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CHARACTERIZATION OF LIPOSOMAL DE-
LIVERY SYSTEMS
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ABSTRACT

The ability of liposomes to encapsulate different
materials has given rise to the relatively recent use of
liposomes as vehicles to incorporate active agents into
compartmentalized systems. In order to assess the quality
of liposomal delivery systems and obtain quantitative mea-
sures that allow comparison between different batches of
liposomal delivery systems, various parameters should be
monitored. In this review we present the most commonly
used methods and techniques for the physicochemical
characterization of liposomal delivery systems.

Keywords: Liposome characterization; Analysis; De-
livery systems; Review

1. INTRODUCTION

Controlled delivery technology represents one of the
border areas of science, which involves multidisciplinary
scientific approach, contributing to human health care.
Delivery systems mainly use liposomes, which can easily
entrap or anchor many different substances. Liposomes
consisting of phospholipid bilayers are widely studied
systems in the pharmaceutical and biological sciences.
Liposomes are self-assembled structures that occur in
nature and which are formed spontaneously when certain
lipids are dispersed in aqueous media. There are various
classes of liposomes. Liposomes are classified either by
the method of their preparation or by the number of
bilayers present in the vesicle, or by their size.

Depending upon the structure there are two main
types of liposomes. Unilamellar liposomes have a single
phospholipid bilayer sphere enclosing aqueous solution
and multilamellar liposomes have onion structure (Sharma
Shailesh er al., 2009). Liposomes are classified accord-
ing to their structure as multilamellar vesicles (MLVs,
0.1—15um), small unilamellar vesicles (SUVs, 25—50 nm),
large unilamellar vesicles (LUVs, 100nm to 1 um), giant
unilamellar vesicles (GUVs, 1.0-200pum) and multi-
vesicular vesicles (MVVs, 1.6—10.5 um) (Gomez-Hens and
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Fernandez-Romero, 2005). Depending on the composi-
tion liposomes can have a positive, negative or neutral
surface charge. The ability of liposomes to encapsulate
different materials has given rise to the relatively recent
use of liposomes as vehicles to incorporate active agents
into compartmentalized systems.

Four major types of liposomes have been used as
delivery systems (Gomez-Hens and Fernandez-Romero,
2006):

¢ Conventional liposomes, currently involving neutral
phospholipids, which are relatively unstable structu-
res. Cholesterol is often added in order to stabilize
these structures.

e Stealth liposomes, also named sterically stabilized
liposomes, are formulated by incorporating hydro-
philic long-chain polymers.

e Active liposomes, which comprise modified liposo-
mes containing substances that provide a selective,
controlled release of the liposome.

e Charged liposomes, also called lipoplexes, which
comprise liposomes that incorporate charged phos-
pholipids.

The capability of liposomes to entrap hydrophilic and
hydrophobic molecules has been exploited to develop
delivery systems in agriculture and the nutrition indus-
try. Liposomes are also relevant to gene manipulation,
which is an active field that has progressed rapidly
in molecular and cell biology research and provides a
substantial base for gene therapy in clinical trials. Li-
posomes have also found use as drug delivery systems.
Some of the advantages associated with encapsulation
of a drug substance within a liposomal drug delivery
vehicle include: prolongation of the plasma half-life of
the drug, decreasing the toxicity of the dosed drug,
targeting to specific molecules or structures in the body,
or having a triggered drug release induced by acid,
light, heat, or enzymes. Though liposomes have been
used as potential carriers with unique advantages their
applications are limited due to inherent problems such
as low encapsulation efficiency, rapid leakage of water-
soluble drug in the presence of blood components and
poor storage stability. In order to assess the quality of
liposomes and obtain quantitative measures that allow
comparison between different batches of liposomes,
various parameters should be monitored.

The present review details methods for the physico-
chemical characterization of liposomal delivery systems.

2. CHARACTERIZATION
OF LIPOSOMAL DELIVERY SYSTEMS

Gomez-Hens and Fernandez-Romero (2005) have
classified the parameters involved in characterizing
liposomes into three categories:

¢ Morphological characterization: Size, shape, stabili-

ty, size distribution or polydispersity, and electrical
liposome charge.




e Structure organization: Lipid composition, inner
structure, transition temperatures, permeability and
fluidity.

e Functionality: Encapsulation efficiency, chemical
stability, drug release study, reactivity and fusion ca-
pability.

Edwards and Baeumner (2006) have reported char-
acteristics parameters of liposomes include liposome
lamellarity, diameter and size distribution, lipid composi-
tion and concentration determination, the encapsulant
concentration and its encapsulation efficiency. Other
commonly monitored parameters include surface charge,
phase transitions, and quantification of residual solvents.

An important feature of phospholipid membrane
is the existence of temperature-dependent reversible
phase transition, where the hydrocarbon chains of the
phospholipid undergo a transition from an ordered (gel)
to a more disordered fluid (liquid crystalline) state.
The physical state of the bilayer affects the perme-
ability, leakage, and overall stability of the liposomes.
The phase-transition temperature is a function of the
phospholipid mixture content.

Phospholipids are dissolved in organic solvents in
the preparation of liposomes. The organic solvents used
for this purpose range from chloroform, ether, freon,
methylene chloride, methanol and their combinations.
Although these organic solvents help achieve molecular
mixtures of lipids and there by uniform distribution
of lipids in the lipid bilayers, the residual amounts
of solvents left in the final preparation could pose
health hazard to the end user. Polar solvents such as
ethanol can be used to improve the safety factor but
it is not easy to remove from the product. Residual
solvents such as ethanol and hydrocarbons may lead
to physical destabilization of liposomes by interfering
with the cooperative hydrophobic interactions among
the phospholipid methylene groups that hold the struc-
ture together. Solvent residuals in the final product are
an unavoidable troublesome situation to the liposome
dosage form manufacturers.

The stability of liposomes is a major consideration
in all steps of their production from process steps to
storage to delivery. Influence of environmental factors
such as temperature, light, oxygen, and heavy metal
ions may initiate chemical or physical reactions. These
reactions may include changes in size distribution of
vesicles, and oxidation and hydrolysis of lipids.

3. PHYSICOCHEMICAL
CHARACTERIZATION METHODS

Methods of characterization of liposomes immediately
after preparation and upon storage are required for
adequate quality control of the product. The methods
have to be reproducible, precise, and rapid. Liposomes
and their constituents have been investigated using sev-
eral analytical techniques, mainly involving separation.
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3.1 Spectroscopic characterization
3.1.1 Photon correlation spectroscopy (PCS)

Various methods are available for the determination
of liposomes size and homogeneity. For in process
control, photon correlation spectroscopy (PCS) is the
most valuable and economical method.

Study of Kuntschea er al. (2010) focuses on the
physicochemical characterization of different temoporfin-
loaded liposome formulations. The dispersions as well as
freeze-dried formulations were characterized by photon
correlation spectroscopy.

3.1.2 Near-infrared (NIR), Fourier transform
infrared (FTIR) and Raman spectroscopy

Non-contact experimental techniques based on col-
lecting absorbed or scatter light, such as near-infrared
(NIR), Fourier transform infrared (FTIR) and Raman
spectroscopy are among the most important tools
that provide information which can be applied to the
identification, characterization and analysis of nano-
sized biological samples such as lipids, liposomes and
nanovesicles. The thermal properties of lipids and
liposomes have been investigated extensively because
of their importance to elucidate various mechanisms
governing phenomena such as trans-membrane diffu-
sion, vesicle formation and fusion as well as drug and
protein membrane interactions. Infrared spectroscopy is
an established method used to monitor the thermotropic
phase behavior of lipids.

Bista et al. (2010) have studied newly developed novel
self-forming synthetic PEGylated lipids and nanovesicles
by means of Raman vibrational spectroscopic techniques.

3.1.3 UV-Vis spectroscopy

Liposomes encapsulation efficiency was determined us-
ing the dialysis technique for separating the non-entrapped
drug from liposomes. Ciclopirox olamine was spectro-
metrically assayed at 204 nm (Girhepunje at al., 2010).

Doxorubicin concentration of the liposomal samples
was measured on a UV-vis spectrometer at A=480nm
by adding absolute ethanol to the samples (Papagian-
naros et al. 2005). Prior to determination the samples
were purified by passing the samples through a Sephadex
G75 column.

The percentage drug entrapped (PDE) was determined
by ultra-centrifugation. Then the clear supernatant was
separated and analyzed for lamivudine content after
appropriate dilution by UV-spectrophotometer (Pai and
Devi 2009).

3.1.4 Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy
"H NMR spectroscopy

Proton NMR spectroscopy is an alternative technique
that allows the determination of liposomal encapsulation




efficiency without the need for physical separation of
entrapped and non-entrapped drug.

Colchicine-p-cyclodextrin complex was prepared by
freeze-drying (Singh er al., 2010). 'H NMR was carried
out to check the formation colchicines-BCD complex
and in vitro drug release study.

3S'IP NMR spectroscopy

Liposome lamellarity determination is often accom-
plished by 3P NMR. In this technique, the addition of
Mn?" quenches the 3'P NMR signal from phospholipids
on the exterior face of the liposomes. Mn?' interacts
with the negatively charged phosphate groups of phos-
pholipids and causes a broadening and reduction of
the quantifiable signal. The degree of lamellarity is
determined from the signal ratio before and after Mn?*
addition (Edwards and Baeumner, 2006).

Peleg-Shulman et al. (2001) were reported a multi-
nuclear (*C, 3'P, 'H, “N, '"Pt) NMR study in which
several techniques have been used to assess the physical
nature of cisplatin in liposomal formulations.

3.1.5 Fluorescence correlation spectroscopy (FCS)

Fluorescence correlation spectroscopy (FCS) is a ver-
satile method, which has demonstrated a great potential
for numerous applications including the assessment of
size distribution of the nanoparticles in suspension. This
technique is based on monitoring the emission intensity
fluctuations caused by single molecules passing through
the laser excitation volume. These fluctuations can be
quantified in their strength and duration by temporally
detecting the autocorrelation signal.

Fluorescence correlation spectroscopy (FCS) has
been utilized to measure the size distribution of lipid
nanovesicles in suspensions (Bista er al., 2010).

3.2 Separation methods
3.2.1 Solid-phase extraction (SPE)

Solid-phase extraction (SPE) is of great interest in
the separation of liposomal and non-liposomal drug
forms. Separation is based on the property of liposomes
to cross reversed-phase C18 silica gel cartridges without
being retained, while a non-liposomal drug is retained
on the stationary phase.

Application of SPE is the separation of liposomal
and non-liposomal forms of daunorubicin and dauno-
rubicinol (Griese et al., 2002), which are subsequently
determined by capillary electrophoresis (CE). A method
for the determination of the entrapped mitoxantrone in
liposome preparations was developed by Sai-Lung Law
and Tsuei-Fen Jang (1994). The method consists of a
solid-phase extraction procedure followed by HPLC
analysis. A robust, specific and sensitive method has
been developed to effectively separate and then quantify
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the free drug and liposomal drug, present in human
plasma (Deshpandea et al., 2010). This method utilizes
solid phase extraction Oasis HLB cartridges, which
retains the free drug and the liposomal Amphotericin
B was eluted from the cartridge in first step. After
separation and extraction, the quantification of free and
liposomal fractions of Amphotericin B was performed
by HPLC-MS-MS technique. A method for the deter-
mination of betamethasone in permeation experiments
was developed by Gillet et al. (2011). SPE was needed
to clean up the samples before HPLC injection. The
extraction procedure was carried out on C18 cartridge.

3.2.2 Chromatographic techniques

Chromatography has been the traditional technique
of choice for the analysis of lipids. Thin-layer chro-
matography and liquid chromatography have been the
most widely used methods in the field, especially in
combination with UV detection.

High-performance liquid chromatography (HPLC)

Lipid composition of liposomes is usually quantified
via high-performance liquid chromatography (HPLC)
after extraction of the lipids in an organic phase.
Lipids can be detected in the region of 203—205nm.
Unsaturated fatty acids exhibit high absorbance while
the saturated fatty acids exhibit lower absorbance in
the 200 nm wavelength region of the UV-spectrum.
This phospholipid identification and assay method is
simple, reliable and reproducible.

Vemuri and Rhodes (1995) have checked the separa-
tion of phosphatidylcholine (PC) and phosphotidylglycerol
(PG) on Lichrosorb Diol and Lichrosorb SI-60 and found
Lichrosorb Diol suited for phospholipid identification.

Meyer et al. (2000) have proposed a direct method
for lipid quantification, which does not require lipid
extraction from the liposomal formulation prior to
sample analysis. They have described a simple and fast
reversed-phase high-performance liquid chromatography
(RP-HPLC) procedure using ultraviolet (UV) detection
that provides efficient separation and quantitation of
cationic and neutral lipids from liposomes. These meth-
ods can be adapted as is the case in process control
and product control methods.

In addition to conventional liposomes, pegylated
lipids were used for the preparation of stealth liposomes
(Kuntschea et al., 2010). Lipid composition measure-
ments were done on a HPLC system equipped with
a Spherisorb NH, pre- and separation-column and an
evaporative light scattering detector (ELSD).

Normal phase HPLC is a common technique for
the analytical separation of lipid components based on
their relative hydrophobicity, such as alkyl-acyl chain
lengths and head group polarity. The separation depends
on differences in the partition coefficients of the vari-
ous components between the stationary phase (polar
matrix) and mobile phase (relatively non-polar solvent).




A Diol column (bonded normal phase) was evaluated
in conjunction with an evaporative light scattering detec-
tor (ELSD) for the separation and detection of DMRIE
and DOPE in the clinical formulation (Felgner, 1977).

HPLC has been widely applied to the determina-
tion of drugs in liposome formulation. The general
procedure involves the use of organic solvents or sur-
factants to dissolve the phospholipid bilayer and release
the encapsulated drug. The encapsulated compound
is separated from the lipids. It can be quantified by
HPLC. Gomez-Hens and Fernandez-Romero (2006)
shows some features of these methods. UV detection
is used in most of them. A limitation of these HPLC
methods is that they usually involve the disruption of
liposomes, measuring total drug in the sample and
not drug specifically entrapped within the liposome.
We can eliminate it with using SPE separation for the
determination of liposomal and non-liposomal forms
before the analysis of each fraction by HPLC.

In permeation experiments encapsulating and free
betamethasone was determined by HPLC analysis with
UV detection at 240nm (Gillet et al., 2011). SPE was
needed to clean up the samples before HPLC injection.

The concentration of meloxicam in the formulation
was determined by HPLC analysis after disruption of
the vesicles (liposomes and transfersomes) with Triton
X-100 (Duangjit et al., 2011). UV detection was viewed
at 364 nm.

Total and free combretastatin A4 in the liposome
formulations were determined using HPLC analysis and
UV detection at 295nm were used (Nallamothu ef al.,
2006). Total drug was determined after ethanol extraction.
Free combretastatin A4 was separated from the liposome
encapsulated part using a centrifugal filter device.

Qualitative and quantitative analysis of lamivudine
pure drug as solution and in liposome formulations
were performed by an HPLC isocratic system with UV
detection at 280nm (Pai and Devi, 2009).

RP-HPLC allows the determination of peptide content
without interference by lipids or polymer in liposomal
and polymeric formulations (Lutsiak et al, 2002).

Attachment of RGD peptides to the liposome surface
was measured indirectly by determining noncoupled
peptide fraction using HPLC with detection at 214 nm
(Nallamothu et al., 2006)

Thin-layer chromatography (TLC), high-performance
thin layer chromatography (HPTLC)

TLC methods for phospholipid analysis often rely
on lipid separation using a mixture of chloroform,
methanol, and water or ammonium hydroxide. Detec-
tion is frequently accomplished using molybdenum blue
in sulfuric acid and ninhydrin stains for the detection
of phosphate and primary amino groups, respectively
(Edwards and Baeumner, 2006).

Phospholipids and degradation products are de-
termined after being extracted from liposomes. The
lipid mixture can be separated in a two-dimensional
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thin-layer chromatographic (TLC) system (Vemuri and
Rhodes, 1995).

HePC, EPC and SA were determined by high per-
formance thin-layer chromatography coupled with a
flame ionization detector (HPTLC-FID) (Papagiannaros
et al., 2005).

Size-exclusion chromatography (SEC)

Exclusion chromatography is the name given to sepa-
rations which occur due to differences in the molecular
weight and shapes of the solutes being separated. For
exclusion chromatography to take place, the pores of
the support (agarose, dextran, polystyrene beads, silica
or glass), should be of such a range as to allow some
of the molecules to enter. Very small molecules perme-
ate all the internal pores of the support particles. Very
large molecules are unable to enter any of the pores.
These are totally excluded.

Size exclusion chromatography (SEC) is an old and
widely used tool to separate small solutes from liposomes
or to narrow the size distribution. A liposome prepara-
tion of varied vesicle sizes flows down the column there
is a separation of the liposome vesicles according to
size. Then larger vesicles that are totally excluded elute
first, and the smaller vesicles which are held back as a
consequence of permeating the particle pores, elute in
reverse order of size. The pore volume of the particles
should be as large as possible to increase the separation
power of the support. It is also necessary that there
is no adsorption of the phospholipid vesicles onto the
surface of support, otherwise the separation mechanism
will not be one of exclusion and erroneous results may
be obtained. Since the most retained vesicles in size
exclusion chromatography are the small molecules which
permeate the particle completely, this means that even
in a complex sample all the components are eluted in
a relatively short time, in contrast to the other modes
of HPLC. Conventional SEC is frequently used for the
separation of liposomes from unencapsulated materials as
a final purification step, but the use of HPLC-SEC for
analysis offers increased resolution of liposome popula-
tions, reduced sample size, and better reproducibility.

The use of conventional and high-performance SEC
for liposome characterization has been reviewed (Lundahl
et al.,, 1999). SEC of liposomes and similar structures
is affected by the size and shape of the structures,
and possibly also by their flexibility. Liposomes may
be deformed and thereby either pass through relatively
narrow pores or be excluded from relatively large pores,
dependent on shape and orientation relative to the
pores. Gel matrices provide a multitude of interaction
sites of a wide range of affinities for liposomes. The
strength of interaction will depend on the lipid bilayer
composition, and the number of possible interaction
sites will be affected by the size and flexibility or rigid-
ity of the liposomal structures. A further factor is that
the relation between surface area and internal volume
limits the deformability of small liposomes.




HPLC-SEC can offer a powerful technique for not
only size distribution determination, but also stability
in terms of aggregation and vesicle permeability.

Size-exclusion chromatography has been used for
fractionation of liposomes, proteoliposomes and bio-
membrane vesicles of up to approximately 500 nm in
size and for separation of these entities from smaller
components. Liposome sizes, encapsulation stability,
and solute affinities for membrane proteins have been
determined (Lundahl et al., 1999).

Size-exclusion chromatography technique was success-
fully used to separate free drug from the encapsulated
portion of the drug.

Ion-exchange chromatography (IEC)

Ion-exchange chromatography was suggested by
researchers to separate liposomes from freely floating
drug molecules, if the liposomes and drug molecules
carry different net charges on them (Vemuri and
Rhodes, 1995).

Ion-exchange chromatography has been applied for
fractionation of small proteoliposomes which had been
prepared to contain a single or at most a few red cell
membrane proteins per proteoliposome (Lundahl et al.,
1999).

Gas chromatography (GC)

GC analysis of lipids typically requires a derivatization
step to ensure sufficient volatility of the components,
either through trimethyl silylation or methyl esterifica-
tion prior to detection by flame ionization (FID) or
MS. Free fatty acid content has been determined by
gas chromatography with a flame ionization detector.

Residual solvents may be toxic when liposomes
are used to encapsulate drugs and can cause liposome
destabilization upon storage. Gas chromatography has
been used method in identification and quantitation of
residual solvents. Determination of residual chloroform
in liposomes can be performed by gas chromatographic
technique with electron capture detector (Vemuri and
Rhodes, 1995). The analysis of residual chloroform and
methanol in the liposomal formulation was determined
by gas chromatography with a flame ionization detector
(Pai and Devi, 2009). The formulations were injected
after appropriate dilution with dimethyl sulfoxide.

3.2.3 Field-flow fractionation (FFF)

Field-flow fractionation (FFF) is a technique which
overcomes some of the limitations of HPLC in lipo-
some analysis, and composes a family of techniques,
including electrical (El), thermal (Th) sedimentation
(Sd) and flow (F1) FFF (symmetrical and asymmetrical)
(Edwards and Baeumner, 2006). These techniques rely
on the application of a field which is perpendicular
to the direction of flow. The mechanism of FIFFF
versus SAFFF for liposome analysis differs in that
FIFFF separates vesicles on a hydrodynamic size basis,
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whereas SAFFF separates them on a weight basis. In
normal mode FFF, small liposomes elute first due to
their higher diffusion coefficient and subsequent higher
elevation from the accumulation wall.

In case of asymmetrical flow field-flow fractionation
(AsFIFFF) the separation channel consists of an imper-
meable top block and a bottom block holding a semiper-
meable membrane laying on a porous frit constituting
the accumulation wall. The perpendicular flow field
is caused by restricting the main flow at the channel
outlet. This restriction will force portions of the carrier
liquid to leave the channel through the bottom block
and is thus causing a field perpendicular to the main
flow direction, the so-called cross flow. Asymmetrical
flow field-flow fractionation (AsFIFFF) has increasingly
been applied in studies of size and mass distributions of
particles of biopolymeric materials, drug/plasma protein
complexes, phospholipid vesicles and phospholipid/
protein complexes. AsFIFFF is an analytical separation
method, capable of fractionating particulates according
to their size, and form a retention profile, providing
accurate sizes and size distributions for polydisperse
particle samples. Study of polydisperse vesicle forma-
tion by AsFIFFF is one way to tell if liposomes have
undergone physical or chemical instabilities.

