxidacné produkty. V III.skupine bol vyznamne
zvySeny len produkt lipidovej peroxidacie, zvySenia
karbonylov a DNA zlomov s oxidovanymi purinmi boli
nevyznamné. Tieto nalezy svedcia pre to, ze vitamin C
mé dominantnu ochrannu tlohu proti volnym radikalom
vo vodnom prostredi a vitamin E spolu s vitaminom C
a ich vzajomny pomer dominuje v prevencii lipidovej
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peroxidacie. Tento zaver je podporeny vyznamnou
inverznou korelaciou produktov oxidacného poskode-
nia lipidov, proteinov a DNA a koncentracii vitaminu
C (malondialdehyd r=-0,537 /P<0,001/, karbonyly
r=-0,661 /P<0,001/, DNA posSkodenie r=-0,439
/P<0,01/, r=-0,359 /P<0,05/). V pripade vitaminu
E vyznamna koreldcia bola najdena len pre vzajomny
vztah koncentracii vitaminu E a produktu lipidovej
peroxidacie (r=-0,476 /P<0,001/). V skupine s defici-
tom oboch vitaminov hodnoty oxidaéného poskodenia
lipidov a proteinov boli v rizikovom pdsme a protein
karbonyly mali rizikovii hodnotu aj pri deficite vitaminu
C a protektivnej hodnote vitaminu E (rizikové hodnoty
pre malondialdehyd > 1,75, pre karbonyly > 124).

Z vysledkov ,vitaminovej skupiny“ vyplyva, Ze
najvyznamnejSie zmeny (najvys$si oxidacny stres) mali
dobrovolnici, ktori mali najniZsiu koncentraciu vitaminov
(C a E) a na druhej strane najmenSie zmeny mali dob-
rovolnici, ktori konzumovali dostatok ovocia a zeleniny.
Aj tu sa teda ukazalo, ze doélezita je vyvazena strava
s dostatkom vitaminov, CiZe pravidelna a dostato¢na
konzumacia ovocia, zeleniny, celozrnych potravin,
rastlinnych olejov a olejnatych semien bohatych na
antioxida¢né vitaminy a dalSie protektivne nutrienty.

ZAVERY

Experiment A:

Pacienti s ICHS a s hypertenziou maju vyznamne
zvySenu koncentraciu MDA a lipofuscinu a zniZenu
hladinu TAS oproti kontrolnej skupine. Po mesaénom
uzivani vitaminu C (500mg) a vitaminu E (40mg)
doSlo k vyznamnému zniZeniu MDA a lipofuscinu
a k zvySeniu TAS.

Experiment B:

Zdravi dobrovolnici (n=48) podla hodndét vitami-
nov (vitamin C=50umol/l, vitamin E=30umol/l) do
4 skupin.

I.  skupina (n=15) C+, E+ (kontrolna skupina)

II.  skupina (n=12) C+, EIII.

III. skupina (n=95) C-, E+

IV. skupina (n=15) C-, EMDA

bol zvySeny u skupiny II., III., IV. oproti kontrolnej
skupine I.

Protein carbonyls boli zvySené u skupin -C +E, -C -E

DNA breaks+oxidised (purines) boli zvySené u sku-
pin -C +E, -C -E

DNA breaks + oxidised (pyrimidines) boli zvySené
u skupiny -C +E

Vysledky dokumentuju poZiadavku optimalnych
plazmatickych koncentracii vitaminov, ktoré zabezpecia
rovnovahu prooxidacno-antioxidacného stavu a zabrz-
dia vznik produktov oxidacného poskodenia. Viacero
nutriénych §tudii ukazalo vys$§iu strednu dizku Zivota
a nizSie riziko rakoviny a ischemickej choroby srdca
u subjektov, ktoré preferuju vegetarianske stravovanie
a mediteranny (stredomorsky) sposob stravovania.
V opakovanych epidemiologickych Studiach bolo po-
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zorované, Ze viac nez 89 % subjektov s dominantnou
alebo vyluénou konzumaciou rastlinnej potravy ma
protektivne koncentracie vitaminu C a vitaminu E (vo
vztahu k lipidom) v porovnani s menej nez 60 % vSe-
obecnej populacie. Tento nalez je dosledkom pravidelnej
a dostatoCnej konzumacie ovocia, zeleniny, celozrnych
potravin, rastlinnych olejov a olejnatych semien bohatych
na antioxida¢né vitaminy a dalSie protektivne nutrienty.
Z vysledkov vyplyva, Ze najvyznamnejSie zmeny (najvyssi
oxidacny stres) mali dobrovolnici, ktori mali najnizsiu
koncentraciu vitaminov (C a E) a na druhej strane
najmenSie zmeny mali dobrovolnici, ktori konzumovali
dostatok ovocia a zeleniny.

Experiment C:

Namerali sme signifikantne zvySenu koncentraciu
MDA (p<0.01) a lipofuscinu (p<0.01) u pacientov
s hypertenziou a signifikantne zniZenu aktivitu GPx
(p<0.001) u pacientov s fixovanou hypertenziou
(n=12) oproti kontrolnej skupine (n=12) po zatazi
na bicyklovom ergometri. Signifikantny bol aj rozdiel
GPx (p<0.05) medzi labilnou a fixovanou hypertenziou
a MDA (p<0.05).

Zaverom moZeme konStatovat, Ze aj tu sa ukazalo, Ze
dolezita je vyvazena strava s dostatkom vitaminov, ¢izZe
pravidelnd a dostatocna konzumacia ovocia, zeleniny,
celozrnych potravin, rastlinnych olejov, ryb a olejnatych
semien bohatych na antioxida¢né vitaminy a dalSie
protektivne nutrienty. V experimente C sa ukazala zni-
Zena antioxida¢na ochrana (znizeny GPx) u pacientov
s hypertenziou, zavaznejsi deficit u fixovanej hypertenzii.
Vzhladom nato, ze GPx je enzym kde kofaktorom je
Se, u pacientov s hypertenziou je vhodné odporucit
konzumovat morské ryby, sezamové semienka atd.

NOVE MOZNOSTI VYUZITI SPOJENI
ELEKTROCHEMIE, CHROMATOGRAFIE
A HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
PRO HODNOCENI NUTRACEUTIK

Horna A.!, Dolezal K.?

!Centrum vyzkumu potravin,
Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2Centrum regionu Hana pro biotechnologicky
a zemédélsky vyzkum,

PiF Univerzita Palackého v Olomouci

Dopliky stravy, oznacované né€kdy také jako nutra-
ceutika, jsou definovany jako potraviny a jako takové
jsou konzumované usty. Nutraceutika jsou pripravky
na pomezi mezi potravinami a 1écivy. Cilem téchto
pfipravka je upevnovat zdravi.
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Nutraceutika v§ak mohou obsahovat i xenobiotika,
ktera podle jiz nazvu jsou télu cizi a jsou z téla vyluCovana
ven. lipofilni xenobiotika jsou pomoci biotransformaci
ménény na latky hydrofilni povahy.

Analytické metody jako je elektrochemie, chromato-
grafie a hmotnostni spektrometrie jsou zdrojem novych
informaci o obsahovych latkach nutraceutik, potfebnych
pro tvorbu raciondlnich potravnich doplnkd a jejich
praktickou vyuZzitelnost.

Elektrochemicka cela s pracovni elektrodou z poréz-
niho grafitu byla pouzita pro simulaci redox procesd,
které probihaji katalytickym pusobenim enzymt P450
v téle. Pro identifikaci vznikajicich produkti bylo po-
uzito spojeni vysoko uc¢inné kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie.

Podékovani
Prdce vznikla za podpory projektu AV CR KAN20813801
Nanotechnologie pro spolecnost.

VYZNAM VYSETRENIA
A MONITOROVANIA VITAMINU D

Spustova V., Stefikova K.
Krivosikova Z.

Slovenska zdravotnicka univerzita
Bratislava

Viaceré, v sucasnosti publikované prace poukazuju
na to, Ze nizka koncentracia vitaminu D je problém,
ktory ma globalny rozmer a velké epidemiologické
studie dokladaju, Ze nedostatok vitaminu D sa podiela
na rozvoji mnohych chronickych ochoreni.

Podobne mdzeme povedat, Ze ostatné roky priniesli
tieZ nové poznatky vo fyzioldgii a patofyziologii vitamin
D endokrinného systému, ktoré viedli k znacnej revizii
nasho chapania ako spésobu ucinku vitaminu D tak aj jeho
vyznamu v roznych tkanivach, systémoch a organoch.

Vitamin D sa syntetizuje v koZi vplyvom slnecné-
ho UV ziarenia. V pecCeni sa hydroxyluje na 25(OH)
vitamin D, ktory sa povaZuje za ukazovatel zasob
vitaminu D v organizme. 25(OH) vitamin D sa druhy
raz hydroxyluje v oblickach na 1,25(OH), vitamin D,
ktory reguluje metabolizmus mineralov, ¢o predstavuje
wklasicky® endokrinny ucinok vitaminu D. Okrem obliCiek
prebieha syntéza 1,25(OH), vitaminu D aj v mnohych
inych tkanivach a organoch, kde posobi autokrinne/
parakrinne a zabezpecuje ,neklasické“ ucinky vitaminu
D ako su vplyv na proliferaciu a diferenciaciu buniek,
imunitné funkcie, atd.

Akutny deficit vitaminu D vedie u deti k rozvoju
rachitidy a u dospelych jedincov vyvolava osteomalaciu.




Chronicky nedostatok vitaminu D vedie k osteoporoze,
svalovej slabosti a padom, zistila sa asociacia nedo-
statku vitaminu D s kardiovaskularnymi ochoreniami,
diabetom, nadorovymi ochoreniami a autoimunnymi
ochoreniami.

Hypovitamin6za D sa diagnostikuje na zaklade
stanovenia 25(OH) vitaminu D v sére. Odporucana
koncentracia 25(OH) vitamin D ma byt >30ng/ml.
Nedostatok vitaminu D charakterizuje rozhranie kon-
centracii 30-15ng/ml, stredne tazky deficit 15-5ng/ml
a fazky deficit <5ng/ml. V roznych cCastiach sveta je
prevalencia hypovitamindzy D vysoka. Aj v slovenskej
vzorke populacie sme zistili, Ze len 30 % jedincov malo
koncentraciu 25(OH) vitaminu D >30ng/ml, 48 % malo
nedostatku vitaminu D a 22 % malo stredne tfazky deficit.
Nikto nemal tazky deficit.

Sérova koncentracia 25(OH) vitaminu D odraza
nutriény prijem a endogénnu syntézu, ktora zavisi od
expozicie na UV ziarenie (zemepisna Sirka, sezona)
a veku. Nutricny prijem je oproti syntéze v koZi zane-
dbatelny.

Na zaklade porozumenia vyznamu vitaminu D pre
zdravie organizmu je potrebné prijat efektivnejSiu straté-
giu prevencie epidémie hypovitaminozy D. V sucasnosti
odporucany denny prijem vitaminu D je v zavislosti od
veku 200-400IU cholekalciferolu/den. Vzhladom na to,
Ze denna metabolicka potreba vitaminu D je priblizne
40001U, viaceré autority vo svojich §tudiach prezentuju, ze
na udrzanie dostato¢nej koncentracie 25(OH)D v beznej
populacii su potrebné davky 1000-4000 IU/den.

Hypovitamin6za D je vyznamny problém verejného
zdravotnictva. Vzhladom na presved¢ivé dokazy o vyzna-
me vitaminu D pre zdravie obyvatelstva je nevyhnutné
upravit nutricné odporucania pre vitamin D a Siroko
informovat odbornu i laicku verejnost o sposoboch ako
rieSit tento celosvetovy problém.

OMEGA-3 MASTNE KYSELINY -
OD VYZIVOVEHO DOPLNKU KU FARMAKU
PODLOZENEMU MEDICINOU DOKAZOV

Pella D.

III. interna klinika UPJS Lekarska fakulta
a Fakultna nemocnica L. Pasteura KoSice

Prvé zmienky o kardioprotektivnych vlastnostiach
rybieho tuku u gronskych Eskimakov pochadzaju z roku
1976. Dovtedy bolo pomerne tfazké vysvetlit, preco po-
pulacia Iudi s tendenciou k nadvahe a obezite, zaroven
konzumujuca pomerne vela nasytenych tukov a naopak
charakterizovana nizkym prijmom zeleniny a ovocia, ma
najniz§iu umrtnost na koronarnu chorobu srdca. Rybi
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tuk odvtedy ako vyzivovy doplnok presiel Sirokym vysku-
mom a dnes je ho dokonca mozné pouzit i na lekarsky
predpis vo viacerych europskych krajinach v indikacii
adjuvantnej liecby u pacientov po infarkte myokardu
ku ostatnej Standardnej terapii. Vysoko purifikovany
rybi tuk v randomizovanych kontrolovanych klinickych
studiach (v davke 1g denne) viedol ku signifikantnému
poklesu kardiovaskularnej ale aj celkovej mortality,
predovSetkym znizenim vyskytu nahlej srdcovej smrti
(GISSI Prevenzione). Vo vysSich koncentraciach (2-4g
purifikovaného rybieho tuku denne) n-3 PUFA znizuju aj
hladinu triacylglycerolov. Obcas byva pri tomto vy$Som
davkovani pozorovany neZiaduci mierny vzostup LDL
cholesterolu, ktory je v ramci sekundarnej prevencie
ICHS a u diabetikov vhodné kompenzovat sucasnym
podanim statinov. Kombinacia n-3 PUFA so statinmi
vedie aj ku vyraznejSej redukcii kardiovaskularnych
prihod v porovnani so statinovou monoterapiou, ¢o
dokumentovala napriklad stadia JELIS.

Stale rastuca sila dokazov pre n-3 PUFA vo forme
rybieho tuku (alebo kapsul s vysoko purifikovanymi n-3
PUFA) nasla svoj odraz aj v najnovsich odporucaniach
American Heart Association). Pacienti s dokumentova-
nou koronarnou chorobou srdca by mali uzivat denne
1 ¢ EPA+DHA.

Len nedavno publikované vysledky Studie GISSI - Heart
Failure priniesli prekvapujuce vysledky. Ku §tandardnej
terapii chronického srdcového zlyhavania boli pridané
bud n-3 PUFA 1 gram denne alebo rosuvastatin v davke
10 mg denne oproti placebu. Prekvapujico, primarny
endpoint Studie (celkova mortalita a kardiovaskularne
hospitalizacie) boli signifikantne nizSie v skupine n-3
PUFA, naproti tomu ostali nesignifikantne zmenené
v skupine pacientov uzivajucich rosuvastatin.

Vyznam suplementacie n-3 PUFA u nas je o to vacsi,
Ze slovenska populacia konzumuje pomerne vela ome-
ga-6 polynenasytenych mastnych kyselin (n-6 PUFA).
Pritom je zname, Ze pomer omega-6 a omega-3 mastnych
kyselin je dolezity z hladiska viacerych ochoreni, v kto-
rych patogenéze sa uplatinuje zapal (najmé subklinicky
vaskularny zapal) - vratane aterosklerdzy, hypertenzie,
diabetu, bronchidlnej astmy a dalSich. Za optimalny je
mozné povazovat pomer 4: 1 a nizsi, priCom u nas byva
Casto viac ako 20-30:1.

Pri snahe zvysit privod n-3 PUFA predovsetkym
konzumaciou ryb je potrebné mat na zreteli viaceré
dolezité skutoCnosti. PredovSetkym vSak variabilitu
obsahu n-3 PUFA podla druhu ryb, ich povodu (umely
chov, resp. ryby Zijuce vo volnej prirode), sposobu ich
pripravy, kompeticiu pri ich vstrebavani s n-6 PUFA
(vstrebavaju sa, zZial, viac prave n-6 PUFA).

Bohaté dokazy pochadzajuce zo zakladného vysku-
mu, experimentalnych, epidemiologickych, ale dnes uz
aj randomizovanych kontrolovanych klinickych S§tudii
ukazuju, Ze n-3 PUFA zohravaju relevantnu ulohu v pre-
vencii a lieCbe kardiovaskularnych ochoreni. Vysledky
klinickych §tudii navySe vyvratili obavy z ich mozZnych
vedlajSich uc¢inkov. Zda sa, Ze rybi tuk vo forme kapsul

19



s vysoko purifikovanymi n-3 PUFA, najmid v kombi-
nacii so statinmi, by v buducnosti mohol znamenat
dalSie zlepSenie progndzy pacientov nielen po infarkte
myokardu, pripadne so srdcovym zlyhavanim alebo
dysrytmiami, ale mozno i v ramci primarnej prevencie
aterosklerozy. Nespochybnitelny je efekt n-3 PUFA
v oblasti prevencie nahlej srdcovej smrti u pacientov
po infarkte myokardu.

KLINICKY VYZNAM HOMOCYSTEINU
A JEHO MODULATOROV

Lietava J.!, Husarova V.!, Caprnda M.!
Beharkova E.!, Blazicek P.2, Varga 1.}

TI. interna klinika LF UK Bratislava
’Alphamedical Bratislava
YKatedra histologie a embryologie LF UK Bratislava

UvVOD

Homocystein (Hcy) vznika demetylaciou metioninu,
ktory sa prijima v potrave hlavne zo Zivo¢iSnych bielkovin
a menej z rastlinnej potravy (asi tretina). Metabolizmus
metionin je riadeny tromi zakladnymi enzymami - me-
tionin syntézou, betain homocystein metyltransferazou
a cystationin - syntazou za pritomnosti kofaktorov (ky-
selina listova, vitaminy B6 a B12), ktorych pritomnost
alebo nedostatok, ¢i dokonca absencia, urCuju cestu
odburania Hcy.

Ustredné postavenie folatu v regulacii Hey je dané
skutoc¢nostou, ze 5-metyl THF sa pri katabolizme spot-
rebuva, na rozdiel od pyridoxinu a kyanokobalaminu,
ktoré pdsobia iba ako kofaktory.

ZvySena hladiny Hcy su vyznamne asociované s vy-
skytom klinickych komplikacii aterosklerozy. Tento vztah
nie je zatial plne objasneny a popri inych pri¢inach
mozZe byt determinovany aj epigenetickym ucinkom
hyperHcy na DNA. ZjednoduSene je uvedeny patofyzio-
logicky mechanizmus nasledny: Nadmerny privod energie
(abdominalnu obezita a/alebo metabolicky syndrom),
a porucha nutricie v zmysle deficiencie folatu, cholinu,
metioninu a vitaminov skupiny B narusuju homeostazu
Hcy a signifikantne zvySuju jeho hladinu. ZvySeny Hcy
moduluje aktivitu S-adenylhomocystein (SAH) hydrolazy
a zvySuje jeho produkciu, ¢im blokuje metylaciu DNA,
RNA, proteinov a fosfolipidov.

HyperHcy cestou blokady remetylacie zaroven
potencuje hypometylaciu DNA a defektnu reparaciu
DNA. Hypometylacia DNA znamena poruchu expresie
a traskripcie génov a sposobuje endotelialnu degeneraciu.
Viaceré Studie naznacuju, Ze uvedeny cyklus je skor
podmieneny stratou schopnosti endotelu metabolizo-
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vat Hcy intracelularne ako absolitnym nedostatkom
kofaktorov.

METODIKA

V ramci Studie Homocystein Slovakia sme vySetrilli
331 pacientov s ICHS a 102 kontrol na hladiny Hcy,
vitaminu B6, B12 a kyseliny folovej. Diétne zvyklosti
boli identifikované stravovacimi dotaznikmi.

VYSLEDKY

U muzov i Zien s ICHS sme zistili sme vysoku
prevalenciu hyperHcy (34.3 % vs. 30.4 %; NS), deficitu
vitaminu B12 (18.5% vs. 10.5%; p<0.05) a deficitu
kyseliny listovej (39.0% vs. 32.9 %; NS)

Pomocou korelacnej analyzy sme prekvapujuco
identifikovali nepriamoumernu zavislost medzi prijmom
masa a Hey (r=-0.16; p<0.02). Graf dokumentuje, Ze
nie metioninova naloz ale hladiny kofaktorov su urcujuce
pre vyslednu hladinu Hcy. ZvySeny prijem misa vedie
k zvySenému prijmu vitaminu B12 (r=0.15; p<0.01),
ktory znizuje hladinu Hcy.

Medzi prijmom ovocia/zeleniny a hladinami kyseliny
listovej sme tiez zistili signifikantnu zavislost (r=0.10;
p<0.05), ktora bola mierne slabsia ako zavislost mésa
a vitaminu B12.

U kontrol sme nezistili rozdiely v hladinach vita-
minov B6 a B12, resp. kyseliny listovej medzi osobami
s normalnym a zvySenym Hcy. Naproti tomu u pacientov
s ICHS tieto rozdiely boli vysoko signifikantné.

ZAVERY

Regulacia hladiny homocysteinu je u pacientov s ICHS
volne determinovana nutricnymi faktormi, ktoré vsak
vysvetluju len malu cast regulacie.

NUTRICNY STAV
U HOSPITALIZOVANYCH CHORYCH

Palko M.!, ITkova J.2, Firment J.3

1. interna klinika FNLP a UPJS Kosice
1. chirurgicka klinika FNLP a UPJS Kosice
*Klinika anestézioldgie a intenzivnej mediciny

FNLP a UPJS Kosice

Na podklade mnohych klinickych §tudii je velmi
dobre zname, zZe podvyziva zhorSuje funkciu imunitného
systému pacienta, zvySuje pocet infekénych komplikacii,
predlzuje dobu hospitalizacie, predlzuje dobu hojenia
ran, zvySuje pocet opakovanych hospitalizacii, zvysuje




finanéné naklady nemocnice a zvySuje mortalitu pa-
cientov.

Vo fakultnych nemocniciach musi byt klinicka vyziva
zabezpecovana a riadena ¢lenmi nutricného timu a ustav-
nym dietologom. Vzhladom na to, Ze v nasej nemocnici
su vysoko $pecializované pracoviska, v ktorych sa su-
streduju pacienti z celého Slovenska, musi zabezpecit
aj vysoko Specializovanu vyzivu pre komplikované stavy
a rozsiahle operaéné postupy. Autori v praci podavaju
informacie o nutricnom time v nemocnici, o nutnosti
venovania pozornosti nutricnému stavu pacienta a nut-
ricnej podpore pocas hospitalizacie.

MIESTO VYZIVY V PREVENCII
SRDCOVOCIEVNYCH CHOROB

Bada V.

III. interna klinika, Lekarska fakulta
Univerzita Komenského, Bratislava

Problematika vyzZivy vo vztahu k srdcovocievnym
ochoreniam prekonala v nedavno uplynulom XX. storoci
vyvoj, ktory mozno pokojne s nazvat turbulentnym casto
az protire¢ivym. Neskorsi nositel Nobelovej ceny (spo-
lus Ehrlichom) I.I. Me¢nikov napisal na prahu
nového storocia r. 1903 v Parizi esej Etudy o podstate
Cloveka, kde sa zapodieval optimistickou filozofiou
a cestami k Tudskej dlhovekosti. Hlavnou prekazkou na
tejto ceste sa mu javila nevyvazena stravu s prebytkom
Zivoc¢iSnych bielkovin. Experimentalne overenie tejto
Mecnikovovej tézy sa podujali realizovat na Vojenskej
lekarskej akadémii v St. Petersburgu na ustave experi-
mentalnej patologie pod vedenim prof.Ignatovského.
Vplyv cistych Zivo¢iSnych bielkovin na aterogenézu sa
ukazal ako neucinny. Zato kralici kimeny cholesterolom
preukazali akcelerovanu aortalnu aterosklerozu. Pracu
realizoval Cerstvy absolvent akadémie, neskorsi akadmik
N.N.Anickoyv, ktory r. 1915 publikoval vetu: bez cho-
lesterolu niet aterosklerozy. Nazory na tlohu cholesterolu
v Tudskej potrave boli dlho roznorodé. Prezident Kennedy
v televizii vypil pohar mlieka na dokaz, Ze sa choleste-
rolu neobava. D.H.Blankenhorn na zaver §tudie
CLAS 1. 1987 s podavanim Colestipolu s Niacinom v§ak
potvrdil, Ze zniZzovanim hladiny cholesterolu je mozna
dokonca regresia AS procesu v koronarnych artériach.
Ale az objav A.Enda statiny, podavané vzhladom
nizky vyskyt neziaducich u¢inkov vo vel'kych klinickych
studiach rozptylili pochybnosti o vyzname zniZovania
cholesterolu u pacientov s KVS chorobami v primarnej
i sekundarnej prevencii. Framinghamska Stadia uz r. 1948
zaradila do kategorie rizikovych alkohol a ¢iernu kavu.
Predstava, Ze najlepSou diétou na znizovanie cholesterolu

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2010

je strava bez cholesterolu sa nepotvrdila. Vajeény Zzitok
plny cholesterolu bol roku 1999 oficidlne rehabilitova-
ny. Celosvetova pandémia osteopordzy poukazala na
rovnako celosvetovi pandémiu deficitu vit. D3, ktorého
zdrojom je zivocCiSna potrava (ryby, vajcia, maslo, syry)
s pobytom na slnku zakazovany dermatoonkologmi.
Fraktury coli femoris s 2x CastejSie u pacientov so
srdcovym zlyhanim. Mierne, pravidelné pitie alkoholu,
najma Cerveného vina KVS riziko znizuje, podobne ako
pitie Ciernej kavy, a to v mnozZstve aj 5-6 §alok denne.
Obidva napoje su zdrojom ucéinnych antioxidantov. To
su zavery s Framinghamu. Dostatok zeleniny a ovocia
je nenahraditelny ale musi to byt zelenina pestovana
na slnku. Inak jedineény likopén a resveratrol chybaju.
Najvyssiu spotrebu nasytenych tukov maju Francuzi
s veI'mi nizkou KVS mortalitou. Francuzsky paradox sa
istotou nemdze vysvetlif len pitim Cerveného vina.

BIOCHEMICKY PROFIL ZDRAVYCH
DOJCIAT KRMENYCH MATERSKYM
MLIEKOM ALEBO FORMULAMI

Klenovicsova K.
Boor P., Sebekova K.

OKEF, VVZ SZU, Limbova 14, Bratislava

Diétny rezim vyrazne ovplyviiuje biochemické pa-
rametre. Cielom S$tudie bolo objektivizovat rozdiely
v biochemickom profile zdravych doj¢iat kfmenych
materskym mliekom, alebo formulami.

V studii ICARE sme stanovili 26 Standardnych bio-
chemickych ukazovatelov a krvny obraz u 53 zdravych
doj¢enych a 60 detskymi formulami kfmenych deti vo
veku 5-7 mesiacov, a u 8-18-mesacnych deti, z ktorych
67 bolo pridajanych a 67 dostavalo ako pridavok k beznej
strave formulu alebo kravské mlieko.