The advantages of the FFF technique include the
wide range of particle sizes that can be separated
(~1nm—100mm) with high resolution. The disadvan-
tages of FFF include the complexity and expense of
the instrumentation, limited commercially available
membrane options leading to potential loss of sample
through adsorption or permeation, separation mechanism
considerations above a vesicle diameter of 1 mm, lipo-
some retention dependence on ionic strength (Edwards
and Baeumner, 2006).

The stability of zwitterionic phosphatidylcholine
vesicles in the presence of phosphatidyl serine (PS),
phosphatidic acid (PA), phosphatidyl inositol (PI), and
diacylphosphatidyl glycerol (PG) phospholipid vesicles,
and cholesterol or calcium chloride was investigated by
asymmetrical flow field-flow fractionation (AsFIFFF)
(Yohannes et al., 2006).

Asymmetrical flow field-flow fractionation (AsFIFFF)/
multi-angle light scattering (MALS) was employed for
studying filter-extruded liposomes in carrier solutions
with different ionic strength and osmolarity (Hupfeld
et al., 2010).

Capillary electrophoresis (CE)

The electro migration of liposomes is a complex
process in which liposomal deformation and field-
induced polarization may occur during electrophoresis.
The thickness of the electric double layer, the surface
charge density and the liposome radius are important
variables that affect liposome separation. Several lipo-
somal delivery systems have been studied by CE.

A general overview of analysis and characterization of
liposomes by capillary electrophoresis is given by Bilek
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et al. (2006). In this report, techniques and methods
are described that can be used to characterization and
separation of liposomes as analytes by capillary elec-
trophoresis (CE). Only a few studies have utilized CE
to characterize liposomal drug delivery systems. These
studies focused on determining drug encapsulation,
stability of the drug formulation or binding affinity
between the drug substance and the delivery system.
A capillary electrophoresis-based method to charac-
terize a PEGylated liposomal drug formulation of the
anti-cancer agent oxaliplatin was developed (Franzen
et al., 2011). The drug leakage of the PEGylated for-
mulation was determined by capillary electrophoresis.

Other separation methods, which are not described
in more detail here, include centrifugation, filtration,
dialysis, electrokinetic chromatography (EKC), and
capillary electrochromatography (CEC).

3.3 Detection methods

Numerous separation methods with photometric,
fluorimetric and MS detection have studied the charac-
terization of liposomal drug formulations. The evapora-
tive light-scattering detector (ELSD) has been proven
to be effective in detecting poor UV-absorbers, such as
most lipids. Effluent from the column is nebulized to
form a homogeneous mist. This aerosol then enters a
heated tube where the mobile phase evaporates to leave
non-volatile analytes. The light-scattering caused by the
non-volatile analytes is detected by a photomultiplier
and converted to a signal. The amount of scattered light
is a function of the mass of the analyte.

In addition to the detection systems used in the
separation methods, there were several investigations
in which the control of liposomes as delivery systems
was carried out directly, without using separation.

Dynamic light scattering ((DLS) is extensively used
in liposome size distribution analysis. DLS measures
the time-dependent fluctuations of light scattered from
particles experiencing Brownian motion, which results
from collisions between suspended particles and solvent
molecules. While DLS relies on detection of light scatter
at 90° using time-dependent light scattering fluctuations,
static light scattering (SLS) measures the time-average
intensity of scatter as a function of the angle. Multi-angle
light scattering (MALS) utilizes the angular distribution
of scattered light to determine the root mean square
radius, the weight-averaged molecular weight, and the
geometry of the particles. MALS provides an absolute
measure of molecular weight without comparison to
reference standards. (Edwards and Baeumner, 2006).

The exact size and size distribution of the steri-
cally stabilized with PEG liposome (long circulating
liposomes, LCL) preparations were determined using
the standard method of dynamic light scattering (Nal-
lamothu er al., 2006).
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The particle size of the liposomes and their complexes
with DNA were obtained by dynamic light scattering
measurements (Xu et al.. 1999).

3.4 Microscopic studies
3.4.1 Electron microscopy (EM)

Using electron microscopic techniques, like cryo-
transmission electron microscopy and/or freeze fracture
electron microscopy it is possible to show that different
liposomes morphologies were formed.

The morphology of the liposomes and lipoplexes was
examined by electron microscopy after freeze-fracture
sample preparation (Xu et al., 1999).

Transmission Electron Microscopy (TEM) was used
to visualize the liposomal and transfersomal vesicles
(Duangjit et al., 2011).

3.4.2 Atomic force microscopy (AFM)

Atomic force microscopy can also be used for the
visualization of liposomes. This method is a noninvasive
technique. This technique relies on the raster scanning
of a nanometer sized sharp probe over a sample which
has been immobilized onto a carefully selected surface,
which is mounted onto a piezoelectric scanner. The tip
is attached to a flexible cantilever. Deflection result-
ing from passage of the tip over sample attributes is
measured by a laser beam. The reflected laser beams
are then detected at photodiode array detectors which
through a feedback mechanism maintain the distance
of the probe, amplitude of oscillation, or the cantilever
deflection constant, depending on the scanning mode.
The end result is a high resolution three-dimensional
profile of the surface under study. (Edwards and
Baeumner, 2006).

Krapf et al., (2011) presented an atomic force
microscopy study on solid-supported multilayered dry
lipid films prepared from aqueous vesicle suspensions
with and without applying a spin-coating step in the
preparation.

3.5 Miscellaneous methods
3.5.1 Zeta potential measurement

Surface charge can also be analyzed through zeta
potential measurements. Zeta-potential of liposomes is
a parameter that indicates their physical stability.

The zeta potentials of the lipoplexes were deter-
mined with a laser electrophoretic mobility instrument
(Xu et al, 1999). The lipoplex zeta potential changes
from negative to positive when the mixing charge ratio
changes from excess negative to excess positive. At
the various charge ratios, the zeta potentials of the




complexes were quite similar among complexes formed
from different liposome compositions.

Zeta potential of meloxicam suspensions and meloxi-
cam-loaded liposomes and transfersomes were deter-
mined by Zeta Potential Analyzer at room temperature
(Duangjit et al., 2011).

3.5.2 Differential scanning calorimetry (DSC)

The phase behavior and fluidity of the lipid in
liposomal delivery systems is also of interest. They
can also be analyzed through differential scanning
calorimetry (DSC).

Differential scanning calorimetry has been used exten-
sively for the determination of transition temperatures as
well as enthalpy changes between various lipid phases,
primarily the gel-to-liquid crystalline phase transition
(Garidel and Peschka-Siiss, 2007). Based on DSC data,
a complete phase diagram describing the composition
of the lipid mixture as a function of temperature can
be constructed by analyzing heat-capacity curves.

Incorporation of temoporfin resulted in a distinct
concentration dependent decrease of the main phase
transition of the liposomes (Kuntschea et al., 2010).

3.5.3 Wet chemistry techniques

Several wet chemistry techniques are commonly
used for the determination of phospholipid content.
Most of these techniques include the use of molybdate-
containing reagents to yield a blue-colored product. The
blue product can then be measured by photometry at
830 nm for the quantitative assessment of phospholipids
in the preparation. Phospholipids can also be analyzed
through complex formation with ammonium ferrothio-
cyanate, extraction into chloroform, and absorbance
measurement at 488 nm (Stewart assay).

The content of phospholipids in liposomes was
estimated by Stewart assay (Pai and Devi, 2009). The
liposomes were converted into an alcoholic solution.
The solvent was evaporated to obtain the thin film of
lipid which was then estimated by the above method.

4. CONCLUSIONS

The development of analytical methods to control
the effectiveness of liposomal delivery systems runs
parallel to the development of these liposomal delivery
systems. The methods have to be reproducible, precise,
and rapid.

If liposomal delivery systems are prepared under
well-controlled conditions, and if their characteristics
are optimized for their specific application, they can
be truly amazing and versatile tools ameliorating the
specific application significantly.
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ABBREVIATIONS

CAD Collisionally Activated Dissociation
CID Collision Induced Dissociation
DC Direct Current
ECD Electron capture Dissociation
ESI Electrospray ionization
ETD Electron transfer Dissociation
FTICR Fourier-Transform Ion Cyclotron Resonance
HPLC High Performance Liquid Chromatography
ICAT Isotope Coded Affinity Tag
IT Ion Trap
iTRAQ Isobaric Tags for Relative
and Absolute Quantification
LTQ Linear Trap Quadrupole
MALDI Matrix-Assisted Laser lonization
MS Mass Spectrometry
PIS Pseudo Internal Standard
PMMS peptide Match Score Summation
PTMs Post-translational Modifications
Q Quadrupole
QIT Quadrupole Ion Trap
RF Radio Frequency
SILAC Stable Isotope Labeling by Amino Acid
TOF Time of Flight
XIC Extracted Ion Current

ABSTRACT

Proteomics is an emerging science to study proteins
in complexes, organelles and cells to identify and quan-
tify proteins. Mass spectrometry has great importance
in proteome analysis. Mass spectrometry for proteomics
cataloguizes protein expressions, defines protein interac-
tions and identifies sites of protein modifications. MS is
an indispensable and powerful tool for protein analysis.
In this review we discuss the applied mass spectrometric
instrumentations and new dissociation methodsfor pro-
teomics. We give special attention to protein quantifica-
tion and stable isotope labeling strategies.
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INTRODUCTION

Proteomics is a field of science for studying proteins
that considersthe interaction between protein and its envi-
ronment. The primary aim of proteomics is the complete
characterization of proteins (localization, modification,
domain structure, activity etc.) In modern biotechnol-
ogy the development and the production of peptides
and proteins require reliable and efficient analytical
methods. Rigorous quality control is an indispensable
condition for the production of these substances (1).

Mass spectrometry (MS) is effective analytical method
for analyzing biological samples. The advantage of MS
analysis is its eligibility for qualitative and quantitative
determination of biological samples. On the other hand,
the evaluation of mass spectrum may be complicated,
sample and chromatographic separationsareneeded for
the differentiation of isomers.

MASS SPECTROMETRY OF BIOMOLECULES

Mass spectrometry measures the mass-to-charge
ratio (m/z) of gas-phase ions. Mass spectrometers
consist of an ion source, a mass analyzer and a detec-
tor. The ion source converts analyte molecules into
gas-phase ions, the mass analyzer separates ions on
the basis of m/z ratio and the detector records the
number of ions.

Ionization techniques

The analysis of protein and peptide relies on ex-
clusively soft ionization techniques. Intact gas-phase
ions can be produced, thus their molecular weights
can be determined. Biomolecules are often polar and
charged; therefore the conversion of solution and solid
phase ions is energetically unfavorable. Nowadays, ESI
(electrospray ionization) and MALDI (matrix-assisted
laser ionization) are the primary methods to ionize
peptides and proteins. Both of them are connected to
different sample preparation techniques.

ESI is an ionization method based on nebulization.
Electrospray ionization operates at atmospheric pres-
sure and produces tiny, charged solvent droplets. In
this method, a high electric potential is set between
the capillary and the inlet (2). The charged droplets
shrink and the ions are desolved from the droplets by
using drying gas and heat in the interface. ESI can pro-
duce negative and positive ions. Peptides and proteins
are analyzed as positive ions by setting the capillary
as anode. ESI is capable of quantification and can be
coupled to high performance liquid chromatography
(HPLC). However, ESI does not tolerate inorganic

15



salt very much thus volatile buffer must be used. This
technique is sensitive to contamination.

MALDI uses small UV absorbing molecules to
co-crystallize protein and peptide samples on a plate.
(3) In the matrix, the decomposition of samples is
minimal. Matrix assisted laser ionization creates ions
by the excitation of molecules embedded in crystalline
matrix isolated by the energy of the laser. The energy
of the laser causes a rapid excitation of the matrix.
This is a sensitive method and mainly singly charged
ions (or sometimes doubly charged ions) appear in the
mass spectrum. This ionization technique tolerates the
salt-contaminants and it is appropriate for the direct
analysis of mixtures. The disadvantage of this method
is that crystallization of sample is necessary. MALDI
cannot be coupled to on-line separation methods because
of the crystallized sample and this technique is inap-
propriate for quantification. The most common mass
analyzers coupled with MALDI are the time-of-flight
(TOF) mass spectrometer and the ion-trap (IT) mass
spectrometers (described below).

Mass analyzers for proteomics

Mass analyzers use physical properties (electric or
magnetic field, time-of-flight) to separate ions of a par-
ticular m/z values. The following types of mass analyzers
are commonly used for proteomics: quadruple (Q), ion
trap (quadrupole ion trap (QIT), linear ion trap (LIT,
LTQ), time-of-flight (TOF) and Fourier-transform ion
cyclotron resonance (FTICR) mass analyzer.

Quadrupole mass analyzer uses radiofrequency (RF)
voltage applied to four metal rods. Alternate polarity
is placed on opposite rods and a direct current (DC)
voltage is overlaid on quadrupole rods. The ratio of
RF to DC voltage determines the trajectory of ions.
Quadrupole ion trap analyzer creates a three dimensional
RF field to trap ion sin the center of a ring electrode.
Ions can be selectively ejected to the detector by the

manipulation of the field or selectively retained for
collision activated dissociation (described below). TOF
analyzer accelerates a packet of ions and differentiates
them by the time of traversing in a flight tube. FTICR
mass analyzer uses magnetic field to measure m/z value
by the trapping of ions in the static magnetic field.
Ions rotate around the magnetic field with a frequency
related to their m/z value. (4)

Hybrid instruments have been developed to enhance
the feasibility of different types of mass spectrometers.
For example in the Q-TOF instrument, quadrupole mass
analyzer selects an ion in a tandem mass spectrometer
mode and the time-of-flight analyzer records m/z value
with high resolution. (Fig. 1)

Tandem mass spectrometry gives expansive information
about biological samples. Using tandem MS molecular
ions or precursor ions dissociate resulting in product
ions. Molecular weight of analytes can be determined
by the conventionally single MS technique. Structural
information can be obtained from tandem (or hybrid)
MS (MS/MS) such as sequences and modification of
proteins and DNA (6).

Generally used method for dissociation of ions is col-
lision with inert gas (argon, helium, molecular nitrogen)
(CID collision induced dissociation or CAD collision-
ally activated dissociation) (7). In this case, ions with
large kinetic energy collide with gas-phasemolecules and
this kinetic energy is transformed into internal energy.
Photodissociation (UV (8), IR (9), and surface induced
dissociation (10) have similar principle for dissociation.
In these methods,the dominant dissociation is the cleav-
age of amide bond to yield b, y products(b-y, by,
etc. pairs) (see Fig. 2.). These methods are effective for
multiply charged ions and for 3kDa or larger masses;
the preferred method is the electrospray ionization.

Electron capture dissociation (ECD) is the most
important development in mass spectrometry to identify
proteins and peptides (11). ECD cleaves the amine

bond to yield ¢ and zproducts (¢ -z, c,-z,, etc. pairs)
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Fig. 1. Mass spectrometer and tandem mass spectrometer.
Selection in the collision cell mass analyzer
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Fig. 2. Dissociation processes of ECD and CID.
Nomenclature of product ions. Adapted from (13)




and in minor quantities of a and x products (a x,, a,x,,
etc. pairs). ECD provides far more extensive sequence
information for peptides (12).

Hunt et al. (14) developed an ECD-like technique,
electron transfer dissociation (ETD), which is accessible
in quadrupole ion trap instruments. In ETD, anions (e.g.,
anthracene anions) are used for delivering electrons. The
electron transfer from the anions to multiply charged

polypeptides results EDC-like fragmentation patterns.

PROTEIN IDENTIFICATION BY MASS ANALYSIS

Mass spectrometers generate data quickly and thus
have capability for high throughput analysis. Important
step of protein identification is data analysis. There
is a direct relationship between amino acid sequence
and mass spectrometric data. Amino acid sequence is
determinable from the peptide molecular weight mea-
surement and the peptide fragmentation.

There are two different approaches for MS based
protein identification: top-down and bottom-up methods.

Most of protein analysis by mass spectrometry uses
bottom-up method. According to the bottom up strat-
egy, proteins can be separated before the enzymatic
(chemical) digestion or the protein mixture can be
directly digested into peptide mixtures. The unknown

Protein saparalion

peptides are identified by tandem MS fragmentation
and the fragmentation pattern indicates the amino acid
sequence of the peptide. The advantages of the method
are that the small single charged species are eligible
for determination of fragmentation and identification of
the parent protein. (15) Disadvantages of this approach
that some peptides are not recovered during the sample
clean-up and there are small, poorly ionized peptides
which cannot be seen in the mass spectrum.
Top-down strategy is a newer approach involving
gas-phase ionization of intact proteins. The intact pro-
tein is fragmented to yield a series overlapping peptide
fragments. In this approach, proteins in complex mix-
ture are separated into single protein or less complex
mixtures. The fractionated protein is fragmented inside
the high-resolution mass spectrometer(mainly FTICR)
without prior digestion. (16) This approach enables to
examine the entire sequence of protein and gives more
complete characterization of protein isoforms and post-
translational modifications (PTMs). Top-down strategy
has less dependence on chromatographic separation
prior to MS analysis. Several instruments are used for
top-down analysis. FTICR with ECD has a great ef-
ficiency for dissociation of proteins (17). Recently an
on-line chromatographic top-down strategy was dem-
onstrated using LTQ-FTICR. (18). The disadvantages
of the top-down method are that the protein primary

Sﬁngleptotelpor_laaa
complex protein mixture Single protein of loss
Digestion complex prolein mixture
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‘I'
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Cument Opinion in Chemical Biclogy

Fig. 3. Strategies for MS-based protein identification and characterization.
Adapted from (5)
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sequence must be known to reassemble a fragment
ion map and the method has limited sensitivity and
increased sampling time because of multiple charged
states of intact protein.

Tandem mass spectra are collected and the results
are search from the database. Predicted fragmentation
pattern are compared to the mass spectrum. There is
a good fit when majority of the fragment ions match.
(Fig. 4) Several algorithms have been developed to au-
tomate this process for protein identification (MASCOT
(19), SEQUEST (20)).

QUANTITATIVE PROTEOMICS

Mass spectrometry can be used to measure dynamic
changes protein and PTM abundances. The dynamic

Protein sample Protein sequanca(s)
Spacific protesss
.9, trypsin softarare ‘
Protein fragments Protein fragment sequences
{5-30AA peptides) (same protease specificity)
‘ s sohware ‘
Exactmasses of peptides. pep

software

g | 0 ,
lp.:lr.nol'ncipcpl}ﬂ l of each peptide

Best Match(es)

Fig. 4. Steps of protein identification method

changes in cellular proteome have an important role
in biological processes. Quantifying protein levels is
not easy because it does not utilize internal standards
in consequence of protein recovery differences during
sample preparation.

There are two alternative approaches in MS-based
quantitative proteomics: label-free and stabile isotope
labeling quantitation. Label-free method focuses on the
development of reliable comparative analysis of protein
abundance in non-labeled samples. (21) This method
is greatly dependent on repeatability of LC/MS/MS
experiment. Peptide match score summation (PMSS) is
based on the number of sequence fragments matching
a potential target rather than on peak intensity (22).
In LC-MS experiments, the extracted ion current (XIC)
monitors the intensity in the survey scans of a particular
mass over time. The area under this peak represents
the quantity of the peptide in the sample. The XIC for
a given peptide is linearly related to peptide amount in
same elution condition. (23) The label-free quantitative
analysis using pseudo internal standard (PIS) does not
require additional standards or labeling reagents. (24)
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According to this approach, proteins whose expression
levels are constant under different conditions can be
used as a pseudo internal standard.

Quantitation by stable isotopes

Presently the main method of quantitative proteomics
is the use of stable isotope labeling combined with MS
analysis. These methods are based on comparison of
protein expression levels between two isotopically dis-
tinct samples. One of the two samples is enriched in
stable isotope (carbon-13, nitrogen-15, oxygen-18 etc.).
Mass spectrometric methods for quantitative analysis
of proteins and peptides are based on distinguishing
two samples by comparison on isotopically light (un-
labeled) and heavy (labeled) forms. A relative ratio
of abundance of the two species can be counted by
the ratio of the intensities of the peptide peak in the
given mass spectrum. Absolute quantification is more
difficult. The absolute method relies on the use of the
synthetic internal standard peptide (25, 26).

Most stable isotopes are not separable through ana-
Iytical methods (e.g. chromatography, electrophoresis)
but easily distinguished and quantified in mass spectra.
Deuterium is an exception. The addition of several
deuterium atoms to a peptide causes XIC peak shift
in elution time due to the interaction of that peptide
with reversed phased materials. (27)

Stable isotope methods for quantitative proteomics can
be divided into two groups: in vivo and in vitro labeling.

In vivo labeling

In vivo labeling methods involve a metabolic incor-
poration of stable isotope in forms of labeled element
or labeled amino acid. The protein synthesis is com-
pleted in the process of cell growth in special media,
supplemented with isotopes. The first experiment was
performed in yeast and bacteria in media containing
"N (light) or BN (heavy) isotopes (28). Disadvantage
of this approach is the number of labeled nitrogen at-
oms varying from peptide to peptide thereby generating
unpredictable mass shift.

Stable isotope labeling by amino acid in cell culture
(SILAC) overcomes the above mentioned problem. Mann
and coworkers developed a form of incorporation of the
stable isotope in amino acid metabolism (29). According
to this method, cells are cultivated in media contain-
ing either normal amino acid or amino acid labeled by
heavy stable isotope. The most commonly used amino
acids are lysines and arginines which are labeled with
BC, N, ?H. Heavy isotopes are completely built in the
newly synthesized protein in cells after numerous cells
doubling cycles (at least five cell doublings). Different
marked proteins are mixed,digested and analyzed with
MS. Quantitative relationship can be obtained from the
signal intensities of light and heavy samples.

There are some important criteria for SILAC amino
acids. These amino acids should provide 4Da mass




differential to the normal isotope abundance at least.
Deuterium (*?H) affects the retention characteristic of
peptides in reversed-phased chromatography due to the
increased polarizability of the H-C bond versus the 'H-C
bond. The heavier deuterated peptide elutes from the
column earlier than the heavy peptide. SILAC amino
acids should be essential for survival of the cultured
cells to ensure the only source of amino acid for the
growing cells.

SILAC method has a wide variety of application
(30, 31, 32) Advantages of SILAC method are the
high labeling efficiency and the low marking error. The
important restrain of SILAC is the high costs and its
limitation to living cultured cells.
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Fig. 5. SILAC labeling strategy (29)

In vitro labeling

In vitro labeling approaches are based on the intro-
duction of isotopic tag via either chemical or enzymatic
reactions. There are several methods in this group: N-
terminal peptide labeling, C-terminal peptide labeling,
and amino acid based labeling. According to the in vitro
labeling, the isotope reacts with functional group with
amino acid to form new chemical bonds.

Isotope coded affinity tags (ICAT)

ICAT is one of the most popular chemical deriva-
tives. In this approach, the quantification is based on
a limited number of peptides. It is popular because
cysteine residues are specifically tagged with a reagent.
Cysteine is a rare amino acid; its derivatization reduces
the complexity of protein mixtures, whereas only pep-
tides that contain cysteine can be analyzed.

ICAT reagents consist of three parts: an affinity tag,
which is used to isolate ICAT-labeled peptide by avidin
affinity chromatography; a linker incorporating stable
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isotope, which can be analyzed by MS; and a reactive
group, which is specific to thiol group (reacts with
cysteine-containing residues of protein). There are two
forms of reagents: heavy and light substances. (Fig. 6)

The first step of ICAT labeling is to make cells in
different states. These proteins are harvested, denatured,
reduced and labeled at cysteines with heavy and light
ICAT reagents. Then the two groups of cells is mixed with
a certain portion and digested with trypsin. The labeled
peptides are isolated by biotin-affinity chromatography
and then the peptides are submitted to HPLC/MS/MS
analysis. Quantitative information can be achieved by
the ratio of the ion intensities for the ICAT-label pair.
The relative abundance is quantified by this ratio of
intensities in different cell states.

ICAT has been used in the determination of micro-
somal protein levels in human myeloid leukemia cells
(36), for analyzing specific protein changes in subcellular
fractions such as chromatin (37) and mitochondria (38).

The original deuterium containing ICAT tags led
to variable retention time in RP-HPLC for the same
peptide. Therefore the second generation of ICAT
reagents has been developed, which incorporates *C,
BC isotopes. The third generation of ICAT reagents
(cICAT) contains an acid cleavable group between
the biotin and a labeled linker. These tags reduce the
amount of fragment ions thus sequencing analysis can
be simplified (39). cICAT reagents are useful for the
study of salinity stress on yeast cell proteins (40)

The ICAT strategy has several advantages. The method
is compatible with any amount of protein harvested from
body fluid, cell and tissue. The alkylation reaction is highly
specific and non-sensitive the presence of salt, detergents
and stabilizers. The disadvantages of this method are that
the ICAT labeling is a relatively large modification,thus
the database searching can be complicate, and it can be
used for only cysteine containing proteins.

Enzyme-catalyzed "0 isotope labeling

180-labeling method was originally used to determine
the C-terminal peptide after the protein digestion (41).
During the labeling process, two '°O on the carboxyl
group are replaced by 'O of H,"®O increasing the mass
of the labeled peptide by 4 Da. Heller et al. showed
that the 4 Da mass difference between the labeled and
unlabeled substances is sufficient for the relative quan-
tification of peptides/proteins using either ESI-QTOF,
ESI-IT or MALDI-TOF (42).

The labeling process consists of two different chemi-
cal reactions. The first one is the amide bond cleavage;
the second type is the carboxyl oxygen changes. (Fig. 8)

If enzymatic cleavage is done in 95% H,"®O water,
then almost 100 % of the peptides will be labeled with
0. The efficiency of labeling depends on protocol
followed, pH, type of enzyme used, peptide character-
istics, labeling time (44). The labeling reaction is usu-
ally independent from the amino acid sequence of the
peptides so the PTM can be detected by this method.
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There are two different ways of labeling. In the
direct labeling process the digestion and the labeling
reaction are in the same reaction system. The advantages
of this procedure are the simplicity, the speed and the
possibility of the on-line coupling. The disadvantage of
this process is the incomplete labeling. According to
the decoupling procedure, the digestion and the labeling
systems are separated. The advantage of this method is
the higher degree of labeling efficiency. Nevertheless,
this procedure takes longer than the direct method.

Enzymatic labeling with H *O water is easy to carry
out, all peptides are labeled. There are no need extra
reagents and synthetic steps. Recently,a fast and repro-
ducible method was developed for enzymatic proteolysis
using 8O labelingprocess (43).

Isobaric tags for relative and absolute

quantification (iTRAQ)

iTRAQ is a technology to label the N-terminal and
the lysine residues of amino acids after digestion. Prob-




ably, this approach is the most successful and widely
used technique. (46) iTRAQ reagentconsists of three
parts (figure.): a report group; a balanced group and a
peptide reactive group. The reactive group specifically
reacts with the N-terminus and the side chain amine
groups of peptides. The reporter group is a tag with
at least 4 different masses. Different masses are based
on various combinations of isotopic elements. Different
reporting groups match with the corresponding balance
group to ensure same total weight. The reporter group is
quantitatively cleaved during MS/MS analysis; the four
reporter groups appear in MS spectrum as distinct ions.
The relative concentrations of the four peptides can be
calculated from the corresponding peak intensities of
the reporter ions.
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Fig. 9. (A) Structure of iTRAQ reagent; (B) reporter
and balanced group; (C) iTRAQ labeling strategy (46)

iTRAQ can be coupled with chromatographic and
electrophoretic systems before MS analysis to reduce
the number of isobaric tagged peptides in the first
MS. This method requires tandem MS. However, any
untagged isobaric substances may confuse with the MS/
MS sequencing of the labeled peptides.

Generally, iTRAQ quantification is coupled to
TOF MS. Pierce et al. used iTRAQ labeling combined
with Q-TOF for theanalysis of leukemogenic tyrosine
kinases(47), Anderson et al. applied Q-Trap instru-
ment for plasma protein analysis (48). Shirran et al.
performed a comparison of nanoLC ESI MS/MS and
nanoLC MALDI MS/MS analysis. Enyenihi ef al. used
alternative activation techniques for the analysis of Glu!
fibronipeptides (49). iTRAQ labeling has several applica-
tions, these reagents can label almost all the peptides.
Recently, Armenta et al. developed a fast protocol for
biomarker fingerprinting in cancerous cells using iTRAQ
reagents (50).
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CONCLUSION

MS instrumentation is rapidly improving in speed,
data reduction and specific capabilities. Thanks to the
innovation in the instrumentation and the fragmentation
methods, MS has become an indispensable proteomics
tool to study protein-protein interaction and protein
complexes, experiments. The incorporation of MS into
modern day biology assists to understand complex
biological processes such as embryonic stem cell biol-
ogy (51) and disease (52). Nevertheless, the complete
qualitative and quantitative characterization of the
proteome is a challenging task. Thus the improvements
of MS technology and methodology will be essential.

The existing quantitative methods for proteomics
have strengths and limitations. At present, the main
method of quantitative proteomics is the use of isotope
labeling combined with MS.
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SUMMARY

A wide range of creatinine measurement method spre-
ad in the world. The national laboratories have different
analytical procedures to perform all these tests. The dia-
gnostic kits from different manufacturers using different
methods cause significantly different creatinine values even
in the same patient as well. Particularly in many cases is
difficult the comparison of results and transferability of
data between laboratories. The uncertainty of creatinine
measurement is a very important practical question in
the routine eGFR (MDRD calculation method mainly)
reporting. The authors summarize their work in the
harmonization of creatinine determination system and
its impact on the calculation of eGFR.

CREATININE DETERMINATION METHODS

The investigation of kidney function is still based on
the serum (and urine) creatinine determination. This
parameter represents the basis of the calculation of glo-
merular filtration ratio (GFR), a cornerstone in the clas-
sification, staging, monitoring, etc. of renal diseases. (1)
When we talk about the measurement of creatinine
we thinking mainly about classic reaction described
by Jaffe in 1886 (2)

This method spread throughout the world. However
— for over a century, in parallel with the improvement
of the technical, metrological and analytical possibili-
ties — a significant “evolution” of the "classic Jaffe,"
method occured. It is essential to be aware, therefore,
that the name "Jaffe creatinine determination" comprises
a heterogeneous group of analytical techniques. The
individual laboratories work in different ways so the
performance of analytical methods, the reproducibility
and variability of the results may differ significantly
from each other. (3—6) On the other hand, the eva-
luation of reaction is affected by several interfering
factors (hyperbilirubinemia, icterus, lipaemia, drugs,
etc), which should be taken into account during the
interpretation of results. (7—9). Despite these facts the
great advantage of the Jaffe reaction is undoubtedly its
low cost which is an important factor in the current
economical situation.
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Beside the classical end-point or kinetic Jaffe method
variants over the last decade the worldwide spread of
the enzymatic creatinine determination is possible to
observe. (10). The initial analytical uncertainties were
eliminated and presently the commercially available
enzymatic creatinine tests provide highly reliable re-
sults. The main advantage of the enzymatic methods
is the low number of interfering and limiting factors.
(11, 12) To date, however, there is no clear evidence
to establish that their sensitivity is much better than a
well-performed Jaffe reaction. According to Hungarian
data the enzymatic methods show a bit lower results
compared to “Jaffe” thorough the whole range of me-
asurements. (13)

From metrological point of view the best solution for
creatinine assay is the highly specific direct determination
by high-pressure liquid chromatography (HPLC) and
isotope diluted mass spectrometry (ID-MS), the current
“gold standard”. (14—17) Of course in routine practice,
these methods (due to the high cost of measurement
and instrumentation) are not employable.

LIMITING FACTORS OF CLINICAL APPLICABILITY

The clinical application of serum creatinine levels
is affected and limited by several factors. Beyond the
known pathophysiologicalproblems, one should take
into account that the creatinine has a not too large,
but constant (approximately 5 %) in vivo intra-individual
biological variability (18) and an approximatelzy 8 %,
analytical (intraassay) variability. These two factors
alone can cause significant variations in the results of
repeated test of the same patient. In addition the above-
mentioned performance and reproducibility questions
of the different analytical methods can also increase
the “measurement uncertainty”. (19-21)

Good illustration of the standard deviation of results
is the survey of Lawson ef al. (22) They pointed out
that the same manufacturers tests — using different
methods — can provide different creatinine results,
and this difference can be as high as 100 umol/l in
the individual patient (Fig.1.) This issue is especially
important, given the high number of methods used for
creatinine determination in national and international
laboratories. So the differences between laboratories
(interlaboratory assay) make significant difficulties
in clinical decision-making based on creatinine and
the transferability of the results from one clinic to
others. (Fig. 2, 3.)

MEASUREMENT UNCERTAINTY

The IRMM (Institute for Reference Metrology of
EU) carried out a comprehensive international study
in 2003. The main purpose of this study was to as-
sess the uncertainty of creatinine measurement. 1037
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laboratories worldwide participated in this work. (23).
20 liters of fresh frozen serum samples were aliquoted
and were sent out, and the laboratories analyzed many
parameters from this sample by their routinely used
methods. 1022 participants sent back creatinine results.
The actual creatinine concentration of the sample was
74.57 £0.57 umol/l ccording to high precision HPLC-
IDMS determination. (24) In the Figure 4 it can be
seen that the values obtained by different laboratories
showed very high deviation (from 52.2 to 104.4 umol/I).
It can also disclose that the standard deviation of the
results (Fig.5) is approximately the same in all groups
of analytical methods (enzymatic, kinetic Jaffe, Jaffe
endpoint, etc). This observation was confirmed also
by other studies.

In the calculation of “total analytical error” (TE)
(what is a key determinant of the laboratory result
precision) beside the biological variability and standard
deviation has great emphasis the routine (or systemic)
error (BIAS) of the analytical process. The creatinine
determination procedure is strongly influenced by this
factor (25). According to a survey conducted by The
College of American Pathologist in 2003 (26) the
systemic error of creatinine assay depends less on the
method of determination and more on the reagent
quality from different manufacturers. (Fig.5).

INTERNATIONAL STANDARDIZATION

These examples underline the necessity of internati-
onal harmonization of creatinine measurement and
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the development of a new, high precision calibrator
material to be used uniformly throughout the world.
This reference material should reduce uncertainties
arising from the above-mentioned problems (27). Many
manufacturers are already realizing it because today
there are commercially available control materials with
traceability value to the ID-MS method. We strongly
recommend the use this type of reference materials
only because these calibrators ensure proper calibra-
tion of creatinine determination (25). On the other
side some laboratories yet use the non-traceable old
calibrators. The difference in calibration further in-
creases the possibility of any differences of creatinine
values between laboratories. These differently calibrated
creatinine values provide significantly different eGFR
(estimated glomerular filtration ratio) results (Fig.6).
The ultimate solution of this question is the spread of
uniform, HPLC/ID-MS traceable reference materials.

Due to the differentcreatinine laboratory results
in same patients, the automatic calculation of eGFR
— particularly until the uniform standardization — is
not appropriate without knowledge of laboratory
methods. (28, 36)

The calculation of eGFR according to the 4-variable
MDRD formula is basically depends on the determina-
tion method of serum creatinine. In case of classical
endpoint Jaffe reaction with non traceable calibration
(29, 30):

GFR (mL/min/1.73 m?)=186 x(S_)""**x (Age)®?* x
(0.742 if female) x (1.212 if African American)




BUT

in case of rate-blank compensated Jaffe or enzymatic
test with ID-MS traceable calibration:

GFR (mL/min/1.73 m?)=175x(S_)""**x (Age)*?* x
(0.742 if female) x (1.212 if African American)

The ignoring of the importance of calibration is well
demonstrated in the survey of Clase et al., which is
based on the classic Jaffe method using non-traceable
calibrator. The kidney status of the North American
population seemed much worse than previously thou-
ght, according to the calculated MDRD data from
this creatinine results (31). The proportion of patients
suffering from 3" stage end-stage renal disease was ap-
proximately 12,5 %. However, after the repeating of the
measurements with right method and ID-MS traceable
calibrators, this rate was only 3,2 %. (Fig. 12) (32, 33)

The close consultation is recommended between
clinicians and laboratory for the interpretation of
eGFRuntil the correct standardizedcreatinine measu-
rements are not available and there is no harmoni-
zation between the laboratory methods. (34, 35, 37)
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PROJEKT ORGANIZACIE
INTEGROVANEHO PRENATALNEHO
SKRININGU - NASE PRVE VYSLEDKY
A SKUSENOSTI

Cisarik, F.!, Vavrik, J.2, Babjak, P.3,
Podlucka, M.2, Sadiku, H.!, Kovacova, E.!,
Masna, V.!, Stanova, 1.!, Furmankova, S.?

!0ddelenie lekarskej genetiky FNsP Zilina,
2KLINICKA BIOCHEMIA s.r.o. Zilina,
3Gynekologicko-porodnicke oddelenie FNsP Zilina

SUHRN

Autori porovnavaju dve rovnako dlhé obdobia prenatal-
neho skriningu. V prvom obdobi bola prevaha vySetreni
v skriningu II. trimestra, v druhom obdobi sledovali
dosledky zavedenia integrovaného prenatalneho skriningu.
V druhom obdobi konstatuju pokles poc¢tu indikovanych
odberov plodovej vody priblizne o 50%. Je to dosledok
poklesu pozitivnych vysledkov skriningu. Vypocty rizik
sa vykonavali pomocou programu ALPHA a autori ana-
lyzuju statistiky poskytované programom. Na podklade
vlastného suboru zistuju podstatné zvySenie efektivity
vyberu geneticky rizikovych tehotenstiev. VySetrenie mar-
kerov AFP a hCG v sére matky v II. trimestri umoznuje
zachytnost Downovho syndromu (DS) okolo 70%, na
odber plodovej vody indikuje 7,1 % tehotnych s rizikom DS
nad 1:250 a pravdepodobnost zistenia DS je iba 1:61.
Stratégia kompletného integrovaného skriningu (markery
PAPP-A + AFP + hCG +uE3 + NT) pri rovnakom cut-off
pre pozitivitu 1:250 ma zachytnost 87,4 %, indikuje
2,5% tehotnych na invazivny odber plodovej vody a prav-
depodobnost zistenia chromozomovej chyby DS je 1:17.
Spravnost vypoctu rizika zavisi od kvality biochemickych
analyz, skiusenosti sonografistu a dokonalého ovladania
prace s programom ALPHA. Je potrebna aj dlhodoba
klinicka skusenost s pracou v prenatalnom skriningu
a aktivna timova spolupraca.

Klucové slova: prenatalny skrining, integrovany pre-
natalny skrining, prenatalna cytogeneticka diagnostika,
nuchalna translucencia, program ALPHA

SUMMARY

Two prenatal screening periods of the same duration
were compared. In the first period prevailed the scree-
ning of the second trimester. With the introduction of
the integrated prenatal screening in the second period,
the indications to invasive examinations of amnionic
fluids were about 50% lower. The decrease of invasi-
ve examinations was caused by the lower number of
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positive results of the screening in the second period.
Calculations of risks were performed by ALPHA software
and authors analysed the statistics produced by this
software. The efficiency of the integrated prenatal scree-
ning strategy was substantially higher than the screening
strategy of the second trimester. Doubletest with AFP
and hCG examinations in the second trimester has DS
detection rate of 70 %, false positive rate of 7,1% with
positivity cut-off set to 1:250. The probability of DS
diagnosis at amnionic fluid examination is 1:61. The
complete integrated prenatal screening (PAPP-A + AFP +
hCG +uE3 + NT) with the positivity cut-off set to 1:250
has detection rate of 87,4 %, false positive rate of 2,5%
and the probability of DS diagnosis at amnionic fluid
examination is 1:17. The correct calculation of the in-
dividual risk of DS in pregnancy depends on the quality
of biochemical analysis, sonographer’s skill and the qu-
ality of the software operation. The prenatal screening
efectivity also depends on long time experience of all
prenatal diagnostics team members.

Key words: prenatal screening, integrated prenatal
screening, prenatal cytogenetic diagnostics, nuchal
translucency, ALPHA software

UVOD

Prenatalny skrining vyvojovych chyb plodu, od prvych
skusenosti s vySetrenim alfa-1-fetoproteinu (AFP) v krvi
matky na odhalenie vysokého rizika razstepu nervovej
trubice v obdobi rokov 1970-1980, prekonal obrovsky
rozvoj (1, 12).

V sucasnosti pouZivané skriningové stratégie Standard-
ne vyhladavaju gravidity s vysokym rizikom chromozo-
movych anomalii - trizomie 21 (Downov syndrém, DS)
a trizomie 18 (Edwardsov syndrém). Spomedzi skrinin-
govych stratégii je tzv. integrovany skrining povazovany
za najefektivnejsi a najbezpecnejsi (9, 10). Integrovany
skrining pouziva na vypocet rizika chromozomovych
anomalii vySetrenia biochemickych markerov v 1. a II.
trimestri gravidity, ako aj vySetrenie ultrasonografickych
(UZV) markerov z I. trimestra gravidity. Integrovany
skrining vSak prinaSa aj dalSie informacie o priebehu
gravidity a ziskané hodnoty vySetreni moZu upozor-
novat na rizika v priebehu gravidity a porodu (7, 8,
13). Zlozitost a vyznam prenatalneho skriningu vedie
ku vytvaraniu organizaénych a diagnostickych centier
s vy§Sou kvalitou napojenia na porodnictvo (5, 6, 11).
Podrobné Statistiky z pracovisk lekarskej genetiky na
Slovensku odrdzaju vyvoj prenatalnej genetickej dia-
gnostiky a spektrum indikacii na tieto vySetrenia (2).

MATERIAL A METODIKA

Gynekologicko-porodnicke oddelenie a Oddelenie
lekarskej genetiky FNsP v Ziline spolu s laboratoriom KLI-

31



NICKA BIOCHEMIA s.r.0. realizuju projekt ,,ZvysSenie
bezpecnosti prenatalnej genetickej diagnostiky a zvysenie
zachytnosti vyvojovych chyb“, ktory je spolufinancovany
z Finan¢ného mechanizmu EHP, Norskeho finan¢ného
mechanizmu a zo Statneho rozpoctu SR.

Cielom projektu je zavedenie tzv. integrovaného
prenatalneho skriningu do Standardnej zdravotnej sta-
rostlivosti v regiéne Ziliny u tych tehotnych, ktorym sa
biochemické skriningové markery vySetruju v laboratoriu
KLINICKA BIOCHEMIA s.r.o. v Ziline. Prechod na
systém integrovaného skriningu si vyziadal vypracovanie
novych ziadaniek o vySetrenie v prvom ako aj v druhom
trimestri s informaciou o preanalytickej faze vySetreni
(14, 15).