Dojcené 5-7-mesacné deti mali vyS$Sie koncentracie
bilirubinu, cholesterolu a LDL-cholesterolu v plazme,
vyssie aktivity AST a ALT, niz§i pocet leukocytov, nizsie
koncentracie Zeleza, mocoviny a fosfatov v plazme, vylu-
¢ovali menej mocoviny a sodika, mali nizZ§iu osmolaritu
moca a boli inzulin senzitivnejSie v porovnani s dojéatami
kfmenymi formulami, alebo kombinaciou materské mlie-
ko/formula. Multivariacna analyza (vSeobecny linearny
model) urcila ako najzavaznej$i determinant uvedenych
ukazovatelov stravovaci rezim. Metodou ortogonalnej
Ciastkovej analyzy najmensSich §tvorcov (orthogonal partial
least-squares-discriminant analysis) sme potvrdili jasnu
separaciu medzi dojcenymi a formulami kfmenymi dojca-
tami. U 8-18-mesacnych deti konzumujucich beznu veku
zodpovedajucu stravu dopliovanu materskym mliekom
alebo formulami, pretrvavali rozdiely v koncentraciach
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bilirubinu, cholesterolu, mocoviny a fosfatov v plazme,
vo vylucovani mocoviny, osmolarite moc¢u a inzulinovej
senzitivite. Analyzou hlavnych komponentov (principal
component analysis) sme vSak v tejto vekovej skupine
jasnu separaciu kohort nepotvrdili.

Zdravé dojcené deti maju odliSny biochemicky profil
od deti kfmenych formulami, ¢o by bolo pravdepodobne
potrebné zohladnif pri udavani referen¢nych rozmedzi
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Standardnych biochemickych parametrov. Odpoved na
otazku, ¢i stravou v rannom detstve ovplyvneny bio-
chemicky profil moze mat dlhotrvajuci efekt v zmysle
»postnatalneho programovania“, a manifestacie ochoreni
v dospelosti, ostava otvorena.

Podporené grantom EU 6RP ICARE ¢. COLL-CT-2005-
516415.




VYSETRENIE BIELKOVIN
V ROZNYCH TELESNYCH TEKUTINACH

Garanti sekcie
MUDr. Jilius Spanar
Doc. Ing. Pavol Blazicek, CSc.

CHANGING TIMES: DEVELOPMENT
OF PROTEIN TESTING

Holmes P.T., Kelly F. M., McAleer D.
McConnell R.1., FitzGerald S.P.

Northern Ireland

Since Lowry first detected ketone bodies in just 1 ml
of blood there has been an extensive advancement in
the quantification of proteins in biological fluids (1).
Sixty years ago quantification of proteins in biological
fluids was typically performed using chemistry techniques
such as the Biuret method or agglutination reactions.
In the 1950s a radio-immunoassay was developed by
Yalow and Berson (2) which allowed for a more accurate
method of measurement. As advances were made the
radio-isotopes used were replaced by enzymes and the
colorimetric method of detection began. This improved
the safety of the assay and made the method more ac-
cessible to less skilled personnel. The enzymatic method
was more efficient and had a higher specificity to the
target molecule (3).

The last 40 years has resulted in improved immuno-
assay techniques and detection methods for biomarkers
with ever improving sensitivity and specificity for the
target molecule and an application in many different
industries such has the health, food and veterinary
industry.

The latest advance in protein detection is multi-
plexing with systems being developed for simultane-
ous multi-analyte analysis of biomarkers. One such
system is based on biochip array technology (4, 5).
A fundamental part of this technology is the biochip
which is a 9mm squared solid substrate that facilitates
the deposition of capture agents onto spatially distinct
test regions. For protein analysis the capture agent is
usually an antibody with the assay based on traditional
ELISA principles. Detection is based on peroxidase
induced chemiluminescence using a highly sensitive
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CCD camera. As each biochip has up to 25 distinct
test regions, multiple test results can be reported from
a single patient sample simultaneously. The technology
already offers novel and routine biomarker arrays and
a full range of analyzers. This method of testing has
the advantage of reduced sample volume and provides a
very cost effective, efficient method of testing. Another
important advantage of the technology is the inclusion
of in-built QC test regions on every array.

Biochip array technology has numerous applications
in the detection of protein biomarkers as well as being
applicable for toxicology, forensic and genomic analysis.
Arrays are available for use in clinical diagnosis such
as cardiac, fertility, and thyroid and tumour marker as-
sessment. In addition arrays have been developed which
include over 30 cytokine assays and specific cerebral
biomarker assays to facilitate their introduction into
routine clinical application.

The multi-plexing format is the future of patient
profiling as the availability of multiple test results from
the same time point enables the clinician to give a more
accurate diagnosis and to make an earlier diagnosis
reducing the incidence of chronic diseases.
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VYSETRENI INDIKATOROVYCH
BILKOVIN V MOCI - 5 LET ZKUSENOSTI

Granatova J.!, Hornova L.?
Fantova L.%2, Bolkova M.!

'0ddéleni klinické biochemie
Fakultni Thomayerovy nemocnice, Praha
*Nefrologicka ambulance, Medicon a.s., Praha

Prezentujeme spolupraci klinického biochemika
s nefrologem pfi hodnoceni proteinurii a hematurii na
podkladé exkrece vybranych proteini do moce, tzv.
indikatorovych protein.

Indikatorové proteiny v moci jsou proteiny o rtizné
molekulové hmotnosti a s rozdilnym zplisobem transportu
ledvinou. Albumin je indikatorem permeability glome-
rularni stény, IgG ukazatelem integrity glomerularni
stény a intersticialniho zanétu, alfa-1-mikroglobulin
slouzi k hodnoceni tubuldrni resorpce a miry postizeni
intersticia. Na zakladé hodnoceni jejich exkreci, resp.
vzajemnych pomérl exkreci indexy a grafy lze diferen-
covat primarni a sekundarni glomerulopatie, izolované
poskozeni tubuld, primarni tubulointersticialni postizeni
a smiSené glomerulotubuldrni postizeni. Pfi hematurii
po doplnéni o stanoveni alfa-2-makroglobulinu v moc¢i
Ize rozliSit pomoci proteinovych indexd typ hematurie
(renalni glomerularni, tubulointersticialni, postrenalni
a smiSeny) s vysS$i senzitivitou i specificitou nez vysetfeni
erytrocytll ve fazovém kontrastu.

Indikatorové proteiny v moci stanovujeme na nasem
pracovisti od r.2005 nefelometricky na analyzatoru
Immage (Immunotech), vyuzivame principy hodnotici-
ho syst¢mu Hofmann-Guder-Ivandic. Do biezna 2010
bylo takto vySetfeno 745 pacientd. Jsou demonstrovany
mozZnosti vyuziti tohoto vySetifeni v ordinaci nefrologa.
Komplexni posouzeni vylu¢ovanych indikatorovych pro-
teint pfi znalosti klinickych dat a ve spolupraci s indi-
kujicim lékafem poskytuje tzv. pacientsky orientovany
interpretac¢ni nalez; vyznamné pomaha pfi diferencialni
diagnostice etiologie proteinurie, event. hematurie,
umoziuje sledovat pribéh onemocnéni v ¢ase, hodnotit
efekt terapie a compliance nemocného, pomaha pfi
cilené indikaci dalSich vySetfeni.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze stanoveni indikatoro-
vych proteini v moci by mélo byt soucasti moderniho
komplexniho diagnostického postupu u nemocnych
s proteinurii a/nebo hematurii.

24

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2010

DOKAZ OLIGOKLONALITY
IMUNOGLOBULINOV
V MOZGOVOMIECHOVOM MOKU

Bertova D.

LABMED a.s., Laboratérna diagnostika
Kosice

Diagnostika chronickych, zapalovych ochoreni CNS
sa opiera o likvorologické vySetrenia. Prave Specidlna
likvoroldgia je zamerana na stanovovanie mnohych
parametrov, nevynimajuc dokaz intratekalnej syntézy
imunoglobulinov (Ig) v mozgovomiechovom moku
(likvore). Intratekalna syntéza Ig nepoukazuje vzidy na
pritomnost akditneho ochorenia. Je pozorovana i pri
chronickych, zapalovych ochoreniach CNS.

Ochorenie Sclerosis multiplex patri medzi chronické,
zapalové ochorenie CNS, kde velku ulohu zohrava au-
toimunita. Likvorova diagnostika Sclerosis multiplex sa
opiera o dokaz oligoklonality Ig hlavne v triede IgG, hoci
literatura udava pozitivitu oligoklonality aj v triede IgM
cca 25% a v triede IgA cca 9% (Reiber, 1998).

Lokalnu tvorbu Ig v likvore je mozné urcit orien-
tacne-vypoctom. K dispozicii je mnozstvo vzorcov od
roznych autorov. V sucasnosti je preferovany vypocet
podla Reibera (1994), resp. IgG index podla Linka.
Pre uvedené vypocCty musia mat pacienti zaznamenané
vyraznejSie koncentracné zmeny Ig v likvore. Odhad
intratekalnej syntézy Ig pri ich fyziologickej koncen-
tracii v likvore, pri hyperalbuminémii, pri hypo- resp.
hyperimunoglobulinopatii, pri arteficidlnej primesi krvi
v likvore zlyhava. Preto je potrebné intratekalnu syntézu
Ig v likvore (kvantitu) vzdy spajat s jej kvalitativnym
dokazom. V sucasnosti je izoelektricka fokusacia (IEF)
povazovana za ,zlaty Standard“ pre dokaz oligoklonality
Ig v likvore.

Kvalitativny dokaz oligoklonality v triede IgG
metodou IEF je pre diagnostiku Sclerosis multiplex
vysoko senzitivne vySetrenie (98 %), (Reiber, 2001),
no nedpecifické. Specificitu vysetrenia je mozné zvysit
stanovenim intratekalnej syntézy Specifickych protilatok,
tzv. MRZ-reakciu.

Zavedenim tejto polySpecifickej protilatkovej reakcie
sa zdokonalila likvorova diagnostika chronickych, zapa-
lovych a autoimunitnych ochorenii CNS, medzi ktoré
patri aj Sclerosis multiplex (Reiber,1991).




SKUSENOSTI

Do suboru sme zaradili skupinu pacientov, u kto-
rych odhad intratekalnej syntézy IgG bol negativny,
IEF dokazala pozitivitu oligoklonality IgG. V dalsej
skupine bol odhad intratekalnej syntézy IgG pozitivny,
no IEF poukdzala na to, Ze iSlo o faloSne pozitivne
vysledky, v dosledku pritomnosti hyperalbuminémie,
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hypo- i hyperimunoglobulinopatie i pre kontaminaciu
likvoru krvou (arteficialna primes krvi v likvore).
V dalSej skupine pacientov bola intratekalna syntéza
IgG pozitivna vypoctom i kvalitativne. V tejto skupi-
ne pozitivita oligoklonalnych protilatok IgG v likvore
v kombinacii s pozitivnou MRZ-reakciou podporila dif.
dg. chronickych, zapalovych ochoreni CNS autoimunit-
ného charakteru.
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BIOCHEMICKE VYSETRENIA A ICH INTERPRETACIA
PRI CHOROBACH OBLICIEK
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FUNKCNE VYSETRENIE OBLICIEK
A KLINICKA BIOCHEMIA

Mydlik M., Derzsiova K.

IV. interna klinika FN L. Pasteura
a Ustav experimentalnej mediciny LF UPJS, Kosice

Funkéné vySetrenie obli¢iek je suhrn neinvazivnych
vySetreni obli¢iek, ktoré su potrebné pre vCasnu diagno-
zu, diferencialnu diagnozu, primeranu liecbu a urcenie
progndzy choroby obliCiek. Funkéné vySetrenie oblic¢iek
tvoria nasledujuce biochemické vySetrenia: kvantitativna
proteinuria, kvantitativne vySetrenie mocového sedimentu,
glomerulova filtracia, tubularna resorpcia vody, vySetrenie
koncentraénej a zriedovacej schopnosti obliCiek, frakéné
exkrécie elektrolytov a inych latok a iné vySetrenia. Neode-
litelnou sucastou kazdého funkéného vySetrenia obliciek
je mikrobiologické vySetrenie kvantitativnej bakteritrie.

Na zabezpeceni funkéného vySetrenia obliciek sa podiela
prakticky lekar pre dospelych, internista, nefrolog, klinicky
biochemik a ini odborni lekari. V pripade potreby je funkc-
né vySetrenie obliCiek, vCitane sonografického vySetrenia,
doplnené niektorymi invazivnymi vySetreniami, najma
radiodiagnostickymi, urologickymi a histologickymi.

HODNOTENIE FUNKCIE OBLICIEK
POMOCOU RADIONUKLIDOV
A POROVNANIE S BIOCHEMICKYMI
METODAMI

Lepej J." 3, Lepejova K.2, Tothova V.!, Mocnejova 1.4

Institat nuklearnej a molekularnej mediciny KoSice
’Roche Slovensko, s.r.0.
3Ustav socialnych vied a zdravotnictva
bl. P.P. Gojdi¢a Presov, VSZaSP sv. Alzbety Bratislava
‘Cumulus s.r.o. Kosice

26

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2010

Objektivne a jednoduché stanovenie funkcie obli¢iek
je problém, ktory sa mnoho desatro¢i nepodarilo do-
statoCne uspokojivo vyriesit. Nielen klinicka biochémia,
ale aj nuklearna medicina postupne zaviedli mnohé typy
stanoveni a vypoc¢tov pre ¢o najpresnejSiu kvantifikaciu
funkcie obli¢iek. V prezentacii porovnavame viaceré typy
vySetreni funkcie glomerulov, ale aj tubulov, pomocou
radioizotopovych metdd s klasickymi aj novymi bioche-
mickymi testami a definujeme ich vyhody aj nedostat-
ky. Na prikladoch z praxe a grafoch je poukazané na
postavenie jednotlivych metdd.

Z dvoch zakladnych pristupov je sledovanie klirens
externe aplikovanych latok presnejsie, ale naroénejSie ako
hodnotenie klirensu latok, ktoré vznikaju v organizme
a su prirodzene vylucované oblickami. Z pouzitelnych
biochemickych metod na stanovenie externe aplikovanych
latok, ma vyssiu presnost merania metéda HLPC pri
stanoveni koncentracie iohexolu. Inymi latkami, ktoré
sa podavaju externe pre vypocet GFR su iothalamat,
alebo klasicky inulin. Problémom nie je len stanovenie
koncentracii tychto latok, ale aj potreba udrziavat hladi-
nu indikatora v krvi (infiznou pumpou) do vytvorenia
rovnovahy. Pre metodicki naroCnost sa alternativne
pouzivaju radionuklidmi znacCené indikatory, ktoré sa
v diagnostike funkcie obliciek zaviedli pred necelymi
60 rokmi. Tieto metody su povazované za referencné
(golden standard) najméa v kvantifikacii GFR.

Zakladnym prinosom izotopovej metody je moznost
jednoducho, neinvazivne a velmi presne merat koncen-
traciu radioindikatora. Takymto radioindikdtorom mo6zu
byt rozne molekuly, ktorych mechanizmus vylucovania
byva odliSny a preto dokazu hodnotit rozne parametre
funkcie obli¢iek. VSetky tieto metody maju spolocny
zaklad - vyzaduju aplikaciu radiofarmaka do tela pa-
cienta. Pokles koncentracie radiofarmak v plazme je
jednoducho meratelny zo vzoriek krvi, ale aj externym
meranim z obliCiek, ¢i cievneho pozadia. Ak pre vySet-
renie pouzijeme gamakameru, dokazeme kvantifikovat
okrem klirens, separovane funkciu pravej a lavej oblicky,
ale aj posudenie glomerularnej alebo tubularnej funkcie
vol'bou selektivne vylucovaného radiofarmaka.

Stanovenie glomerularnej filtracie (GFR) umoziuju:
A) Meranie klirens 5ICr-EDTA (etylen-diamino-tetra
acetat), ktory sa vykonava pomocou detektora a po
podani radiofarmaka formou bolusu alebo kontinualnou
infaziou. Podobne ako meranie 131(123)I-iohexolu ich




hlavnou vyhodou je vysoka presnost stanovenia a jed-
noduchost pouzivaného meracieho zariadenia, ktorym
sa mera radioaktivita vo vzorkach krvi. Pre kliniku
postacuju dva odbery s pomerne dlhym casovym od-
stupom (120 a 240 minut). PresnejSi multiodberovy
variant metody sa pouziva ako referencny vo vyskume.
Casova naroénost testu je jednou z nevyhod metody.
Druhou je velmi nizka koncentrdcia izotopu, vdaka
ktorej je radiaCna zataz nizka, ale nedovoluje zobrazit
oblicky a tak posudif ich separovanu funkciu. B) 99mT-
¢-DTPA (dietylén-triamino-penta acetat) sa pouziva na
vySetrenia GFR pomocou gamakamery. Radia¢na zataz
je sice vysSia, ako u predchadzajucej metédy (aj ked
nepresahuje iné RTG metddy), ale na oplatku sa ziska
dalekosiahle SirSia informacia. Preto sa metody s pouZitim
gamakamery vyuzivaju CastejSie. Stanovenie koncentracie
radiofarmaka sa vykonava z krvnych odberov externym
meranim ako pri 51Cr-EDTA. Castejsie sa vyuziva pre
pacienta menej zatazujuca bezodboerova modifikacia
metddy, ktora nie je taka presna.

Iné radiofarmakum, ortojod hipuran - 131(123)I OIH
- chemicky analog PAH, umoznuje presne merat efek-
tivny renalny plazmaticky prietok (ERPF). Dalsia mo-
lekula 99mTc-MAG3 merkapto-acetyltriglycin sa z 98 %
vylucuje tubulami a tak dokaze hodnotit parameter
tubularna extrakcia (TER). Ina molekula 99mTc-DMSA
dimerkatojantarova kyselina sa vychytava tubulmi, kde
dlhodobo pretrvava. Pre toto radiofarmakum definujeme
termin tubularna fixdcia a nepriamo hodnoti tubularnu
funkciu - mnozstvo tubularnych buniek a ich metabolic-
ka schopnost vychytavat cudzorodé latky. V ostatnych
rokoch sa zavadza mozZnost hodnotenia funkcie obli¢iek
aj pomocou inych zobrazovacich metdod. Okrem CT,
ktory pouziva kontrastnu latku Iohexol (Omnipaque
300) je to MRI s Ga-DTPA (Magnevist). Ich problém
je vysoka cena vySetrenia, v porovnani s izotopovymi
technikami.

Stanovenie glomerularnej filtracie sa najCastejSie
vykonava pomocou klirens endogénnych latok. Okrem
endogénneho kreatininu, je viac ako desatrocie sledované
vylucovanie molekuly cystatinu C. Ukazuje sa, Ze cystatin
C je kvalitnejsi a citlivejSi marker pre posudenie GF,
neZ kreatinin. Reprodukovatelnost metod velmi zavisi
na Standardizovanom vykonavani vySetrenia. Medzi
jednotlivymi pracoviskami existuji pomerne vyznamné
rozdiely v metodickych postupoch a interpretacii. Okrem
toho existuje vyznamna variabilita medzi vySetreniami aj
u toho istého pacienta a na tom istom pracovisku, ktoru
sposobuju hlavne rozdiely v miere hydratacie pacienta
a prijimanej potrave. V literature je diskutovana moznost
indexacie vysledkov na povrch tela, na ECV (objem
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extracelularneho priestoru) alebo ich neindexovanie.
Opatrnost pri hodnoteni vyzaduju hlavne Specifické
klinické situacie - urcité pridruZené ochorenia ako je
diabetes mellitus (hyperfiltracia), cirhoza pecene a iné
poruchy koncentracie proteinov (transport), ale aj za-
paly a nadorové ochorenia (zvySena deStrukcia tkaniv).
Vo vsetkych tychto pripadoch je potrebné kombinovat
viacero diagnostickych metdd a v zaverecnom hodnoteni
posudit ich mozné obmedzenia. V diagnostike obli¢iek
je, viac ako inde, dokladné vykonavanie predanalytickej
a postanalytickej fazy spolu s pouzivanim overenych
a dobre Standardizovanych analytickych metéd nevy-
hnutnou podmienkou spravnej diagnostiky.

NEW TRENDS IN THE DIAGNOSING OF
ALBUMINURIA AND PROTEINURIA

Fodor B.

Chair of Nephrology Working Group of
Hungarian Society of Laboratory Medicine
University of Miskolc, Department of
Basic Health Care Studies, Hungary

According to current clinical trials, albumin excretion
is an early inducator of cardiovascular damage. While
proteinuria is considered as a marker of kidney func-
tion, albuminuria first of all indicates cardiovascular
risk. Sensitivity of the previous laboratory tests do not
meet the clinical requirements, and the error of urine
collection makes the results misleading. For that reason
recent guidelines suggest to calculate albumin/creatinine
(ACR) and protein/creatinine (PCR) measured from
the first morning urine. For the clinical diagnosis of
albuminuria the sensitive immunoturbidimetric assays
are suggested. Albumin dipsticks are not recommended
for the measurement of albuminuria. Wide-range urinary
protein reagents are also available with high sensitivity,
while serum reagents are not applicable (Biuret). The
traceability of calibrator to a reference material is a
critical requirement. Proteinuria and albuminuria of a
patient should be monitored in the same laboratory,
using a fixed method and cut-off value. Albumin/crea-
tinine value should be reported together with gender-
dependent reference range.
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METODY NA MERANIE A ODHADU
GLOMERULARNEJ FILTRACIE - KAM
VEDIE CESTA VON Z BAZINY ,,JAFFEHO
CHROMOGENU A COKROFTA A GAULTA“

Racz 0.2, Lepej J.3, Derzsiova K.4, Lepejova K.5
Mocnejova 1.2, Fedorova E.2, Cimbolakova I.!

Ustav patologickej fyziologie
UPJS Lekarska fakulta, Kosice
?Ustav nuklearnej a molekulovej mediciny, Kosice
3Cumulus s.r.o., Kosice
4Ustav experimentalnej mediciny
UPJS Lekarska fakulta, Kosice
SRoche Slovensko s.r.o.

Zakladnym ukazovatelom poklesu poctu glomerulov
bez ohladu na etioldgiu oblic¢kovej choroby je miera
glomerularnej filtracie (GFR). Presné meranie GFR
pomocou exogénnych latok je mozné, ale tieto metody
nie su vhodné pre rutinnu prax. Myslienka vypo¢tu GFR
(mGFR = measured) pomocou stanovenia plazmatickej
koncentracie a vylucovania endogénneho kreatininu je
logicka, pretoze ide o odpadovu latku, ktorej sa organizmus
zbavuje prave oblickami. Tato metdda je vSak zatazena
niekolkymi chybami.Niektoré suvisia s fyziologickymi
odchylkami od postulatu, Zze to musi byt latka, ktora sa
len vylucuje oblickami, iné su metodického charakteru.
Jednou zo zakladnych zdrojov nepresnosti pri merani
a odhadu GFR je to, ze Jaffého metdéda nestanovuje
len kreatinin, ale aj iné chromogény. Jedina cesta na
odstranenie tejto nepresnosti je pouzitie Specifickych
enzymovych metdéd na stanovenie kreatininu.

Druha moznost, ktora umoznuje posudit filtraciu
je odhad GFR (eGFR = estimated GFR) na zaklade
plazmatickej koncentracie kreatininu (pripadne inych
latok). Aj tento pristup je logicky, pretoze plazmatic-
ka koncentracia latky, ktora pre porusSenu vylucovaciu
funkciu sa nedostane do moca, sa zvySuje. Ak by sa
sledovana latka dostala do krvi vzdy stalou rychlostou,
medzi jej koncentraciou a GFR by bola pomerne jed-
noducha zavislost - sucin filtracie a koncentracie latky
v plazme by mala byt konstantna. Predpoklad o stalosti
prisunu kreatininu do krvi vSak nie je splnena. Tvorba
kreatininu v Tudskom tele zavisi od svalovej hmoty, veku,
pohlavia a v malej miere aj od mnoZstva médsa v potrave.
Z toho aspektu je vo vzorcoch, ktoré sluzia odhad GFR
opravnena korekcia pre pohlavie a pre vek. Korekcia
na hmotnost ma vSak jeden hacik. V praxi u vacsiny
vySetrenych vysSia hmotnost v porovani s idealnou
nie je zapri¢inena vac¢Sim mnoZstvom svalového, ale
tukového tkaniva, ktoré neprodukuje kreatinin. Dalsim
problémom eGFR je to, Ze koncentracia kreatininu
a GFR koliSu v priebehu dna. Z jedného odberu krea-
tininu aj za idealnych podmienok sa da odhadnut GFR
len v Case odberu.

28

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2010

Uvedené skutoCnosti maju za nasledok, ze odhad
GFR (estimated =eGFR) na zaklade rastu koncentracie
kreatininu sa neda vyjadrit rovnicou, ktora by vycha-
dzala len z fyziologickych uvah. Rovnice na vypocet
su zalozené na porovnani meranej GFR a koncentracie
kreatininu (pripadne inych latok) u velkej skupiny
chorych s réznym stupnom poskodenia obliciek. Tieto
rovnice obsahuju korekéné faktory podla veku, pohlavia
a hmotnosti vySetrenych. Iné rovnice sa snazia korigovat
chyby odhadu pocitaného z koncentracie kreatininu tym
sposobom, ze do rovnice zahrnuju aj koncentraciu mo-
Coviny a/alebo albuminu. Situdciu nevyriesi ani prepocet
sJaffého chromogénu“ na Standardizovany kreatinin.

Odhad GFR je mozny aj na zaklade stanovenia
plazmatickej koncentracie Cystatinu C latky, ktora sa
tvori v kazdej bunke a jeho prisun do krvi by nemala
byt ovplyvnena stravovacimi navykmi vySetrovaného.
Cystatin C sa vSak nevyluCuje do moca (je reabsor-
bovany a nasledne degradovany bunkami obli¢kovych
tubulov) a preto aj v tomto pripade je potrebné pocitat
eGFR na zaklade empirickych rovnic. Napriek tomu je
mozné konStatovat, ze vypocet a odhad GFR na zaklade
plazmatickej koncentracie dava spravnejsie vysledky, ako
vypocet a odhad na zaklade (skutoCnej) koncentracie
kreatininu. Presny a spravny vysledok vypocétu eGFR
z plazmatickej koncentracie Cystatinu C ma najvacsi
prakticky vyznam pri miernom poklese GFR, t.j. medzi
1,0-1,5ml/s (60-90 ml/min).

Autori na zaklade vlastnych skusenosti a analyz
vysledkov odporucaju algoritmus vySetreni na odhad
a a meranie GFR u chorych s miernym stupnom poklesu
glomerularnej filtracie.

ULOHA VITAMINU D
PRI PORUCHACH MINERALOVEHO
A KOSTNEHO METABOLIZMU
U PACIENTOV S CHRONICKYM
OCHORENIM OBLICIEK

Spustova V., Oksa A.
Stefikova K., Krivosikova Z.

Slovenska zdravotnicka univerzita
Bratislava

S progresiou chronického ochorenia obli¢iek (CKD)
sa vyvijaju poruchy mineralového metabolizmu so zavaz-
nymi klinickymi doésledkami: dochddza k hromadeniu
fosfatov, recipro¢ne sa zniZuje koncentracia vapnika
a v oblickach sa znizuje syntéza kalcitriolu dosledkom
nedostatocnej aktivity 1o-hydroxylazy, ktora hydroxyluje
25(OH)D, na aktivny metabolit 1,25(OH),D,. Tieto




poruchy maju klucova ulohu aj v patogenéze extraske-
letalnych kalcifikacii vratane cievnych, ¢im sa podielaju
na KV komplikaciach a mortalite pacientov s CKD.