Su potrebné 2 odbery krvi. Prvy odber na vySetrenie
PAPP-A (pregnancy associated plasma protein A) sa vy-
konava v obdobi 10+ 0 az 11 + 3 tyZzdna gravidity a druhy
odber na AFP, hCG (human chorion gonadotropine)
a uE3 (unconjugated estriol 3) sa robi v obdobi 14+0
az 15+6 tyzdna gravidity. Medzitym sa v Case 11+3 az
13+ 6, najlepSie okolo 12+0 tyzdna gravidity odmeria
hodnota NT (nuchal translucency).

PAPP-A sme vySetrovali supravou PAPP-A B.R.A.H.
M.S Kryptor (vyrobca B.R.A.H.M.S,, Nemecko) na
analyzatore Kryptor Compact (vyrobca B.R.A.H.M.S.,
Nemecko). AFP sme vySetrovali supravou AFP IRMA,
hCG supravou hCG-screening RIA a uE3 supravou
Unconjugated estriol RIA (vyrobca IMMUNOTECH
a.s., Ceska republika) na analyzatore SR 300 STRA-
TEC (vyrobca STRATEC BIOMEDICAL SYSTEMS
AG, Nemecko).

Na kontrolu kvality sme okrem kontrolného materialu
v supravach pouzivali kontrolné sérum BIO-RAD Maternal
serum 220 Trilevel a sme zapojeni v externom systéme
hodnotenia kvality SEKK, Pardubice, Ceska republika.

Vypocet rizika Downovho syndromu sme vykonavali
pomocou programu ALPHA (Logical Medical Systems
Ltd, United Kingdom) verzia W7 ad.

Na vypocet rizika sa okrem nameranych hodnot
markerov pouzivaju aj viaceré udaje zo strany matky,
ktoré vyznamne modifikuju vysledok (vek a hmotnost
matky, pocet plodov, gravidita po IVFET-in vitro ferti-
lisation embryo transfer, diabetes mellitus, atd.). Statis-
ticky modul programu ALPHA je zdrojom informacii,
ktoré sme vyhodnotili a prezentujeme vo vysledkoch.
Zaujima nas najma odpoved na otazku, Ci integrovany
skrining v naSich podmienkach zvySuje zachytnost DS
a Ci jeho pouzivanim dochadza ku zniZeniu poctu in-
vazivnych odberov vzoriek plodovej vody na prenatalne
vySetrenie chromozémov plodu. Odpoved sme hladali
v §tatistikdch z Oddelenia lekarskej genetiky FNsP Zilina
o indikaciach vysetrenia plodovej vody a o vysledkoch
vySetreni. Z tychto udajov sa dozvedame aj o indika-
ciach a vysledkoch rychlej a S§pecialnej diagnostiky
chromozémovych chyb metodou FISH. K vySetreniu
FISH (fluorescen¢na in situ hybridizacia) pouzivame
mikroskop Olympus BX51 (Japonsko), automaticku
obrazovu analyzu systému LUCIA (FISH a KARYO
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EG1IMLMO030, Lucia, Ceska republika) a diagnostické
sondy od firmy VYSIS/ABBOTT (Nemecko).

Zasadnym prinosom pre skvalitnenie prenatalneho
skriningu a ultrazvukovej diagnostiky vyvojovych chyb
je ponuka plosSnej dostupnosti vySetrenia nuchalnej
translucencie kvalifikovanym sonografistom, ktory ziskal
a pravidelne si audituje certifikat z organizacie FMF
(The Fetal Medicine Foundation).

Meranie NT sme vykonavali na sonografickom pristroji
Voluson 730 Expert (GE Medical Systems, Kretztechnik
GmbH&Co OHG, Austria). Program ALPHA umoznuje
ziskat Statisticky pohlad na kvalitu prace lekarov, ktori
NT vysetruju.

VYSLEDKY

Tabulka 1. Prenatalny skrining - podiel integrovaného
prenatalneho skriningu v obdobi 1.11.2009-15.08.2010

Skriningova statégia Pocet %
AFP+hCG+uE3 (II. trimester) 1035 52,3
PAPP-A+AF,P+.hCG+u'ES ' 204 103
(Integrovany biochemicky)

PAPP-A+AF/PjrhCG+uE,3+NT 730 36.9
(Integrovany Standardny)

Iné kombinacie 9 0,45
Spolu 1978

AFP: Alfa-1-fetoprotein, hCG: celkovy ludsky
choriongonadotropin, uE3: nekonjugovany estriol,
PAPP-A: plazmaticky tehotensky protein A,
NT: nuchalna translucencia

V obdobi pred zacatim realizacie projektu sme v na-
Som regione integrovany prenatalny skrining systematicky
nevykonavali. V obdobi od jeho zaciatku dia 1.11.2009
do 15.08.2010 stupol podiel integrovaného skriningu na
46,9 % zo vSetkych vykonanych skriningov tehotnych Zien,
pricom u 36,9 % aj za pouzitia vySetrenia NT. V tomto
obdobi sme zacali rutinne vysetrovat v II. + trimestri aj
biochemicky marker uE3. Na analyzatore Kryptor Com-
pact B.R.A.H.M.S. sme zabezpecili stanovenie PAPP-A
pre obdobie I. trimestra, ¢o umoznilo zaviest skrinin-
govu stratégiu integrovaného biochemického skriningu.
Dostupnost Standardného integrovaného skriningu sme
ziskali ponukou vySetrenia NT u vSetkych tehotnych Zien.
Vysetrenie NT je odborne velmi naroné a aj nam sa
potvrdzuje spravnost poziadavky, Ze ho ma vykonavat
sonografista, ktory ziska prisluSny medzinarodny certi-
fikat od FMF a pravidelne si zabezpecuje audit svojich
vySetreni. V sucasnosti disponuju certikatom FMF na
vySetrenie NT v naSom regione dvaja sonografisti, pricom
jeden ziskal naviac aj certifikat FMF na ultrazvukové
vySetrenie v 20.-22. tyZdni gravidity.




Tabulka 2. Dve zakladné prenatalne skriningové stratégie:
prenatalny skrining v II. trimestri a prenatalny integrovany skrining
- porovnanie vyskytu pozitivnych skriningov v nasom siubore

% % % % % % % %
Prena-
, DS+ . An. . Mul-
talryly‘ DS NTD NTD | Tril8 DS Predé¢ | Nesk tig
skrining
1.tri- 97 o0 | 1,5 [261| 07 | 11 | 01 | o1
mester
Integ-
rovany

4 1 1,1
(stand./ 810, 0,3 ,18
bioch.)
Vsetky
typy skri- | 7,3 0,1 1 1,92 | 0,1 11 0,1 0,1
ningov

DS: Downov syndrém, NTD: neural tube defects - razStep nervovej
trubice, Tri 18 - trizomia 18 - Edwardsov syndrém, An. DS: anam-
néza DS - indikuje rodiny s vyskytom Downovho syndromu v niek-
torej z predchadzajucich gravidit matky, predc.: odber bol odobraty
predcasne a preto je nepouZitelny, nesk: odber bol odobraty neskoro
a preto je nepouzitelny, multig: - viacplodova gravidita.

Vyskyt pozitivnych skriningov pre vysSie riziko DS
v II. trimestri oproti vyskytu v stratégii interovaného
skriningu je evidentne rozdielny. Pri rovnakom nasta-
veni cut-off 1:250 pre pozitivitu je vyskyt pozitivnych
skriningov v skriningovej stratégii II. trimestra skoro
dvojnasobny. V skriningu II. trimestra je aj vys$si vyskyt
pozitivnych skriningov pre riziko trizomie 18 a pre rizi-
ko NTD (neural tube defects). Stratégia integrovaného
skriningu je podstatne bezpeénejsia.

Tabulka 3. Indikacie na invazivny odber vzorky plodovej vody
na prenatalnu geneticku diagnostiku

Indikacia 14.1.2009 - 1.11.2009 -
31.10.2009 15.8.2010
Len vek na 35 rokov 44 16
Double test 7
Triple test 89 36
Integrovany biochemicky 3 3
Integrovany Standardny 5 16
NT nad 3mm 3 4
Vyvojova chyba plodu 3 2
Geneticka 3 1
Spolu 157 78

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2011

Double test: AFP+hCG, triple test: AFP+hCG+uE3, integrovany
biochemicky skrining:

AFP+hCG+uE3+PAPP-A, integrovany Standardny prenatalny skrining:
AFP+hCG+uE3+PAPP-A+NT, NT: nuchalna translucencia.

V obdobi od 1.11.2009 do 15.8.2010 v porovna-
ni s rovnako dlhym obdobim pred zacatim projektu
(14.1.2009-31.10.2009) klesol pocet invazivnych odberov
plodovej vody na prenatalne vySetrenie chromozomov
o0 49,7%. V obdobi pred projektom tvorila indikacia
samotného veku 28 % z celku, v obdobi projektu tvorila
indikacia samotného veku 20,5 %. V tejto indikacii sme
zaznamenali relativny, ale aj absolutny pokles indikacii
PD (prenatalna geneticka diagnostika). Integrované
stratégie zaberali v obdobi pred projektom 5% indikacii,
v obdobi projektu to je 24,3 % indikacii. Skriningové stra-
tégie II. trimestra (double test: vySetrenie AFP a hCG,
triple test: vySetrenie AFP+hCG +uE3) zaberali spolu
v obdobi pred projektom 61 %, v obdobi projektu 46 %
indikacii. Zvacsenie NT nad 3 mm alebo nalez vyvojo-
vej chyby plodu su samostatné indikacie na vySetrenie
chromozomov plodu, ako je aj vysoké genetické riziko
vyhodnotené na zaklade genetického vySetrenia.

Tabulka 4. Patologické UZV nalezy a cytogenetické
anomalie zistené v obdobi od 1.11.2009 do 15.8.2010

Nazov UZ,V . C;;::::::Z‘
patologia anomalie

Hygroma colli cysticum, Hydrops plodu 6 X0,X0
Dandy-Walkerova |
malformacia
Agenesis corporis callosi 1
Robertsonovska 1
translokacia 14/15 fam
Intersticialna delécia 16q,mos 1
Trizomia 21 2
Trizomia 18 1
Body - limb stalk anomaly 1
Hypoplazia lavého srdca 1
Potter sekvencia 1
Arthrogryposis multiplex congenita 1
Simplexna cysta mediastina 1
Razstep brusnej steny (AWD) 1
Akranius/ Meningokéla 2
IUGR/oligohydramnion/NF 9mm/ 1
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Za obdobie 9,5 mesiaca sme zistili 7 chromozdémovych
anomalii u plodov (z toho 1 neposkodi vyvoj plodu a 1 ma
neistu prognozu). Zo 17 pozitivnych UZV nalezov je
13 vyvojovych chyb s nepriaznivou prognozou, 1 nalez
s prognozou neistou a 3 nalezy maju po dodatoénych
vySetreniach prognozu dobru. Meranie NT v I. trimestri
umoziuje zistit viacsi pocet vyvojovych chyb u plodov
vo véasnejSom obdobi vyvoja. Meranie NT je naro¢né
na techniku a skusenosti lekara. Program ALPHA
umoznuje sledovat aj parametre suvisiace s hodnotenim
kvality merania NT.

Z porovnania dvoch obrazkov auditu merania NT
jednoznacne vyplyva potreba spravneho zaSkolenia
lekara tak, aby bola dovera v spravne meranie a na-
sledne vyuzitie hodnoty NT na spravny vypocet rizika
DS. Merania lekara, ktory nema certifikat FMF su pre
vypocet nepouzitelné.

Ukazka zaroven dokazuje potrebu centralizacie te-
hotnych do pracovisk, kde sa ziska dostatony pocet
merani NT, ¢o je veImi dolezité pre spravne nastavenie
programu.

Najcastejsie je prva vzorka krvi v integrovanom skri-
ningu odobrata spravne a to v priebehu 11.-12. tyzdna
gravidity. Odber druhej vzorky je spravidla vykonany
v obdobi 15.-16. tyzdna gravidity. Do 90 % integrovanych
je vyhodnotenych v priebehu 16. tyzdna gravidity. Klinic-
ky genetik priebezne vyhodnocuje vysledky parcialnych
skriningov I. trimestra v Case, ked' je dostupné vySetrenie
PAPP-A a namerané NT. V pripadoch vypocitaného
extrémneho rizika DS, zistenej vyvojovej chyby plodu
alebo vysokej nameranej hodnoty NT necaka na kom-
pletny integrovany skrining, ale postupuje individualne.

Tabulka 5. Porovnanie zachytnosti Downovho syndromu (DR v %),

falosnej pozitivity (FPR v %) a OAPR (odds of being affected given

a positive result - pravdepodobnosti zistenia chyby pri pozitivnom

skriningu), pri cut-off 1:250, v jednotlivych skriningovych stratégiach
podla vysetreni v nasom subore

Skriningova kombinacia DR (%) | FPR (%) OAPR
AFP+hCG 70,3 7.1 1:61
AFP+hCG+uE3 75,9 5,9 1:47
AFP+hCG+uE3+PAPP-A 78,9 4.8 1:37
AFP+hCG+uE3+PAPP-A+NT 87,4 2,5 1:17

Program ALPHA audituje jednotlivé skriningové
stratégie na jednotnom porovnavacom zaklade. Kom-
binacia AFP+hCG (double test) dosiahne zachytu DS
na urovni 70 %, za podmienky Ze 7,1 % tehotnych Zien
podstupi invazivny odber vzorky na prenatalne genetické
vySetrenie a potom je pravdepodobnost 1:61, Ze spome-
dzi tychto vzoriek zistime plod s DS. Pri integrovanom
skriningu je zachytnost DS 87,4 %, na tento zachyt staci
len 2,5% invazivnych odberov vzoriek plodovej vody
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a pravdepodobnost zistenia DS spomedzi odobratych
vzoriek je 1:17.

Cielom projektu je poskytovanie rychlej, spolahlivej
a kvalitnej prenatalnej cytogenetickej diagnostiky. Zo
strany tehotnych Zien a lekarov je vyrazny tlak na to,
aby sme jednoznacné vysledky poskytli ¢o najrychlejSie.
VySetrenie kompletného karyotypu plodu trva spravidla
14-21dni. To je dlhy ¢as trvania neistoty a psychickej
tenzie u tehotnej zeny. FISH metdda umoziuje poskytnut
prvy a spravidla najdolezitejsi vysledok do 48-72 hodin.

Tabulka 6. Rozlozenie indikacii FISH vySetreni
v obdobi od 1.11.2009 do 15.8.2010

Aneutest kompletny 13
Aneutest parcialny 36
LSI 21 (trizomia 21) 157
DiGeorge syndrom 2
Prader Willi syndrom 1
Tel20p/g, 16p/g 2
WCP 16 1
Spolu 212

Vykonali sme 212 FISH vySetreni réznych kom-
binacii podla klinickej indikacie FISH vySetrenia.
Aneutest kompletny znamena rychle FISH vySetrenie
autozomovych trizomii chromozomov 13, 18, 21 a go-
nozomov X a Y. Aneutest parcidlny je zamerany len
na autozomové trizomie 13, 18 a 21. Kazdu odobratu
plodovi vodu vySetrime na trizomiu 21 sondou LSI
21 (locus specific identifier). Ostatné FISH vySetrenia
su selektivne zamerané a odpovedaju na diagnosticku
otazku pri genetickom vySetreni matky.

Obrazky €. 1-3: vid' farebna Priloha ¢. 1, str. 169 - 170.

DISKUSIA

V obdobi prvych 9,5 mesiacov od zacatia projektu,
v obdobi od 1.11.2009 do 15.8.2010, sme pomocou
programu ALPHA vyhodnotili riziko u 1978 tehotnych
zien. Z tohto poctu bolo u 47,2 % tehotnych zien (934)
vykonané vyhodnotenie na zaklade integrovaného skri-
ningu. StarSim a menej efektivnym postupom prenatal-
neho skriningu v II. trimestri (double test a triple test)
bolo vyhodnotenych 52,3 % (1035) odobratych vzoriek.
V projekte planujeme dosiahnut vyhodnocovanie rizika
pomocou integrovaného skriningu u viac ako 50 % te-
hotnych Zien vysetrovanych v laboratériu KLINICKA
BIOCHEMIA s.r.0.




Integrovany skrining oznacil vysledok ako pozitiv-
ny u 4,7% tehotnych Zien a to pri nastaveni hranice
pozitivity, cut-off 1:250. Je to skoro o polovicu menej
ako pri skriningu v II. trimestri. Oproti priemeru v SR,
ktory je 7% (2,3) je to vyznamne niZ§i pocet.

V obdobi od 1.11.2009 do 15.8.2010 pri porov-
nani s rovnako dlhym obdobim pred zacatim projektu
(14.1.2009-31.10.2009) klesol pocet invazivnych odberov
plodovej vody na prenatalne vySetrenie chromozomov
(PD) o 49,7 %.

V obdobi pred projektom tvorila indikacia PD len
pre vek tehotnej 28 % z celku, v obdobi projektu to bolo
20,5 %, nastal aj absolutny aj relativny pokles vekovej
indikacie na vySetrenie chromozémov plodu. Integrované
stratégie v obdobi pred projektom tvorili 5 % zo vSetkych
indikacii PD, v obdobi projektu to je 24,3 % indikacii na
vySetrenie chromozomov plodu. Double test a triple test
spolu v obdobi pred projektom zaberali 61 %, v obdobi
projektu 46 % z poctu indikacii PD.

Kvalita stratégie integrovaného skriningu je zavisla
od kvality jednotlivych Casti a je komplexna. DoélezZitym
faktorom pre kvalitu biochemickych vySetreni je strikt-
né dodrziavanie pravidiel v preanalytickej faze ako aj
ucast laboratdria v externom systéme kontroly kvality
(16). Kvalitu vySetrenia nekonjugovaného estriolu po-
vazujeme stale za nedostatoénu. Diagnosticka suprava
na stanovenie uE3 bude v kratkom ¢ase upravena a po-
uzitie monoklonalnych protilatok by malo zlepSit jej
parametre. U ostatnych biochemickych markerov (AFP,
hCG a PAPP-A) problémy s kvalitou vySetrenia nie su.

VysSetrenie NT vykazuje prislu§nu stabilitu. Pre vy-
Setrenie NT sa jednozna¢ne pozaduje certifikat FMF.

Cely proces integrovaného skriningu ma pozadova-
nu rychlost, az do 90 % skriningov je vyhodnotenych
v priebehu 16. tyzdna gravidity.

Nase skusenosti s pouzivanim integrovaného skriningu
potvrdzuju jeho vyssiu efektivitu a bezpecnost. Efektivita
sa odvodzuje od zachytnosti DS, tato je u integrovanych
stratégii najvyssia. Bezpecnost sa odvodzuje od ¢o naj-
nizSieho poctu invazivnych odberov vzoriek na vySetrenie
chromozomov plodu pri ¢o najvyssej zachytnosti. Ako nasa
studia dokazuje, pouzivanie stratégie integrovaného skri-
ningu znizuje pocet invazivnych odberov skoro na polovicu.

Rychla diagnostika aneuploidii metodou FISH vyrazne
skracuje ¢as ¢akania na kompletny vysledok chromozomovej
analyzy plodu. Pri kompletnom vysSetreni chromozomov
plodu ¢akame na vysledok 14-21 dni, pri metode FISH
sa dozvieme o pocte chromozomov ¢. 21 do 48-72. hodin.
Vysetrenie FISH na trizomiu 21 je nateraz v SR hodno-
tené ako nadstandardné. Pri invazivhom odbere vzorky
sa pozaduje kompletné vySetrenie chromozomov plodu.
Viaceré studie hladaju model, ktory by bol ekonomicky
efektivnejsi a umoznil by pri splneni podmienok u Casti
tehotnych vySetrovat len autozomové trizomie 13, 18
a 21 metodami FISH alebo molekularno-genetickym
vySetrenim (aneutest) (5). Postup uvedeny v praci Hills
et al. (2010) dokazuje, Ze pri skriningovych stratégiach
s vysokou zachytnostou DS a kvalitnej sonografii v I.
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trimestri je potrebné vySetrenie kompletného karyotypu
len u 25 % indikovanych odberov na PD. Aj na Sloven-
sku, tam kde mame tieto podmienky naplnené, moézeme
ku takémuto postupu pristupit.

V nerozhodnych pripadoch skriningu alebo inych
indikovanych situaciach CastejSie pouzivame aj podrobné
sonografické vySetrenie plodu v 20.-22. tyZdni gravidity,
tzv. ,geneticky ultrazvuk®.

Uvedomujeme si rychlost vyvoja poznatkov v oblasti
prenatalnej diagnostiky a potrebu relevantnych vedeckych
informacii pre lekarov ako aj pre tehotné Zeny. NasSe
poznatky a zakladné informacie postupne uverejiujeme
na webovej stranke: http://www.prenatalnecentrum.sk.

Na stranke je podrobne rozpisany aj postup na kva-
litné zabezpecCenie vySetreni pre integrovany prenatalny
skrining, su uvedené uzitocné informacie pre tehotné
zZeny, informacie pre lekarov a Ziadanky na vySetrenia.
Publikujeme tam aj najCastejSie kladené otazky tehotnych
v suvislosti s prenatalnou diagnostikou a prenatalnou
genetickou diagnostikou.