S poklesom renalnych funkcii klesa koncentracia
25(OH)D, aj 1,25(0OH),D,. V minulosti prevladal
nazor, ze koncentracia 25(OH)D, nie je vyznamna,
lebo u pacientov s CKD je primarna porucha syntézy
aktivneho vitaminu D v oblickach. Neskor sa potvrdilo,
ze renalna syntéza 1,25(OH),D, je zavisla od dostatoc-
nej koncentracie 25(OH)D,. Naviac sa dolozil aj jeho
vyznam pre extrarenalnu syntézu 1,25(OH),D,, ktory
zabezpecuje tzv. nekalciotropné ucinky vitaminu D
podobne ako u zdravych ITudi. U pacientov s CKD sa
nedostatok/deficit vitaminu D vyskytuje ako v obdobi
pred dialyzou, tak aj v priebehu dialyzacnej terapie.
Renalne ochorenie ovplyviauje status vitaminu D via-
cerymi mechanizmami:

a) nedostatok UV Ziarenia,
b) rezistencia koZe na slne¢né Ziarenie, a tym znizZena

syntéza vitaminu D,
¢) nizky privod vitaminu D potravou,

d) pri vyznamnej proteinurii strata 25(OH)D, a inych
metabolitov vitaminu D do mocu.

Z hladiska rozvoja sekundarnej hyperparatyreozy
a renalnej osteodystrofie je najvyznamnejSia prevencia
a liecba deficitu vitaminu D. V stc¢asnosti si vypracova-
né odporucania na jeho suplementaciu uz vo véasnych
fazach renalneho ochorenia, na zaklade koncentracie
25(OH)D, v plazme. Ak u pacientov s chronickym
ochorenim s mierne alebo stredne zavaznym poklesom
renalnych funkcii klesne koncentracia 25(OH)D, pod
30ng/ml je potrebné zacat suplementaciu viataminom
D (cholekalciferol).

U pacientov, u ktorych sa vyvija sekundarna hy-
perparatyreoza (koncentracia PTH je nad odporucanu
hodnotu pre dané stadium CKD) a maju dostato¢nu
koncentraciu 25(OH)D,, zaCina sa liecba aktivnym
vitaminom D, kalcitriolom alebo analégom vitaminu
D parikalcitolom.

Nedostatok/deficit 25(OH)D, sa vyskytuje u pacientov
s CKD uz vo v€asnych Stadiach renalneho ochorenia.
V nasom subore 87 pacientov s CKD v §tadiu 2-4 malo
83 % pacientov koncentraciu 25(OH)D, menej ako 30ng/
ml. Ro¢na suplementacia cholekalciferolom v dvoch
testovanych davkach (5000IU/tyzden a 200001U/tyz-
den) vyznamne zlepSila status vitaminu D, zvySila sa
koncentracia 25(OH)D, (viac po vy$Sej davke), menej
vyznamne aj 1,25(OH),D, a poklesol PTH. Pri oboch
davkach sme nezistili Ziadne neziaduce ucinky na kal-
ciumfosfatovy metabolizmus.

Suplementacia beznym vitaminom D (cholekalcifero-
lom alebo ergokalciferolom) sa zapracovala do medzina-
rodnych odporuc¢ani KDIGO (Kidney Disease Improving
Global Outcome) pre prevenciu a lieCbu mineralovych
a kostnych poruch u pacientov s CKD.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2010

MIKROALBUMINURIA, MARKER RIZIKA
DIABETICKE NEFROPATIE

Mathéova E.!, Fedorova E.2

Katedra laboratornych vysetrovacich metod VS
ZaSP sv. Alzbety, n.o. Bratislava
’Oddelenie klinickej biochémie a hematoldgie
Nemocnica Pro Vitae, n.o. Gelnica

Diabeticka nefropatia (DN) je jednou z najzavaznej-
Sich mikroangiopatickych komplikacii cukrovky (DM).
Priblizne u 25-40 % pacientovs DM 1.typuau 10-20%
diabetikov 2.typu sa vyvinie klinicky manifestna DN.
Podiel diabetikov na lieCbe nahradzujucej funkciu oblicky
na hemodialyze, peritonealnej dialyze alebo transplan-
tacii obliciek na Slovensku je 28 %.

Klinicky manifestna nefropatia je definovana pritom-
nostou albuminurie v hodnotach nad 200 ug/min., ktora
dava pozitivnu reakciu kvalitativnym urcenim bielkovin
v mo¢i. Ukazalo sa, Ze rozvoj renalnej patomorfologie
a pokles funkcie obliiek je proces dlhodoby, trva
5-15 rokov. Je doprevadzany postupnym zvySovanim
albuminurie nad hodnoty referenéné (<20ug /min).
Fenomén mikroalbuminurie je definovany pritomnostou
albuminu v mo¢i v hodnotach od 20 do 200 ug/min.
kedy su kvalitativne vySetrenia na proteinuriu negativne.
Mikroalbuminuria charakterizuje obdobie predklinickej
manifestacie, incipientnej DN, kedy je mozné sprav-
nou terapiou spomalif alebo zastavit proces rozvoja
nefropatie.

Laboratorna imunoturbidimetricka metoda vySetrenia
mikroalbuminurie je dostato¢ne citliva, rychla a presna
v urcovani nizkej koncentracie albuminu. Renalna ex-
krécia albuminu Ualb (ug/min) sa vySetruje v zbieranej
noc¢nej frakcii mocu a index mikroalbuminurie Ualb/
Ukreatinin (ug/mmol) vo vzorke jednorazového prvého
ranného mocu

Vysetrenie mikroalbuminurie sa doporucuje u pacien-
tovs DM 4x ro¢ne. V¢asny skrining mikroalbumintrie,
ucinna mozna liecba incipientnej DN spolu s optimalnou
glykemickou kompenzaciou su dolezité nastroje v pre-
vencii rozvoja klinicky manifestnej DN.
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STANOVENIE VOINYCH AHKYCH
RETAZCOV V SERE
U NEFROLOGICKYCH PACIENTOV

Durovcova E.!, Palfiova A.2
Bertova D.!, Guzy J.}

'LABMED a.s., Laboratérna diagnostika, KoSice
?Nefrologicka klinika Logman,a.s., KoSice
3Ustav lekarskej chémie, biochémie, klinickej biochémie
LF UPJS, Kosice

UvVOD

Kvantitativne stanovenie volnych lahkych refazcov
(free light chains - FLC) v sére je pevnou sucastou
diagnostiky a monitorovania priebehu monoklonovych
gamapatii (MG). Nakolko oblicky zohravaju v prob-
lematike MG vyznamnu ulohu, pribudaju skusenosti
s vyuzitim vySetrenia aj u nefrologickych pacientov.
Medzi klinické manifestacie FLC proteinurie patria:
asymptomaticka LC proteinuria, dysfunkcia proximalnych
tubulov - Fanconiho sy, myelomova oblicka (akutna
tubularna nekréza), amyloidoza a choroba z ukladania
lahkych retazcov (LCDD).

CIEL

A. Vyhodnotit na subore pacientov za obdobie 2,5 roka
indikacie na vySetrenie FLC zo strany nefrologického
pracoviska,

B. preverit na vlastnom subore referencné hodnoty pre
pomer kappa/ lambda FLC u pacientov so zniZenou
glomerularnou filtraciou.

METODY

Za obdobie maj 2007 - december 2009 sme vySetrili
FLC metodou Freelite® Binding Site UK na nefelometri
Immage Beckman Coulter u 342 pacientov spolu 1320-krat.
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V skupine 66 pacientov z hemodialyzacného pracoviska
a nefrologickej ambulancie boli v zdravotnej dokumentacii
dohladané indikacie na vySetrenie FLC. Nakol'ko patolo-
gicky pomer FLC sa vyskytol u nefrologickych pacientov
bez dokazanej MG v 35 %, preskumali sme na vlastnej
vzorke pacientov (n=40) platnost referenénych intervalov
pre pomer kappa/lambda (K/L) FLC v sére.

VYSLEDKY

A. Indikacie na vySetrenia FLC v sére u nefrologickych
pacientov tvorili:
1. diferencialna diagnostika proteinurie,
2. monitorovanie pacientov s diagnostikovanym MM
a renalnym postihnutim vyzadujucim liecbu,
3. skrining amyloidozy a LCDD,
4. iné. V sledovanom obdobi boli zachytené 2 pacient-
ky s amyloidozou.
B. Pomer K/L bol preskimany u 40 pacientov (22 Zien,
18 muzov, priemerny vek 57,2 roka, 24 lieCenych HD,
16 konzervativne), ktori boli rozdeleni do 2 skupin
podla koncentracie S-kreatininu. V skupine s S-krea-
tininom do 500 umol/l sa pomer K/L-FLC pohyboval
v rozmedzi 0,61-2,26, v skupine s S-kreatininom
nad 500umol/l v rozmedzi 1,01-2,64 v porovnani
s referen¢nymi hodnotami pre zdravych jedincov
0,26-1,65.

ZAVER

Kvantitativne stanovenie volnych lahkych retazcov
v sére je uzitocny diagnosticky prostriedok aj v skupi-
ne nefrologickych pacientov. Umoznuje diferencialnu
diagnostiku proteinurie a vdaka vysokej senzitivite
vySetrenia diagnostikuje jedincov s atypickymi formami
MG, ktoré unikali klasickym elektroforetickym metodam.
Podmienkou spravnej interpretacie nalezov je pouzitie
referencnych intervalov zohladnujucich retenciu FLC
v sére v dosledku poklesu glomerularnej filtracie.




PREANALYTICKA A POSTANALYTICKA FAZA
V KLINICKEJ BIOCHEMII

Garanti sekcie

MUDr. Peter Secnik
MUDr. Vladimir Gazovic¢

PREANALYTICKE CHYBY
Z POHLADU ODDELENIA KLINICKEJ
FARMAKOLOGIE VO FNLP KOSICE

POSTANALYTICKA FAZA -
AKE NASTROJE MAME K DISPOZICII
A AKO ICH VYUZIVAME?

Fargasova J., Kasaiova A.
Kossuthova H., Klobusnikova Z.

Oddelenie klinickej farmakologie
Fakultna nemocnica L. Pasteura, KoSice

Nedodrzanie a porusenie zasad spravneho odberu
sa len zriedka zverejiuje.

Informacii o laboratornych chybach je v odbornej
literature publikovanych malo.

Za obdobie 18 rokov (1992-2009) Oddelenie klinickej
farmakologie spracovalo 136.620 vzoriek na vySetrenie
hladin lie¢iv, z toho bolo chybnych 2.880 stanoveni,
¢o je 2,10% z celkového poctu vzoriek. Z toho bolo
preanalytickych chyb 82 % t.j. 2.361 stanoveni, analy-
tickych chyb 5%, t.j. 144 stanoveni a postanalytickych
chyb 13 % t.j. 375 stanoveni.

NajcastejSie preanalytické chyby z pohladu OKEF,
FNLP Kosice:

e chybna ordinacia lekarom
e pacient uvedeny liek neuziva a bolo ordinované vy-

Setrenie hladiny lieku
e nespravne davkovanie lieku
e nespravny ¢as odberu vzhladom na uzitie lieku
e odber realizovany pocas aplikacie lieCiva, ¢asto z rov-

nakej kanyly
e zamena udajov pacienta
* nedostatotné mnozstvo a nedostato¢na kvalita ma-

terialu na vySetrenie
e strata materialu
* nevhodné nadoby na prepravu biologického materialu
* nevhodna preprava biologického materialu
¢ nedostato¢na spolupraca s pacientom.

Nedodrzanie tychto zasad sposobuje:
e nespolahlivost laboratornych analyz
e naslednu pochybnu lieCbu
e ohrozovanie zdravia pacienta.
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Secnik P., Secnikova A.

Klinické laboratorium SK-Lab spol. s r.0.
Lucenec

Postanalyticka faza Cinnosti klinického laboratoria
sa obvykle definuje ako subor Cinnosti a opatreni,
zabezpecujucich kontrolu, validaciu a interpretaciu
vysledkov laboratornych vySetreni, vykonanych u prislus-
ného pacienta. Sucastou postanalytickej fazy je transfer
vysledkov vySetreni k indikujucemu lekarovi a odborna
komunikacia kompetentného personalu laboratéria pri
klinickej interpretacii vysledkov s oSetrujucim lekarom.
Postanalyticka faza zahrna i retrospektivne analyzy dat
z informacéného systému laboratoria, sluziace k edukacii
personalu laboratoria a taktiez ku vzdelavaniu lekarov,
spolupracujucich s laboratoriom v ramci seminarov, i
inych vzdelavacich aktivit.

Postanalyticka c¢innost laboratéria navdzuje na
preanalyticki a analyticku fazu a tvori tak jednotny
celok z hladiska organizacie, efektivity a kvality prace
laboratéria. Cinnosti v ramci postanalytickej fazy sa
dotykaju vSetkych odbornych pracovnikov laboratoria
- od laborantov az po lekarov.

V praci uvadzame a hodnotime nastroje a moznosti,
ktoré mame pri ¢innostiach v ramci postanalytickej fazy
v sucasnosti k dispozicii:

e moznosti, ktoré poskytuju sucasné informacéné tech-
nologie:

- na strane laboratdria

- na strane oSetrujuceho lekara
e aktivity laboratéria v oblasti:

- edukacie vlastného personalu

- edukacie a komunikacie s lekarmi spadového regio-

nu laboratdria
e komunikacia (?) a spolupraca (?) laboratorii navza-
jom.
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V §irSom pohlade ¢innost kazdého klinického labo-

ratoria - a tyka sa to i postanalytickej fazy - ovplyvauju

a

ti

modifikuju aj:

pacienti

- ako konecni ,utilizatori“ a Casto aj platcovia labora-
tornych vysledkov

inStitucie, organizacie

- inStitucie pre postgradudlne vzdelavanie (Skoliace
akcie, seminare...)

- MZSR - legislativne nastroje (odborné usmernenia,
vyhlasky...)

- Zdravotné poistovne (platcovia ZS, revizna ¢innost
lekarov)

- Urad pre dohlad nad zdravotnou starostlivostou

V naSej praci analyzujeme uvedené nastroje, ¢innos-
a skutocnosti vzhladom na aktualnu situaciu a ,,Specifika

doby“. NaSou snahou je naértnut pohlad do buducnosti,
poukazat na moznosti vyuzitia dostupnych, perspektiv-
nych a niektorych dosial pomerne malo vyuzivanych
zdrojov a nastrojov postanalytickej fazy.

ZABEZPECENIE PREDANALYTICKEJ
A POSTANALYTICKEJ FAZY VO VELKOM
LABORATORIU

Stecova A., Belicova Z., Schenkova K.
Vinieskova K., Buran J.

Medirex, a. s. Bratislava

Medzi ulohy medicinskeho laboratdria mozno zaradit

zodpovednost za predanalytické, analytické a postana-
lytické spracovanie biologického materialu pacientov.
V nasom laboratdriu pracujeme v odboroch klinicka
biochémia, hematologia a trasfuziolodgia, klinicka imu-
nologia a lekarska genetika. Kazdy z tychto odborov ma
svoje Specifika, ktoré musia byt reSpektované.

V ramci predanalytickej fazy sa treba venovat:
poziadavke lekarov na vySetrenia, teda zodpovedajucej
palete vySetreni, rychlosti dodania vysledku - turn-
around time, kvalite vySetrenia

priprave pacienta, vratane poucenia pacienta, spdsobu
odberu biologického materialu a odberovym systé-
mom, oznaceniu materialu, priprave a spravnemu
vypisanie ziadanky
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e zberu a transportu biologického materialu so za-
meranim na dopravnu sluzbu, dodrzanie ¢asovych
a teplotnych podmienok transportu

¢ identifikacii pacienta v laboratoriu

e priprave vzoriek na vySetrenie.

Spracované informacie o predanalytickej faze po-
skytujeme vSetkym spolupracujucim lekarom a sestram
formou tlacenej brozury Predanalyticka faza, alebo na
www.medirex.sk.

Analyticka faza zahfina predov§etkym:

e vyber vhodnej pristrojovej techniky

e vyber vhodnej analytickej metody

¢ sledovanie analytickej kvality. Zavedeny systém vnu-
torného monitorovania kvality je jedinecny v tom,
ze vysledky jednotlivych kontrolnych materidlov sa
odosielaju priamo z analyzatorov do softvéru Consys,
kde je mozné ich v ktorejkolvek chvili zhodnotit,
pripadne zariadit potrebné opatrenia. Samozrejmostou
je ucast v systémoch externého hodnotenia kvality
tam, kde je to mozné, alebo ucast na medzilabo-
ratérnych porovnavaniach pri ostatnych metédach
(napr. genetika).

Postanalyticka faza predstavuje:

¢ medicinsku validaciu vysledkov - tam, kde je to
mozné, posudzovanie trendov, pripadne automaticku
validaciu

e preverovanie a spracovanie referenénych hodnot

* interpretaciu a zavery

¢ odosielanie vysledkov oSetrujucim lekarom - prepojenie
na nemocni¢né a ambulantné informacéné systémy,
vlastny systém ,elektronického laboratéria“ e-lab
s on-line moznostou preberania dat a odosielania
zvalidovanych vysledkov priamo lekarovi pomocou
internetového prepojenia
konzultaéné a konzilidrne sluzby

¢ vzdelavanie vlastného personalu, ako aj spolupracuju-
cich lekarov a sestier formou pravidelnych odbornych
seminarov, vydavanim metodickych listov a inych
odbornych materialov

e spolupracu s prisluSnymi fakultami univerzit a vy-
sokych §koél s cielom pripravovat kadre v odboroch
laboratornej diagnostiky
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SLEDOVANIE INDIKATORA
(CI INDIKATOROV?)
U METABOLICKEHO SYNDROM
U PACIENTOV V INTERNEJ AMBULANCII

Balcova D.

Zelezniéna nemocnica s poliklinikou Kosice
Interna ambulancia

Metabolicky syndrom (MS) oznacuje metabolické
abnormality zapri€inené inzulinovou rezistenciou (IR).
V cCase sledovania pacientov boli k dispozicii diagnostické
kritéria metabolického syndromu podla definicie 1. Na-
tional Cholesterol Education Program NCEP Adult
Treatment Panel (ATP) III 2. Interational Diabetes
Federation IDF spolo¢ne s European Association for
the Study Diabetes (EASD).

1. ATP III bola IR vylucena z kritérii MS pre jej zlozitost
merania. ATP III radi medzi kritéria MS péat dobre
meratel'nych v klinickej praxi parametrov: obvod pasa
(OP), hodnotu triglyceridov (TAG), koncentraciu
HDL cholesterolu, tlak krvi (TK), glykémiu nala¢no.
K diagnoze MS je potrebnych tri a viac z piatich
uvedenych parametrov, priCom zvySena glykémia
nalaéno nemusi byt vidy pritomna

2. IDF + EASD sleduje 5 rovnakych parametrov, ale
podmienkou je pritomnost abdominalnej obezity
a k tomu najmenej dva dalSie rizikové faktory.

V obdobi od 1.8.2008 do 30.10.2008 bolo na nasej
internej ambulancii vySetrenych celkovo 546 vo veku
nad 18 rokov. Vyradovacim kritériom boli gravidné zeny
a akutne stavy ohrozujuce ZzZivot pacienta. V dalSom
obdobi bola sledovana tato skupina pacientov pri svo-
jich kontrolach az do juna 2009. Bol sledovany vyskyt
MS porovnanim kritérii NCEP ATP III oproti IDF +
EASD, narast/pokles vyskytu MS v case (sledovanie
zaradenych pacientov az do juna 2006) a narast/pokles
vyskytu MS v zavislosti od edukacie pacienta lekdrom
v ramci beznej kontroly alebo vydanymi edukacnymi
materialmi.

Snahou prace bolo priblizit dolezitost metabolického
syndromu, jeho rychlej diagnostiky a formy edukacie
v ambulantnej praxi, lieCby komorbidit v kontexte EBM
(Evidence Based Medicine) s ohladom na dolezitost
sledovanych laboratornych €i fyzikalnych parametrov.
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DETEKCIA VASKULARNYCH MARKEROV
V PERIFERNEJ KRVI PACIENTOK,
S ROZNYMI DRUHMI
GYNEKOLOGICKYCH MALIGNIT
NA UROVNI GENOVEJ EXPRESIE

Bilecova-Rabajdova M.!, Urban P.!
Ostro A.2, Marekova M.!

Ustav lekarskej chémie, biochémie, klinickej biochémie
a LABMED a.s., Lekarska fakulta UPJS Kosice
1. gynekologicko-porodnicka klinika Lekarskej fakulty
UPJS Kosice

Karcinom ovarii patri medzi najCastejSie smrtiace
rakovinové ochorenie Zenskych reprodukénych organov.
Doba prezivania je priblizne pat rokov a pravdepodob-
nost relapsu koliSe v rozmedzi 87,8 % v prvom S§tadiu
az po 18 % v Stvrtom Stadiu. Prvé priznaky ochorenia
sa prejavuju az v pokroCilom §tadiu s obmedzenymi
vyhliadkami na lieCbu a zna¢nou mortalitou.

Nasim cielom bolo sledovat zmeny expresie vybra-
nych génov DR 6 a GPM6B $pecifickych pre karcinom
vajecnikov v periférnej krvi Zien s potvrdenou diagnézou
rakoviny ovarii a porovnat tieto zmeny s hladinou expresie
u zdravych pacientok. Zaroven sme sledovali Specific-
kost spominanych vaskularnych markerov u pacientok
s roznymi druhmi gynekologickych karcinémov.

Po izolacii RNA z leukocytov periférnej krvi sme
reverznou transkripciou prepisali mRNA do cDNA.
Zmeny génovej expresie génov DR6 a GPM6B boli
detekované metdédou PCR. Numericka kvantifikacia
zmien hladiny expresie bola vyhodnotena programom
DataSyngene.

Pri sledovani expresiec DR6 sme sledovali pacientky
s uz potvrdenou rakovinou ovarii a to biochemickou ana-
lyzou krvného obrazu a hladinou CA125. Oproti zdravym
zenam sme zistili zvySenu hladinu mRNA pre gén DR6,
¢o korelovalo s rastucimi hladinami CA125 a rastom
a Sirenim karcinomu. Naopak v hladine GPM6B sme
zistili znizenu hodnotu oproti zdravym zZenam.

Sledovanie hladin TVM prispeje k verifikacii a dopl-
neniu vysledkov ziskanych sledovanim inych markerov
(CA125) a umozni ich vyuzitie pri hladani asymptoma-
tickych pacientiek (skrining) s nadorom v poc¢iatocnom
Stadiu, pri diferencialnej diagnostike a rovnako pri
monitorovani lieCby.
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URISED - PRINOS K VYSETRENIU
MOCOVEHO SEDIMENTU

Drozda D.

Oddelenie klinickej biochémie
Nemocnica KoSice-Saca a.s., 1. sukromna nemocnica

VySetrenie mocového sedimentu patri k zakladnym
vySetreniam v klinicko-biochemickom laboratériu. Pre-
toze vySetrenie je potrebné urobif do dvoch hodin po
odbere je automatizacia vySetrenia rozhodujuci faktor.
Je tu Standardny postup s premieSanim vzorky,napi-
petovanim presného mnozstva do kyvety s naslednou
centrifugaciou a zosnimanim 15 zaberov CCD kamerou.
Software vyhodnoti snimky sedimentu, ktoré je mozné
obsluhou modifikovat. Pri hodnoteni krvnych elementov
je vyhodnotenie softwarom spolahlivé, urcité rezervy su
pri hodnoteni valcov a krystalov.

Nase doterajsSie skusenosti s mocovym analyzatorom
URISED firmy Elektronika 77 su pozitivne, problémy
boli riesené s technikmi firmy.

URISED:

e zlepSuje ergonomiku prace laborantov

e urychluje vySetrenie mocového sedimentu s napojenim
on-line

e Standardizuje vySetrenie

e kvantifikuje vysledky

* umoZnuje postprocesing nalezu

e archivuje vysledky s moznostou vyuzitia pri vyucbe
personalu

TYPIZACIA PROTEINURIE -
POROVNANIE TROCH METOD

Durovcova E.!, Toperczerova M.2
Bertova D.!, Vaskova M.3, Guzy J.*

"Laboratorna diagnostika LABMED, a.s., Kosice
?Nefrologicka klinika Logman,a.s., KoSice
‘Pemax-Nefro, s.r.o, Bardejov
+Ustav lekarskej chémie, biochémie,
klinickej biochémie LF UPJS, Kosice

UvVoD
Vcasna diagnostika a typizacia proteinurie prispieva

k rychlejsej diagnostike vyvolavajucej pri¢iny a umoznuje
vCasnejsi zaciatok liecby ochorenia.
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CIEL

Porovnat efektivitu typizacie proteinurie pomocou
3 metdd:
SDS-AGE
* imunofixacia
* mocovej exkrécie vybranych indikatorovych proteinov
stanovenych nefelometricky.

METODY

72 mocov pacientov s nefrologickych pracovisk
s celkovou proteinuriou od 200-13 200 mg/24 hod. bolo
vySetrenych pomocou SDS-AGE (Hydragel Proteinuria
Sebia). Typ proteinurie bol u 40 vzoriek porovnavany
vo¢i nalezu imunofixdcie pomocou protilatok proti
nizko- a vysokomolekulovym bielkovinam (Hydragel IF
Sebia) a u 44 vzoriek pomocou exkrécie indikatorovych
proteinov - albumin, transferin, IgG, al-mikroglobulin,
B2-mikroglobulin v mg/mmol kreatininu (imunoturbidi-
metria a nefelometria). VSetky 3 metody boli realizované
u 12 pacientov. Na 20 vzorkdch bol porovnany nalez
v zbieranom 24 hodinovom moci a jednorazovej vzorke
(druhy ranny moc).

VYSLEDKY

Zhoda SDS-AGE s imunofixdciou bola zistena
v 29/40 pripadoch (72.5%), zhoda nalezu s metdédou
exkrécie indikatorovych proteinov v 39/44 (88,6 %). Po-
rovnanie s klinickymi diagn6zami a bioptickymi nalezmi
(46 pacientov) potvrdilo najvyssiu prediktivnu hodnotu
pri detekcii glomerulového alebo tubulointersticialneho
posSkodenia metode kvantitativneho stanovenia indika-
torovych mocovych proteinov.

ZAVER

Imunochemické metody na stanovenie Specifickych
proteinov v moci a priniesli zlepSenie vo v€asnej detek-
cii, prognostickom posudeni a monitorovani ochoreni
obli¢iek a mocCového traktu. Pouzitie niekol'kych indi-
katorovych proteinov umoznuje vo vidcSine pripadov
umoznuje kompletnu diferencialnu diagnostiku proteinarii
a nahradza Casovo naro¢né a pracné elektroforetické
metody (SDS-PAGE/AGE).




HODNOTENIE MARKEROV ZAPALOVEHO
PROCESU U ONKOLOGICKYCH
PACIENTOV PROSTREDNICTVOM VIAC-
ROZMERNEJ ANALYZY DAT

Frano L.!, Netriova J.?

'Oddelenie klinickej biochémie
Vseobecna nemocnica Rimavska Sobota
2Qddelenie klinickej biochémie a hematoldgie
Nemocnica svidtého Michala, Bratislava

Viacrozmerna analyza dat, taktiezZ nazyvana aj mnoho-
rozmerna analyza dat (MDA), v sucasnosti predstavuje
zakladny smer chemoinformatiky, cesty od dat (udajov)
k poznaniu.