ZAVER

Doterajsie vysledky projektu su v sulade s najnovSou
literaturou a dokazuju, ako aj v naSich podmienkach
mozZeme zlepsit prenatalny skrining a prenatalnu genetic-
ku diagnostiku. Integrovany prenatalny skrining zvySuje
zachytnost Downovho syndromu a inych chromozo-
movych anomalii a zdroven zniZuje pocet potrebnych
invazivnych odberov vzoriek plodovej vody (4, 6, 11).
Zavedenie Standardizovaného a kvalitného UZV vyset-
renia do I. trimestra gravidity umoznuje zistit mnohé
vyvojové chyby plodu omnoho skor a spresnuje vypocty
rizik. Integrovany prenatalny skrining umoZziuje znizit aj
pocet indikovanych vySetreni karyotypov plodov, ktoré
nemaju ziadne UZV znaky pre moznu chromozémovu
anomaliu alebo vyvojovu chybu a tieto mozno nahradif
rychlym vySetrenim FISH aneutestom, pripadne DNA
testom na aneuploidie. Tento pristup by vyznamne Setril
naklady na prenatalnu geneticku diagnostiku. Odhaduje
sa, Ze kompletna chromozomova analyza by bola potom
potrebna len u 25 % skriningovo pozitivnych gravidit (5).
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SYSTEMATICKY PREHLAD:
POROVNANIE PRIAMYCH A NEPRIAMYCH
METOD STANOVENIA LDL-CHOLESTEROLU

Rudolf Gasko

Biostatisticka jednotka, Oddelenie klinickej biochémie,
Zelezniéna nemocnica s poliklinikou Kosice

SUHRN

Pozadie: Stanovenie lipoproteinov nizkej denzity
v cholesterole (LDL-C) je nezavislym rizikovym faktorom
kardiovaskularnych chorob. Validita, teda presnost a sprav-
nost roznych metod stanovenia LDL-C je problematicka.

Uéel: Zostavenie prehladu publikovanych $tudii ktoré
popisuju vztahy medzi roznymi metodami stanovenia LDL-C.

Zdroj dat: Databazy SCOPUS, WoS, Scholar Google
(od 2000 do 30.6.2010) + rucné vyhladavanie. Bez obme-
dzenia na anglicky pisané Studie.

Syntéza dat: Vsetkych 68 studii, alebo casti Studii,
bolo heterogénnych v statistickej metodologii ktora bola
pouzita k hodnoteniu ekvivalencie medzi metodami.
V prehlade popisujeme vztahy medzi ultracentrifugaciou
a Friedewaldovou formulou alebo inymi nepriamymi meto-
dami; priamymi metodami 3. generacie a Friedewaldovou
formulou alebo inymi nepriamymi metodami; nepriamymi
metodami navzajom; raritnymi metodami.

Zaver: Vysledky LDL-C ziskané roznymi metodami
stanovenia nie su vzajomne harmonizované.

Klucové slova: LDL-cholesterol, ultracentrifugacia,
priame metody, nepriame metody, validita, systematicky
prehlad

SUMMARY

Background: Measures of low-density lipoprotein
cholesterol (LDL-C) have been stated as an independent
risk factor for cardiovascular disease. Validity of different
methods for measuring LDL is problematic.

Purpose: To review published studies that reported
relationships between different methods for LDL-C
measuring.

Data Source: SCOPUS, WoS, Scholar Google (2000
to 30 June 2010) + manual searching. Not limited to
English-language studies.

Data Synthesis: All 68 studies, or substudies, were
heterogeneous in statistical methodologies that were used
to assess the equivalence between methods. In review we
describe relationships between ultracentrifugation vs Frie-
dewald formula or other indirect methods; direct methods
of third generation vs Friedewald formula or other indirect
methods; indirect methods to each other; rare methods.
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Conclusion: LDL-C results obtained by different
methods of assessment are not mutually harmonized.

Key words: LDL-cholesterol, ultracentrifugation, direct
methods, indirect methods, validity, systematic review

LDL-cholesterol (LDL-C) je vyznamnym rizikovym
faktorom aterosklerozy ciev a jej dosledkov. V sulade s tym
je LDL-C povazovany za hlavny ciel hypolipidemickej
liecby vo vSetkych aktualne platnych medzinarodnych
aj narodnych kardiovaskularnych guidelinoch.

Stanovenie koncentracie LDL-C vzdy bolo a nadalej
zostava problematickym vySetrenim ¢o sa tyka Stan-
dardizacie a spolahlivosti. Dovodov je viacej, medzi
hlavné patri:

1. heterogenita ¢astic LDL (low density lipoproteins)

2. neexistencia ostrej hranice medzi VLDL (very low

density lipoproteins), IDL (intermedial density li-
poproteins) a LDL, ktoré pri svojom katabolizme
v krvi prechadzaju plynule jedna do druhe;j.

Vzajomnému porovnaniu roznych metod stanovenia
LDL-C z analytického pohladu aj z pohladu klinickych
konzekvencii sa venuje vela vedeckych publikacii.
Najznamej§im porovnanim, ktoré je zdroven najviac
citovanym a ma najvacsi vplyv na realnu diagnostiku,
je praca Friedewalda a spol (1).

Po spracovani a publikovani meta-analyzy porovnania
stanovenia LDL-C referenénou metodou ultracentrifugacie
a Friedewaldovym vypoctom (2), podla naSich vedomosti
prvej takejto meta-analyzy vo svetovom pisomnictve,
v tejto praci popisujeme porovnania stanovenia LDL-C
vSetkymi pouzivanymi metdédami. Podstatnym rozdielom
oproti predoslej praci je, zZe tentoraz nebolo mozné
pouzit metdédu kvantitativneho spracovania vysledkov
primarnych §tudii, teda meta-analyzu. Prilis§ velka
rozdielnost metodickych postupov pouzitych v jednot-
livych primarnych §tudiach umoznuje iba kvalitativny
popisny prehlad realizovanych studii, teda systematicky
prehlad (3). Problém diverzity metodickych postupov
pri sekundarnom spracovavani primarnych S§tudii sa
vSak nevztahuje iba na nami sledovanu oblast LDL-C.
Je popisovany ako zasadny nedostatok primarnych kli-
nickych S$tudii aj diagnostickych §tudii publikovanych
aj v tych najrenomovanejSich ¢asopisoch (4, 5).

Cielom tejto prace je predlozit komplexny prehlad
publikovanych vysledkov porovnani stanovenia LDL-C,
a to vCitane neanglicky pisanej literatury a Sedej literatury.

METODIKA

Primarne studie boli vyberané nasledovnym postupom.

1. Prvotné vyhladavanie literatury. Prvotné vyhladavanie
bolo vykonané v databazach SCOPUS, WoS, Scholar
Google. Seda literatura, predovietkym ceska a slo-
venskd, bola ziskana nesystémovo z réznych inych
zdrojov. Pouzité klucové slova: LDL cholesterol,
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method comparison study, Friedewald, ultracentrifu-
gation, beta quantification, indirect. VSetky kombina-
cie klucovych slov v syntaxe ,and“, ,or“. Obdobie:
2000 - jun 2010. (Zdovodnenie vybraného obdobia:
Porovnania boli publikované od sedemdesiatych rokov,
vid citacia 1. Zatial ¢o gold standard metdédou je
od tohto obdobia doteraz metoda ultracentrifugacie,
rutinnymi v praxi pouZivanymi a teda porovnavanymi
metddami bolo niekol'ko generacii priamych metod
stanovenia LDL-C. Priblizne od roku 2000 sa dote-
raz v rutine pouZivaju a v porovnavacich Studiach
spracovavaju priame metody 3. generacie, ktorymi su
enzymatické neprecipitacné metody. Tento prehlad
nema ambiciu popisovat porovnavania z dne$ného
pohladu archaickych, teda uz nereprodukovatelnych,
metdd.)

Ziskanie plnych textov prac a ich preStudovanie.
Selekcia vhodnych primarnych studii. Boli pouzité
tieto inkluzne a exkluzne kritéria: Typ publikacie:
Originalna praca. Vyluc¢ené boli prehladové prace
(reviews), abstrakty z konferencii, kazuistiky, veteri-
narne publikacie. Vylucené boli duplicitné publikacie,
teda rovnaké vysledky tej istej Studie publikované
v 2 alebo viacerych pracach, priCom sa nemuselo

Tabul'ka 1. Prace vylucené z dalSieho spracovania
s dovodom vylucenia

Abstrakty z medzinarodnych alebo narodnych konferencii
-6 -15

Kazuistiky - 16-18

Veterinarne publikacie - 19

Duplicitné publikacie - 20 (duplicita s 21)

Non-fasting vzorky - 23-25

Sabor s n<50 vzorkami - 11, 26-35

TAG nad 4,5 mmol/l pri hodnoteni Friedewaldovho

jednat o nekalé publikovanie ale o celkom bezné
publikovanie najprv formou prednasky alebo poste-
ru na vedeckej konferencii a nasledne v Casopise.
Jazyk: akykolvek. Hodnotené vzorky museli byt
nala¢no (fasting). Vylucené boli prace, alebo Casti
prac, hodnotiace non-fasting vzorky, alebo zmieSané
fasting + non-fasting vzorky. Ak bol hodnoteny Friede-
waldov vypocet (2), boli vylucené prace, alebo Casti
prac, hodnotiace vzorky s triacylglycerolmi (TAG)
nad 4,5 mmol/l. Hodnoteny subor vzoriek musel
mat viac nez 50 ¢lenov. Vylucené boli vSetky prace,
alebo Casti prac, so subormi n < 50. Vylucené boli aj
prace, ktoré sice splnili ¢asové kritérium publikacie
po roku 2000, avSak popisovali porovnanie niektorej
z priamych precipitacnych enzymatickych metod,
teda metod 2. generacie, ktoré boli popisované ako
rutinne pouZivané na teritoriu autorov prac, avSak
vo vyspelom svete uz nie su na trhu, teda nemozu
byt reprodukovatelné. V tabulke 1 su uvedené pri-
klady vyluc¢enych prac. Niektoré z nich splnili aj
viac exkluznych kritérii zaroven, alebo v niektorej
Casti naplnili exkluzne kritéria ale v inej Casti nie.
Uvedené prace predstavuju zhruba polovicu vSetkych
vylu¢enych prac, druha polovica nie je uvedena
z priestorovych dovodov. Studie hodnotiace interassay
variabilitu, teda priame metédy roznych vyrobcov,
maju Specificky dizajn. Vacsia cast z nich tiez bola
vylucena.

. Publikacie spifajuce inkltizne kritéria boli rozdelené

do nasledovnych 4 skupin: Porovnanie beta-kvantifi-
kacie s ostatnymi metodami - tabulka 2. Porovnanie
priamych metdd 3. generacie s nepriamymi metodami
- tabul'ka 3. Porovnanie nepriamych metod navzajom
- tabulka 4. Porovnanie niektorej z doteraz uvedenych
metod s raritnymi metédami - tabulka 5. Raritnymi
metodami su metody pouzité iba v jednej publikacii,
ako experimentdlna, nie rutinne pouzZivana metoda.

VYSLEDKY

V tabulkach 2-5 su uvedené zakladné udaje z prac

vypoctu - 25, 36-38

Precipitacné priame metody 2. generacie - 39-43

Inter-assays variability - 35, 44-47, 52 (prace 46, 47
a 52 su pre ukazku uvedené v tab. 2)

Iné dovody: 22, 53 (napriek usiliu sa nepodarilo ziskat plny
text prace), 48 (nedostatocny popis vysledkov), 49 (hodnote-
na obsolentna metoda), 50 (metodicka praca, nedostatocny
popis originalnych vysledkov), 51 (tézy ku habilitacii, nejedna
sa o plnohodnotnu publikaciu), 54 (publikované v neprelo-
zitelnom jazyku a zo suhrnu a tabuliek sa nedaju urobit
plnohodnotné zavery, na rozdiel od inych prac v tomto alebo
inych takychto jazykoch)
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ktoré splnili inkluzne kritéria. Pre podrobnosti odka-
zujeme na primarne prace. V stipci Analyza - metoda
je popisanych dovedna 15 matematickych spdsobov
porovnavania zhody dvoch metod. V mnohych pracach
bolo pouzitych aj viac sposobov, ako jeden, resp. boli
pouzité aj grafické metody (grafy Bland-Altman, Pas-
sing-Bablok, krabicové grafy). Korelacny koeficient je
tu uvedeny iba vtedy, ak ziadna ina metoda komparacie
nebola pouzitd (ma velmi slabu vypovednu hodnotu).
V stipci Vysledky je popisanych dovedna 12 numerickych
sposobov vyjadrenia vysledkov. Ak je vysledkom rozdiel
medzi dvoma metodami, potom sa vzdy mysli Test 2
voc¢i Testu 1 - porovnavana metoda voci referencnej
metode. Pre tuto rozmanitost nebola urobena matema-
ticka kompilacia vysledkov, ¢i uz ako vazeny priemer
vyslednych rozdielov, alebo inou metodou.
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Citovanost publikacii v databaze SCOPUS, k terminu
30.6.2010, je dokladom ich seriéznosti. Samozrejme,
prace z ostatnych 1-2 rokov maju zatial nulovu citovanost.

DISKUSIA

Sposob porovnavania metéd modze byt v principe
dvojaky: 1. Porovnavanie rozdielov vo vysledkoch
meranych referen¢nou a porovnavanou metodou =
analyticky pristup - rozdiel je vyjadreny v absolutnych
Cislach, v percentach, korelaénym koeficientom r, atd. 2.
Porovnavanie rozdielov v stratifikacii pacientov do jed-
notlivych lieCebnych kategorii, podla réznych guidelinov,
pri vysledkoch meranych referencnou a porovnavanou
metddou = viac klinicko-epidemiologicky pristup. Kazdy
sposob ma svoje vyhody aj nevyhody (106).

Snazili sme sa o zachytenie ¢o najvyznamnejsej
Casti Sedej literatury - ku ktorej patria abstrakty prac
z konferencii a kongresov, prace publikované v lokalnych
Casopisoch ktoré nie su reSerSované v internetovych
databazach, prace v neanglickych jazykoch - pretoze aj
v tychto pracach st uvadzané hodnoverné udaje (107).
Cast z nich nasledne nesplnila inkluzne kritéria, avsak
ich citovanim v tabul'ke 1 ich zverejiiujeme na pripadné
dalSie rozbory. V tabulkach 2 az 4 je zo 68 zdrojovych
prac 6 v neanglickom jazyku (8,8 %). Dalsich 13 prac,
z nich 5 v ceStine alebo slovencine, je uvedenych
v tabulke 2. Minimalne dalSich 6 prac v neanglickom
jazyku nebolo mozné posudit, pretoZze sme neziskali
ich pIné texty. V lokalnych medicinskych databazach
z nasho pohladu exotickych (velkych) Statov Japonsko,
Cina, ktoré zhromazduju tdaje o pracach publikovanych
v prislu§nych jazykoch, casto bez anglického suhrnu,
bolo zachytenych dalSich cca 15 prac.

Nie je ucelom tohto prehladu posudzovat vyhody
a nevyhody priamych neprecipitaénych enzymatickych
metod voCi Friedewaldovmu vypoctu. Napriek tomu
podotykame, Ze naklady na priame stanovenie LDL
cholesterolu v ambulantnych laboratériach v CR v roku
2008 boli 5,44-5,10% z celkovych nakladov laboratorii,
¢o nie je zanedbatelna polozka (109). Pre priame me-
tody hovori podstatne nizSia neistota merania. V praci
(110) bola vypocCitana neistota priamej metdédy 6,9 %
oproti neistote 19,4 % pri vypocte podla Friedewalda.
Proti priamym metodam hovori nedostatoéna harmo-
nizacia medzi postupmi, resp. setmi réznych vyrobcov.
Dostato¢né mnozstvo prac (35, 44-47, 52) hodnotiacich
interassay variabilitu dokladuje, Ze vysledky namerané
roznymi setmi mozu byt vzajomne odlisné az v rddoch
desiatok percent. Friedewaldov vypocet dava systema-
ticky nizSie hodnoty nez priame metody. Dosledkom
tychto metodickych rozdielov je, Ze epidemiologické
prace hodnotiace LDL cholesterol by mali byt prijimané
rozpacito. Napriklad, rozsiahla studia z udajov od vySe
136 000 hospitalizovanych pacientov z 541 nemocnic
hodnotila, okrem iného, aj hladiny LDL cholesterol
do 24 hodin po hospitalizacii (111). Hodnoty lipidov,
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vcitane LDL cholestrolu, boli analyzované v lokalnych
laboratoriach tychto nemocnic. Akou metodou - meto-
dami, nie je uvedené. Ako mozno serdzne interpretovat
vysledky porovnavajuce jablka s hruSkami? Ku tejto
téme vid aj fundované nazory uvedené pod nadpisom
Is lowering low-density lipoprotein an effective strategy
to reduce cardiac risk? Controversies in cardiovasc
medicine (112, 113).

ZAVER

Literatura popisujuca rozdiely v hodnotach LDL
cholesterolu ziskavané réoznymi metdédami je v ostatnom
desatroCi hojna. Jej vysledky svedCia o nedostatoCnej
presnosti a spravnosti rutinnych metdéd stanovenia, Ci
uz nepriamej vypoctom podla Friedewalda, alebo inymi
rovnicami, alebo priamymi metodami.
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ASOCIACIA MEDZI POCTOM
LIKVOROVYCH OLIGOKLONALNYCH PA-
SOV IGG A PLAZMATICKYMI HLADINAMI
KOENZYMU Q10, ALFA- A GAMA-TOKOFE-
ROLU A BETA-KAROTENU U PACIENTOV
SO SKLEROZOU MULTIPLEX

Ondrkalova Marta' Kalnovicova Terézia' Kucharska
Jarmila?, Kuracka Lubomir?,Turé¢ani Peter’

I.neurologicka klinika LF UK,
*Farmakobiochemické laboratorium III. Internej kliniky,
3Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie,
LFUK Bratislava

SUHRN

Cielom tejto prace bolo zistit, ¢i existuje u pacientov
so sklerézou multiplex (SM; n=28; 7M/21 Z; priemerny
vek 37,3%+11,6r.) korelaény vztah medzi mnozstvom
oligoklonalnych pasov (OP) v cerebrospinalnom likvore
(CSF) a plazmatickymi hladinami niektorych antioxidan-
tov (koenzym Q10, alfa-, gama-tokoferol a beta-karotén).
Zistili sme negativnu Kkorelaciu medzi mnozstvom CSF
OP a plazmatickymi hladinami beta-karoténu (r=-0,4347,
p=0,023), pozitivnu korelaciu medzi mnozstvom CSF OP
a gama-tokoferolom (r=0,5082, p=0,0068), hladinami
IgG v CSF (r=0,6572; p=0,0001), IgG indexom (r=
0,90136; p<0,0001), Reiberovym vztahom (r=0,74428;
p<0,0001) a mnozstvom mononuklearov v CSF (r=
0,5083; p=0,058). Priemerné plazmatické hladiny ana-
lyzovanych vitaminov boli u SM pacientov znizené. Na
zaklade uvedenych vysledkov predpokladame, ze redu-
kovana antioxidac¢na kapacita v asociacii so zvySenou
intratekalnou syntézou IgG by mohla hrat vyznamnua
ulohu v patogénéze zapalovej demyelinizacie vo véasnom
stadiu tohto ochorenia.

Klucové slova: plazma, cerebrospinalny likvor, vitaminy,
koenzym Q10, alfa-tokoferol, gama-tokoferol, beta-karotén,
TBARS, oligoklonalne pasy.

SUMMARY

The aim of this study was to asses the correlation
between some antioxidants in plasma (coenzyme Q10,
alpha- and gamma-tocopherol and beta-carotene) and
the number of the oligoclonal IgG bands (OCB) in
the cerebrospinal fluid (CSF) of patients with multiple
sclerosis (MS). The set of 28 patients consisted of 7
males and 21 females (aged 17-59, mean 37,3+11,6
years). We have found negative correlation between the
number of CSF OCB and plasmatic levels of beta-caro-
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tene (r=-0,4347; p=0,023), and positive correlation
between the number CSF OCB and gamma-tocopherol
(r=0,5082; p=0,0068), CSF levels of IgG (r=0,6572;
p=0,0001), IgG index (r=0,90136; p<0,0001), RIG
(r=0,74428; p<0,0001) and the number of CSF mono-
nuclear (r=0,5083; p=0,058). The mean plasma levels
of coenzyme Q10, gamma-tocopherol and beta-carotene
were reduced. We hypothesize that the reduced antioxi-
dant reserve associated with intrathecal IgG synthesis is
possibly an early pathogenic mechanism in inflammatory
demyelization in MS patients.

Key words: plasma, cerebrospinal fluid, vitamins,
coenzyme Q10, alpha-tocopherol, gamma-tocopherol,
beta-carotene, TBARS, oligoclonal bands.

UvVoD

Skler6za multiplex (SM) je chronické autoimunitné
demyeliniza¢né ochorenie centralneho nervového systému
(CNS) s patologickymi znakmi zapalu, demyelinizacie,
gliozy a straty axonov. Detekcia oligoklonalnych IgG
pasov (OP) v cerebrospinalnom likvore (CSF) je do-
lezitym laboratérnym nalezom podporujucim diagnozu
SM. Niektoré prace poukazuju, Ze absencia OP v CSF
alebo ich nizky pocet by mal byt dobrym indikato-
rom priaznivej prognozy tohto ochorenia (1). Praca
Siritho a spol (16) vSak tento predpoklad nepotvrdila.
V predchadzajucej praci sme zistili, Ze chronicky zapal
u pacientov so sklerozou multiplex vedie k poklesu
plazmatickych hladin beta- karoténu a tento pokles
je spojeny so zvySenou intratekalnou produkciou IgG
a vysSou aktivitou lipoperoxidacie (8).