Tvori hlavny prud sucasnej chemometrie, interdis-
ciplinarnej oblasti medzi chémiou, matematikou a in-
formatikou, ktord sa zaoberd exploratornou analyzou
nameranych udajov, klasifikaciou meranych objektov
alebo mnohorozmernou kalibraciou.

Na zistenie vzajomného vplyvu markerov zapalového
procesu (pocet LEU, CRP, PCT...) u onkologickych pa-
cientov a stupiia malignity hodnoteného prostrednictvom
karcinomového sérového indexu - sme pouZili analyzu
hlavnych komponentov a zhlukovu analyzu zo skupiny
zorazovacich metéd MDA. Hodnotenie nameranych
vysledkov sme rozsirili o linearnu a kvadraticku diskri-
minaénu analyzu a logisticku regresiu - metody patriace
do skupiny klasifikacnych metéd MDA. Sledovalo sa
268 objektov s onkologickym ochorenim. Na spracovanie
udajov boli pouzité softvérové baliky Statgraphics Plus
5.1, Systat 12.0, SPSS 15 a Microsoft Excel 2003.

Pomocou metoéd MDA sa hodnotila diagnosticka
efektivnost a zistili sa vzajomné korelacie medzi sle-
dovanymi parametrami u chorych a suspektne chorych
0sob. Pri klasifikacii pacientov do tried podla stupna
ochorenia sa ziskali veImi dobré hodnoty percentualnej
uspesnosti zatriedenia (67—94 %) pre tréningové, ako
aj validacné subory dat. Vypocitané mnohorozmerné
modely umoznuju predikciu zatriedenia pacientskych
vzoriek do zvolenych kategorii.
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VYUZITIE FLUORESCENCNEJ ANALYZY
PRI DETEKCII CELIAKIE

Gajova A.!, Fetkova A.?
Marekova M.!

Ustav lekarskej chémie, biochémie,
klinickej biochémie LF UPJS Kosice
’LABMED, a.s., Kosice

Celiakia je autoimunitné, geneticky podmienené
ochorenie spdsobené neschopnostou metabolizovat
potravu, ktora obsahuje bielkovinu lepok (glutén). U
pacientov s tymto ochorenim sa pri traveni gluténu tvo-
ria Stiepne peptidy, ktoré vyvolavaju tvorbu protilatok
proti tymto peptidom aj proti vlastnym bielkovinam. U
dospelych pacientov je toto ochorenie Casto neskoro
diagnostikované, ked uz ma pacient druhotné nasledky
(napr. osteoporozu). Hlavny pokrok v diagnostike celiakie
priniesli nové metddy stanovenia sérovych autoprotilatok
proti endomyziu a proti tkanivovej transglutaminaze.
Spektrum klinickej manifestacie a histologickych zmien
sliznice tenkého Creva je omnoho SirSie, nez sa predpo-
kladalo. Dve z piatich klinickych foriem celiakie (latentna
a potencialna) maju normalnu architektoniku sliznice
a ich diagnoza sa opiera o stanovenie intraepitelialnych
lymfocytov a sérovych protilatok.

U pacientov s klinicky potvrdenou celiakiou (stanovené
protilatky) sme merali (Perkin Elmer LS 55) a vyhodno-
covali fluorescenéné spektra vo vzorkach krvného séra
a mocu, ktoré sme porovnavali so zdravou populaciou.
Vytvorené excitanéno-emisné matrice a koncentracné
matrice tak vzoriek krvného séra ako aj mocu celiatikov
sa signifikantne odliSuju od spektier vySetrenych u zdravej
populacie. Predpokladame, Ze existuje suvislost medzi
diagnostikou §tadia celiakie a vysledkom fluorescencnej
analyzy. Takisto predpokladame zmenu fluorescencnych
spektier u latentnych a potencialnych foriem celiakie, ¢o
bude cielom nasho dalSieho vyskumu a snad aj cestou
k véasnej diagnostike tychto foriem.
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ANALYTICKA PRESNOST NEPRIAMYCH
METOD STANOVENIA LDL-C.
PRVE VYSLEDKY MEDZINARODNEJ
MULTICENTRICKEJ PROSPEKTIVNEJ
STUDIE

Gasko R."2, Simkova O.3, Frigova V.4, Mocnejova .5,
Krotka J.%, Horska M.”, Uhrinova L.%, Gaskova Z.!,
Piskayova R.!, ¢lenovia skupiny IMLSG

'Biostatisticka jednotka
2Oddelenie klinickej biochémie, ZNsP Kosice
37ZNaP Bratislava
“NLS Svidnik
*Cumulus Kosice
SFNKV Praha, CR
"LVN Kosic
SFNLP Kosice

POZADIE

V obdobi oktéber 2009 - marec 2010 prebiehala faza
zberu dat medzinarodnej multicentrickej prospektivne;j
studie, zameranej na urCenie analytickej a diagnostic-
kej presnosti stanovenia LDL-cholesterolu (LDL-C)
stanovenim nepriamou metdédou podla Friedewaldovej
rovnice. Jednym zo sekundarnych vystupov je urCenie
a porovnanie analytickej presnosti dalSich nepriamych
metod stanovenia LDL-C. Popisujeme metodiku zberu
dat, vypoctu a prezentacie vysledkov.

METODY

Na §tudii sa zucastnilo 14 laboratorii. Kazdé poskytlo
bud zakladna sadu 200 udajov, alebo rozSirenu sadu
az do 10000 udajov. Na pilotnej vzorke z 2 laboratérii
sa vypocital LDL-C rovnicami podla Friedewalda
(F), Anandaraja (A), Hattoriho (H) a Ahma-
diho (Ah). Metédami podla Blanda a Altmana,
Passinga a Babloka sa porovnal LDL-C merany
priamou metodou s jednotlivymi nepriamymi metodami.
Porovnal sa rozptyl vysledkov medzi laboratériami.

VYSLEDKY

Na pilotnej vzorke z 2 laboratorii sa prezentuje rozdiel
vo vysledkoch LDL-C, ktoré poskytuju rézne nepriame
metddy. V laboratoriu 1 boli rozdiely %ALDL-C vysSie
nez £5% u 56,5%, 72,8 %, 57,2% a 89,5%, a vysSie
nez £10% u 23,5%, 48,3%, 31,3% a 78,7% pre F,
A, H, Ah vo¢i priamej metdéde. V laboratoriu 2 boli
rozdiely %ALDL-C vysSie nez +5% u 26,8 %, 66,4 %,
64,8% a 86,5%, a vysSie nez £10% u 6,8%, 39,5%,
19.9% a 74,7% pre F, A, H, Ah vo¢i priamej metdde.
Rozdiely v hodnotach medzi laboratoriami - ANOVA,
p<0,001.
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ZAVERY

Pilotna studia je zameranad viac na overenie meto-
diky spracovania vysledkov, ako na samotné vysledky.
Predbezné vysledky potvrdzuju, Ze 1. Vysledky ziskané
4 nepriamymi metdédami stanovenia LDL-C su vzajomne
vyrazne odliSné. 2. Rozptyl rozdielov zasadne vplyva
na klinické zavery.

PRESNOST FRIEDEWALDOVEJ
ROVNICE NA VYPOCET
LDL-CHOLESTEROLU JE PRIAMO
ZAVISLA OD CELKOVEHO
CHOLESTEROLU

Gasko R."2, de Cordova C.M.J.3
Geletkova S.!

!Oddelenie klinickej biochémie
’Biostatisticka jednotka
Zelezniéna nemocnica s poliklinikou Kosice, SR,
‘Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
Fundacao Universidade Regional De Blumenau, Blumenau,
Santa Catarina, Brazil

POZADIE

Celosvetovo najcastejSie pouZivanym postupom ku
stanoveniu LDL-cholesterolu (LDL-C) v praxi klinickych
laboratorii je vypocet zaloZzeny na Friedewaldovej rovnici
(FLDL-C). Je vSak popisanych a dobre zddévodnenych
niekol'ko obmedzeni pouZivania tejto rovnice. Mnohé
studie popisali, Ze FLDL-C sa systematicky 1i§i od LDL-C
stanovovaného bud’ referenénou metodou alebo niektorou
z priamych metdéd (DLDL-C). Tieto Studie ukazuju Ze
rozdiely su iba v casti koncentracného rozmedzia pre
TG, LDL-C a VLDL-C. Tato studia porovnava efekt
koncentracii celkového cholesterolu a triacylglycerolov
na rozdiel medzi FDLD-C a DLDL-C v dvoch velkych
suboroch zo Slovenska a Brazilie pri dodrzani podmienok
platnych pre pouzitie Friedewaldovho vzorca.

METODY

Hodnotili sme rozdiel medzi FLDL-C a DLDL-C
ako %ALDL v dvoch suboroch. Prvy, 10 324 pacientov
ambulantnych aj 16zZkovych oddeleni z Kosic (DLDL-C
merany metédou Wako, Pliva Lachema Diagnostika),
druhy, 10 324 pacientov ambulantnych aj 16zkovych od-
deleni z Blumenau, Santa Catarina, Brazilia (DLDL-C
merany metédou Wako, DiaSys).




VYSLEDKY

Subor Kosice: %ALDL +SD bolo - 13.3+10.2 %,
%ALDL liSiace sa o viac nez =5 % bolo u 79.6 % pacien-
tov a o viac nezZ *10% bolo u 56.1 % pacientov.

Subor Blumenau: %ALDL +SD bolo 8.5+ 14.6 %,
%ALDL liSiace sa o viac nez £5% bolo u 82,9% pa-
cientov a o viac nez x10% bolo u 61,2 % pacientov.
U obidvoch suborov koncentracia celkového cholesterolu
priamo umerne ovplyvnila %ALDL.

ZAVERY

Pri dodrZzani podmienok pouZzitia Friedewaldovho
vzorca sa hodnoty ziskané DLDL-C a FLDL-C vyrazne
lisSia podla koncentracii celkového cholesterolu a tria-
cylglycerolov v oboch datovych suborov. Pri hodnoteni
pacientov s hyperlipidémiou mézZe vypocet podla Frie-
dewalda podcenovat riziko aterosklerozy.

SU CIRKULUJUCE MIKROPARTIKULY
MARKEROM ALEBO RIZIKOVYM
FAKTOROM ISCHEMICKYCH PRIHOD?

Kollar J.

Lekarska fakulta
Univerzity P. J. Safarika, Kosice

Stadium funkcii mikropartikul a zavadzanie poznat-
kov o nich do praxe je vysoko aktualne odkedy sa
zistilo, Ze ich zvySené mnoZstva v cirkulacii a substan-
cie nachadzajuce sa v nich determinuju promotovanie
aterotrombdzy, malignych tumorov a inych zavaznych
ochoreni. Z tohto dévodu sa povazuju za dolezity dia-
gnosticky a prognosticky marker akutnych koronarnych
syndromov.

Impakt mikropartikul (MPs), velkych okolo 1-mikro-
metra na funkcie cielovych buniek a na vaskularnu
homeostazu je nad ocCakavanie intenzivny, a to je
dovod ich systematického detailného skumania. Maju
bud destruktivny, resp. protektivny efekt, v zavislosti
od substancii obsiahnutych v nich, od ich stimulov
a stimulov aktivovanych buniek. Mikrovezikularizacia
bunkovej membrany ako doésledok zintenziviaujucich
sa apoptotickych stimulov je prejavom poSkodenia
a nasledného formovania MPs. Ich nalez aj u zdravych
v minimalnom mnoZstve je bezny jav, ale obzvlast vel'ké
ich mnozstva sa zistuju u viacerych zavaznych chorob,
lebo sa enormne zvySsi deStrukcia bunkovych membran.
Evoluénym tlakom sa vyvinul jednoduchy, ale efektivny
obranny systém voci ledovanym bunkovym membranam
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a prilahlého cytosolu, a to tak, Ze v predstihu pred
apoptozou odvrhne sa poSkodena cCast bunky skrze
mikrovezikularizaciu, formovanim mikropartikul. Takto
umne sa nastavil komunikacny systém medzi zdravymi
a poskodenymi bunkami. V enormne zvySenej miere sa
formuju mikropartikuly v ase progresie aterotrombdzy.
Detekcia ich velkého mnoZstva, v sucasnosti dobre kvan-
tifikovaného poskytuje spolahlivé dokazy o destabilizacii
aterosklerotickych platoch. Okrem toho, je jedineCnym
markerom ich prognozovania. Vahu ich zvySeného
mnoZstva porovnavaju vyznamni znalci s vahou rizika
metabolického syndromu, resp. Framinghamskeho skore
¢i globalneho rizika.

Velmi casto pertraktovana téma MPs obohacuje
diagnostické mozZnosti a prognozovanie aktualneho
stavu okrem inych zavaznych chorob aj aterotrombozy.
Poznanie ich impaktu zarucuje obrovsky vklad do jej
vCasnej detekcie.

RECEPTORY AKTIVOVANE
PROLIFERATORMI PEROXIZOMOYV -
ICH ROLA V REGULACII
METABOLIZMU LIPIDOV

Kollar J.

Lekarska fakulta
Univerzity P. J. Safarika, Kosice

Nuklearne receptory aktivované proliferatormi pe-
roxizomov (PPARs) moduluju transkripciou expresiu
cielovych génov participujucich na Sirokom spektre
aktivit v metabolizme a diferenciacii buniek. Ich funkcie
su lahSie chapané, ak sa rozoberaju cez prizmu mole-
kularnej bioldgie, lebo takyto modus umoznuje nazriet
do najsubtilnejSich detailov ich regulacie.

PPARs sa aktivuju Sirokou paletou exogénnych ligandov,
a v omnoho mensom rozsahu endogénnymi ligandmi. Nie-
len mnozstva ligandov, ale aj ich formy stimuluju PPARs.
Peroxizomy proliferuju ucinkom stimulov proliferatorov,
pricom ich stimulaciou sa promptne zaktualizovava po-
treba zintenzivnit oxidacny, resp. detoxikaény proces. Bez
stimulov proliferacie peroxizomov sa nemozZu receptory
aktivovat a vyslat posolstva do odpovedajuceho elementu
v PPARs (ERP) DNA o aktualnej potrebe exprimovat
cielové - subalterné gény k produkcii proteinov - enzy-
mov potrebnych k metabolizovaniu energetickych zdrojov,
resp. k detoxikacii §kodlivin. Objasnovanie problematiky
sa preferencne z ¢asovej tiesne koncentruje iba na impakt
izoforiem PPARs na metabolizmus lipidov a lipoprote-
inov a iba okrajovo sa analyzuje homeostaza glukozy.
Z klinického hladiska je dolezité vediet aky je sposob
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oxidacie mastnych kyselin i ako a preco vstupuju steroly
do interakcii s PPARs. DeSifrovanie funkcii PPARs by
poskytlo iba parcidlny obraz o metabolizme lipidov bez
poznania funkcii receptorov hepatalnych, retinoidnych
a farnezoidnych, a tobdz bez poznania funkcii korepresorov
a supresorov izoforiem PPARs. PPARs by nemohli spifiat
metabolické funkcie ani bez kooperacie so selektivnymi
modulatormi, ¢o poukazuje na ich klucovy vyznam z do-
vodu terapeutického ovplyviovania aktivit PPARs.

Aj napriek zdanlivej zlozZitosti interakcii v metabo-
lizme vobec a nevynimajuc ani regulaciu homeostazy
metabolizmu lipidov, jej detailné poznanie sa zdovodnuje
empiriou, lebo v deSifrovani ich funkcii su skryté navody
pre efektivne intervencie poruch metabolizmu lipidov.

VYZNAM INTRAOPERACNEHO
STANOVENIA PARATHORMONU
V CHIRURGII PRISTITNYCH TELIESOK

Kollarova E., Janokova E.

Nemocnica Kosice-Saca a.s., 1. sikromna nemocnica
Oddelenie klinickej biochémie

UvVOD

Primarna hyperparatyreoza (PHP) je zapri¢inena dlI-
hodobou nadprodukciou parathorménu (PTH) zvycajne
z adenomu, ktory produkuje PTH bez spétnej kontroly.
Cielom paratyreoidektémie je odstranit postihnuté pristit-
ne teliesko (1 alebo viac), ktoré produkuje abnormalne
mnozstvo PTH. Prave tu sa da vyborne vyuzit samotny
PTH na potvrdenie toho, Ze sa odstranilo celé abnor-
malne tkanivo. Na to sluzi stanovenie intaktného PTH
(iPTH) pred operaciou a 10 minat po resekcii pristitnej
7lazy (PZ). Indikaciou uspechu operacie je pokles PTH
pod 50%.

CIEL

Cielom naSej prace bolo zhodnotif prinos intra-
opera¢ného stanovenia PTH u pacientov s PHP, ktori
podstupili paratyreoidektomiu.

Subor: Tvorilo ho 36 pacientov s PHP, ktori boli
operovani na ORL oddeleni v naSej nemocnici v ob-
dobi od januara 2006 do marca 2010. Islo o 7 muzov
(19.4 %) vo veku od 18 do 74 rokov a 29 zien (80.6 %)
vo veku od 40 do 70 rokov.

METODY

Na stanovenie iPTH sme pouzili dg. supravu firmy
Roche (ref. rozsah 15-65 ng/l1). Analyzy sa vykonavali
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na imunochemickom analyzatore ELECSYS 2010. Na
stanovenie vapnika sme pouZzili dg. supravu firmy Roche
(ref. rozsah: 2.15-2.55 mmol/1). Analyzy sa vykonavali
na biochemickom analyzatore HITACHI 912.

VYSLEDKY

Z celkového poctu 36 pacientov sa u dvoch (5.6 %)
nepodarilo operacne odstranit pri¢inu zvyseného PTH,
preto neboli zaradeni do Statistického spracovania.

Priemerna predoperacna hodnota vapnika vo vy-
Setrovanom subore 34 pacientov bola 2.79 mmol/l
(2.39-3.18), pricom 8 pacientov (23.5 %) malo hodnotu
vapnika v referenénom rozsahu a 26 pacientov (76.5 %)
malo zvySené hodnoty, z nich 9 pacientov (26.5 %) malo
hodnotu vapnika az nad 3 mmol/l.

Priemerna predopera¢na hodnota iPTH bola 190.5 ng/1
(77.1-539.0). Priemerna hodnota intraopera¢ne stano-
veného iPTH bola 35.7ng/l (3.6-133.1). Priemerny
percentualny pokles iPTH predstavoval 77.7 %.

ZAVER

Intraopera¢né stanovenie hladiny intaktného pa-
rathorménu ma svoje nezastupitelné miesto v chirurgii
pristitnych teliesok, pretoze signifikantny pokles jeho
hladiny po resekcii hyperfunk¢nej zlazy alebo viacerych
Zliaz umoznuje chirurgovi potvrdif kompletnost resekcie
a v pripade potreby zmenit priebeh operacie.

JE CYSTATIN C VHODNYM MARKEROM
NA MONITOROVANIE FUNKCIE OBLICIEK
U TRANSPLANTOVANYCH PACIENTOV?

Kovaéova A.!, Puskasova F.!
Rosenberger J.2, Grejtovska B.?

"Laboratorna diagnostika, LABMED, a.s. Kosice
’FRESENIUS, nefrologické a dialyzaéné centrum, Kosice

Cystatin C je neglykozylovany bazicky protein zo
skupiny inhibitorov cysteinovych proteaz.

Jeho syntéza prebieha vo vSetkych jadrovych bunkach
konstantnou rychlostou, nie je ovplyviiovana zapalom,
katabolizmom ani diétou. Je vol'ne filtrovany glomeru-
lami, kompletne resorbovany a nasledne degradovany
v proximalnych tubuloch.

Ciel prace: stanovenie cystatinu C u pacientov po
transplantacii oblicky a nasledné porovnanie so sucasne
stanovenym sérovym kreatininom. Porovnali sme tiez
odhad GF podla Grubba s metédou eGF vypocitanou
podla vzorcov MDRD.




METODIKA

Cystatin C sme stanovovali imunoturbidimetrickou
metdédou supravou IMU-LA-TEST a kreatinin Jaffého
reakciou na biochemickom analyzatore ADVIA 1650.

VYSLEDKY

V case od januara do marca 2010 sme vySetrili 62
pacientov, ktori su po transplantacii oblicky (37 zien
a 25 muzov). Subor bol nehomogenny, pretoze pacienti
boli v réznom ¢asovom useku po transplantacii. Name-
rané koncetracie cystatinu C boli od 0,88-4,05 mg/l.
Z celkového poctu stanoveni cystatinu C bolo 41 po-
zitivnych, t.z. nad referen¢ny rozsah 1,2 mg/l. Sucasne
stanovené koncetracie kreatininu u zien boli v rozmedzi
65,7-280umol/1 a u muzov 88,5-295,3 umol/l. Odhad GF
podla Grubba v celej skupine 0,128-1,793 ml/s/1,73 m?
a eGF (MDRD) 0,24-1,4ml/s/1,73 m2.

ZAVER

Vela odbornych prac hovori o tom, Ze sérové hla-
diny cystatinu C sa zvySuju uz pri malom poklese GF,
skor ako kreatinin v sére a z toho dovodu je tato latka
povazovana za citlivejsi indikator mierneho poklesu GF.
Vzhladom na zloZenie a velkost suboru boli nase po-
rovnania vzostupu oboch parametrov nad hornu hranicu
referencného rozpétia Statisticky nevyznamné napriek
tomu, Ze koncetracie cystatinu C stupali vyraznejsie.
Statisticky vyznamna(chi kvadrat test) bola zavislost
patologickych hodnét cystatinu C a kreatininu.

BIELKOVINY METABOLIZMU
ZELEZA V DIAGNOSTIKE ANEMII

Netriova J., Balikova A.
Bozek P.

Oddelenie klinickej biochémie a hematologie
Nemocnica sviatého Michala, Bratislava

Anémia je patologicky stav charakterizovany znizenim
hemoglobinu pod fyziologicku hodnotu. Nemusi byt
zapri¢inena primarnou poruchou krvotvorby, je Castym
sprievodnym znakom mnohych ochoreni. Zistenie priciny
jej vzniku je nevyhnutné pre uspesnu lieCbu.

Anémie mdzeme delif z morfologického (pre klinicku
prax nedostato¢né) a etiopatogenetického (delenie podla
pri¢in a sposobu vzniku) hladiska. NajcastejSie vyskytu-
jucou sa anémiou je sideropenicka anémia vznikajuca
na zaklade nedostatku Zeleza - zakladného prvku pri
vystavbe hemu.
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V organizme Cloveka sa zelezo nachadza v troch
formach: funk¢éné (hemoglobin, myoglobin, cytochrémy,
katalazy, peroxidazy), transportné (solubilny transferinovy
receptor, ferroportin, hepcidin) a zasobné (transferino-
vé, ferritin, hemosiderin). Je vzdy v chelatovane forme
viazané na bielkovinu. Ak nie je bezpecne uloZené
v proteine, je pre organizmus toxicke.

Zasoby stavu Zeleza v organizme sa najCastejSie
posudzuju na zaklade hodndt sérového zZeleza, ale jeho
znizené hodnoty nie su Specifickym ukazovatelom si-
deropénie a izolované vySetrenie ma mald vypovednu
hodnotu. Preto sa toto vySetrenie kombinuje s transfe-
rinom (TRF), saturdciou transferinu a ferritinom (Fer).
Hodnota Fer sice odraza mnozstvo zasobného Zeleza,
ale je to sucasne parameter akutnej fazy a pri zvySenych
hodnotach treba zhodnotit, ¢i v organizme neprebieha
zapalova reakcia. Klinicky vyznamné, pri diagnostikovani
anémie, su znizené hodnoty. NajpresnejSim ukazovate-
Iom sideropénie sa javi solubilny transferinovy receptor
(sTfR), ktory sa postupne zavadza do praxe. Mnozstvo
cirkulujucich transferinovych receptorov je priamoumerné
ich poctu na povrchu buniek. U pacientov s porucha-
mi zasob zZeleza a so sucCasnym priebehom zapalovej
reakcie ma velky diagnosticky vyznam matematicka
kombinacia vysledkov vySetreni sTfRf a Fer, tzv. index
sTfR-Fer (pomer c(sTfR)/log c(Fer)), ¢o prezentujeme
aj v predkladanej praci na zaklade skusenosti z naSej
hematologickej ambulancie.

DOKAZ LIKVOREY POMOCOU
STANOVENIA KONCENTRACIE
BETA TRACE PROTEINU

Ondrkalova M.
Kalnovicova T., Turcani, P.

1. neurologicka klinika FNsP a Lekarskej fakulty
UK Bratislava

Likvorea, unik likvoru z likvorovych ciest nosnou
dutinou (rinorea), alebo uchom (otorea) vznika najcas-
tejSie traumatickym mechanizmom. Pri masivnom uniku
likvoru vznika posttraumaticka likvorova hypotenzia,
ktora sa klinicky prejavuje podobne ako syndrom vnut-
rolebecnej hypertenzie. Pacient s rinoreou je ohrozeny
permanentnou intrakranidlnou infekciou a pri dlhom
trvani rinorey moze podlahnut ascendentne vyvolanej
meningitide.

Diagnostika likvorey predstavuje zavazny problém
v neurodgii, neurochirurugii a ORL. Diagnostika pomocou
hodnotenia cytologického nalezu z dodaného biologického
materialu vratane hodnotenia biochemickych parame-
terov, t.j. glukézy, celkovej bielkoviny, kalia, chloridov
a pod. diagnozu likvorey spolahlivo neumoznuje. Dokaz
likvorey stanovenim transferinu bez naviazanej kyseliny
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acetylneuraminovej - asialotransferinu, je komplikovany
skutoénostou, Ze ludsky transferin vykazuje geneticky
polymorfizmus, ktory spésobuje pri rozdeleni pomocou
izoelektrickej fokusacie zmnoZenie pasov jednotlivych
foriem transferinu, ktoré je vSak pre Cast populacie fyzi-
ologické. V sucasnosti sa pre svoju senzitivitu a rychlost
akceptuje ako Standardna metoda pre dokaz likvorey
imunonefelometrické stanovenie koncentracie beta-trace
proteinu (BTP, prostaglandin D syntaza) v prisluSnom
biologickom materiale, paralelne aj v sére pacientov,
¢o je potrebné pre vypocet koeficientu BTP, ktorého
zvySenie nad hodnotu Q> 2 odhaluje pritomnost likvoru
v analyzovanom biologickom materiale a predstavuje
dokaz likvorey. BTP sa produkuje intratekalne, hlavne
v chorioidalnom plexe a leptomeningoch. Jeho kon-
centracia v likvore (15mg/L) je asi 30 krat vyssia ako
v sére, ¢im sa BTP stava vybornym markerom likvorey.
V predloZenej praci prezentujeme imunonefelometricku
metddu stanovenia BTP na analyzatore BN Pro Spec
pomocou testu N Latex bTP (fy Siemens).

HODNOTY VYBRANYCH STRESOVYCH
MARKEROV V KRVNOM SERE ODSTAVCIAT
PO APLIKACII SALVIOVEJ SILICE

Poracova J.!, Maity S.2, Vargova T.?
Blaséakova M.!, Sedlak V.3

!Centrum excelentnosti ekologie zivoCichov a Cloveka
PreSovska univerzita v PreSove, PreSov
2Centre for Environmental Studies, Visva-Bharati
Santiniketan, India
JKatedra ekologie, Fakulta humanitnych a prirodnych vied,
PreSovska univerzita v PreSove, PreSov

V suvislosti s roznymi ochoreniami, ktoré sa prejavili
v poslednom obdobi u réznych druhov hospodarskych
zvierat sa dostava stale viac do popredia aktualna otazka
zdravotnej bezpecnosti a nezdvadnosti brav€ového maésa.
Niektoré liecivé rastliny a prirodné rastlinné zlozky sa
vyznacuju antistresovym ucinkom, ktorého vplyv bol
Studovany na rozne organové sustavy. Sekundarne meta-
bolity znizuju reakciu na stres u zvierat a emocionalny
stres u Cloveka. Fyziologické parametre odrazaju dolezité
biologické a metabolické funkcie organizmu, ktoré citlivo
reaguju na zmeny Zivotného prostredia zvierat.

Fytogénne kimne aditiva predstavuju jednu z moznosti
nahrady pouzivania syntetickych latok (napr. antibiotik)
vo vyzive a prevencii chordb hospodarskych zvierat.

Modelovy experiment bol zamerany na sledovanie
ucinku Salviovej silice podavanej v krmive v podmienkach
konvencného chovu oSipanych plemena slovenska biela
uslachtila x pietrain na vybrané stresové biomarkery
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v krvnom sére. Odstav prasiatok bol vo veku 28. dni.
Osipané boli chované v kotercoch, beznym sposobom
pod matkou. Mikroklima bola zabezpeCovana elektric-
kymi kvockami a vetranim. V experimente boli ciciaky
rozdelené do dvoch skupin: kontrolna skupina (n=7ks)
bola kfmena COS1, COS2 bez pridavku silice, pokusne;j
skupine (n=11ks) bola podavana do krmiva Salviova
silica v koncentracii 0,05 %. Uskutocnili sme Styri
odbery - 0. (21.den veku), 1. (28.den), 2. (35.den)
a 3. (42.den) odber. V krvnom sére odstaviat sme
sledovali vybrané stresové biomarkery - glukozu, tria-
cylglyceridy, cholesterol, enzymaticku aktivitu AST (EC
2.6.1.1, aspartataminotransferaza), ALT (EC 2.6.1.2,
alaninaminotransferaza). V pokusnej skupine sme zistili
Statisticky vyznamné zmeny v koncentracii glukozy medzi
0. a 3. odberom a medzi 2. a 3. odberom na hladine
vyznamnosti P<0,05. Statisticky vyznamné zmeny boli
zistené aj v koncentracii triacylglyceridov - medzi 2.
a 3. odberom, celkovych bielkovin medzi 0. a 2. odbe-
rom, 1. a 3. odberom, 2. a 3. odberom.

DESIGNER DRUGS A SPICE -
NOVY FENOMEN?

Schmidtova K.

Synlab.SK s.r.o.
Bratislava

V rokoch 2006-2007 sa zacali §irit v krajinich EU
informacie o zvySujucom sa zaujme drogy nazvanej
SPICE. Spice je rastlinna zmes, povodne urcena ako
vonna latka na vytvorenie prijemnej atmosféry. Zistilo
sa, Ze niektoré takéto zmesi maju pri fajéeni podobné
ucinky ako marihuana. Na internete boli dostupné
v§etky informacie a sucasne bolo mozné drogu zakupit.
Vzhladom na nebezpecnost uZivania drogy je Spice uz
vo viacerych krajinach EU zakonom zakazana. V pred-
naske su prezentované ucinné latky spice, ucinok na
organizmus ako aj stav legislativy v SR.

Designer drugs je nazov pre skupinu psychoaktivnych
latok, ktoré maju podobnu chemicku Strukturu ako
»zakazané“ omamné a psychotropné latky. Vznikaju
nepatrnym pozmenenim molekuly tak, aby sa obiSiel
zakon o drogach a mohli vol'ne predavat a uzivat.

Typy zneuzivanych latok, ucinky a situacia v SR
bude prezentovana v prednaske.




ORGANICKE ACIDURIE NA SLOVENSKU

Skodova J.!, Vasilenkova A.!, Behiilova D.!
Holesova D.!, Pereckova J.!, Salingova A.!
Ostrozlikova M.!, Sebova C.!, Hlavata A.’
Fabriciova K.3, Bzduch V.3, Kolnikova M.*
Saligova J.5, Potoc¢nakova L.5, Halova K.6
Gregova E.°, Chandoga J.”

!Centrum dediénych metabolickych poruch,
Detska fakultna nemocnica s poliklinikou Bratislava
22. Detska klinika DFNsP Bratislava
°1. Detska klinika DFNsP Bratislava
*Klinika detskej neurologie DFNsP Bratislava
SDetska fakultna nemocnica Kosice
®Fakultna nemocnica Banska Bystrica
'Centrum lekarskej genetiky FNsP Bratislava

UVOD

Organické acidurie (OAU) su autozémovo recesivne
dedi¢né metabolické poruchy sposobené deficitom cyto-
zolového alebo mitochondriového enzymu v intermedi-
arnom metabolizme. Predstavuju skupinu ochoreni, pri
ktorych sa v telesnych tekutinach hromadia karboxylové
kyseliny bez volnej aminoskupiny. Organické kyseliny
(OK) vznikaju v désledku poruchy metabolizmu amino-
kyselin, mastnych kyselin alebo sacharidov a sposobuju
intoxikaciu organizmu.

METODY A PACIENTI

Na diagnostiku OAU sa najcCastejSie vyuziva spojena
technika plynova chromatografia-hmotnostna spektro-
metria (GC-MS). Vo Fakultnej nemocnici v Banskej
Bystrici sa stanovuju OK v mo¢i jednoduchou plynovou
chromatografiou od roku 1993.

V Centre lekarskej genetiky FNsP v Bratislave sa
analyzuju metédou GC-MS od roku 1995. V Centre
dediénych metabolickych poruch DFNsP v Bratislave
stanovujeme OK na pristroji GC-MS (ThermoFinnigan,
USA) od roku 2003. Prezentujeme retrospektivnu analy-
zu vSetkych pacientov s OAU v poslednych 17 rokoch.
V tomto obdobi bolo na Slovensku zachytenych, resp.
monitorovanych spolu 35 pacientov.

VYSLEDKY

Viacsina pacientov bola diagnostikovana v novorode-
neckom veku a v priebehu prvého roka Zivota, ojedinele
v starSom detskom veku a adolescencii. V laboratornych
nalezoch pacientov dominovali metabolicka aciddza,
hyperamonémia, ketdza, hypoglykémia, hyperlaktatémia,
neutropénia. NajcastejSie klinické priznaky boli vracanie,
neurologické symptémy, problémy s kimenim. Doteraz bolo
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na Slovensku diagnostikovanych, resp. monitorovanych
9 pacientov s metylmaldénovou aciduriou, 7 pacientov s
propionovou aciduriou, 2 pacienti s glutarovou acidariou
1. typu, 6 pacientov s Canavanovou chorobou, 1 pacient
s leucinozou (MSUD), 2 pacienti s 2-oxoadipovou acidu-
riou, 1 pacient s kompletnym deficitom biotinidazy a 2
pacienti s parcialnym deficitom biotinidazy, 1 pacient s
3-metylglutakonovou aciduriou, 2 pacienti a mevalonovou
aciduriou, 2 pacienti s pyroglutamovou aciduriou.

ZAVER

Predpokladame, zZe viacéSinu pacientov s OAU na
Slovensku sa zatial nedari diagnostikovat. Je to sposo-
bené predovsetkym nizkou informovanostou klinickych
pracovnikov o mozZnostiach selektivneho skriningu
tychto ochoreni a tiez nedostato¢nou vybavenostou
Specializovanych laboratorii sofistikovanou pristrojovou
technikou.

ANALYZA EXPRESIE GENOV
ZAPOJENYCH DO AKTIVACIE
ALTERNATIVNEJ CESTY APOPTOZY
PO ISCHEMICKO-REPERFUZNOM
POSKODENI SLIZNICE
TENKEHO CREVA

Urban P.!, Bilecova-Rabajdova M.!
Vesela J.2, Marekova M.!

Ustav lekarskej chémie, biochémie, klinickej biochémie
a LABMED a.s., Lekarska fakulta UPJS Kosice
2Ustav histologie a embryologie, Lekarska fakulta UPJS
Kosice

Ischémia a nasledna reperfuizia (IR) su stresové
faktory, ktoré vo velkej miere ovplyvauju endoplazma-
tické retikulum (ER) a hladinu jeho génovej expresie.
Dysfunkcia ER indukuje odpovede, ktoré cez aktivaciu
kinaz stimuluju anti-apopticky mechanizmus napr.
aktivacia GRP78 (Bip), alebo pro-apopticky mechaniz-
mus napr. aktivaciou Gadd153 (CHOP). Pri ischémii
je aktivovana RNA zavisla elF2a kinaza (PERK).
Ta nasledne indukuje aktivaCny transkripény faktor
4 (ATF-4), ktory indukuje protein CHOP (GADD153)
spustajuci apoptozu. Aktivacia CHOP je teda dolezitym
krokom veducim k apoptdze buniek po ischemicko-re-
perfuznom inzulte. Dosial neexistuje efektivny postup
liecby ischemicky postihnutého tkaniva Creva, a preto
je nevyhnutné Studovat zmeny v poSkodenom tkanive
na molekulovej urovni a pokusit sa definovat mozné
cesty veduce k ochrane tkaniva.
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Nasim cielom bolo analyzovat vplyv IR poskode-
nia epitelu tenkého Céreva potkanov po 1h. ischémii
a naslednej reperfuzii v ¢asovych periodach 1h, 24h
a 30 dni na hladinu expresie pro (gadd 153) a anti (Bip-)
apoptickych génov. Kvantifikdcia zmien génovej expresie
pro (GADDI153) a anti (Bip) apoptickych génov bola
detekovana na zaklade zmien hladin mRNA S$pecifickych
pre dané gény metédou RT-PCR. Po hodinovej ischémii
a 1 hodinovej reperfuzii sme detekovali signifikantne
zvySenu hladinu mRNA pre gén GRP78. Oproti tomu
hladina mRNA pre gén GADDI153 vykazovala narast
oproti kontrole az 24 hodinin po ischémii, ¢o naznacuje
zapojenie proapoptickej signalizacie po neuspesSnych
reparaénych procesoch v epiteli tenkého ¢reva. 30 dni
po ischémii doslo k obnove epitelu, a preto sme zistili
hladiny mRNA oboch génov na urovni kontroly.

DOKAZ OLIGOKLONALNYCH
PROTILATOK METODOU IZOFOKUSACIE

Vindis J., Gallova Z.
Strigacova J., Bartkova K.

Oddelenie klinickej biochémie a hematoldgie
Fakultnej nemocnice Trencin

Mnohé ochorenia CNS su sprevadzané zvySenou
koncentraciou proteinov v likvore. Pre klinicku prax
tento udaj nie je postacujuci. Preto je dolezitou sucastou
likvorologického vySetrenia podrobna analyza proteino-
gramu, ktora zahrnuje aj stanovenie intratekalnej syntézy
IgG a nasledné rozliSenie polyklonalnej a oligoklonalnej
tvorby IgG v CNS.

Diagnosticky vyznam ma stanovenie takych oligoklo-
nalnych Ig, ktoré sa vyskytuju v likvore, ale v sére sa
nevyskytuju. Takyto obraz ja typickym znakom pre
skler6zu multiplex. Kvalitativne sa intratekalna syntéza
IgG stanovuje izofokusaciou proteinov likvoru a séra
s naslednou imunochemickou detekciou oligoklonal-
nych IgG. Tato metodda je citlivejSia ako kvantitativne
stanovenie IgG nefelometriou a nasledny vypocet podla
Reibera.
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HODNOTENIE GLOMERULARNEJ
FILTRACIE NA ZAKLADE VYPOCTOV
Z0 SEROVEJ KONCENTRACIE
CYSTATINU C A KREATININU

Mocnejova 1.!, Popik V.!, Fedorova E.!
Racz 0.2, Lepej J.3, Lepejova K.*

'Cumulus s.r.o., Kosice
2Ustav patologickej fyziologie
UPJS Lekarska fakulta, Kosice
Institat nuklearnej a molekularnej mediciny, KoSice
“Roche Slovensko s.r.o.

UvVOD

Presné stanovenie glomerularnej filtracie (GF) je
u ambulantnych pacientiov naro¢na uloha (problémy s
presnym zberom mocu a i.). Preto je snahou co naj-
presnejSie stanovit GF odhadom zo sérovej koncentracie
latok, ktoré sa v organizme vytvaraju stalou rychlostou
a oblickami sa len filtruju. Kreatinin tato podmienku
nespl'na. Cystatin C je nizkomolekulovy protein filtrovany
glomerulami. Jeho vylucovanie do Kkrvi je nezavislé na
svalovej hmote a preto sa ukazuje ako spolahlivy para-
meter pre stanovenie funkcie obliciek.

CIEL

V naSej praci sme porovnali vysledky odhadu GF
z hodnét cystatinu C podla Grubbovej rovnice s od-
hadom GF zo sérového kreatininu (S-kr).podla rovnice
MDRD (Modification Diet Renal Desease).

MATERIAL A METODA

VySetrili sme subor 142 pacientov s hodnotou S-kr
vyssou ako su referenéné hodnoty pre dany vek. V subore
bolo 64 muzov a 78 Zien vo veku 18 az 93 rokov, vekovy
priemer 61,6 rokov. Celkovy pocet vySetreni bol 157.

Cystatin C sme vySetrovali turbidimetrickou meto-
dou a S-kr Jaffého kompenzovanou kinetickou metdédou
fotometricky, obidva setmi firmy ROCHE na pristroji
Integra 800.

Vysledky a diskusia: Priemerna hodnota sérového kre-
atininu v subre bola 123,3 pmol/l, cystatinu C 1,14 mg/1
a bola medzi nimi siln4, Statisticky vyznamna korelacia.
Na druhej strane priemerna hodnota GF pocitana z S-kr
podla MDRD bola 57 ml/min a GF pocitana podla Grubba
z cystatinu C 93,2 ml/min. Vyrazny rozdiel medzi takto
pocitanymi vysledkami pramenil predovSetkym z toho,
ze pri koncentraciach Cystatinu C v ramci referen¢nych
hodno6t Grubbova rovnica dava abnormalne vysoké hod-
noty GF. Pri vysSich hodnotach Cystatinu C je zhoda
medzi dvoma sposobmi vypoctu dobra.




ZAVER

Na zaklade naSich skusenosti odporu¢ame u pa-
cientov, kde modze byf hladina kreatininu ovplyvnena
inymi faktormi stanovit aj hladinu cystatinu C. Je vSak
potrebné prehodnotit platnost Grubbovej rovnice na
vypocet GF v oblasti referen¢nej hodnot Cystatinu C.
V pripade klinickej nezhody alebo vyrazného rozdielu
vysledku vypocitanej GF obomi metodami, je vhodné
indikovat scintigrafiu 99mTc-DTPA alebo stanovenie GF
pomocou inych exogénnych latok, ktoré su povazované za
nezavislejSie hodnotenie a mozZe nam vyznamne pomoct
pri zaverecnom hodnoteni glomerularnej filtracie.

IL-6 V DIAGNOSTIKE
ZAPALOVYCH REAKCII
- PRVE SKUSENOSTI

Netriova J., Zeliska H., Bozek P.

Oddelenie klinickej biochémie a hematologie
Nemocnica sviatého Michala, Bratislava

Interleukin 6 (IL-6) je glykoprotein s Mr 26 kDa.
Patri do skupiny cytokinov, ,informa¢nych molekul
polypeptidovej Struktury s prevazne parakrinnym
a autokrinnym posobenim. Pévodne bol popisany ako
diferenciacny faktor B-lymfocytov a induktor syntézy

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2010

imunoglobulinov. Ukazalo sa, Ze je totozny s hepato-
cyty stimulujucim faktorom 1 a hlavnym stimulatorom
syntézy proteinov akutnej fazy. Ovplyvnuje reparaéné
deje a podporuje syntézu erytropoetinu. Abnormalna
produkcia IL-6 je spojena s patologickymi procesmi ako
patogenéza nadorovych ochoreni (mnohocetny myeldm),
chronické zapalové ochorenia na imunopatologickom
podklade, infekcie. Koncentracie v mozgomieSnom moku
pomahaju identifikovat bakterialnu etiologiu meningi-
tidy, koncentracia v moc¢i deteguje rejekciu Stepu po
transplantacii. IL-6 je velmi senzitivny, na systémovu
bakterialnu infekciu reaguje v priebehu 1,5-2hod.,
hladiny prokalcitoninu su detegované v priebehu 3 - 6
hod. a CRP v priebehu 6-12hod. Ma kratky biologic-
ky polcas, jeho koncentracia po uspeSnom zvladnuti
infekcie rychlo klesa na rozdiel od CRP. V kombinacii
s PCT, ktory je velmi Specificky marker systémovej
bakterialnej infekcie, sluzi na diferencialnu diagnostiku
zapalovych procesov.

Vzhladom na vysoké riziko bakterialnych a plesno-
vych infekcii pri zavaznych chirurgickych zakrokoch
a nemoznosti rychleho vySetrenia hemokultur, sa vySet-
renie hladin PCT v kombinacii s CRP a v poslednom
obdobi aj s IL-6 v naSej nemocnici stalo rutinnou
zalezitostou, o Com sviadCia aj prezentované kazuistiky
(zvladnutie sepsy po rozsiahlom krvacani z dychacich
ciest, sledovanie a zabranenie rozvoja bakteridlnej in-
fekcie u pacienta s pokroCilym karcinomom hrubého
¢reva, sledovanie pacienta so zdihavou obstrukénou
chorobou pluc).

Vcasny zachyt systémovej infekcie u pacienta znizuje
naklady na dizku hospitalizacie a naklady vynaloZené
na dalSie komplikacie spojené so véasnym neodhalenim
infekcie.
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HLADINY MALONDIALDEHYDU VO VZORKACH
PLODOVEJ VODY ODOBRATEJ V RAMCI PRENATALNEJ
DIAGNOSTIKY VYVOJOVYCH CHYB PLODU

Kuracka LCubomir!, Kalnovicova Terézia?, Tur¢ani Peter?
b b

1Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie
Lekarskej fakulty UK Bratislava
’Prva neurologicka klinika Lekarskej
fakulty UK Bratislava

SUHRN

Analyzovali sme hladiny malondialdehydu (MDA)
v plodovej vode odobratej v ramci prenatalnej diagnostiky
vyvojovych chyb plodu. Zistili sme sStatisticky vyznamné
zvySenie koncentracie MDA v plodovej vode u matiek
s vyssimi hodnotami alfafetoproteinu (MS AFP) a chorion-
gonadotropinu (hCG) a nizkymi hodnotami estriolu (E3)
v sére, a tiez pri znizenom pH a zvySenej koncentracii
xantinu v plodovej vode. Vysledky poukazuju na pritomnost
oxidac¢ného stresu pri uvedenych patologickych stavoch.

Klucové slova: plodova voda, malondialdehyd, xantin,
kyselina mocova, rizikové tehotenstvo.

SUMMARY

We analyzed the level of malondialdehyde (MDA)
in amniotic fluids from subjects screened for foetal
developmental errors. Significantly increased concentra-
tions of MDA were observed in amniotic fluids of risk
pregnancies with high maternal serum alpha-fetoprotein
(MS AFP), high human chorionic gonadotropin (hCG)
and low serum estriol (E3) and also in amniotic fluids
with increased xanthine levels and low pH. These results
suggest presence of oxidative stress in the above menti-
oned pathologic states.

Key words: amniotic fluid, malondialdehyde, xanthine,
uric acid, risk pregnancy

UVOD

Viacero studii poskytlo dokazy, Ze v patomecha-
nizmoch niektorych patologickych tehotenstiev (pre-
eklampsia, diabetes mellitus, hypotrofia plodu, Downov
syndrom), ako aj u perinatalnych ochoreni novorodencov
(bronchopulmonalna dysplazia, nekrotizujuca enterokoli-
tida, retinopatia, intraventrikularna hemoragia) zohrava
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vyznamnu ulohu oxidacny stres (2,5,7), ktory vznika pri
nerovnovahe medzi tvorbou vol'nych radikalov a od nich
odvodenych reaktivnych metabolitov a aktivitou obrannych
systémov (antioxidantov), ktoré eliminuju toxicky dopad
ich ucinkovania. Reaktivne formy kyslika a dusika mozu
atakovat vacSinu biostruktir a poSkodzovat v nich lipidy,
bielkoviny a DNA. Poskodenie nenasytenych mastnych
kyselin v lipidoch (lipoperoxidacia) vedie k zaniku
dvojitych vazieb a k tvorbe reaktivnych metabolitov, co
ma za nasledok zmenu fluidity membran, a tym aj ich
permeability. Peroxidaciou lipidov membran vznikaju
rozne produkty (konjugované diény, lipidové hydrope-
roxidy, TBARP, alkany, izoprostany), ktoré mo6zu byt
pric¢inou roznych patologickych stavov, alebo ako ich
dosledok a spdsobovat sekundarne poskodenie buniek
a organov. Pri posudzovani oxidacného stresu a ucasti
vol'nych radikalov na patologickych stavoch organizmu
spojenych s lipoperoxidaciou sa najcastejSie pouZiva
produkt oxidacného poskodenia vySSich nenasytenych
karboxylovych kyselin, malondialdehyd (MDA).
MDA, 3-uhlikaty produkt lipoperoxidacie (Obr. 1)
a aktivacie cyklu kyseliny arachidonovej sa najCastejSie
pouZziva ako indikator peroxidaéného poskodenia bunko-
vych membran. Je to genotoxicka bifunk¢éna latka, ktora
sposobuje zosietovanie (crosslinking) a polymerizaciu
proteinov a nukleotidov, o sposobuje zmenu vlastnosti
bunkovych membran, zniZenie membranového potencialu
a ich priepustnosti pre idny a organické zluceniny (11).
Na stanovenie MDA sa najcCastejSie pouZziva spektrofo-
tometrické, alebo fluorometrické stanovenie farebného
komplexu MDA s kyselinou tiobarbiturovou (TBA).
Pri reakcii MDA s TBA vznika kondenzacny produkt
2 molekul TBA s jednou molekulou MDA ruZovej
farby, ktory ma absorpéné maximum pri vinovej dizke
532 nm. Tato reakcia je neSpecificka, pretoZze s TBA
moze reagovat vela latok, ktoré nemaju vztah k lipope-
roxidacii (cukry, mocovina, biliverdin, aminokyseliny)
a tvorit absorpény pas okolo 530-550nm. Preto je
vhodnejsie pri spektrofotometrickom a fluorescenénom
stanoveni tieto produkty oznacovat ako latky reagujuce
s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS - thiobarbituric

49



AN
0
) R
RH
BEE
A\
0-0-H
P 6 pH
ey Lo ?

|C"'2 DA

'cQH N

0-0-H

HEAVAGS

Obr. 1. Peroxidacia nenasytenych
vyssich karboxylovych kyselin (VKK) lipidov

Peroxidacia membranovych lipidov sa iniciuje u¢inkom akéhokolvek
faktora, ktory ma dostatocny potencial vytrhnut vodikovy atéom
z metylénovej skupiny nenasyteného lipidu. Posobenim hydro-
xylového radikalu (OH*) sa z VKK odstiepi atom vodika a po
preskupeni dvojitych vdazieb v molekule VKK vznikne lipidovy
konjugovany diénradikal (R*). Reakciou R* s molekulovym Kkysli-
kom vznikaju peroxidové radikaly lipidov (PR), ktoré su schopné
prolongovat reakény retazec s novymi molekulami lipidov za
sucasnej tvorby lipoperoxidov. Primarnymi produktmi peroxidacie
lipidov su hydroperoxidy lipidov (HP), ktoré st nestale a v bunke
sa degraduju na sekundarne produkty (endoperoxidovy radikal
(EPR), bicyklicky endoperoxid (BCE/ a pod.) Jednym z najviac
zastupenych sekundarnych produktov je malondialdehyd (MDA),
ktory je schopny reagovat s aminoskupinami lipidov (napr. s fos-
fatidyletanolaminom) a bielkovin a tvorif koncovy polymérny
produkt lipoperoxidacie lipofuscin. Peroxidy lipidov a ich se-
kundarne produkty sa dostavaju do extracelularneho prostredia.
Ich zvySené hladiny v biologickych tekutinach zvycajne indukuju
poskodenie membran buniek alebo tkaniv.
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reactive substances). NajjednoduchSim spdésobom ako
sa vyhnut tymto interferujucim vplyvov je analyzovat
kondenzacny produkt TBA-MDA vysokouéinnou kva-
palinovou chromatografiou (HPLC) s fluorometrickou
alebo spektrofotometrickou detekciou (11).

Cielom naSej prace bolo stanovit metodou HPLC
hladiny MDA v plodovej vode odobratej pre prenatalnu
diagnostiku vyvojovych chyb plodu a na zaklade analyz
MDA zhodnotit ucast oxida¢ného stresu pri jednotlivych
indikaciach rizikového tehotenstva.

PACIENTI A METODY

VySetrovany subor tvorilo 241 tehotenstiev, u ktorych
bola amniocentéza zrealizovana pre pokroc€ily vek matky
(n=86), zvySené sérové hladiny alfa-1-fetoproteinu (MS
AFP; n=66), nizke hladiny MS AFP (n=27), zvySené
hladiny celkového choriongonadotropinu (hCG; n=16),
zniZzené hladiny hCG (n=16), zniZzené hladiny estriolu
v sére (E3; n=14), zvySeny MS AFP + znizeny E3 (n=6),
zvySeny hCG +znizeny E3 (n=12), znizeny hCG + zniZeny
E3 (n=12), zvySeny MS AFP +zvySeny hCG + znizeny
E3 (n=7) a geneticku indikaciu (n=2). Amniocentéza
analyzovaného suboru bola vykonana na II. Gynekolo-
gicko-porodnickej klinike LF UK v Bratislave.

Koncentracia malondialdehydu (MDA) vo vzorkach
plodovej vody sa stanovila modifikovanou vyskouc¢innou
kvapalinovou chromatografiou (HPLC) podla Knighta
a spol. (6). Pred HPLC analyzou sa robila preduprava
vzoriek. Lipoperoxidy pritomné vo vzorkach plodovej
vody sa hydrolyzovali zriedenou kyselinou fosforecnou
pri 100°C za vzniku MDA. Analyzoval sa komplex
MDA-TBA, ktory vznikol reakciou MDA s kyselinou
tiobarbiturovou (TBA). Pred analyzou sa z plodovej vody
odstranili proteiny precipitaciou s metanolom. Separacia
MDA-TBA sa uskutoc¢nila na koléne Separon SGX C18
(150 mm, Sum) (Tessek, CR) mobilnou fazou tvorenou
fosfatovym tlmivym roztokom (50 mmol/L, pH=6,0) a
35% (v/v) metanolom. Separovany MDA-TBA sa detekoval
spektrofotometricky pri 532 nm. Do chromatografického
systému sa injektovalo 100ul supernatantu.