V tejto suvislosti sme vyslovili hypotézu, Ze priaz-
nivejsi priebeh SM ochorenia pri nizkom pocéte OP by
mohol suvisiet s lepSim stavom antioxida¢nej kapacity
organizmu. Zamerali sme sa preto na zistenie, ¢i exis-
tuju korela¢né vztahy medzi mnozZstvom likvorovych
OP a plazmatickymi hladinami lipofilnych vitaminov
(alfa-tokoferolom, gama-tokoferolom, beta-karoténom),
ukazovatelom bioenergetického stavu s antioxida¢nymi
vlastnostami koenzymom Q10 a malondialdehydom,
markerom lipoperoxidacie.

PACIENTI A METODY

Vysetrovany subor pozostaval z 28 pacientov (21 Z/
7M, priemerny vek 37,3+ 11,6 (17-59 rokov)) s klinicky
a laboratorne potvrdenou diagnézou skleroza multiplex
(SM).

Vzorky likvoru boli ziskané lumbalnou punkciou. In-
tratekalna syntéza IgG sa zistovala kvalitativne vySetrenim
pritomnosti oligoklonalnych IgG pasov v sére a v likvore
metodou izoelektrickej fokusacie na polyakrylamidovom
géle. Kvantitativne hodnotenie intratekailnej syntézy
IgG sa vykonalo pomocou IgG indexu (IgGIl=IgG

CSF/




albumin g :IgG /albumin ) a tiez pomocou Reiberovho
vztahu (RIG) (15). Funkcia hematolikvorovej barié-
ry sa hodnotila pomocou albuminového kvocientu
(QAIb - albumin_ /albumin ).

Plazmatické hladiny koenzymu Q10, alfa-tokofe-
rolu, gama-tokoferolu a beta-karoténu sme stanovili
modifikovanou HPLC metodou s UV detekciou pri
275nm (CoQ10), 295 nm (tokoferoly) a 450 nm
(beta-karotén) (10,11). Marker lipoperoxidacie MDA,
vyjadreny ako TBARS (latky reagujuce s kyselinou
tiobarbiturovou), sme stanovili spektrofotometricky
pri 532nm podla Janero a Burghardt (4).

Vysledky boli hodnotené pomocou Standardnych
Statistickych postupov (Kolmogorov-Smirnovov test,
Spearmanov korela¢ny test).

VYSLEDKY

V porovnani s referenénymi hodnotami 43 % pa-
cientov so sklerozou multiplex (SM) malo v likvore
zvysSené celkové bielkoviny, 36 % SM pacientov po-
ruchu hematolikvorovej bariéry a vSetci SM pacienti
zvySenu intratekalnu tvorbu IgG vyjadrenu likvorovymi
hladinami IgG, IgG indexom a Reiberovym vztahom
(RIG) a pozitivny dokaz pritomnosti oligoklonal-
nych pasov (OP) (od 3 do 36) v cerebrospinalnom
likvore (CSF) (Tab. 1).

Plazmatické hladiny analyzovanych antioxidantov
(okrem alfa-tokoferolu) sa pohybovali pod hladinou
alebo v dolnej hranici referenénych hodnot (Tab. 2).
Z analyzovanych antioxidantov sa u SM pacientov
vyskytoval najvys$si deficit plazmatického gama-to-
koferolu (u 75% SM pacientov). Deficit koenzymu
Q10 (CoQ10) a beta karoténu v plazme sa vysky-
toval asi u 40 % pacientov (Tab.2). 82 % pacientov
malo zvySené plazmatické hladiny TBARS, markera
lipoperoxidacie (Tab.2).

Plazmatické hladiny beta-karoténu a gama-tokofe-
rolu signifikantne korelovali s po¢tom oligoklonalnych
pasov v CSF, pricom beta-karotén koreloval s CSF
OP negativne (r=-0,4347; p=0,0235) (Tab. 3).
S markerom lipoperoxidacie TBARS koreloval len
beta-karotén. Tato inverzna korelacia nebola Statis-
ticky vyznamna (r = -0,3658; p = 0,0788) (Tab. 3).

S poc¢tom OP koreloval aj poCet mononuklearov
v CSF (r=0,508286; p=0,0058), likvorové hladiny
I1gG (r=0,6572; p=0,0001), IgG index (r=0,901362;
p<0,0001) a hodnoty Reiberovho vztahu (RIG; r=
0,744281; p<0,0001) (Tab.4.).

DISKUSIA

Skler6za multiplex (SM) prebieha ako chronicky
autoimunitny zapal CNS, ktory vedie k manifestacii
perivaskularnych zapalovych 1ézii v bielej hmote
mozgu s naslednou demyelinizaciou a stratou axo-

Tab. 1. Hladiny niektorych biochemickych parametrov
v sére (s) a cerebrospinalnom likvore (L) u pacientov
so sklerézou multiplex (SM).

LV - zniZzené hodnoty, HV - zvySené hodnoty

Parametre Referencné Skleréza multiplex
hodnoty (SM)
473,2+194,6
Celkové bielkoviny (231-1250)
L) 150-430 mg/L MED = 429

HV 12/28 (42,8%)

Albumin (L)

0-350 mg/L

275,3+£174,6
(114-974)
MED =254
HV 6/28 (21,4 %)

Albumin (s)

37-53 g/L

42,9+3.8

(33-47,7)

MED=43,5
LV 2/28 (7,1%)

QAlb

<74

6,4+3,7
(2,56-20,7)
MED=5,6
HV 10/28 (35,7%)

I1gG (L)

0-40 mg/L

0,084+0,077

(0,023-0,41)

MED=0,07
HV 28/28 (100 %)

1gG (s)

7-17 g/L

11,45+2,25

(7,41-16,7)

MED=11,1
HV 0/28 (0%)

IgG index

do 0,66

31,1+£0,49

(0,68-2,43)

MED=0,87
HV 28/28 (100%)

RIG

0,0 mg/L

34,6+57,5
(0,26-262,4)
MED = 15,07
HV 28/28 (100%)

Oligoklonalne
pasy (OP)

n<2

14,57+ 10,04
(3-36)
MED = 11
HV 28/28 (100%)

nov. K excesivnej axonalnej strate, na ktorej sa zucast-
nuju zapalové procesy a neurodegenerativne zmeny,
dochadza uz v inicialnom S$tadiu ochorenia. V¢asna
a spravna diagnéza SM je kluCovym faktorom, ktory
moze vyznamne ovplyvnif dalsi osud pacienta. Okrem
klinického vySetrenia, vySetrenia pomocou magnetickej
rezonancie a evokovanych potencialov, ma vySetrenie
likvoru osobitny vyznam pri v€asnom §tadiu ochorenia,
pri negativnom naleze na MRI. Dolezitym laboratornym
nalezom, ktory podporuje diagnézu SM je detekcia
oligoklonalnych IgG pasov (OP) v CSF.
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Tab. 2. Hladiny TBARS a niektorych lipofilnych
vitaminov v plazme u pacientov so skler6zou multiplex (SM).
LV - zniZené hodnoty, HV - zvySené hodnoty

Tab. 4. Korela¢né vztahy medzi mnozstvom
oligoklonalnych pasov (OP) v cerebrospinalnom likvore (CSF)
a niektorymi biochemickymi parametrami v sére a v likvore (L)

u pacientov so sklerozou multiplex

Parametre Referencné Skleroza multiplex
hodnoty (SM)
37,4+10,9
Vek (r) (19-59)
MED = 36,5
5,02+0,75
(3,57-6,73)
TBARS (umol/L) <4,5 MED - 5.06
HV=23/28 (82,1%)
0,45+0,12
Koenzym Q10 0,4-1,0 (0,266-0,759)
(umol/L) MED=0,425
LV=11/28 (39,3%)
21,9+5,5
alfa-tokoferol 15-40 (14-38,3)
(umol/L) MED =20,85
Lv=2/28 (7,1%)
1,56 +0.60
gama-tokoferol (0,505-2,69)
(umol/L) 2-7 MED = 1,635
LV=21/28 (75%)
0,58+0,48
beta-karotén 03 -3.0 (0,097-1,68)
(umol/L) ’ ’ MED=0,34

LvV=12/28 (42,8%)

Tab. 3. Korelacie medzi oligoklonalnymi pasmi (OP), TBARS
a plazmatickymi hladinami koenzymu Q10 (CoQ10), alfa-tokoferolu,
gama-tokoferolu a beta-karoténu u pacientov so sklerozou multiplex

Parametre

OoP

TBARS

CoQ10

r=0,0762 (n=27)
p=0,7071

r=-0,0001 (n=24)
p=0,9996

alfa-Tokoferol

r=0,1308 (n=27)
p=0,5155

r=-0,1035 (n=24)
p=0,6303

gama-Tokoferol

r=0,5082 (n=27)
p=0,0068

r=-0,0001 (n=24)
p=0,9997

Beta-karotén

r= -0,4347 (n=27)

r=-0,3658 (n=24)

p=0,0235 p=0,0788
r=0,1522 (n=24)
TBARS D= 04778
op r=0,1522 (n=24)

p=0,4778

V prechadzajucej praci (14) sme zistili, Ze u pacientov

Celkové bielkoviny-L

Parametre Korelacie s OP v CSF
Vek r=-0,06013 (NS)
Albumin-L r=0,240296 (NS)

r=0,265551 (NS)

Albumin-s r=-0,17627 (NS)

1gG-s r=-0,177865 (NS)
Mononukleary-L r=0,508286 p=0,0058
IgG-L r=0,657256 p=0,0001

QA r=0,265956 (NS)
IgG index r=0,901362 p<0,0001
RIG r=0,744281 p<0,0001

so sklerézou multiplex (SM) mnozZstvo OP je asociované
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s intenzitou intratekalnej produkcie IgG, koreluje s lik-
vorovymi hladinami IgG, IgG indexom a Reiberovym
vztahom (RIG). V cerebrospinalnom likvore pacientov
so skler6zou multiplex sme oproti kontrolnému suboru
detegovali nizSie hladiny albuminu pri zvySenej intra-
tekalnej syntéze IgG, ¢o sme interpretovali ako mozny
dosledok znizenej antioxida¢nej kapacity organizmu pri
tomto ochoreni (14). MareS a spol. (12) zistili, ze po
4-7 mesiacoch imunomodulaénej liecby (s interferonom
beta alebo glatiramer acetatom) sa zniZuje pocet OP
u SM pacientov v priemere o 5,6 OP. V tejto suvis-
losti nas zaujimalo, ¢i sa pocet oligoklonalnych pasov
v CSF odrazi v zmene koncentracie niektorych lipofil-
nych antioxidantov v plazme. V subore 28 pacientov
u vSetkych s dokazom pritomnosti CSF OP (n=3-36)
sme analyzovali v plazme hladiny koenzymu Q10, alfa-,
gama-tokoferolu, beta-karoténu a marker lipoperoxidacie
MDA (vyjadreny ako TBARS). Podobne ako Besler
a spol. (2) sme zistili, Ze Studovana skupina SM pacien-
tov ma redukované hladiny plazmatickych vitaminov,
ktoré su implikované v antioxida¢nej ochrane organizmu
a zvySenu aktivitu lipoperoxidacie, ktora sa vyskytuje u
viac ako 80 % SM pacientov (Tab.2). Vyznamny pokles
plazmatickej koncentracie pod referencny interval sme
zaznamenali u gama-tokoferolu (75% SM pacientov)
(obr.1) a v menSom rozsahu u beta-karoténu (43 %)
(obr.2) a koenzymu Q10 (39 %.) (Tab.2). Hladiny be-
ta-karoténu a gama-tokoferolu signifikantne korelovali
s po¢tom CSF OP (Tab. 3, Obr. 3, 4). Zistena inverzna
korelacia medzi beta-karoténom a poc¢tom CSF OP pou-
kazuje, zZe beta-karotén by mohol hrat vyznamnu ulohu
v inaktivacii volnoradikalovych procesov prebiehajucich
pocas zapalovej demyelinizacie, ¢o naznacuje aj inverzna
korelacia medzi plazmatickymi hladinami beta-karoténu
a markerom lipoperoxidacie TBARS (Tab. 3). Reduko-
vané hladiny antioxidantov mézu zniZovat schopnost
organizmu chranit sa pred peroxynitritom a inymi
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Obr. 1. Hladiny gama-tokoferolu (gT) v plazme u pacientov so sklerozou multiplex (SM; n=28).

k1, k2 - referencné hodnoty gama-tokoferolu v plazme (2-7umol/L)
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Obr. 2. Hladiny beta-karoténu (bK) v plazme u pacientov so sklerézou multiplex (SM; n=28)

k1; k2 - referen¢né hodnoty beta-karoténu v plazme (0,3-3,0umol/L)
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Obr. 3. Plazmatické hladiny gama-tokoferolu (gT) v zavislosti od mnozstva oligoklonalnych pasov (OP)
v cerebrospinalnom likvore u pacientov so sklerozou multiplex
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Obr. 4. Plazmatické hladiny beta-karoténu (bK) v zavislosti od mnozstva oligoklonalnych pasov (OP)
v cerebrospinalnom likvore u pacientov so sklerézou multiplex
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Obr. 5. Korelacie oligoklonalnych pasov IgG (OP) v cerebrospinalnom likvore s plazmatickymi
hladinami beta-karoténu a gama-tokoferolu a poctom mononuklearov a koncentraciou IgG-L (IgG indexom a RIG)
v cerebrospinalnom likvore u pacientov so sklerézou multiplex

volnymi radikalmi, ktoré pdsobia na celularne zlozky
a poskodzuju bunky.

Koncentracia gama-tokoferolu v krvnom rieCisku je
v porovnani s alfa-tokoferolom nizsia. Jeho zniZené hladiny
u pacientov so sklerézou multiplex (Tab. 2, Obr. 1) moézu
byt dosledkom jeho nitracie pri odstranovani reaktiv-
nych foriem dusika a jeho zvySeného odburavania. Kym
alfa-tokoferol je preferencne chraneny pred degradaciou
alfa-tokoferol-transportnym proteinom (5), gama-tokoferol
podlieha metabolickym reakciam, omega-hydroxylacii
sprostredkovanej cytochromom P450 a oxidacii 13°'C
na hydrofébnom bo¢nom retazci s tvorbou 13 "-karbo-
xychromanolu, ktory sa dalej degraduje beta-oxidaciou
na terminalny metabolit CEHC (2-/beta-karboxyetyl-/-
6-hydroxychroman), alebo 3 ’-karboxychromanol (7).

V suvislosti s nasimi vysledkami je zaujimavym ziste-
nim, Zze mnozstvo CSF OP mozZe mat vplyv na priebeh
ochorenia. Avasarala a spol. (1) pri retrospektivnej
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analyze 1800 pacientov s diagndzou skleroza multiplex
zistili, Ze absencia alebo maly pocet oligoklonalnych
pasov v cerebrospinalnom likvore (CSF OP) v case
stanovenia diagnozy predikuje lepSiu progndzu ochore-
nia. Z tohto suboru si vybrali skupinu pacientov, ktori
nemali minimalne 10 rokov zhorSenie klinického stavu.
Toto kritérium spinalo 44 SM pacientov. U benignej
formy SM (EDSS<3,5; OP=2,86+3,59; n=0-10) doslo
k zhorSeniu klinického stavu v priemere o 15,8 rokov,
u SM so zavaznejSim klinickym stavom (EDSS>7,5;
OP=5,7+4,86; n=0-17) sa klinicky stav zhorsil v prie-
mere o 16,2 roka. PoCet OP koreloval s priebehom
ochorenia. Hoci toto Stadium poukazalo, Ze nizke
mnoZstvo alebo absencia OP predikuje lepSiu prognozu
ochorenia, v japonskej §tudii Fukuzawa a spol. (3) sa
tento predpoklad nepotvrdil. MoZnym vysvetlenim tejto
diskrepancie su popula¢né rozdiely v lokalizacii 1ézii a
v imunogenetike azijského typu SM (9,13).
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ZAVER

Prevazna cCast pacientov so sklerézou multiplex
ma uz v pociatoénych Stadiach ochorenia znizené
plazmatické hladiny lipofilnych vitaminov a zvySenu
lipoperoxida¢nu aktivitu. Vyznamny pokles sa vyskytuje
v hladinach gama-tokoferolu a beta-karoténu, ktorych
plazmatické hladiny signifikantne koreluju s mnozstvom
oligoklonalnych pasov v cerebrospinalnom likvore. Deficit
beta-karoténu v plazme u SM pacientov je asociovany
so zvySenou lipoperoxidaciou a zvySenou intratekalnou
tvorbou IgG, ktora koreluje s mnozstvom CSF OP. Vy-
sledky poukazuju, ze SM pacienti s nizkymi hladinami
vitaminov nie su schopni zabranit volnoradikalovej
toxicite, ¢o potom vedie k zvySenej lipoperoxidacii,
k zapalu a k destrukcii tkaniva. Inou alternativou je, Ze
zapal, ktory je sucastou patogenézy SM, vedie k spotrebe
antioxidantov v désledku ich skavendZerovej aktivity pri
nadmernej tvorbe volnych radikalov.
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PLAZMATICKE HLADINY KOENZYMU Q10
V ASOCIACII S DEGRADACNYMI PRO-
DUKTMI PURINOVYCH NUKLEOTIDOV U
PACIENTOV SO SKLEROZOU MULTIPLEX

Kuracka Lubomir', Kalnovicova Terézia?,
Kucharska Jarmila3, Tur¢ani Peter?

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie
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SUHRN

V patogenéze demyeliniza¢nych ochoreni vratane skle-
rozy multiplex (SM) zohrava vyznamnu ulohu oxidacny
stres. Zvysené energetické poziadavky axonov a zlyhanie
mitochondrii spojené s naslednou depléciou makroergickych
fosfatov je jednou z moznych pricin axonalnej degeneracie
a disability pri SM.

V predchadzajicej studii sme zistili, Ze pacienti so skle-
rozou multiplex maju zvyseni degradaciu purinovych
nukleotidov v CNS. V tejto suvislosti nas zaujimalo do
akej miery sa zvySenie katabolizmu purinov odraza v anti-
oxidacnej kapacite plazmy a ¢i je asociované s alteraciami
v plazmatickych hladinach koenzymu Q10 (CoQ10), ktory je
ukazovatelom bioenergetického stavu a ma tiez antioxida¢né
vlastnosti. Analyzovany subor 24 pacientov so sklerozou
multiplex sa vyznacoval zniZzenou antioxida¢nou kapacitou
plazmy (vyjadrenou hladinami beta-karoténu, alfa-, gama-
tokoferolu a CoQ10), zvysenou lipoperoxidaciu (zvySenymi
plazmatickymi hladinami TBARS) a zvySenou degradaciou
purinovych nukleotidov. U vsetkych pacientov bola doka-
zana kvantitativne intratekalna syntéza IgG a pritomnost
oligoklonalnych pasov v CSF. Plazmatické hladiny CoQ10
pozitivne Korelovali s hladinami alfa-tokoferolu v plazme
a s hladinami adenozinu a xantinu v cerebrospinalnom
likvore. Vysledky poukazuju na uéast koenzymu Q10
v regeneracii alfa-tokoferolu a na jeho mozny vplyv na bi-
oenergetiku reparac¢nych remyelinizacnych procesov, ktoré
prebiehaju v skorych stadiach tohto ochorenia.

Klucové slova: koenzym Q10, adenozin, inozin, hypo-
xantin, xantin, kyselina mocova, alfa-tokoferol, gama
tokoferol, beta-karotén, TBARS, skleroza multiplex

SUMMARY

In the pathogenesis of demyelinating diseases inclu-
ding multiple sclerosis (MS) an important role plays
oxidative stress. Increased energy requirements axons
and mitochondria failure associated with subsequent
depletion of macroergic phosphate is one of the causes
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of axonal degeneration and disability in MS. In a pre-
vious study we found that MS patients have an increased
degradation of purine nucleotides in the CNS. In this
context, we were interested to what extent the increase
in purine catabolism affects the antioxidant capacity of
plasma and if is there any association with alterations
in plasma levels of coenzyme Q10 (CoQ10), which is an
indicator of bioenergetic state and has also antioxidant
properties. The analyzed set of 24 patients with multi-
ple sclerosis was characterized by reduced antioxidant
capacity of plasma (measured by serum beta-carotene,
alpha-and gamma-tocopherol and CoQ10), increased lipid
peroxidation (increased plasma levels of TBARS) and
increased catabolism of purine nucleotides. All patients
showed the intrathecal IgG production and the presen-
ce of oligoclonal bands in cerebrospinal fluid (CSF).
Plasma levels of CoQ10 were positively correlated with
alpha-tocopherol in plasma and levels of adenosine and
xanthine in CSF Results suggest participation of CoQ10
in the regeneration of alpha-tocopherol and impact on
bioenergetics of reparative remyelinating processes that
take place in the early stages of the disease.