Hladiny xantinu v plodovej vode (n=68) sme sta-
novili metédou HPLC podla Kalnovi¢ova a spol. (4).
Izokraticka separacia sa uskutocnila na kolone Separon
SGX C18 (300 mm, 7um), (Tessek, CR), pri prietoku
mobilnej fazy (60 umol/L KH,PO,, pH 4,6, 0,5% (v/v)
metanol) 0,5 ml/min. Detekcia separovanych latok sa
rorobila pri 254nm. Do chromatografického systému
sa injektovalo 50ul supernatantu.

Vysledky prezentované ako aritmeticky priemer (+/-SD)
boli spracované Standardnymi Statistickymi postupmi
(Kolmogoroffov-Smirnoffov test). Vyznamnost rozdielov
medzi priemermi bola testovana pomocou t-testu.




VYSLEDKY

V Tab. 1 st uvedené hladiny malondialdehydu (MDA)
v plodovej vode u tehotenstiev, u ktorych bola robena
amniocentéza pre pokrocCily vek matky. Z tejto skupiny
sme vyClenili matky vo veku 35-36 rokov, z ktorych sme
vytvorili kontrolna skupinu. Tato kontrolna skupina sa
pouZzila aj pre porovnavanie hodnét MDA pri dalSich
indikaciach rizikovej gravidity (Tab. 2). Vysledky analyz
poukazuju, ze hladiny MDA v plodovej vode stupaju so
zvysujucim sa vekom, ale toto zvySenie nie je Statisticky
vyznamné (Tab. 1)

Tab. 1 Hladiny malondialdehydu (MDA; umol/L) v plodovej vode
odobratej v 15. - 22. gestacnom tyzdni v zavislosti od veku matky

Vekové Priemerny vek Gestacny
skupiny (roky) tyzden MDA
Skupinal 35,8 +/- 0,4 17,5 +/- 0,7 0,094 +/- 0,07
(kontrola) (35-36) (17-19) (0,012-0,229)
(n=11) M = 36 M= 17 M = 0,099
Skupina 2 37,8 +/- 0,8 17,8 +/- 0,8 0,138+/-0,062
(n=21) (37-39) (17-19) (0,046-0,292)
M = 38 M =18 M = 0,134
Skupina 3 41,5 +/- 1,5 18,1 +/- 1,6 0,165+/-0,119
(n=16) (40-45) (15-22) (0,047-0,549)
M = 41 M= 18 M = 0,132
Skupina (1-3) 38,7 +/- 2,4 17,8 +/- 1,1 0,148 +/-0,103
(n=48) (35-45) (15-22) (0,012-0,549)
M = 38 M =18 M = 0,134

V Tab.2 su uvedené hladiny MDA v plodovej vode
odobratej pre zvySené, alebo znizené hladiny alfafetopro-
teinu v sére (MS AFP), zvysené hladiny choriongonado-
tropinu (hCG) v krvi matky a zniZzené hodnoty estriolu
(E3). V porovnani s kontrolnou skupinou (Tab. 1) sme
zistili zvySené hodnoty MDA pri vSetkych sledovanych
indikaciach (Tab.2), ale signifikantné vyznamné zvy-
Senie MDA (p<0,05) sme zaznamenali len u skupin
tehotenstiev so zvySenym MS AFP, zvySenym hCG,
znizenym E3 a tripletom - zvySeny MS AFP a hCG +
znizeny E3 (Tab.2). V analyzovanom subore (n=241)
sa vyskytovalo 16 tehotenstiev so zniZzenym pH plodo-
vej vody (pH7,18-7,29). V porovnani s kontrolnou
skupinou boli pri znizenom pH plodovej vody hladiny
MDA signifikantne vysSie, ale nedosahovali Statisticku
vyznamnost v porovnani s inymi analyzovanymi indi-
kaciami (Tab. 2).

V tabulke 3 sa nachadzaju hodnoty MDA pri zvy-
Senych hodnotach xantinu (XAN), prekurzoru konco-
vého degradacného produktu purinovych nukleotidov,
kyseliny mocovej (KM). Tuto skupinu tvoria gravidity,
u ktorych amnioncentéza bola vykonana pre zvysSené
(n=17), alebo zniZené hodnoty MS AFP (n=2), rizikovy
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Tab. 2. Hladiny malondialdehydu (MDA)
v plodovej vode matiek s podozrenim na rizikova graviditu

*~p < 0,05
o Vek Gestacny MDA
Indikacia (roky) tyiden (umol/L)
Zvyseny 26,0+/-52 | 18.8+/-1,1 0,215 +/-0,17°
MS AFP (n- (18-39) (16-21) (0,028-0,697)
40) M = 25,0 M =19 M = 0,183
Znizeny 253+/-42 | 18,6+-17 | 0,168+/-0,123
MS AFP (19-34) (16-22) (0,041-0,608)
(n=25) M = 24 M = 18,0 M = 0,137
Zvyseny hCG | 24,0+/-50 | 18,9 +/- 3.4 | 0,293+/-0,248"
(n=16) (17-38) (16-31) (0,065-0,932)
M =24 M = 18,5 M = 0,162
Znizeny E3 25,1+/-4.8 1824/-1.4 | 0,241+/-0,166°
(n=14) (20-36) (15-21) (0,011-0,496)
M - 23 M - 18 M - 0,189
Zvyseny hCG | 25,5+/-3,8 | 188+/-12 | 0,212+/-0,202
Znizeny E3 (22-33) (17-21) (0,047-0,788)
(n=12) M= 19 M= 19 M= 0,161
Znizeny hCG | 26,0+/-42 | 18,0412 | 0,266+/-0,175
Znizeny E3 (21-32) (17-21) (0,054-0,492)
(n=5) M = 25 M = 0,264 M = 0,264
Zviseny MS | 26,5+/-4,4 | 19,04/-1,9 0,291+/-0,27
AFP (21-32) (17-21) (0,087-0,788)
Znizeny E3 M = 26 M =19 M = 0,194
(n=6)
Zvyseny MS | 23,6+/-42 | 18,4+/-0,5 | 0,220+/-0,148°
AFP Zvyseny (19-30) (18-19) (0,135-0,549)
hCG M = 22 M = 18 M - 0,162
Znizeny E3
(n=7)
Znizené pH 28,3+/-59 | 17.9+/-0.93 | 0.235+/-0.162°
plodovej vody |  (19-39) (17-20) (0,082-0,694)
(n=16) M = 28 M=18 M = 0,211

vek (n=3) a geneticku indikaciu (n=2). Pre porovna-
nie hodnot MDA sme si zvolili dve kontrolné skupiny
s fyziologickymi hodnotami xantinu v plodovej vode.
Kontrolna skupina 1 bola vytvorena z tehotenstiev
s rizikovym vekom, druha kontrolna skupina z gravidit
so zvySenymi hladinami MS AFP. V porovnani s obo-
ma kontrolnymi skupinami boli zvySené hladiny MDA
v sledovanej skupine s rizikovou graviditou Statisticky
vyznamné (Tab. 3). V tejto rizikovej skupine tehotenstiev
sme zaznamenali aj zvySené hladiny kyseliny mocovej
(KM), ktoré vSsak nedosahovali Statistickii vyznamnost
a signifikantné zvySenie pomeru XAN/KM (Tab.4).

DISKUSIA

Volnoradikalova teoria starnutia predpoklada, Ze
aktivita antioxida¢nych systémov sa s vekom zniZuje
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Tab. 3 Hladiny malondialdehydu (MDA, umol/L) pri normalnych
a zvySenych koncentraciach xantinu (umol/L) v plodovej vode

Sku.pma Xantin MDA Ge’svtac?y Vek matky
pacientov tyzden (roky)
Kontrolna | 1,16+/-0,42 | 0,132+/-0,08 | 18,6 +/-1,7 | 36,0+/-4,8
skupina 1 | (0,53-2,32) | (0,036-0,34) (16-22) (16-47)
(n= 35) M = 1,12 M = 0,099 M = 18 M = 37
Kontrolna | 1,18+/-0,33 | 0,12+/-0,05 | 18,7+/-1,7 | 22,8+/-3,8
skupina 2 | (0,72-2,0) | (0,02-0,12) (17-22) (19-33)
(n=19) M =0,125 | M = 0,125 M=19 M =22
Rizikova 3,31+/-1,12 | 0,369 +/-0,16 | 20,1+/-1,4 | 27,7+/-6,3
skupina (2,25-6,35) | (0,100-0,745) (18-22) (19-37)
(n = 14) M =291 M = 0,370 M =20 M = 25,5

pl =37910° | pl =49.10°

p2 = 199107 | p2 = 5,88.10°

Kontrolna skupina 1 - fyziologické hladiny xantinu pri rizikovom veku
gravidity, kontrolna skupina 2 - fyziologické hladiny xantinu pri zvy-
Senych hladinach MS AFP, rizikova skupina - zvySené hladiny xantinu
[pri zvySenych hladinach MS AFP (n=7), nizkych hladinach MS AFP
(n=2), rizikovom veku (n=3), genetickej indikacii (n=2)]
pl - (voéi kontrole 1), p2 - (voci kontrole 2)

Tab. 4 Priemerné koncentracie kyseliny mocovej (KM) a pomer XAN/KM
pri fyziologickych (K1 a K2) a zvysenych (rizikova gravidita) hladinach
xantinu (XAN) a malondialdehydu (MDA) v plodovej vode

o MDA/XAN KM
Indikacia (umol/L) (umol/L) XAN/KM.100
MDA
Rizikovy vek | 0,132 +/- 0,08 | 2367 /- 51 1 051+/-0.18
KD (s 35) AN (126,9-330,5) | (0,28-0,85)
Ll6 wro4r | M=2297 M = 0,47
Zvysend hla- MDA 226,2+/-50,9 | 0,54+/-0,17
dina MS AFP | 0,121 +/- 0,05
(138,3-314,0) |  (0,3-0,9)
(K2) XAN M= 220 M = 0,54
(n = 19) 1,18 +/- 0,33 :
S MDA 261,9 +/- 60,8 | 1,36 +/- 0,71
Rizikova gravi- 0.369 +/- 0.16 (182,9-364,8) (0,77-3,47)
dita (n = 14) | 70 0T M = 258,1 M = 1,14
(vid' tab. 3) 3l a iy | PL= 0457 pl = 307107
: A 2204922 | p2=4971000

pl - vyjadrené vocCi skupine K1, p2 - voci skupine K2

(zniZenie aktivity superoxiddizmutazy, glutationreduk-
tazy a koncentracie glutationu) a zvySuje sa tkanivova
lipoperoxidacia (1). V tejto suvislosti nas zaujimalo,
¢i sa tento trend odrazi v hladinach MDA v plodovej
vode odobratej u gravidit pre rizikovu vekovu indikaciu
(Tab. 1). Gravidity s rizikovym vekom sme rozdelili na tri
vekovo odlisné skupiny, skupinu s vekom 35-36 rokov,
skupinu s vekom 37-39 rokov a skupinu s vekom 40-45
rokov. Koncentracia MDA v plodovej vode sa s vekom
zvySovala (Tab. 1), ale tieto zmeny neboli Statisticky
vyznamné. Zvysené hladiny produktov lipoperoxidacie
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u tehotnych zien sa davaju do suvisu so stupajucou
hladinou sérovych lipidov, ktoré sa spontannou autoo-
xidaciou menia na lipoperoxidy. Za dal§i mozny zdroj
lipoperoxidacie v tehotnosti sa povazuje placenta.
Lipoperoxidy sa tvoria trofoblastom a placentarnymi
klkmi (10). ZvySena produkcia vol'nych radikalov pri
nedostato¢nej antioxidacnej ochrane zapricinuje nielen
proces nekontrolovanej lipoperoxidacie, ale u¢inkom
oxidacného stresu moze dojst k poskodzovaniu ostat-
nych vyznamnych biomolekul v okolitych bunkovych
Strukturach a tkanivach.

V ramci prenatalneho skriningu vrodenych vy-
vojovych chyb sa v krvi matky vySetruje v druhom
trimestri alfafetoprotein (AFP), choriongonadotropin
(hCGQG) a estriol (E3). V tejto suvislosti nas zaujimalo,
aké hladiny MDA su v plodovej vode pri jednotlivych
izolovanych indikaciach amniocentézy a ich kombinaci-
ach (Tab. 2). V porovnani s kontrolnou skupinou, ktoru
sme vytvorili z matiek s rizikovou vekovou graviditou
(vek 35-36 rokov) (Tab. 1), sa u vSetkych sledovanych
indikaciach vyskytovali v plodovej vode zvySené hladiny
MDA, ale Statistickii vyznamnost sme zaznamenal len
u skupiny tehotenstiev so zvySenymi hladinami MS AFP,
znizenom E3, pH plodovej vody a pri triplete - zvySeny
MS AFP a hCG +znizenom E3.

Vysledky analyz poukazuji, Ze rizikové parametre,
ktoré boli indikaciou pre amnioncentézu sa urcitym
sposobom podielaju na vzniku oxidacného stresu a na-
slednej lipoperoxidacie, ¢o sa u tychto indikacii prejavuje
zvySenymi hladinami MDA v plodovej vode. Aj ked sa
o oxidacnom strese, jeho vzniku, pri¢inach a ochrane
pred jeho toxicitou uz vela vie, presny mechanizmus
jeho ucinku pri vzniku alebo rozvoji s nim spojenych
ochoreni sa prevazne nepozna. V sucasnosti sa pred-
poklada, zZe oxidacny stres nemusi mat vZdy negativne
ucinky. Nizka uroven oxidaéného stresu moze ovplyvnit
regulaéné signalne drahy, ako je napr. aktivacia novej
tvorby buniek, ¢o mo6ze maf ucinok na regeneraciu
buniek. Na druhej strane silny oxidacny stres moze
sposobit naruSenie celistvosti a funkcie buniek, organov
az celého organizmu. Zatial nie je znama hranica, medzi
tymito dvomi krajnymi situaciami (1).

Jednym z hlavnych zdrojov, ktoré podnecuju li-
poperoxidaciu tvorbou volnych kyslikovych radikalov
je aktivita xantinoxidazy spojena s produkciou xantinu
a kyseliny mocovej (Obr. 1, 2). Pri oxidacii hypoxantinu
na kyselinu mocovu za katalytického podsobenia xanti-
noxidazy vznika superoxidovy radikal.

HYP+0, —> XAN+H,0,+0,-
XAN+0, —> KM+0_-+H 0,

Tento superoxidovy radikal moze dalej reagovat
s hydrogénperoxidom za vzniku vysoko reaktivneho

OH. radikalu (8)

H,0,+0,- —> OH.+OH
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Lipooxygenéza + Katia
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NAD(P)H - oxidéza Cusalorperaiza
Cytochrém P- 450
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Obr. 2. Hlavné reakcie, ktoré vedu
ku vzniku reaktivnych foriem kyslika v bunke

SOD - enzym superoxiddizmutaza

V tejto suvislosti nas zaujimalo, ¢i sa hladiny MDA
v plodovej vode budu liSit medzi skupinou gravidit s fy-
ziologickymi hladinami xantinu a skupinou so zvySenymi
hladinami xantinu v plodovej vode. V sulade s teoretic-
kym predpokladom bola priemerna koncentracia MDA
pri zvySenej hladine xantinu v plodovej vode asi 3-krat
vyssia ako pri fyziologickych hodnotach tohto metabolitu
(Tab.4). Zvysené hladiny MDA a xantinu v plodovej
vode (Tab. 4) boli asociované so signifikantne zvySenym
pomerom metabolitov XAN/KM (Tab. 4.). ZvySené hladiny
xantinu v plodovej vode mozu indikovat depléciu ATP.
Xantin sa zvySuje hlavne z guaninu a moZe sa menit
nezavisle na jeho dalSom prekurzore hypoxantine (3).
Kyselina mocova, ktora vznika degradaciou xantinu sa
signifikantne neliSila od kontrolnej skupiny (Tab.4).
KM je ucinny skavendzer molekul, alebo radikalov oxi-
dacného stresu, ktory vznika v tkanivach pri zvySenej
tvorbe vol'nych kyslikovych radikalov a pri nedostato¢nej
antioxida¢nej ochrane organizmu (9). NiZsie hladiny
KM v plodovej vode v porovnani so xantinom mozu byt
preto dosledkom naslednych reakcii KM s cytotoxicky
posobiacimi volnymi radikalmi.

ZAVER

Analyza malondialdehydu v plodovej vode poukazu-
je, ze pozitivny prenatalny skrining (zvySeny MS AFP,
zvySeny hCG, znizeny E3, zniZzené hodnoty pH plodove;j
vody) je asociovany so zvySenou lipoperoxidaciou, ktora
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ZvySena tvorba Neiitsitwqgén 4
J systémov
OXIDACNY STRES
i zvysena deplécia deplécia
ipoperoxidacia GSH NAD(H)
zvySene poskodenie
uvolfiovanie Fe lipidov
proteinov
DNA  inhibica
. | syntézy ATP
po3kodenie cytoskeletu zvy3enie /
peroxidacia membran intracelularnej
s naslednou destrukciou koncentréacie Ca2+
) )
uvoffiovanie amplifikacia
kovovych i6nov pogkoderta DA
do extracelularneho fpidov a proteinov
priestroru

Obr. 3. Oxidac¢ny stres a nasledna kaskada reakcii
prebiehajucich v bunke

je markerom oxida¢ného stresu v organizme. ZvySena
lipoperoxidacia bola zaznamenana aj u tehotenstiev,
u ktorych sa v plodovej vode zistili signifikantne zvySené
hladiny metabolitu purinovych nukleotidov, xantinu .
Prezentované vysledky poskytuju podnet pre dalSie
longitudinalne §tadium pripadov gravidit so zvySenou
hladinou degradacnych produktov purinovych nukleotidov
v plodovej vode zameraného na klinické hodnotenie
priebehu a ukoncenia rizikovej gravidity.
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UVOD

Kostna hmota je modelovana sustavnou ¢innostou
osteoblastov a osteoklastov, pricom osteoklasty roz-
matrix, osteoblasty vytvaraju bielkovinovi matrix kosti
(8). Tato je zlozena z kolagénu typu I, pyridinolinovy-
mi a deoxypyridinolinovymi zvyS§kami naviazanymi na
kolagén, tzv. cross-links a bielkovinami nekolagénového
typu, medzi ktoré patri predovSetkym osteokalcin, os-
teonektin a niektoré dalSie, z kvantitavitneho hladiska
minoritné zloZky. Mineralnu Cast kosti tvoria vapnikové
soli vo forme hydroxyapatitu. Mineralne zloZky tvoria
az 70% hmotnosti kosti. Determinujucou sucastou kosti
z hladiska jej biomechanickych vlastnosti a integrity je
kolagén, ktory sa nachadza v kostnych kavitach, vo vnutri
jemnej Struktury kosti. Jeho ulohou je predovSetkym
zlepSenie mechanickych vlastnosti kosti a zvySenie jej
elasticity (2). Kolagén sa tvori z prokolagénu typu 1.
terminalnych ¢asti, nazyvanych C- a N-terminalny pro-
peptid prokolagénu 1. typu, P1ICP a PINP (obr. ¢. 1,
2). Telopeptidy su v procese tvorby kolagénu uvolnené
do krvného rieciska, preto su povazované za ukazovatele
kostnej novotvorby. Kolagén je bielkovina s vysokym
obsahom aminokyselin prolinu a lyzinu, ktoré su po
Ciastocnej hydroxylacii schopné tvorit crosslinks k su-
sednym molekulam (obrazok ¢. 3). V procese kostnej
resorpcie sa tieto uvolnuju do krvi ako ukazovatele
kostnej resorpcie. Osteokalcin sa uvolnuje pri tvorbe aj
resorpcii kosti. Jeho koncentracia je znakom celkového
kostného obratu.

Remodelaciu kosti iniciuju osteocyty pomocou signalov
prenasanych kostnymi kanalikmi. Osteklasty resorbuju
kostnu matrix, ktori potom resyntetizuju osteoblasty.
Osteoklasty su multinuklearne bunky pochadzajuce
z granulocytov a makrofagov, ktorych poévod je v kme-
novych bunkach kostnej drene. Ich aktivitu reguluje
viacero cytokinov, vratane IL-1, IL-6 a IL-11 a inych.
V sucasnosti sa ukazuje niekol'ko novych vyznamnych
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faktorov zo skupiny tumor necrosis factor (TNF) a tumor
necrosis factor receptor (TNF-receptor). Patria k nim
receptor activator for nuclear factor kappa a jeho ligand
(RANK, RANKL) a osteprotegerin. Interakcia medzi
RANK a RANKL stimuluje tvorbu a diferencovanie os-
teoklastov aktivaciou viacerych transkripénych faktorov.

N-terminus
M-tarminal pyridinium
cmsslink crosslink
C-tarminal
crosslink

(=3}
mf C-terminus
o

\._v_..J
w2 bpeptide mgon

\.—v_...l
helical ragion

Sourcs: Rochs, 1928

Obrazok ¢. 1. Struktira kolagénu

peplidase
collagen/ propeptide

P1CP = C-terminal pmpeptide

ollagen / propeptide
M NP =N-terminal popeptide

M-tebpeptide helical mgion C-telopeptids
\ v— S
ropocollagan

Obrazok ¢. 2. Povod PINP
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Obrazok ¢. 3. Povod NTx a CTx

Tabul'ka ¢. 1. Rizikové faktory osteoporozy

Genetické:
Kaukazska a azijska rasa
Obyvatel Severnej Europy
Nizka kostna hmota
Zenské pohlavie

Nutricné:
Nedostato¢ny prijem vapnika
Vitaminy D a C
Nadmerny alebo nedostatoény prijem bielkovin

Lieciva a drogy:
Kortikoidy
Hormony S§titnej zlazy
Onkologicka chemoterapia
Heparin
Kofein
Alkohol

Ochorenia gastrointestinalneho traktu:
Resekcia zaludka alebo Creva
Malabsorpcia
Insuficiencia pankreasu
Ochorenia pecene

Iné:
Fajcenie
Ochorenia obliciek
Hyperparatyreoidoza
Hypertyreoza
Vek nad 70 rokov
Imobilizacia alebo nedostatok pohybu
Excesivne cvicenie
Skory nastup menopauzy
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Osteoprotegerin kompetitivnou inhibiciou ovplyviauje
¢innost RANK a RANKL, takze zniZuje kostnu resorpciu.
Remodelaciu kostnej hmoty ovplyviuje mnozstvo dalSich
systémovych a lokalnych faktorov. Medzi najdolezitejSie
patria: parathormon, kalcitonin, vitamin D, kalcium,
fosfor, magnézium, glukokortikoidy, estrogény, hormo-
ny Stitnej zZlazy, rastovy hormoén a dalSie. K lokalnym
mozno zaradit transformujuce faktory beta, inzulin-like
growth factor - IGF I a II, fibroblast growth factor -
FGF, platelet-derived growth factor - PDGF, leukemia
inhibiting factor - LIF a dalSie. Hustota a kvalita kosti
zavisi od viacerych genetickych faktorov (11, 13). Porucha
rovnovahy medzi resorpciou a novotvorbou kosti vedie
k osteoporoze. Zvysené koncentracie ukazovatelov kost-
nej resorpcie a osteokalcinu su asociované so zvySenym
rizikom fraktar, a to nezavisle na inych faktoroch (2,
10). Rizikové faktory osteoporozy su uvedené v tabulke
¢. 1. Okrem uvedenych, je doélezitym faktorom vek, a to
nielen u zien, ale i u muzov (6).

Osteopordza, a s nou spojend zvySena frekvencia
zlomenin, sa povazuje v sucasnosti za epidemicku, a to
predovSetkym u postmenopauzalnych Zien, kde je riziko
rozvoja osteopordzy a vzniku osteoporotickej fraktury
asi 4x vys$sie ako u muza (1). Zeny po zaéiatku meno-
pauzy maju zvySenu osteoklasticku aktivitu, sposobenu
predovsetkym niZsou produkciou estrogénov. Deficit es-
trogénov vedie k zvySenej produkcii viacerych cytokinov,
ktoré su aktivatormi resorpcie kosti. Zaroven posobi
na nizsiu lokalnu tvorbu inzulin-like growth faktora,
transformujuceho rastového faktora beta a inhibitorov
cytokinovej akcie, napr. osteoprotegerinu. Dochadza
k nizSiemu prezivaniu osteocytov a k porusenej odpovedi
kosti na mechanické stimuly (12). Postmenopauzalna
osteopordza sa zvycCajne rozvinie vo veku 50-75 rokov
a byva asociovana s kolapsom chrbtice, frakturou v oblasti
bedrového kibu, panvy alebo predlaktia. Osteoporoticka
fraktura je u obidvoch pohlavi asociovana so zvySenou
morbiditou a mortalitou (11).

Cielom terapie osteopordzy je zvySenie kostnej
denzity a zniZenie rizika zlomenin. Uéinnost terapie sa
monitoruje dvoma spdésobmi - pomocou opakovaného
urcovania kostnej denzity alebo stanovenim koncentra-
cie kostnych markerov. Monitorovanie ucinnosti liecCby
umoznuje identifikaciu pacientov, ktori odpovedaju na
terapiu sposobom ocakavanym na zaklade znameho
mechanizmu uéinku lieku, a u ktorych sa teda da pred-
pokladat zniZenie rizika zlomenin v stilade so Studiami
zameranymi na dané lieCivo (2, 7).

Na hodnotenie resorpcie kostnej hmoty sa naj-
CastejSie pouZivaju volné alebo na bielkoviny viazané
cross-links:
¢ Deoxypyridinolin
¢ Karboxyterminalny telopeptid kolagénu typu 1 (1CTP,

B-CTx)

e Aminoterminalny telopeptid kolagénu typu 1

(NTx)




as
Na hodnotenie kostnej novotvorby sa ppuzivaju:

e Kostny izoenzym alkalickej fosfatazy 201

e Karboxyterminalny propeptid prokolagénu typu I 25
(P1CP)

e Aminoterminalny propeptid prokolagénu typu I
(PINP)
Obrazom celkového kostného obratu je osteokalcin.

Cielom nasej studie bolo stanovit ukazovatele kostného 51
metabolizmu, a to osteokalcin, PINP a CTx u sloven-
skych premenopauzalnych zien. VySetrenia sa robili na 0
analytickom systéme Modular E 170 (Roche, Bazilej,
Svajéiarsko). Metddy su zaloZzené na imunochemickom
stanoveni pomocou dvoch monoklonovych protilatok,
s elektrochemiluminiscen¢nou detekciou. Vyber vhod-
nych probandiek sa robil v spolupraci s osteocentrami
v Kosiciach, Lubochni, Banskej Bystrici, PieStanoch
a 2 centrami v Bratislave. Do suboru bolo vybratych
162 zdravych Zien vo veku 23-41 rokov s normalnou
kostnou denzitou. Material sa predanalyticky spracoval
v prislusnych laboratoriach klinickej biochémie a zmrazil | _
az do terminu stanovenia na -20 °C. Analyzy sa robili | &
v jednej sérii, zvlast pre kazdy parameter.

CTx (ng/fl)

Graf ¢. 1. Koncentracie CTx
u slovenskych premenopauzalnych zien
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su uvedené v tabulke ¢. 2 a na grafoch ¢. 1, 2 a 3.
Rozdelenie hodnot PINP a CTx je neparametrické.

C s C et s ., i Graf ¢. 2. K tracie PINP
Analyticka variabilita jednotlivych analytov zodpoveda rat ¢ oncentracte

u slovenskych premenopauzalnych zien

Tabul'ka ¢. 2. Hodnoty kostnych ukazovatelov
v populacii premenopauzalnych slovenskych zien

median priemer SD 5 percentil 95 percentil -2 SD +2SD

CTx

(ng/1) 258,95 261,05 109,76 86,90 439,31 41,53 480.57

OSTEO

(ug/l) 19,45 19,95 6,55 9,91 32,02 6.85 33.05

PINP

(ug/l) 34,16 36,29 13,94 17,71 62,18 8.41 64.17

Tabulka ¢. 3. Presnost sledovanych analytov 28
v sérii a medzi sériami B
20
N intraassay N interassay — -
CV(%) CV(%) 15 ||
CTx 21 1,8 91 3,2 =
3
Osteocalcin 21 1,1 38 1,8
PINP 21 21 46 1.9 1
Nin= ==
5 10 15 20 25 30 35 40
osteokalcin (ng/l)
Graf ¢. 3. Koncentracie osteokalcinu
u slovenskych premenopauzalnych zien
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udajom udavanym vyrobcom (tabulka ¢. 3), (3, 4, 5).
Statistické spracovanie sa robilo za pomoci programov
Microsoft Excel a Systat SigmaStat. Hodnoty koncentracii
boli vyjadrené ako priemer = smerodajna odchylka, aj
ako 5. a 95. percentil, vzhladom k neparametrickému
rozdeleniu hodnoét, ako je uvedené vyssie.

DISKUSIA

Hodnoty ukazovatelov kostného metabolizmu u preme-
nopauzalnych zien su vychodiskovymi hodnotami, ked'ze
sa od nich odvijaju odporucané koncentracie, ktoré by
sa mali dosiahnuf pri terapii. Stepan ukazal, Ze po 1
roku trvania terapie raloxifenom sa BMD zvysila iba
u 13/50 pacientov, zatial ¢o signifikatna zmena CTx
bola u 80 %, pricCom CTx, aj PINP dosiahli hodnoty
premenopauzalnych Zien. Pri terapii alendronatom boli
tieto 2 ukazovatele dokonca nizZsie, ako dolna hranica
premenopauzalnych hodnot (14). Pri anabolickej terapii
sa ako jeden z najCastejSich ukazovatelov uspesnosti
liecby pouziva PINP, ktorého koncentracie by sa mali
zvysit najmenej o 40 %. Uspednost antiresorpénej terapie
sa monitoruje pomocou CTx (zniZenie koncentracie
0 35-55%), osteokalcinu (znizenie o 20-40%) a PINP
(znizenie o 40%). Uvedené zmeny zodpovedaju mini-
malnej signifikantnej zmene (1).

Koncentracie parametrov u slovenskych premeno-
pauzalnych zien ukazuju Siroky rozptyl, ktory je vSak
v sulade s literaturou (2, 3, 4, 5). Rozdelenie hodnot
je u PINP a CTx neparametrické, co modze byt dané
nizkym poc¢tom probandov v studii. Podla doporuceni
Medzinarodnej asociacie osteoporozy (International
Osteoporosis Foundation) by sa mal pouzivat 1 vybrany
marker alebo kombinacia -1 pre kostnu novotvorbu a 1
pre kostnu resorpciu. Sérové ukazovatele by sa mali
odoberat rano nalac¢no, najlepSie do 9.00, vzhladom
k tomu, ze viaceré z nich maju diurnalny rytmus. Okrem
toho je dokazané, Ze niektoré parametre sa menia aj
dodrzané vsetky predanalytické podmienky. V ramci
monitorovania terapie je velmi dolezité dodrzat dopo-
rucené intervaly merania, a to pre ukazovatele kostnej
resorpcie pred zacatim liecby, po 3 a 6 mesiacoch,
pre ukazovatele kostnej novotvorby pred zacatim lieCby
a po 6 mesiacoch. Zaver: Stanovili sme koncentracie
ukazovatelov kostného metabolizmu v populacii sloven-
skych premenopauzalnych zien, a to PINP, osteokalcin
a CTx. Odporuc¢ame, aby boli pouZivané pri hodnoteni
ucinnosti terapie osteoporozy.
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SUHRN

Analyza degradacnych produktov purinovych nukle-
otidov hypoxantinu (HYP), xantinu (XAN) a Kkyseliny
mocovej (KM) v telesnych tekutinach umeoznuje indiko-
vat bunkovu hypoxiu, depléciu ATP a peroxynitritom
sposobené poskodenie DNA. Cielom tejto prace bolo
stanovit koncentracie HYP, XAN a KM v plodovej vode
u pacientiek s rizikovou graviditou v dosledku zvySenia
alebo znizenia alfa-1-fetoproteinu v sére, genetickej pre-
dispozicie vyvoja patologického plodu, pokrocilého veku
a niektorych dalsich indikaciach rizikového tehotenstva
a zistit, ¢i degrada¢né produkty purinovych nukleotidov
su implikované v patofyziologii vyvoja plodu s Downovym
syndromom. Koncentracie HYP, XAN a KM sme analyzo-
vali pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
(HPLC) s UV detekciou. Predbezné vysledky poukazuju,
ze HYP, XAN a KM maju perspektivne vyuzitie v Klinic-
kych studiach ako biochemicky marker rizika patologic-
kej gravidity. NasSe vysledky podporuju nazor zahrnutia
oxidacného stresu v patogénnych mechanizmoch vzniku
Downovho syndromu.

Klucové slova: plodova voda, hypoxantin, xantin,
kyselina mocova, Downov syndrom

SUMMARY

The measurement of purine nucleotide degradation
products hypoxanthine (HYP), xanthine (XAN) and uric
acid (UA) in body fluid can provide evidence of cell
hypoxia, ATP depletion and peroxynitrite - dependent
DNA damage. The aim of this study was to determine
concentrations of HYP, XAN and UA in amniotic fluid of
patients (n= 196) with high or low maternal serum alpha-
1-fetoprotein levels, genetic predisposition to pathologic
development of foetus, advanced maternal age and some
other indications of risk pregnancies, and to assess pos-
sible role of these purine nucleotide degradation products
in the pathophysiology of Down’s syndrome. HYP, XAN
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and UA were measured by means of high performance
liquid chromatography (HPLC) with UV detection. The
preliminary results suggest that HYP, XAN and UA may
have clinical study usefulness as a biochemical marker of
increased fetal risk. Our data also suppor the presumption
of increased oxidative stress in Down syndrome.

Key words: amniotic fluid, hypoxanthine, xanthine,
uric acid, Down syndrome

UVOD

Prenatdlna diagnostika pomocou biochemického
a cytogenetického vySetrenia plodovej vody sa indikuje
u tehotenstiev, pri ktorych je vysoké riziko narodenia
diefata s kongenitalnou chorobou zdruzenou s vysokou
morbiditou, mortalitou, alebo vyraznym funkénym
poskodenim. Toto vySetrenie sa vykonava v dobe, kedy
podla zakona je mozZné eSte tehotenstvo prerusit (do
24. tyzdna). Amniocentéza, odber plodovej vody, je
indikovana hlavne na zaklade vysledkov biochemického
skriningu, najcastejSie vykonavanom z krvi matky. Cielom
biochemického skriningu pri prenatalnej diagnostike vy-
vojovych chyb plodu (VVCH) je vypocitat individualne
riziko najcastejSie Downovho syndromu (DS) a razstepu
nervovej trubice (NTD). Pre vypocet rizika DS sa v ob-
dobi prvého trimestra pouZiva vySetrenie tehotenského
plazmatického proteinu A (PAPP-A) a volnej beta
podjednotky choriongonadotropinu (hCG). V druhom
trimestri su to alfa-1-fetoprotein (AFP), choriongona-
dotropin ( najcastejSie celkovy hCG), nekonjugovany
estriol (triple test) a inhibin A (quadruple test). Ak
toto vySetrenie vykazuje neStandardné vysledky (napr.
zvySenu hladinu AFP), amniocentéza mo6zZe poskytnut
odpoved, ¢i je s vyvijajucim sa plodom vSetko v po-
riadku. K amniocentéze su indikované aj gravidné zeny
nad 35 rokov (1).

V poslednom ¢ase sa nahromadilo mnozZstvo experi-
mentalnych vysledkov, ktoré poukazuju na moznost vy-
znamnej ulohy oxida¢ného stresu a hypoxie v patogenéze
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fetalnych ochoreni (2, 11, 14, 16).
Jednym z biochemickych procesov,
ktoré sa aktivuju pri nedostatku

Tab. 2. Hladiny hypoxantinu (HYP), xantinu (XAN) a kyseliny mocovej (KM) v plodovej vode.
(M = median, zH - hodnoty hypoxantinu vyssie ako1,0 umol/L, zX - hodnoty xantinu vyssSie

ako1,5 umol/L, zK - hodnoty KM vyssie ako 300 umol/L)

kyslika a energetickom deficite Indikicia Vek Gestaény HYP XAN KM
nukleotidov. Koncovymi produk-
tami teito metabolickei drahy st Kontrola 35,3+/-0,8 | 17,9+/-1,4 | 0,44+/-0,44 1,00+/-0,43 233,7+/-62,8
It J drahy n=17 (34-36) | (16-22) | (0,1-1,47) 0,37-1,91 (126,9-323,2)
hypoxantin (HYP), xantin (XAN) M=36 | M=18 M = 0,24 M = 0,88 M = 250.8
a kyselina mocova (KM) -
S cielom zhodnotif diagnostic- Zvyseny 25,6 +/-4,8 | 18,9+/-1,4 | 0,49+/-0,43 1,29 +/-0,71 247,9 +/-64,2
, el S, MS AFP (18-42) (15-24) (0,1-2,24) (0,09-3,65) (119,5-391,4)
ku hodnotu a vyuzitelnost tychto n=g84 M = 25 M = 19 M = 033 M = 1155 M =236.9
metabolitov ako biochemickych ZH =9 (11%) | 2X = 22 (26 %) | ZK = 17 (20 %)
markerov v klinickej praxi, analy-
. . . . Znizeny 30,5+/-5,3 | 19,5+/-2,1 | 0,67 +/-1,27 1,31+/-0,85 264,4+/-70,2
zovali sme ich hladin 1
ovalr’s ,e ¢ adwy V plodovej MS AFP (26-38) | (17-22) | (0,05-5,25) (0,37- 4,25) (117,5-428)
vode s vyskytom zvysenych, alebo |, _5, M=29 | M=195| M-=03l M= 112 M = 249.7
nizkych hladin alfa-1-fetoproteinu zH=3(13%) | zX=5@Q1 %) | zK=4 (7 %)
(MS AFP), v plodovej vode od zZien
o fyzikalno-chemickei expozicii Geneticka 28,6 +/-5,6 | 17,8+/-1,5| 0,58+/-0,51 1,22+/-0,84 302,3+/-103,9
poly ) J eXp ? predisp. (20-36) | (16-22) (0,1-1,79) (0,28-2,83) ( 195,5-501,3)
alebo s genetickou predispozi- | _ M=2 | M=18 M = 0.37 M = 0.98 M = 254.7
ciou patologického vyvoja plodu. zH =2 (17%) | zX=3 (25 %) | zK =5 (42 %)
Cielom tejto prace je prispiet .
K hladaniu ciest. ktoré by fetal Rizikovy vek | 38,2+/-1,1 | 18,5+/-1,4 | 0,48+/-0,49 1,10 +/-0,62 265.6+/-57,4
adaniu ciest, xtore by 1etalnt | ;. cientky (37-40) | (17-22) | (0.06-239) | (0.27-2,82) | (173.4-406.2)
eutandziu nahradili prenatdlnou n=32 M = 38 M= 18 M = 021 M = 0,98 M = 259.2
terapiou. zH = 4 (13%) ZX=6(19%) ZK =7 (22 %)
n=10 Nad 40 r.
PACIENTI A METODY 42,7+/-2,0 | 17,8+/-0,6 0,44 +/-0,26 0,85+/-0,50 282,0+/-65,2
(41-47) (17-19) | (0,08-0,94) (0,1-1,58) (182,8-362,8)
5 o ) M =42 M =18 M = 0,46 M = 0,81 M = 278,6
VySetrovany subor tvorilo 196 2H=0 2X=1(10%) ZK = 5 (50 %)

gravidnych Zien, u ktorych bola
zrealizovana amniocentéza pre po-
krocily vek matky, nizke, alebo zvySené hladiny sérového
alfa-1-fetoproteinu (MS AFP), pri podozreni na vyvojovu
chybu plodu, geneticku predispoziciu (predchadzajice
dieta s cytogenetickou poruchou, prvostupnovy pribuzny
s defektom nervovej trubice, opakované potraty) a po
fyzikalno-chemickej expozicii (po chemoterapii, expozi-
cia RTG) (Tab.2 az 4). Kontrolnu skupinu sme zostavili
z matiek vo veku 34-36 rokov, u ktorych bola na zaklade
vySetreni mala pravdepodobnost vyvoja patologickej
gravidity (Tab.1, 2). Amniocentéza u analyzovaného
suboru bola vykonana na II. gynekologicko-pdrodnickej
klinike LF UK v Bratislave.

Koncentracie degradaénych produktov purinovych
nukleotidov, hypoxantinu (HYP), xantinu (XAN) a ky-
seliny mocovej (KM) v plodovej vode sme stanovili

Tab. 1. Referencné hladiny metabolitov
purinovych nukleotidov v plodovej vode

citheia Hypoxantin Xantin
(umol/L) (umol/L)
I]—Iga;lgness a Brock, 0.52 +/- 0.86 1,5 +/- 1,9
Il(;gzrgaard a spol., < 0.4 <12
ZK(;lllE)IOViéOVé a spol., 0.44 +/- 0,44 1,0+/- 0,43
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pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
(HPLC) s UV detekciou (254nm) na 300 mm dlhej
(150 mm +150 mm) koléne Separon SGX C18 (7um),
(Tessek, CR), eluciou s fosfatovym tlmivym roztokom
(pH 4,6) podla Kalnovicova a spol. (5).

Vysledky prezentované ako aritmeticky priemer
(+/-SD) boli spracované Standardnymi Statistickymi
postupmi (Kolmogoroffov-Smirnoffov test). Vyznamnost
rozdielov medzi priemermi bola testovana pomocou
t-testu.

VYSLEDKY

Hladiny hypoxantinu (HYP), xantinu (XAN) a kyseliny
mocovej (KM) sme stanovili v 196 plodovych vodach,
ktoré boli odobraté prevazne v 17. az 22. gestatnom
tyZdni. Indikacie, ktoré viedli k odberu plodovej vody bol
vek nad 35 rokov, zvySené, alebo nizke hladiny MS AFP,
geneticka indikacia a fyzikalno-chemicka expozicia.

V Tab. 2 su uvedené koncentracie hypoxantinu,
xantinu a kyseliny mocovej v plodovych vodach pri
gravidite so zvySenymi hladinami MS AFP (n=84),
znizenymi hladinami MS AFP (n=24), s genetickou
predispoziciou patologického vyvoja plodu (n=12)
a s rizikovym vekom gravidity (n=42). Rozdiel v prie-
mernych hodnotach tychto metabolitov nie je Statistic-
ky vyznamny. Oproti kontrolnému suboru sme zistili




Tab. 3. Hladiny hypoxantinu (HYP), xantinu (XAN)
a kyseliny mocovej (KM) v plodovej vode pri niektorych
indikaciach rizikovej gravidity

Indikicia Vek Gest. HYP XAN KM
(roky) tyzden (umol/L) | (umol/L) | (umol/L)

Uzivanie 22 17 0,15 2,06 226,4
farmak
Prvd gra- 24 16 0,27 0,28 218,7
vidita DS ’ ’ ’
Zvyseny

. 20 19 0,5 0,21 382,9
triplet
ST;“““OV 22 20 0,73 0,19 228,6
Rh izo- 25 36 0,78 2,0 512,0
imun.
ﬁyesp“acny 19 20 0,99 3,14 225,0
po chemot- |, 20 15 2.1 250,0
erapii
Hypertrof. |, 34 1,82 3,33 508,6
fetus
TAC, 37 21 2,55 2,43 267,6
neusp.kult.
Expozicia 24 19 423 0,28 506.6
Rtg
Mrtvoro-
dené dieta | 20 21 10,3 7,36 2443
z1.gravidity

Tab. 4. Hladiny hypoxantinu (HYP), xantinu (XAN) a kyseliny mocovej
(KM) v plodovej vode pri patologickej gravidite (nMS AFP - nizke hladiny
sérového alfa-fetoproteinu, zMS AFP - zvysené hladiny AFP v sére)

Porucha T Vek | Gest. | HYP XAN KM
novorodenca indikacia (r.) t. umol/L | umol/L | umol/L
Downov sy. vek 41 18 3,29 0,21 473,3
Downov sy. vek 40 17 0,21 0,27 208.7
Downov sy. [nMS AFP| 34 17 0,44 2,08 302,7
Downov sy. |nMS AFP| 44 17 2,25 2,25 166,1
Klinefert. sy. | zMS AFP | 27 18 0,56 0,16 255,0
Turnerov sy. | Hygr. c. 22 20 0,73 0,19 228.,6

najvysSia frekvencia vyskytu zvySenych hladin kyseliny
mocovej v skupine gravidit s genetickou indikaciou
(42%) a s vekom matiek nad 40 rokov (50%). Naj-
vys$Sia frekvencia vyskytu zvySenych hladin xantinu
v plodovej vode sa zaznamenala v skupine gravidit so
zvySenymi hladinami MS AFP (26 %) a pri genetickej
indikacii (25 %). Frekvencia vyskytu zvySenych hladin
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hypoxantinu sa v plodovej vode u jednotlivych skupin
pohybovala v ramci 11-17 % (Tab. 2).

V Tab. 3 su uvedené hladiny HYP, XAN a KM
v plodovej vode po fyzikalno-chemickej expozicii matiek
a pri niektorych dalSich indikaciach rizikovej gravidity.
Pomerne vysoké hladiny degradaénych produktov puri-
novych nukleotidov v plodovej vode sa vyskytovali po
expozicii RTG (4,23 umol/L HYP; 506,6 umol/L KM),
pri rizikovej gravidite v dosledku mrftvonarodeného
dietata z 1 gravidity (10,3umol/L HYP; 7,36 umol/L
XAN), hypertrofii plodu (1,82umol/L HYP; 3,33 umo-
I/L XAN; 508,6 umol/L KM), TAC, neusp. kultivacii
(2,55umol/L HYP; 2,43umol/L XAN) a respiraénom
syndrome (3,14umol/L XAN). Vysoké hladiny KM
v plodovej vode (382,9-512,0umol/L) sa vyskytovali pri
zvySenom triple teste, expozicii RTG, hypertrofickom
plode a Rh izoimunizacii (Tab. 3).

V Tab. 4 st uvedené hodnoty degradaénych produktov
purinovych nukleotidov v plodovej vode odobratej od
4 zien, ktorym sa narodilo dieta s Downovym syndro-
mom. V plodovej vode, ktorej odber sa vykonal v 17.-18.
gestaCnom tyzdni, sa namerali v dvoch pripadoch zvyse-
né hladiny hypoxantinu, markera hypoxie (3,29 umol/L
a 2,25umol/L HYP). Hladiny xantinu boli nizke, alebo
zvySené (Tab. 4). U jednej pacientky sa vyskytovali aj
zvySené hladiny kyseliny mocovej (473,3umol/L KM).
Nizke hladiny xantinu sa vyskytovali aj pri patologickej
gravidite ukonéenej narodenim deti s chromozomalnymi
aberaciami Klineferterov a Turnerov syndrom (Tab. 4).

DISKUSIA

Plodova voda tvori najobjemnejSiu sucast extrace-
lularneho fetalneho priestoru. Ma doélezity vyznam pre
vyvoj jednotlivych organov, aj pre celkovy rast plodu.
Tvorba, obmena a resorbcia plodovej vody je spoloénym
podielom matky a plodu. Na tvorbe plodovej vody sa
podiela priama filtracia z materskej plazmy, prenikanie
z fetalnej plazmy koZou plodu, prehitanie plodovej vody,
vyluéovanie oblickami plodu, dychacie ustrojenstvo,
spdtna resorbcia plucami a pupocnik (7).

Prenatalna diagnostika patologického tehotenstva je
zalozena okrem ultrasonografického gynekologického
vySetrenia pacientky aj na vySetreni alfafetoproteinu
(AFP) v sére a v plodovej vode. AFP je hlavny globu-
lin fetalneho séra. Vstupuje do plodovej vody mocom
plodu a presakuje cez placentu do materskej cirkulacie.
Je produkovany z vac¢sej Casti pecenou plodu. Hladiny
AFP u plodu a matky su rozdielne v roznych obdobiach
vyvoja plodu. Hladina AFP v plodovej vode dosahuje
vrcholu okolo 14.-15. gestaéného tyzdna, potom klesa.
Naopak, hladina AFP v materskom sére kontinualne
stupa pocas gravidity. Vzhladom k skutoCnosti, Ze
fyziologicka hladina AFP zavisi na tyzdni gestacie,
vyjadruju sa vysledky vySetreni MS AFP najcastejSie
pomocou nasobku medianu pre dany gestaény tyzden.
ZvySené hladiny sérového AFP (MS AFP) pocas gra-
vidity poukazuju na zvySené riziko potratu a vyskytu

61



ATP = ADP — pwp

/ l 5 muideetidiza

IMP  Adenozin

N =

r
GMP Inozin
P

nukde-@t'idva'zfa l tosforvidng

Guanozin Hypoxantin
lwﬂﬁm@ﬂﬂ@ l
{osleryldza

r r
Guanin — Xantin
deamindza

antinoxdaza

Kyselina mo€ova

Obr. 1 Metabolizmus purinovych nukleotidov.
Vznik Kkyseliny mocovej.

Degradacia adeninovych nukleotidov sa aktivuje v situaciach spoje-
nych s poklesom mnozstva ATP a vzostupom AMP. Defosforylaciu
ATP sposobuju viaceré enzymy, ktoré katalyzuju reakcie vyuzitia
ATP ako zdroja energie, najmd ATPazy udrzujice homeostazu
vnutorného prostredia buniek. AMP sa moze vytvarat z ADP
viacerymi sposobmi. Vyznamnu ulohu ma najméa adenylatkinaza
(EC 2.7.4.3). ktora katalyzuje premenu dvoch molov ADP na
1 mol ATP a 1 mol AMP, ¢im pri fyziologickych podmienkach
zabezpecuje v bunke pomer ATP:AMP (10:1).
Degradacia adenozinmonofosfatu (AMP) na inozin sa modze
uskutocnit dvomi cestami. AMP sa mdze menit pdsobenim
adenylatdeaminazy (EC 3.5.4.6) na inozinmonofosfat (IMP)
a 5’ -nukleotidazou (EC 3.1.3.5) defosforylovat na inozin. Druhou
moznostou je defosforylacia AMP enzymom 5 - nukleotidaza na
adenozin s naslednou deaminaciou uc¢inkom adenozindeaminazy
(EC 3.5.4.4) na inozin. Inozin sa degraduje pdsobenim purin-
nukleozidfosforylazy (EC 2.4.2.1) na hypoxantin a pdsobenim
xantinoxidazy (EC 1.2.3.2) na xantin a kyselinu mocovu (KM).
Vznik kyseliny mocovej z guanozinmonofosfatu (GMP) sa usku-
tocnuje degradaciou GMP pdsobenim enzymu 5 '- nukleotidaza so
vznikom guanozinu, ktory sa purinnukleotidfosforylazou konvertuje
na guanin a guanindeaminazou (EC 3.5.4.3) na xantin. Xantin
moze vznikat aj degradaciou guanozinu uc¢inkom guanozindeami-
nazy (EC 3.5.4.15) a premenou vzniknutého xantozinu na xantin
posobenim enzymu purinnukleozidfosforylaza.

razstepovych defektov neuralnej trubice (amencefalia,
myelokela, meningomyelokela), defekt bruSnej steny
(gastrochiza), fetalne alebo placentarne krvacanie,
alebo viacplodovu graviditu. Zvysené hladiny AFP su
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dosledkom prieniku AFP do plodovej vody a krvi matky
cez poruSenu integritu povrchu plodu a komunikacie
likvorového priestoru plodu s plodovou vodou (7).
Naproti tomu velmi nizke hladiny sérového AFP sa
spajaju so zvySenym rizikom narodenia deti s Downovym
syndromom a trizomiou 18 (9).

V plodovej vode urCenej pre skriningové vySetrenie
rizika WCH sme analyzovali hladiny degrada¢nych pro-
duktov purinovych nukleotidov hypoxantin (HYP), xantin
(XAN) a kyselinu moc¢ovu (KM). Tieto metabolity sme
stanovovali u matiek s vyskytom zvySenych alebo niz-
kych hladin AFP v sére (MS AFP), pri rizikovom veku
a genetickej predispozicii vyvoja patologického plodu
(Tab.2). Nezistili sme Ziadne signifikantné rozdiely v prie-
mernych hladinach tychto metabolitov v plodovej vode,
ani vyznamny rozdiel vo frekvencii vyskytu zvySenych
hladin HYP,XAN a KM v skupine gravidit s rizikom
vzniku raztepovych poruch plodu (zvySené MS AFP),
alebo v skupine s rizikom narodenia dietata s Dow-
novym syndromom (nizke hladiny MS AFP) (Tab. 2).
Naproti tomu sme zaznamenali pomerne vysoky vyskyt
zvySenych hodndt kyseliny mocovej v skupine gravidit
s genetickou predispoziciou narodenia dietata s Downo-
vym syndromom (42 %) a v skupine Zien s vekom nad
40 rokov (50%) (Tab. 2). Kyselina mocova, koncovy
degradacny produkt purinovych nukleotidov je ucinny
hydrofilny plazmaticky antioxidant, ktory pdsobi ako
skavendzZer radikalov a tieZz inhibuje Fe-katalyzovanu
oxidaciu askorbatu (13). Byva v sére deti s Downovym
syndromom zvySena (16).