Key words: coenzyme Q10, adenosine, inosine, hypo-
xanthine, xanthine, uric acid, alpha-tocopherol, gamma-
tocopherol, beta-carotene, TBARS, multiple sclerosis

UVOD

Skler6oza multiplex (SM) patri medzi najCastejSie
chronické neurologické ochorenia. Je to zapalovo-neuro-
degenerativne ochorenie centralneho nervového systému
(CNS), pri ktorom dochadza k demyelinizacii a axonalnej
strate v CNS. Na podklade patologickej imunologickej
reakcie vznika multiloZiskové poskodenie mozgu a miechy,
ktoré sa prejavuje funkénym zneschopnenim pacienta
s typickym kolisavym priebehom. V skorych Stadiach
rozvoja 1ézii dochadza k poruche hematoencefalickej
bariéry a k invazii hematogénnych monocytov a T-buniek
do tkaniva mozgu, ktorych nasledna aktivita predstavuje
zaklad pre zacCiatok a progresiu ochorenia Tieto bunky
invadujuce nervovy systém participuju v zapalovej reakcii
spojenej s produkciou volnych radikalov, ktoré moézu
poskodzovat tkanivo CNS lipoperoxidaciou, depléciou
intracelularnych energetickych zasob v dosledku inhibicie
mitochondrialneho elektronového transportného retazca,
spotrebou intracelularnych antioxidantov a poSkodenim
DNA (4,12,16).

Hlavnym zdrojom energie v axéonoch je ATP pro-
dukované mitochondriami. Mitochondrie okrem pro-
dukcie ATP maju délezitu ulohu aj v udrziavani kalcia
a v produkcii reaktivnych latok kyslika (ROS). Da sa
predpokladat, ze dysfunkcia mitochondrii v axonoch
asociovana s absenciou zdravych myelinovych poSiev
a s redistribuciou sodikovych kanalov spdsobi, Ze de-
myelinizované axony budu citlivejSie na deficit energie
ako myelinizované axony (16). Tieto zvySené energetické
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poZziadavky demyelinizovanych/remyelinizovanych axonov
pri zlyhani mitochondrii, ¢o je sprevadzané depléciou
makroergickych fosfatov, mézu byt jednou z moznych
pri¢in axondalnej degeneracie a naslednych klinickych
prejavov MS (16). V tejto suvislosti nas zaujimalo ako
sa zvySené energetické poziadavky axénov a dysfunkcia
mitochondii odrazia v metabolizme purinovych nukleoti-
dov, v antioxida¢nej kapacite plazmy a v plazmatickych
hladinach koenzymu Q10, ktory je indikatorom bioe-
nergetického stavu a vyznacuje sa tieZ antioxidacnymi
vlastnostami.

PACIENTI A METODY

VySetrovany subor pozostaval z 24 pacientov (Zeny,
priemerny vek 37,6 10,7 (19-59 rokov)) s klinicky
a laboratorne potvrdenou diagnozou skleroza multiplex
(SM). Vsetci SM pacienti mali pozitivny dokaz pritom-
nosti oligoklonalnych pasov (OP) v cerebrospinalnom
likvore (CSF). Kontrolnu skupinu tvorilo 15 neurologic-
kych pacientov (Zeny, priemerny vek 36,3+ 13,0 (16-54
rokov)) s diagnozou G43-G44, ktori mali zakladné
likvorologické parametre (celkové bielkoviny, albumin,
chloridy, glukéza, elementy, IgG index) v ramci fyzio-
logickej normy, bez zavaznych celkovych ochoreni.

Likvorové hladiny degrada¢nych produktov purino-
vych nukleotidov, kyseliny mocovej (KM), hypoxantinu
(HYP), xantinu (XAN), inozinu (INO) a adenozinu
(ADO) sme stanovili pomocou vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie (HPLC) s UV detekciou. Mobilna faza
obsahovala 60 mmol/L roztok dihydrogénfosfore¢nanu
draselného upraveného kyselinou trihydrogénfosforeénou
na pH 2,9 a 2% metanolu (v/v). Separované latky sme
detegovali spektrofotometricky pri vinovej dizke 254 nm.

Plazmatické hladiny koenzymu Q10, alfa-tokoferolu,
gama-tokoferolu a beta-karoténu sme stanovili modifi-
kovanou HPLC metodou s UV detekciou pri 275 nm
(CoQ10), 295nm (tokoferoly) a 450 nm (beta-karo-
tén) (13,14). Marker lipoperoxidacie MDA, vyjadreny
ako TBARS (latky reagujuce s kyselinou tiobarbiturovou),
sme stanovili spektrofotometricky pri 532nm podla
Janero a Burghardt (8).

Vysledky boli hodnotené pomocou Standardnych
Statistickych postupov (Kolmogorov-Smirnovov test,
Spearmanov korelacny test).

VYSLEDKY

Analyzovany subor pacientov so sklerdozou multiplex
(SM) zlozeny z 24 Zien s priemernym vekom 37,6 £ 10,7
(19-59) rokov sa vyznacCoval patologicky zvySenymi
hladinami IgG, dékazom intratekalnej tvorby imunoglo-
bulinu IgG vyjadrenej zvySenymi hodnotami IgG indexu
a hodnotou Reiberovho vztahu (Tab1). V porovnani
s kontrolnou skupinou mali SM pacienti zvySené lik-
vorové hladiny kyseliny mocovej (p=0,04), xantinu
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Tab. 1. Hladiny niektorych biochemickych parametrov

v cerebrospinalnom likvore (L) a v sére (s) u pacientov so sklerézou

multiplex (SM) a v kontrolnom sibore

Parameter Kontrola SM
(n=15) (n=24)
36,3+ 13,0 37.6+10,7
Vek (15-54) (19-59)
(roky) MED - 38,0 MED = 37,0
0.021+0.006 0,072+0,047
G - L (0,012-0,027) (0,023-0,228)
& MED =0,021 MED =0,064
p<0,0001
9.65+2.26 11,3741,78
G - s (7,06-14,29) (8,44-15.2)
MED - 8,58 MED - 11,1
p=0,0225
, 0,19£0,06 0,25+0,11
Albumin - L (0,134-0,342) (0,114-0,543)
MED=0,179 MED = 0,245
42,139 422+3,7
Albumin - s (37,3-48,7) (33,0-47,7)
MED = 42,0 MED = 43,05
4,65+1,25 5,98 +2,61
) (3,13-7,45) (2,66-11,48)
Q albumin MED = 4,01 MED = 5,56
0,48£0,05 1,07£0,46
. (0,41-0,58) (0,68-2,43)
18G index MED - 0,48 MED =0,87
p<0,0001
26.8+38.5
RIG 0 (0,26-166,8)
MED - 15,1
<0,0001
13.8+8.6
Oligoklonalne pasy 0 (3-30)
(n) MED = 11
<0,0001
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(p=0,002), hypoxantinu (p=0,09), inozinu (p=0,002)
a signifikantne znizené likvorové hladiny adenozinu
(p=0,003) (Tab.2). V porovnani s kontrolnym suborom
sme u SM pacientov tiezZ zaznamenali signifikantne zvy-
Seny metabolicky obrat adenozinu na inozin vyjadreny
pomerom ADO/INO (p<0,0001) (Tab.2). Na zvySenu
intenzitu degradacie purinovych nukleotidov poukazuju
aj alteracie v korelacnych vztahoch medzi jednotlivymi
metabolitmi a ich prekurzormi. (Tab. 4). Tieto korelacné
zmeny sa pozorovali najma medzi hypoxantinom a jeho
prekurzorom inozinom (HYP-INO) a kyselinou mocovou
a xantinom (KM-HYP) (Tab. 4).

Plazmatické koncentracie koenzymu Q10 (CoQ10)
u SM pacientov boli znizené (u 37,5% SM) alebo sa




Tab. 2. Hladiny degrada¢nych produktov purinovych nukleotidov
v cerebrospinalnom likvore u pacientov so sklerozou multiplex
(SM) v porovnani s kontrolnym suborom

Tab. 3. Korelacie medzi degradacnymi produktmi purinovych
nukleotidov v cerebrospinalnom likvore u pacientov so sklerézou
multiplex (SM) a v kontrolnom siubore

nachadzali v dolnom rozsahu referen¢nych hodnét (Obr. 1,
Tab. 3). Podobny trend sa pozoroval aj v koncentracii
beta-karoténu (Tab. 3). Patologické hodnoty beta-ka-
roténu v plazme sa vyskytovali u 42% SM pacientov.
Najvyssi deficit z analyzovanych vitaminov sa pozoro-
val u gama-tokoferolu, kde patologické hodnoty malo
takmer 80 % pacientov. (Tab. 3). Hladiny alfa-tokoferolu
v plazme sa od referenénych hodnot vyznamne neliSili
(Obr. 2). Znizené hodnoty alfa-tokoferolu sa pozorovali
len v 2 pripadoch (2/24; 7,1 % SM) (Tab. 3). Hodnoty
TBARS, markera lipoperoxidacie, boli zvySené u 81%
SM pacientov (Tab. 3)

Plazmatické hladiny CoQ10 korelovali s alfa-tokofero-
lom (r=0,3861,p=0,06), adenozinom (r=0,3638, p=0,080)
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Parameter K(ont;'ts);a ( 51\2/14) Parameter Kontrola SM
n= n=
15,8+5,7 22,1+11,3 INO-ADO r=0,025106 r=0,13707
Kyselina mocové (4,8-29,9) (11,28-57,02) p=0,9292 p=0,523
(KM) MED=15,1 MED=17,5
p=0,04 . r=-0,247106 r=0,36254
HYPINO p=0,3746 p=0,0817
2,30+0,91 3,06+ 1,44
Hypoxantin (0,84-3,93) (0,75-7,53) XAN-HYP r=_0680301315 figagf)‘(‘é
(HYP) MED = 2,04 MED=2,76 p=9 L
P = 0,0958
KM-HYP r=-0,1131 r=0,2073
1,58£0,59 2.46+1,08 p-0.688 p=0.3310
Xantin (0,69 - 2,96) (1,35 - 6,11)
r=0,04099 r=0,3511
(XAN) MED=1,43 MEE zjiil KM-XAN p=0.8847 p=00925
p= ’
0.85+0,34 1,26 0,37
Inozin (0,26-1,43) (0,71-1,96)
(INO) MED=0,85 MED= 1,15 Tab. 4. Korelacie medzi degrada¢nymi produktmi purinovych nukleo-
p=0,0018 tidov v cerebrospinalnom likvore u pacientov so sklerozou multiplex
(SM) a v kontrolnom siibore
0,48+0,17 0,29+0,21
Adenozin (0,25-0,90 (0,08-0,86)
P Kontrol M
(ADO) MED =0,46 MED =0,22 arameter ontrola S
p=0,0027
r=0,025106 r=0,13707
INO-ADO y
11,08 +5,13 8,61+2,67 p=0,9292 p=0,523
KM/XAN (3,36-21,13) (3.94-15,12)
MED = 10,84 MED =8,44 r=-0,247106 r=0,36254
HYPINO p=0,3746 p=0,0817
0,72+0,21 0,90+0,40
(0,44-1,25) (0,54-2,52) XAN-HYP r=0,83175 r=0,8642
XAN/HYP MED =0.65 MED =0.82 p=0,0001 p<0,0001
p = 0,0673
KM-HYP r=-0,1131 r=0,2073
2,88+1,06 2,53+1,02 p=0.688 p=0,3310
HYP/INO (1,54 - 5,84) (0,45 - 4,62) L 0.04099 03511
MED=2,89 MED =2,69 KM-XAN p:(’)’gw p=6,0925
2,02+1,16 6,37+3,98
(0,48-5,18) (1L,1-17)
INO/ADO MED =2,02 MED =5,50
p<0,0001

a signifikantne xantinom (r=0,4160 p=0,043), prekur-
zorom Kyseliny mocovej (Tab.5, Obr. 3).

DISKUSIA

Prezentované vysledky poukazuju, Ze analyzovana
skupina pacientov so skler6zou multiplex (SM) sa
v skorych §tadiach ochorenia vyznacuje poruchami
v metabolizme purinovych nukleotidov spojenych so
znizenou antioxida¢nou a neuroprotektivnou ochranou.
K niektorym podobnym vysledkom prisli viaceri autori
(1, 2, 15, 17, 18). U pacientov so skleréozou multiplex
sme v cerebrospinalnom likvore (CSF) zaznamenali
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Tab. 5. Korelacie plazmatickych hladin CoQ10 s degrada¢nymi
produktmi purinovych nukleotidov v cerebrospinalnom likvore (CSF),
hladinami niektorych vitaminov v plazme a mnozstvom
oligoklonalnych pasov (OP) v CSF

parametre Korelacie s CoQ10
adenozin r=0,36378 p=0,0806
inozin r=0,11910 p=0,5794
hypoxantin r=0,289 p=0,1704
xantin r=0,41601 p=0,0432
kyselina mocova r=-0,21350 p=0,3165
INO/ADO r=-0,29304 p=0,1646
HYP/INO r=0,08458 p=0,6944
XAN/HYP r=0,21175 p=0,3206
KM/XAN r=-0,33338 p=0,1201
Alfa-tokoferol r=0,3861 p=0,0624
Gama-tokoferol r=0,20917 p=0,3266
Beta-karotén r=0,217505 P=0,3073
OoP r=-0,161309 p=0,4514

signifikantny pokles hladin adenozinu (0,29+0,21 vs
0,48 +0,17; p=0,0027), Statisticky vyznamné zvySenie
hladin inozinu (1,26+0,37 vs 0,85+0,34; p=0,0018),
kyseliny mocovej (22,1£11,3 vs 15,8+5,7; p=0,04),
xantinu (2,46 + 1,08 vs 1,58 +0,59; p=0,0024) a zniZenie
likvorovych hladin hypoxantinu (3,06 = 1,44 vs 2,30+0,91;
p=0,0958) (Tab. 2). Degradacia adeninovych nukleotidov
sa aktivuje v situaciach spojenych s poklesom mnozstva
adenozintrifosfatu (ATP) a vzostupom adenozinmono-
fosfatu (AMP) pri naruseni fyziologického stavu alebo
pri zvySenej funkCénej aktivite tkaniva. Z tohto dévodu
nas zaujimalo, ¢i sa zistené alteracie v metabolizme
purinovych nukleotidov u SM pacientov odzrkadlia aj
v plazmatickych hladinach koenzymu Q10 (CoQ10),
ktory je indikatorom bioenergetického stavu a funguje
tiez ako antioxidant. Spolu s CoQ10 sme v plazme sta-
novovali aj hladiny antioxidantov alfa a gama-tokoferolu
a beta-karoténu a marker lipoperoxidacie TBARS.

V porovnani s referenénymi hodnotami (Tab.3) sa
prevazna vacSina SM pacientov vyznacovala znizenymi
plazmatickymi hladinami CoQ10 a dalSich analyzovanych
antioxidantov a zvySenim hladin markera lipoperoxi-
dacie TBARS. Pozorovany plazmaticky deficit CoQ10
(0,44 £0,11 umol/L) (obr. 1, Tab. 3), antioxidantov beta-
karoténu a gama-tokoferolu (Tab. 3) a zvySenie plazma-
tickych hladin TBARS u 80% SM pacientov (Tab. 3)
odzrkadluje zvySenu spotrebu antioxidantov volnymi
radikalmi, ktoré sa tvoria v zapalovych reakciach po
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invazii hematogénnych monocytov a T buniek do tkaniva
mozgu. Zapalovy proces, ktory je najvyraznejsi v aktivnych
1éziach, moze v dosledku deplécie antioxidantov viest
k zniZenej antioxida¢nej ochrane CNS. V takejto situacii
bude organizmus v snahe chranit CNS pred volnymi
radikalmi pravdepodobne mobilizovat najprv antioxidanty,
ktoré mozu prenikat funkénui hematolikvorovu bariéru.
Korelacie plazmatickych hladin CoQ10 s likvorovymi
hladinami adenozinu (r=0,33637; p=0,0806), xantinu
(r=0,41601; p=0,0432) a s plazmatickymi hladinami
alfa-tokoferolu (r=0,3861; p=0,0624) (Tab.5, Obr.3)
poukazuju, Zze CoQ10 je zahrnuty okrem mechanizmov,
ktoré vedu k alteraciam v metabolizme purinovych
nukleotidov (Tab.2), aj v procesoch regeneracie alfa-
tokoferolu (Obr. 3).

Koenzym Q10 je esencialny faktor pre tvorbu ATP
v procese oxidacnej fosforylacie prebiehajucej v mito-
chondriach. Prenasa elektrony z komplexu I (NADH
CoQ reduktaza) na komplex III (cytochrom bcl komplex)
alebo z komplexu II (sukcinatdehydrogenaza) na komplex
III (Obr. 4). Deficit CoQ10 pri zvySenych energetickych
poziadavkach axonov spdsobuje pokles produkcie ATP
a aktivaciu procesov, ktoré vedu po degradacii ATP na
AMP k defosforylacii AMP enzymom 5 "-nukleotidazou
na adenozin, ktory sa dalej deaminuje enzymom ade-
nozindeaminazou na inozin. Tento energeticky deficit
u pacientov so skler6zou multiplex indikuje aj signi-
fikantny vzostup metabolického obratu adenozinu na
inozin (INO/ADO) (6,4+4,0; vs 2,02+ 1,16 p<0,0001)
(Tab. 2). Pri fyziologickych koncentraciach ATP je pre-
ferovana deaminacia AMP na inozinmonofosfat (IMP),
pretoze ATP je aktivatorom adenylatdeaminazy a silnym
inhibitorom 5 "-nukleotidazy (6). Pozorované alteracie
v metabolizme purinovych nukleotidov u pacientov so
skler6zou multiplex su zaujimavé aj z hladiska vysled-
kov niektorych experimentalnych prac (7, 19), ktoré
poukazuju na terapeuticky efekt niektorych metabolitov
purinovych nukleotidov. Na zvieracom modeli sklerozy
multiplex, klinickej experimentalnej autoimunitnej ence-
falomyelitide (EAE), sa zistilo, Ze terapeutické davky
kyseliny mocovej (KM) podanej pred nastupom EAE
zabranovali invazii zapalovych buniek do CNS a vzniku
ochorenia (7). Terapeuticky efekt sa pozoroval aj po
podani prekurzora KM inozinu (19) Tento efekt bol
asociovany so zvySenim hladin KM v tkanive CNS
a s inaktivaciou peroxynitritu a latok produkovanych
monocytmi, ktoré prispievali k tkanivovej patologii CNS

Vitamin E, ktory sa vyskytuje vo forme alfa-, beta-,
gama-, a delta-tokoferolov, sa vyznacuje antioxida¢nou,
protizapalovou a antikarcinogénnou aktivitou (3, 5).
Hlavnou formou vitaminu E v krvi a v tkanivach je
alfa-tokoferol, ktorého zakladnou funkciou je ukoncit
retazovu reakciu lipoperoxidacie a takto chranit bunkové
membrany a LDL ¢astice pred oxidacnou dezintegraciou.
Pri ochoreni skler6za multiplex ma alfa-tokoferol okrem
jeho antioxidacnych ucinkov, ktoré sa prejavuju v jeho
antiapoptickom efekte a ochrane axonov pred demyeli-
nizaciou, tieZ pozitivny efekt na proces remyelinizacie




1,2

0,8
0,6
0,4

Hmol/L CoQ10

0,2

Plazmatické hladiny CoQ10 u SM pacientov
(n=24)

X
o0 0®

12 3456 7 8 9101112131415161718192021222324

-_ (1

K2 o— CoQ10

Obr. 1. Hladiny keenzymu Q10 (CoQ10) v plazme u pacientov so sklerozou multiplex (SM; n=24).
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Obr. 3 Korela¢né vztahy medzi degradacnymi produktmi purinovych nukleotidov
a koenzymom Q10 (CoQ10), alfa a gama-tokoferolom (aT, gT).
ADO - adenozin, INO - inozin, HYP - hypoxantin, XAN - xantin, KM - kyselina mocova

ADP + Pi -~
ATP

Obr. 4. KIucova uloha koenzymu Q10 (CoQ10) pri transporte elektronov z komplexu I a IT
na komplex III v respiraénom retazci mitochondrii (Rodriguez-Hernandez a spol. 2009)
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Obr. ¢. 5. Interakcie medzi koenzymom Q10 (CoQ10) a alfa-tokoferolom
v antioxida¢nej ochrane lipofilného prostredia bunky

endogénnymi progenitornymi bunkami (5). Vzhladom
na absenciu koreldcie alfa-tokoferolu s likvorovymi
metabolitmi purinov nie je pravdepodobné, ze by sa
alfa-tokoferol v nasej skupine SM pacientov priamo
podielal na alteraciach v metabolizme purinovych me-
tabolitov (Obr. 3)

Jeho izomér gama-tokoferol vykazuje pozitivnu
signifikantnu korelaciu s premenou xantinu na kyselinu
mocovu (Obr. 3) vyjadrenu metabolickym obratom KM/
XAN. Gama-tokoferol ma silnejsiu protizapalovua aktivitu
ako alfa-tokoferol (3). Ucast gama-tokoferolu v procese
degradacie purinovych nukleotidov suvisi pravdepodobne
s jeho schopnostou uc¢inne vychytavat NO a iné volne
radikaly dusika a so skavendzZerovou aktivitou kyseliny
mocovej, ktora ucinne vychytava peroxynitrit vznikajuci
reakciou NO so superoxidovym radikalom

Beta-karotén vzhladom na absenciu korela¢nej asocia-
cie s degradaciou purinovych nukleotidov nema vyznam-
ny podiel na pozorovanych metabolickych alteraciach.
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ZAVER

Analyzovany subor pacientov so sklerozou multiplex
ma zvySenu degradaciu purinovych nukleotidov v CNS,
¢o pravdepodobne suvisi aj so zniZenou antioxida¢nou
ochranou reprezentovanou plazmatickymi hladinami
lipofilnych vitaminov beta-karoténom, gama-tokofe-
rolom a energetickym indikatorom CoQ10, ktory je
tieZ antioxidantom. ZniZené hladiny CoQ10 v plazme
koreluju s plazmatickymi hladinami alfa-tokoferolu
a s degradacnymi produktmi purinovych nukleotidov,
adenozinom a xantinom, ¢o poukazuje na ucast CoQ10
v procesoch regeneracie alfa-tokoferolu a jeho moznom
zahrnuti v mechanizmoch spdsobujucich alteracie v me-
tabolizme purinovych nukleotidov. Vysledky naznacuju,
zZe suplementacia CoQ10 (a deficitnych vitaminov) by
mohla priaznivo ovplyvnit priebeh repara¢nych proce-
sov v demyelinizovanych axonoch vo vfasnom Stadiu
tohto ochorenia.
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SUHRN

Prokalcitonin je protein, ktory je od roku 1993
znamy nielen ako prekurzor horménu kalcitoninu, ale
aj ako marker sepsy. Neskor sa zistilo, Ze narast jeho
koncentracie v plazme stimuluje predovsetkym bakterialny
lipopolysacharid. Prokalcitonin dokazu produkovat mnohé
typy buniek. Jeho presna uloha pocas generalizovanej
bakterialnej infekcie je stale predmetom vyskumu.