Degradacia adeninovych nukleotidov sa aktivuje
v situaciach spojenych s poklesom mnoZstva ATP
a vzostupom AMP pri naruSeni fyziologického stavu,
alebo pri zvySenej funkcnej aktivite tkaniva. Defosfory-
laciu ATP sposobuju viaceré enzymy, ktoré katalyzuju
reakcie vyuzitia ATP ako zdroja energie, najma ATPazy
udrzZujuce homeostazu vnutorného prostredia buniek.
AMP (Obr. 1) sa mdze vytvarat z ADP viacerymi spo-
sobmi, no vyznamnu ulohu ma najmd adenylatkinaza
(EC 2.7.4.3), ktora katalyzuje premenu dvoch molov
ADP na 1 mol ATP a 1 mol AMP, ¢im za fyziologickych
podmienok zabezpeCuje v bunke pomer ATP:AMP
(10:1). Pri odburavani adeninovych nukleotidov sa
okrem konec¢nych produktov ich metabolizmu vytvara-
ju aj medziprodukty, ktoré sa moézu vyuzit na syntézu
nukleotidov pomocnymi cestami. Niektoré z nich mozu
mat funkény a regula¢ny vyznam (15). Koncovymi pro-
duktami tejto metabolickej drahy su hypoxantin, xantin
a kyselina mocova (Obr. 1)

Downov syndrém (DS) je geneticka porucha sposo-
bena génovou mutaciou, ktorej vysledkom je trizémia 21.
chromozomu (zdravy ¢lovek ma dva 21. chromozdémy,
postihnuty tymto syndromom tri). DS je ochorenie
spojené s vyvojovymi abnormalitami mozgu, ¢o ma za
nasledok mentalnu retardaciu, imunodeficienciu, kata-
rakt(?), zvySeny vyskyt leukémie, predCasné starnutie
a neuropatologické alteracie podobné ako sa vyskytuju
u Alzheimerovho ochorenia. Na chromozome 21, ktory




je u DS pacientov trizomicky, su kdédované dva dole-
Zité enzymy. Enzym superoxiddizmutaza Cu/Zn SOD
(SOD1), ktory konvertuje superoxidové radikaly na
hydrogénperoxid a enzym adenozindeaminaza, ktory
v metabolizme adeninovych nukleotidov meni adenozin
na inozin (Obr. 1). NajnovSie vyskumy poukazuju, Ze
Downov syndrém je asociovany s chronickym oxidacnym
stresom. Trizomické bunky su citlivejSie na oxidacny
stres (2). Ich senzitivita je pravdepodobne podmienena
nerovnovahou v metabolizme hydrogénperoxidu, alebo
v dosledku doteraz neznamych faktorov (16). V dosledku
trizomie 21. chromozému, na ktorom je kodovana SODI1,
dochadza k nadmernej expresii tohto enzymu, ktory
konvertuje superoxidové radikaly na hydrogénperoxid.
Aktivita SOD1 je u pacientov s trizémiou 21 asi o
50 % vyssia (2). SOD posobi v spolupraci s enzymami
katalaza (CAT) (EC1.11.1.6) a glutationperoxidaza (GPx)
(EC1.11.1.9), ktoré odstranuju hydrogénperoxid vytvoreny
dismutaénymi reakciami. ZvySena aktivita tohto enzy-
mu vedie k zvySeniu tvorby hydrogénperoxidu a inych
oxidantov (napr. hydroxylovych radikalov), k zvySeniu
pomeru SOD/(GPx a CAT) a v dosledku ich zvySenej
produkcie a nedostato¢nej detoxikacie k oxidaCnému stre-
su (2). V dosledku trizémie 21. chromozému dochadza
aj k zvySeniu génového podielu pre adenozindeaminazu
(AD), ¢o modze sposobit zvysenie aktivity tohto enzymu
a viest ku zvySenej tvorbe kyseliny mocovej (Obr. 1).
Predpoklada sa, Ze toto zvySenie hladin KM, ktoré sa
zistilo v sére deti s Downovym syndromom, mozZe byt
nielen dosledkom zvySenej aktivity AD, ale aj nasledkom
dysfunkcie renalnej exkrécie (12).

Ani patogenéza, ani etiologia Downovho syndromu
nie je doteraz uplne objasnena. Asociaciu oxidacného
stresu s Downovym syndromom potvrdilo viacero
prac (2, 10, 11, 1416). Perrone a spol. (10) zistil,
Ze hladina izoprostanov (novy marker lipoperoxidacie
katalyzovanej volnymi radikalmi) je v plodovej vode
s DS plodom az 9-nasobne vysSia ako v plodovej vode
s normalnym plodom.

Reaktivne kyslikové latky, hlavne hydrogénperoxid
su zname, Ze spOsobuju disrupciu transportnych iono-
vych mechanizmov, ¢o vedie k problémom v signalnej
transdukcii cez bunkové membrany, k dysfunkcii buniek,
Strukturnemu zlyhaniu membranovej integrity a nakoniec
k patologickym symptomom hlavne v nervovom a srdco-
vom tkanive (8). Slonin a spol. (14) na zaklade funkc-
nych analyz DS plodov poukazali nielen na implikaciu
oxida¢ného stresu, ale aj na potencialne nasledky, na
defekt ionového transportu a signalizacie G-proteinmi.
Tieto vysledky podnietili diskusiu o transkripénych zme-
nach v dosledku trizomie 21 a o prenatalnej antioxidac-
nej terapie ako cesty na zabranenie, alebo oneskorenie
oxida¢ného stresu asociovaného s DS.

NasSe vysledky podporuju nazor, ze fyzikalno-che-
micka expozicia nepriaznivo vplyva na graviditu, ¢o sa
odraza v zmenach koncentracie purinovych metabolitov
v plodovej vode (Tab. 3) Sucasne poukazuju na asoci-
aciu medzi patologickou graviditou a metabolizmom
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purinovych nukleotidov (Tab. 4). Hodnoty degrada¢nych
produktov purinovych nukleotidov v plodovej vode
(17.-18. g.t) odobratej od 4 Zien, ktorym sa narodilo
dieta s Downovym syndromom boli v dvoch pripadoch
zvysené (3,29 umol/L a 2,25umol/L HYP), (2,08 umol/L
a 2,25umol/L XAN), alebo sa vyskytovali nizke hladi-
ny xantinu (0,21 umol/L a 0,27umol/L) ako v pripade
patologickej gravidity s chromozomalnou aberaciou
Klineferterov syndrom (0,16 umol/L XAN), ktory sa
vyskytuje u chlapcov s genetickou mozaikou XXY a Tur-
nerovom syndrome (0,19 umol/L XAN), ktory a vyskytuje
u dievCat s absenciou jedného z dvoch X chromozomov
(Tab. 4). Xantin a hypoxantin su indikatormi celularnej
hypoxie. Vysoko vyznamné zvySenie hladin hypoxanti-
nu a xantinu v telesnych tekutinach indikuje depléciu
ATP. Malé zmeny v koncentracii hypoxantinu odrazaju
alteracie metabolického obratu ATP. Hladiny xantinu sa
mozu menit nezavisle od hladin hypoxantinu, pretoze
xantin pochadza aj z degradacie guaninu (4), (Obr. 1).
Znizena koncentrdcia hypoxantinu a xantinu, ktora
a vyskytuje aj v sére deti s Downovym syndrémom sa
vysvetluje ich zvySenou konverziou na kyselinu mocovu
cez xantinoxidazovy systém, Co je spojené s tvorbou
superoxidového radikalu (2) a ucastou KM pri detoxi-
kacii toxického peroxynitritu, ktory vznika v reakcii NO
(oxidu dusnatého) so superoxidovym radikalom.

ZAVER

Analyza degrada¢nych produktov purinovych nukle-
otidov hypoxantinu, xantinu a kyseliny mocovej v plo-
dovej vode v spojeni s ostatnymi metédami prenatalnej
diagnostiky je cestou k moznosti rozS§irif spektrum
doteraz znamych patologickych stavov spojenych s ich
zvySenymi hodnotami v plodovej vode pocas gravidity.
Pre zhodnotenie diagnostickej hodnoty tychto markerov
a ich vyuzitelnost v klinickej praxi je potrebna dalSia
retrospektivna Studia patologickych gravidit, ktoré boli
podrobené analyze HYP, XAN a KM v ramci skrinin-
gového vySetrenia plodovej vody. Predbezné vysledky
podporuju nazor, Ze v patogénnych mechanizmoch
Downovho syndrom je implikovany oxidaény stres, alebo
metabolicka energeticka nerovnovaha.
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JUBILEUM
ING. KATARINY DERZSIOVEJ

Mydlik M., Spustova V.

Pred niekol'kymi mesiac-
mi Ing. Katarina Derzsiova
oslavila jubilejné narodeni-
ny. Narodila sa 15. septem-
bra 1944 v Kosiciach. V r.
1958-1962 absolvovala II.
Strednu vSeobecnovzdelava-
ciu Skolu v KoSiciach, ktoru
ukon¢ila maturitou roku1962.
V rokoch 1962-1967 absolvo-
vala vysokos§kolské studium na Chemickotechnologickej
fakulte SVST v Bratislave, v odbore technicka analyticka
chémia. Menovana promovala roku 1967 ako chemicka
inZinierka. NajdolezitejSie vysledky z jej diplomovej
prace na tému ,Potenciometrické titracie v nevodnom
prostredi metyletylketonu s pouzitim grafitovej indika¢nej
elektrody“ boli uverejnené v ¢asopise Chemické Zvesti
(1). V roku 1967-1969 Ing. K. Derzsiova pracovala vo
Vyskumnom laboratériu Petrochémie v Slovnafte n.p.,
v Bratislave, ako samostatny vysokoskolsky pracovnik.
Dna 7. februara 1969 Ing. Katarina Derzsiova ukoncila
pracovny pomer v Bratislave z rodinnych dovodov a zacala
pracovat vo Fakultnej nemocnici KUNZ v Kosiciach,
toho istého dna, ako veduca Nefrologického laborato-
ria 1. internej kliniky, neskor IV. internej kliniky a od
roku 1997 do konca roka 2005 Nefrologickej kliniky
FN L.Pasteura. Svoju pracu vykonavala na vynikajucej
urovni z pohladu Ceskoslovenskej, slovenskej a medzi-
narodnej nefrologie. V roku 2006 Nefrologicka klinika
bola odstatnena a stala sa sucastou spolo¢nosti Logman
a.s. V roku 2008 akciova spolo¢nost Logman poziadala
Ministerstvo zdravotnictva SR o zrusenie Nefrologického
laboratoria, ktoré tymto ukonéilo svoju 54-ro¢nu ¢innost
dna 1. IV. 2008 (2).

V rokoch 1973 a 1974 Ing. K. Derzsiova absolvova-
la dva 3-tyzdenné kurzy z klinickej biochémie na ILF
v Bratislave. V roku 1984 sa zucastnila na 2-tyZdennom
kurze ,Biomedicinske aspekty bioinzinierstva v klinike®
na ILF v Prahe. V roku 1986 vykonala uspeSne $pe-
cializacnu atestaciu z vySetrovacich metod v klinickej
biochémii a z organizacie a riadenia zdravotnictva na
ILF v Bratislave.

Pracovna aktivita Ing. K. Derzsiovej v ramci lie-
¢ebno-preventivnej starostlivosti u chorych s akutnymi
a chronickymi nefropatiami, u chorych po roéznych
akutnych otravach a u Sportovcov po dlhotrvajucich
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behoch sa prejavila zavedenim vSetkych zakladnych
vySetreni, ktoré tvoria funkény renalny nalez (3-8).
Ing. K. Derzsiova so svojim kolektivom laborantiek
zaviedla cely rad S§pecialnych biochemickych metod
tykajucich sa niektorych vitaminov (vitamin A, BI,
B2, B 6, C a E) v sére resp. plazme, erytrocytoch,
leukocytoch, slinach, moci a v dialyzatoch. Tieto me-
tody boli pouzité u chorych s nefrotickym syndromom,
nahlym a chronickym zlyhanim obliciek a po€as roznych
foriem mimotelovej a vnutrotelovej eliminacnej lieCby
(9-22). Niektoré z nich mali prioritny charakter nielen
na Slovensku, ale aj v Cechach (vitaminy B1, B2 a B6
v erytrocytoch, vitamin E v erytrocytoch, kyselina oxa-
lova v plazme a slinach). Ing. Katarina Derzsiova sa
vyznamnou mierou podielala aj na zavadzani roznych
foriem mimotelovej eliminacnej liecby a CAPD a ich
laboratornej kontrole. Okrem toho pri vyvoji tychto
metod vyznamnou mierou prispela k priprave roznych
dialyzaénych roztokov napr. k priprave bikarbonatového
roztoku so 100 mg% obsahom etylalkoholu pri akutnej
otrave etylénglykolom (8).

V ramci pedagogickej ¢innosti sa Ing. K. Derzsiova
vo vyznamnej miere podielala na vychove biochemickych
laborantiek, z nich 9 uspesne absolvovalo postgradualne
Specializa¢né Studium z klinickej biochémie. Mnohi le-
kari, ktori boli na naSej klinike v ramci predatestacnej
Specializa¢nej pripravy z nefrologie, absolvovali Skole-
nie z funkéného vySetrenia obli¢iek v Nefrologickom
laboratoriu po teoretickej aj praktickej stranke. Okrem
toho Ing. K. Derzsiova opakovane prednasala na tému
funkéné vySetrenie obli¢iek v nefrologickych kurzoch
ILF, neskor SPAM v KoSiciach. Vyznamné boli jej post-
gradualne prednasSky z pouzitia hemoperfuzie resp. jej
laboratornej kontroly, u chorych po akutnych otravach
a zo §tudii in vitro.

V rokoch 1980-2001 bola Ing. K. Derzsiova spolu-
rieSitel'kou 6 Statnych vyskumnych uloh registrovanych
v IKEM, v Prahe. Vyskumné ulohy sa tykali metabo-
lickych poruch vitaminov pri nadhlom a chronickom
zlyhani obli¢iek a pouzitia hemoperfuzie cez aktivne
uhlie a iné sorbenty pri akutnych otravach v §tudiach
in vivo a in vitro (teofylin, paracetamol, Amitriptylin,
Nortriptylin, Karbamazepin, alfa-amanitin), (23-27).
Vysledky z tychto vyskumnych uloh boli uspesne ob-
hajené a zaradené do kategérie A. Okrem toho boli
prezentované na medzinarodnych konferenciach v Eu-
rope, Amerike a Azii a boli publikované v domacich
a medzinarodnych karentovanych ¢asopisoch. Pri rieseni
vyskumnych tuloh Ing. K. Derzsiova so spolurieSitelmi
spolupracovala z nefrologickymi pracoviskami a ustavmi
v Prahe, Bratislave, Novych Zamkoch a v Banskej Bystrici.
Na uvedenych pracoviskach osobne, aj s laborantkami
Nefrologického laboratéria FN L. Pasteura, vykonavala
klinicko-biochemické analyzy roéznych vitaminov a ky-
seliny oxalovej u ich pacientov.

Ing. Katarina Derzsiova je prvou autorkou resp.
spoluautorkou 425 prednasok, ktoré boli prezentované
na celoStatnych konferenciach, europskych a svetovych
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kongresoch po celom svete od Los Angeles (USA) az
po Nagoju (Japonsko). Okrem toho Ing. K. Derzsi-
ova je autorkou alebo spoluautorkou 203 publikacii
v domacich a v mnohych zahrani¢nych karentovanych
¢asopisoch.

Ing. K. Derzsiova pocas svojej dlhodobej aktivnej
¢innosti sa stala ¢lenkou Slovenskej lekarskej spolo¢nosti,
Slovenskej spolo¢nosti klinickej biochémie, Slovenskej
nefrologickej spolo¢nosti, Spolku lekarov v KoSiciach,
Eurdpskej nefrologickej spolo¢nosti-Eurdskej dialyzacnej
a transplantacnej spolo¢nosti (ERA-EDTA), Europskej
spolo¢nosti pre umelé organy (ESAO) a Slovenskej
komory inych zdravotnickych pracovnikov, asistentov,
laborantov a technikov.

Ing. Katarina Derzsiova bola opakovane spolu-
organizatorkou mnohych nefrologickych konferencii
a kongresov s medzinarodnou ucastou v KoSiciach, vo
Vysokych Tatrach a inde vo vychodoslovenskom regione
od roku 1970 az do sucasnej doby, do roku 2009. Od
roku 1995 je ¢lenkou poradného zboru ¢asopisu ,, Aktu-
ality v nefrologii“, ktory vychadza v Prahe. Z mnohych
medzinarodnych zahrani¢nych kongresov, na ktorych boli
prezentované vysledky naSej vedeckovyskumnej prace,
Ing. K. Derzsiova opakovane sa podielala na publikacii
sprav z tychto kongresov (28, 29).

V roku 2004 bola Ing. K. Derzsiovej udelena
bronzova medaila Slovenskej lekarskej spolocnosti za
zasluhy o SLS pri prilezitosti jej 60-tych narodenin.
Dna 7.-9. oktébra 2009 sa konal v Nitre 33. kongres
Slovenskej nefrologickej spolo¢nosti, na ktorom Ing.
Katarina Derzsiova bola ocenena striebornou medailou
SLS opét pri jej jubileu, 65 rokov. Pri tejto prilezitosti
menovana predniesla prednasku na tému: ,Zmeny vo
funkénom renalnom naleze po maratonskom behu, po
100-kilometrovom behu a po 24-hodinovom dlhotrvajucom
behu®, (7). Jej zatial posledna vyZiadana prednaska na
medzinarodnom zahrani¢nom kongrese bola na tému:
“Comparison of the renal function abnormalities after
marathon run and 16-kilometre long-distance run”, ktora
odznela na 1. kongrese nefrologickej spolo¢nosti Statov
Stredozemného mora, dna 4. oktobra 2009, v Giardini
Naxos-Taormine, na Sicilii (Taliansko).

Na zaklade vysSie uvedenych skutocCnosti je treba
zdoraznit, Ze Ing. Katarina Derzsiova pocas svojej 40-roc-
nej aktivnej €innosti v nefroldgii, sa ako klinicka
biochemicka vyznamnym sposobom zasluZila svojou
vedeckovyskumnou, prednaskovou, publikaénou a or-
ganizatorskou ¢innostou o rozvoj nefrologie - vednej
klinickej discipliny, nielen na Slovensku a v Ceskej
republike, ale aj v inych Statoch.

Vazena pani inzinierka Katarina Derzsiova, mila
Katka, prajeme Ti pri prilezitosti Tvojho Zivotného
jubilea a pri prilezitosti 40 rokov aktivnej ¢innosti, ako
klinickej biochemicky pracujucej v nefrologii, pevné
zdravie, mnoho sil do Tvojej dalSej tvorivej prace, vela
Stastia, pohody v osobnom a spoloCenskom Zivote.
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Ad multos annos!

Prof. MUDr. Miroslav Mydlik, DrSc.
Prof. MUDr. Viera Spustovd, DrSc.

LITERATURA

1. Ber¢ik J., Cakrt M., Derzsiova K.: Pouzitie uhlikovych
indikacnych elektrod pri neutralizacnych potenciomet-
rickych titracidch (II). Grafitova elektréda v prostredi
metyletylketonu. Chem. Zvesti, 1968; 22: 761-767.

2. Derzsiova K. Mydlik M.: Uloha laboratéria v nefrolo-
gickej diagnostike z pohladu praktického lekdra. Lab
Diagnostika 2008; 17: 26-31.

3. Mydlik M., Derzsiova K., Cesnak D. et al.: Selektivita
glomeruldrnej proteiniirie pri rendlnej insuficiencii. Cas
Lék Ces 1977; 116: 694-697.

4. Mydlik M., Derzsiova K., Zemberova E.: Influence of
water and sodium diuresis and furosemide on urinary
excretion of vitamin B6, oxalic acid and vitamin C in
chronic renal failure. Miner Electrolyte Metab 1999;
25: 352-356.

5. Mydlik M., Derzsiova K.: The 50-year history of the
Nephrology Department in KosSice (Slovak Republic).
J. Nephrol., 2006; 19: Suppl.10, S173-S177.

6. Derzsiova K., Mydlik M.: Pobrusnicovy klirens a trans-
fer bielkovin pri nepretrzitej ambulantnej peritonedinej
dialyze. Vnitf. Lék., 1983; 29: 242-248.

7. Mydlik M., Derzsiova K., Bohus B.: Zmeny vo funkc-
nom rendlnom ndleze po maratonskom behu, po 100-
kilometrovom behu a po 24-hodinovom dlhotrvajiicom
behu. Vniti. Lék., 2009; 55: Suppl 1, 103-107.

8. Mydlik M., Derzsiova K., Mizla P. et al.: Diagnostika
a liecba otravy etylénglykolom - rozbor 20 chorych.
Vniti. Lék., 2002; 48: 1054-1059.

9. Derzsiova K., Mydlik M., Taka¢c M. et al.: Vitamin
C v sére a leukocytoch pri chronickom zlyhani obliciek.
Cas. Lék. ¢es., 1983; 122: 1176-1179.

10.Derzsiova K., Farkas M., Mydlik M.: Vitamin A a
zinok v sére pri chronickom zlyhani obliciek. Cas.
Lék. Ces., 1985; 124: 530-533.

11. Derzsiova K., Mydlik M., Havri$ S. et al.: Vitamin
Bl a horcik v erytrocytoch u chorych v dlhodobom
dialyzacnom programe. Cas. Lék. ces., 1987; 126:
906-908.

12.Mydlik M., Derzsiova K.: Oxalic acid as a uremic
toxin. J. Renal. Nutr., 2008; 18: 33-39.

13.Mydlik M., Derzsiova K.: Vitamins and quality of
life in hemodialysis patients. J. Nephrol., 2008; 21:
Suppl 13, S129-S133.

14.Derzsiova K., Mydlik M.: Metabolic changes of
oxalate in chronic renal failure. In: F. Consolo, G.
Bellinghieri, V. Savica (Edit.): 6th Taormina Course
on Nephrology 2000, s. 149-161. Editoriale Bios,
Cosenza - Italy, 2000.




15. Derzsiova K., Mydlik M., Boldizsar J. et al.: Perordlne
pouzitie zZeleza s vitaminom C u hemodialyzovanych
chorych. Vnitf. Lék., 2001; 47: 210-214.

16.Mydlik M., Derzsiova K., Bratova M. et al.: Serum
vitamin A, retinyl esters and vitamin E in nephrotic
syndrome. Int. Urol. Nephrol., 1991; 23: 399-405.

17. Mydlik M., Derzsiova K.: Erythrocyte vitamins Bl,
B2 and B6 and erythropoietin. Am J Nephrol 1993;
13: 464-466.

18.Mydlik M., Derzsiova K.: Metabolism of vitamin B6
and its requirement in chronic renal failure. Kidney
Int., 1997; 52: Suppl 62, S56-S59.

19.Mydlik M., Derzsiova K., Racz O. et al.: Vitamin
E-coated dialyzer and antioxidant defense parame-
ters: three-month study. Semin. Nephrol., 2004; 24:
525-531.

20.Mydlik M., Derzsiova K.: Renal replacement therapy
and secondary hyperoxalemia in chronic renal failure.
Kidney Int 2001; 59: Suppl 78, S304-S307.

21.Mydlik M., Derzsiova K., Sva¢ J. et al.: Peritoneal
clearance and peritoneal transfer of oxalic acid, vitamin
C and vitamin B6 during continuous ambulatory pe-
ritoneal dialysis. Artif Organs 1998; 22: 784-788.

22.Mydlik M., Derzsiova K., Jenca A. et al.: Salivary
oxalic and ascorbic acid in chronic renal failure.
Proc. of selected papers of the XIII International
Congress on Nutrition and Metabolism in Renal
Disease. Merida (Mexico), February 28-March 4,
2006 (Edit. A. Trevino-Becerra, E. Pineda-Sanches,
P. Trinida-Ramos). Medimond, Bologna (Italy), s.
39-44,

23.Derzsiova K., Mydlik M., Petrikova V. et al.: He-
moperfiizia teofylinu. Studia in vitro. Cas. Lék. Ges.,
1991; 130: 11-14.

24.Derzsiova K., Mydlik M., Petrikova V.: Hemoperfu-
sion study with carbamazepine in vitro. Int. J. artif
Organs, 1999; 22: 730-733.

25.Derzsiova K., Mydlik M., Petrikova V. et al.: Hae-
moperfusion of Amitriptyline and Nortriptyline - an
in vitro Study. BANTAO J 2006; 4: 1-4.

26.Derzsiova K., Mydlik M., Petrikova V. et al.: Hemo-
perfiizia paracetamolu - stidia in vitro. Akt. Nefrol.,
2002; 8: 129-132.

27.Mydlik M., Derzsiova K., Klan J. et al.: Hemoper-
fusion with alfa - amanitin an in vitro study. Int. J.
artif Organs., 1997; 20: 105-107.

28.Derzsiova K., Mydlik M.: XXVII. kongres Eurép-
skej spolocnosti pre umelé organy (ESAO) ,Most ku
interdisciplinarite”, 22.-25. septembra 2001, Gent
(Belgicko). Vnitf. Lék., 2002; 48: 442-443.

29.Mydlik M., Derzsiova K.: /1. medzindrodny kongres
pre vyzZivu a metabolizmus pri chorobdch obliciek,
29.-31. marca 2002, Nagoja (Japonsko). Vnitf. Lék.,
2002; 48: 1088-1089.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2010

Adresa pre koreSpodenciu:

Prof. MUDr. Miroslav Mydlik, DrSc.
IV. interna klinika

FN L. Pasteura

Rastislavova 43

041 90 Kosice

Slovenska republika

E-mail: miroslav.mydlik@upjs.sk

69



MUDR. JOZEF STAVNY
1941-2009

Jozef STAVNY sa narodil
19.2.1941 v Holc¢ikovciach,
okr. Vranov nad Toplou. Na
zakladnu a strednu Skolu
chodil v TrebiSove. V r. 1959
sa stal studentom LF UPJS
v Kosiciach. Stidium medi-
ciny ukon¢il v juni 1965 na
LF UK Bratislava - pracovisku v Martine.

Prvym pracoviskom dr. Stavného bolo Chirurgické
odd. OUNZ v Trebisove, neskor Interné oddelenie tej
istej nemocnice a po atestacii z vnutorného lekarstva
v 1. 1970 Oddelenie klinickej biochémie OUNZ v Tre-
bisove.

Od r. 1973 pracoval na Odd. klinickej biochémie
OUNZ vo Vranove nad Toplou, kde si doplnil aj
obe atestacie z odboru klinicka biochémia (I. stupna
v r. 1975 a II. stupna v r. 1985). Od roku 1974 az do
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svojho odchodu zastaval funkciu vedeckého seketara SLS
vo Vranove nad Toplou. Vo svojej publikacnej a pred-
naskovej ¢innosti sa venoval najmé oblasti diabetologie
a porucham tukového metabolizmu.

K nam na Oddelenie klinickej biochémie Nemocni-
ce s poliklinikou v Poprade, dnes Klinicka biochémia,
s.r.o. Zilina, prisiel z Vranova nad Toplou v oktobri
r. 1990. V rokoch 2005-2008 pracoval suCasne na
CiastoCny uvédzok ako lekar Metabolickej ambulancie
NsP. Oddelenie viedol do aprila minulého roku, kedy
odisiel do déchodku.

Od prvych dni ako k nam nastupil, sme si ho ob-
Iubili. Nasli sme v nom S$éfa aj priatela, ktory vedel
na oddeleni vytvorif prijemnu pracovnu atmosféru a
aj pripadné tazké situacie vzdy rieSil s nadhladom
a ludskostou jemu vlastnou.

Bol to ¢lovek vel'mi aktivny, dynamicky, zanieteny
Sportovec a zastanca zdravej zivotospravy. Mal rad
prirodu, svoju zahradku, bol milovnikom umenia a na-
dovsetko miloval svoju rodinu.

Primar Stavny nebol len dobry lekar, séf a dobry
biochemik, bol v prvom rade velmi dobry c¢lovek,
priatelsky, tolerantny, ochotny kedykolvek pomoct,
vZdy usmiaty.

Takého si Ta budeme, pan primar, pamitat, taky
ostane$ v naSich srdciach...

Cest Tvojej pamiatke!
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