SUMMARY

Since the year 1993 is protein procalcitonin known
not only as hormones calcitonin precursor, but also as
the marker of sepsis. Later was found, that increasing
of procalcitonins plasmatic concentration is stimulated
mainly by bacterial lipopolysaccharide. Many cell types can
produce procalcitonine. The exact role of procalcitonine
during generalized bacterial infection is still unknown
and subject of research.

UVOD

Od 90. rokov 20. storocia su diagnostické moznosti
u pacientov s akutnymi zapalovymi stavmi rozSirené
o spektrum pro - a protizapalovych cytokinov. Cytoki-
ny ako mediatory prvého sledu pri imunitnej odpovedi
organizmu predchadzaju o 6-24 hodin nastup proteinov
akutnej fazy (APP - Acute Phase Proteins).

Tento Casovy benefit predstavuje hlavnu vyhodu
cytokinov oproti APP. VySetrenie cytokinov sa z me-
todologickych a ekonomickych dévodov nestalo ru-
tinnou metddou. Prokalcitonin (PCT) - pred rokom
1993 znamy iba ako prekurzor hormonu kalcitoninu,
je svojimi vlastnostami na rozhrani cytokinov, hormo-
nov, proteinov akutnej fazy a postupne sa zapaja do
siete zapalovych mediatorov. V sucasnosti prebieha
klinicky vyskum s cielom dokazat, nakolko je PCT
senzitivnym a S§pecifickym indikdtorom systémového
bakterialneho zapalu, s vyuZitim v medicinskej diagnos-
tike. SuCasne s novymi poznatkami o prozapalovych
a protizapalovych cytokinoch, APP a ich zaradeni
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medzi faktory kompenzaénej protizapalovej odpovede
sa objavuju nové hypotézy a tedrie hodnotiace napr.
vyznam PCT pri zapale, regulacné viazby cytokinov,
PCT a APP v priebehu obrannej reakcie. V situacii,
ked eSte nepozname niektoré zakladné fyziologické
vlastnosti tohto proteinu, prechadza PCT neodvratne zo
sféry vyskumu do bezZnej diagnostickej praxe. Hodnoti
sa jeho diagnosticka vytaznost, Specificita a senzitivita
v akutnej a transplantaénej medicine. Vyznamné sa zda
byt jeho vyuzitie pri stavoch, kde Standardné diagnostic-
ké postupy maju svoje obmedzenia, napr. pri véasnych
pooperaénych infekénych komplikaciach.

1. CHARAKTERISTIKA PCT
1.1 Historia prokalcitoninu

V roku 1962 bol podany prvy nepriamy dokaz existen-
cie tretieho kalciotropného hormonu, neskor nazvaného
kalcitonin. Zdroj nového hormonu bol lokalizovany v
Stitnej Zlaze. V roku 1975 bol objaveny intracelularny
prekurzor kalcitoninu - preprokalcitonin a jeho Stiepne
produkty, véitane PCT. Jeho Struktura ako glykoproteinu je
znama od roku 1981. V roku 1983 prenikol do diagnostiky
po jeho detekcii v sére krys s medularnym karcinomom
Stitnej zlazy. V roku 1986 boli rovnaké vysledky ziskané
aj u pacientov s touto chorobou. Assicot a kol (1993)
zaznamenali extrémne vysoké hodnoty plazmatického
PCT u septickych pacientov. V roku 1994 je za hlav-
ného stimulatora tvorby PCT pocas zapalu oznaceny
bakterialny lipopolysacharid (LPS, endotoxin). Plazma-
ticky PCT sa v nasledujucich rokoch zacal uplatnovat
v diagnostike akutnych stavov ako senzitivny a vysoko
selektivny marker systémovej bakterialnej infekcie. Az
v roku 2000 sa podarilo objasnit zdroj zdpalového pro-
kalcitoninu. Na rozdiel od klasickych hormonov nie je
tvoreny endokrinnou Zzlazou, ale na jeho produkciu sa
v priebehu reakcie akutnej fazy podiela viacero bunko-
vych typov. Maximalna syntéza PCT bola zaznamenana
v peCenovych bunkach a v tukovom tkanive.

1.2 Biochemicka charakteristika

Prokalcitonin je protein tvoreny C-bunkami Stitnej
zlazy, pozostavajuci zo 116 aminokyselin a s mole-
kulovou hmotnostou 13kD. Struktura retazca PCT
detegovatelného v plazme pocas zapalu je identicka
so Strukturou znameho peptidu, ktory je prohormonom
kalcitoninu (Obr. 1).

PCT je v endoplazmatickom retikule C-buniek Stit-
nej Zlazy premeneny na kalcitonin, nedochadza k jeho
uvolneniu do obehu. Hladina prokalcitoninu u zdra-
vych jedincov je nizka, Casto pod detekénym limitom.
V plazme pravdepodobne neexistuju enzymy, ktoré by
cirkulujuci PCT stiepili. Ak u prokalcitoninu neprebehne
intracelularna proteolyza a je secernovany do obehu,
zostava v nezmenenej podobe s pol¢asom 25-30 hodin.
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Obr. 1. Struktira PCT

Za hlavny eliminaény mechanizmus cirkulujuceho
PCT su povazované oblicky. U pacientov s vysokymi
plazmatickymi hladinami PCT boli stanovené signifi-
kantné koncentracie aj v mo¢i. Uvahy o kinetike PCT
v obli¢kach sa opieraju o znalosti inych proteinov s rov-
nakou molekulovou hmotnostou. Nepodarila sa dokazat
korelacia plazmatickej hladiny prokalcitoninu so stupnom
renalnej insuficiencie. Tento poznatok naopak vedie
k teorii o oblickach ako o minoritnej exkreénej ceste.
Uvazuje sa, ze PCT je podobne ako prevazna vacésSina
plazmatickych proteinov degradovany proteolytickym
stiepenim (Ricci a Ronco, 2005).

1.3 Geneticka charakteristika

Predpoklada sa, ze PCT uvolneny pri zapale je
kodovany rovnakym génom ako prekurzor kalcitoninu
v C-bunkach §titnej Zlazy. Gén pre prekurzor kalcitoninu,
ktory je uvolnovany C-bunkami §titnej Zlazy a je znamy
ako CALC-I a u cloveka je lokalizovany na kratkom
ramienku 11. chromozomu.

Hypoteticky moze existovat iny, zatial neznamy gén
tejto skupiny, ktory je indukovany pocas zapalu a zod-
poveda za syntézu zapalového PCT. Predpoklada sa, Ze
jeho zapalova syntéza nie je exprimovana C-bunkami
Stitnej zlazy a regulacia jeho transkripcie je podobna
prozapalovym cytokinom, véitane TNF-o a IL-6.
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1.4 Tvorba a regulacia PCT v priebehu zapalu

Prokalcitonin detegovatelny v plazme pocas zapalu
nie je tvoreny C-bunkami Stitnej zlazy, kedZe dynamika
zmien pri zapale ma rovnaky charakter aj u jedincov
po tyreoidektomii. Za kdédovanie PCT pocas zapalu je
zodpovedny pravdepodobne gén CALC-I. Majoritne sa
zapalovy prokalcitonin tvori v peceni, ale schopnost jeho
tvorby pocas zapalu ma viacSina ludskych bunkovych
linii. Na urcenie lokalizacie zdroja zapalového PCT
prispela metdda reverznej polymerazovej reakcie (RT-
PCR), vyuZivajuca nové priméry na odliSenie r6znych
foriem mRNA PCT (PCT-I, PCT-II) a mRNA CGRP-I.
Russwurm a kol (2001) dokazali expresiu tychto 3 fo-
riem mRNA v 13 zo 16 testovanych Tudskych tkaniv.
Najvyssie hodnoty boli najdené v peceni, v semennikoch,
pltcach, prostate, oblickach a v tenkom creve, v malej
miere v monocytoch a makrofagoch. Za tvorbu PCT
v ¢reve a plucach su zodpovedné neuroendokrinné
bunky. Minoritnym zdrojom prokalcitoninu v priebehu
sepsy je napr. aj hypofyza, ¢o popisuje vo svojej praci
Kiryama a kol (2002), kde v pokusoch na potkanoch
boli hypofyzarne bunky vystavené posobeniu LPS pri
sucasnej tvorbe PCT.

Od roku 2003 niektori autori povazuju za majoritny
zdroj zapalového PCT tukové tkanivo. Preto sa Studuje
uloha adipocytov v expresii, interakciach a potencial-




Obr. 2. Expresia génu CALC-I adipocytmi a C-bunkami $titnej zIazy. Adipocytom a inym parenchymalnym bunkach

chybaju sekrec¢né granuly. Preto sa po indukcii CT-mRNA prokalcitonin moze neregulovane uvol'novat

nych ulohach produkcie peptidov odvodenych od kal-
citoninu. Linscheid a kol. (2005) dokazali produkciu
PCT diferencovanymi adipocytmi. Predpokladaju, ze
aj produkcia PCT inymi bunkami je obmedzena len
na diferencované bunky. Zaroven popisuju, Ze samotna
diferenciacia adipocytov je charakterizovana zvySenim
niektorych cytokinov, napriklad IL 6.

Prokalcitonin, spolu s dal§imi peptidmi (GIP - glu-
cose-dependent insulinotropic polypeptide a CGRP-I) sa
spaja s obezitou. Stimulom pre expresiu prokalcitoninu
adipocytmi je GIP, ¢o vedie k hypotéze, Ze zvySené
uvolnenie PCT mozZe byt sposobené aj vysoko tukovou
diétou (Timper a kol., 2011).

Struktura tyreoidalneho a zapalového prokalcitoni-
nu je totozna, ich regulacia sa vSak za fyziologickych
podmienok vyrazne liSi (Tab. 1). C-bunky S§titnej Zlazy
reaguju na vzostup hladiny kalcia. Ako stimulatory tvor-
by kalcitoninu posobia glukokortikoidy, CGRP I a II,
glukagon, gastrin, f-adrenergné podnety. Somatostatin
a vitamin D naopak tvorbu kalcitoninu inhibuju. Hyper-
kalcémia, ani iny z uvedenych faktorov nemaju vplyv
na PCT, ktory je uvolnovany do cirkulacie pri zapale.
Jeho tvorba pocas zapalu je uzko spéta s bakteridlnym
endotoxinom a s prozapalovymi cytokinmi. Bakterialny
endotoxin je najsilnejSim stimulatorom syntézy a uvol-
nenia PCT do obehu. Endotoxin aktivuje syntézu PCT
a jeho uvolnenie do obehu sprostredkovane cez skupinu
cytokinov.
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Tab. 1. Porovnanie vlastnosti zapalového PCT, PCT
tvoreného C-bunkami Stitnej zlazy a kalcitoninu

, , PCT tvoreny o
Zapalovy PCT C-bunkami Kalcitonin
Gén CALC-I CALC-I CALC-I
Zdroj hepatocyty . C b.urflfy - C bunvky
Stitnej zlazy Stitnej zlazy
Dominantna LPS, TNFa, . .
regulicia L1 hypokalcémia | hypokalcémia
M, 13000 13000 3500
Dizka retazca 116 AMK 116 AMK 32 AMK
Polcas nie je uvoln. .
v cirkulacii 25-30h do obehu 4-5 min.

. _— modulacia . . ,
Fyziologicky i . hormonalny kalciotropny
, cytokinovej X
vyznam siete prekurzor hormon

Nijsten a kol (2001) testovali indukciu prokalci-
toninu a dalSich reaktantov akutnej fazy na liniach
pecenovych buniek. Potvrdili, Ze hepatocyty reaguju na
podanie rekombinantného humanneho TNF-a indukciou
syntézy PCT. V porovnani s CRP a sérovym amyloidom
A dosiahol PCT po tomto stimule 50 % maximalnej
koncentracie za 8 hodin, APP az za 20 hodin.
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Vzostup hladiny PCT po podani endotoxinu nastava
az po vzostupe TNF-a a IL-6, tieto dosahuju maximalne
koncentracie 90, resp. 180 min. po experimentalnom
podani endotoxinu. Prokalcitonin reaguje po 3-6 hodi-
nach a jeho tvorba vrcholi po 6-8 hodinach. Z dovodu
dlhého polcasu hladina kulminuje medzi 12-48 hodinou.
PCT stupa niekolko hodin po elevacii hladin TNF-a
a IL-6, ale pred vzostupom hladiny CRP. Na rozdiel od
prozapalovych cytokinov, ktorych elevacia v zapalovych
situaciach je neSpecificka voci etioldgii zapalu, PCT
stupa s vysokou selektivitou pri bakterialnych infekciach
(Reihart a kol., 2000).

1.5 Uloha prokalcitoninu v zapalovej odpovedi

Je malo pravdepodobné, aby organizmus v priebe-
hu zapalu svoju proteosynteticku kapacitu poskytol na
syntézu afunkéného mediatora. Aj ked doposial nebola
dokazana fyziologickd uloha plazmatického PCT, jeho
potencidlnymi ulohami mozZe byt ovplyvnenie:

e chemotaxie monocytov,

e cytokinovej siete a modulacie syntézy NO,

¢ analgetického ucinku,

* metabolizmu kalcia a fosfatov.

Hypoteticka tloha PCT v regulacii metabolizmu
kalcia a fosfatov v priebehu sepsy vychadza zo Struk-
turalnej podobnosti PCT a hormonu kalcitoninu. PCT
obsahuje aminokyselinovu sekvenciu kalcitoninu. Po-
dobnost primarnej Struktury proteinového refazca je
menej vyznamna ako odliSnosti sekundarnej a terciarnej
struktury. U pokusnych zvierat v experimentalnej sepse
bola pozorovana hypokalcémia a vzostup koncentracie
fosfatov. Dalsie $tudie tento nalez nepotvrdzuju a do-
kumentuju striedavo vzostup, pokles alebo nezmenené
hladiny kalcia v modeloch sepsy. U septickych pacientov
dochadza casto k hypokalcémii. Napriek tomu hladiny
kalcia a fosfatov vyznamne nekoreluju s hladinou PCT.

Je zname, Ze hormon Kkalcitonin ma chemotaktic-
ky vplyv na monocyty a tento efekt je intracelularne
sprostredkovany cAMP v monocytoch. Wiedermann
a kol. (2002) dokazal tento efekt aj u PCT, ktory po-
sobi ako chemoatraktans. Granulocyty na PCT ani na
kalcitonin nereaguju. Prokalcitonin a kalcitonin zvySuju
koncentraciu cAMP v monocytoch.

Zapojenie PCT do cytokinovej siete by malo mat
fyziologické opodstatnenie. Cytokiny maju rozhodujucu
ulohu v regulacii syntézy PCT pocas zapalu a hladiny
prvych prozapalovych cytokinov u septickych pacientov
vyznamne koreluju s hladinou PCT.

Priamy stimulaény efekt PCT v syntéze cytokinov
vacSina Studii nedokazala. PCT pravdepodobne nein-
dukuje syntézu cytokinov. Brucker a kol (1999) na
linidAch monocytov dokumentuje modulaény uc¢inok PCT
na tvorbu TNFa a IL-6 navodenu podanim endotoxinu
(Obr. 3), pricom PCT redukoval stimula¢ny efekt LPS
0 20-30%. Whang a kol. (2000) v modele sepsy potvr-
dili modulacny (inhibi¢ny) efekt PCT na endotoxinom
stimulovanu syntézu IL-1p.
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| infekéna stimulacia '

+ \LPS

monocyto/makrofagy
TNFa
PCT IL-1B
IL-6 PCT
hepatocyty

Obr. 3. Model zapojenia PCT do negativnej
spétnej vizby regulujucej aktivitu TNFa a IL-1§

Bakterialny endotoxin teda stimuluje syntézu PCT
prostrednictvom cytokinovej siete za ucasti niektorého
z cytokinov (TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6), ale mecha-
nizmus indukcie nie je doposial znamy. Vo vztahu
ku hlavnym prozapalovym cytokinom mozZeme PCT
oznacit za mediatora druhého sledu. Na rozdiel od
cytokinov, napr. TNF-a a IL-6, ktorych elevacia je
v zapalovych situaciach neSpecificka voéi typu zapa-
lu, stupa PCT s vysokou selektivitou pri systémovom
zapale bakterialneho povodu. Tvorbu PCT adipocytmi
vyrazne potencuju IL-1f a endotoxin a inhibuje IFNYy.
Sucasné posobenie IFNy, ktory stupa predovSetkym
pocas virusovych infekcii, znizi tvorbu PCT indukova-
ného IL-1P az o 89 %. Tento inhibicny efekt IFNy je
pravdepodobne zodpovedny za odlisné hladiny PCT
pri systémovych zapaloch virusového a bakterialneho
povodu (Linscheid a kol., 2003). Na tejto skuto¢nosti
je zalozZena cela indika¢na Sirka prokalcitoninu. Cytokiny
(TNF-a a IL-6) merané u septickych pacientov maju po
vypuknuti infekcie spravidla vel'mi rychly nastup a po
odzneni akutnej fazy sa rychlo vracaju do normalnych
hodnot. Hladina PCT je umerna rozsahu imunitnej
reakcie a rychlost poklesu hladiny pri ustupe infekcie
je limitovana dlhym pol¢asom eliminacie. Prokalcitonin
odraza nacCasovanie a intenzitu aktivacie cytokinovej
kaskady. Cytokiny, najmd zo skupiny prozapalovych




faktorov (TNF-a, IL-1, IL-6) vo vCasnej faze zapalovej
odpovede poOsobia endokrinnym mechanizmom. Ich
hladiny su detegovatelné v plazme a odrazaju intenzitu
obrannej odpovede. Plazmaticka hladina vSak nevypoveda
o lokalnych pomeroch cytokinovej siete v zapalovom
lozisku, alebo v jednotlivych kompartmentoch (perito-
nealna tekutina, mozgovomiechovy mok).

Vplyv prokalcitoninu ako ,nesteroidného analgetika“
pocas zapalu je popisany v praci Bruckera a kol. (1999).
Analgeticky efekt lososieho kalcitoninu je znamy a je
terapeuticky vyuzivany najma u pacientov s osteolytickymi
metastazami. Mechanizmus uc¢inku nie je celkom jasny.
Podobne by sa mohol uplatnit aj PCT pocas zapalu.
In vitro bol dokazany pokles koncentracie tromboxa-
nu B2 po pridani kalcitoninu alebo PCT. Uéinok je
pravdepodobne spdsobeny inhibiciou prostaglandin-G
a -H-syntazy, ktoru inhibuju aj nesteroidné analgetika.

Niektoré nedavne Studie poukazuju aj na Skodlivy
vplyv prokalcitoninu tvoreného pocas sepsy (Linscheid
a kol., 2005).

2. PCT V KLINICKYCH STAVOCH
2.1 Akutny infekcny zapal

Najvyssie plazmatické hladiny dosahuje PCT pri
akutnych bakterialnych infekciach a sepse. Plazmaticka
hladina PCT pri bakterialnych infekciach narasta s cel-
kovou zapalovou reakciou organizmu. Lokalne bakte-
rialne zapaly, napr. abscesy, PCT vyznamne nezvySuju.
ZvySenie hladiny je umerné typu a rozsahu zapalu. Pri
tazkych bakterialnych infekcidch dosahuju plazmatické
hladiny PCT az 1000ng/ml. Normalna koncentracia
v sére u zdravych jedincov pritom nepresahuje 0.5 ng/ml
(Hoffmann a Schobersberger, 2001). Normalne hodnoty
rozsahov PCT u 60 zien s nekomplikovanym tehotenstvom
popisuju Paccolat a kol (2011). Mediany hladiny PCT
boli: 24. az 28. tyzden - 0,043 ug/l, 36-40 tyzden -
0,061 pg/l, pri porode - 0,068 ug/l; 2-3 dni po porode
- 0,200 ug/1 a na 10 den po porode - 0,060 ug/l. Cut off
PCT uroven 0,25 ug/l moze byt pouZzitd pocas tretiecho
trimestra, pri porode a kratko po porode k vyluceniu
infekcie (Paccolat a kol., 2011).

Pri infekciach sposobenych gram-negativnymi bak-
tériami boli zaznamenané vys$Sie hodnoty PCT ako
pri infekciach povodcom ktorych boli gram-pozitivne
baktérie. V porovnani s CRP a inymi APP reaguje
prokalcitonin na infekény podnet rychlejSie a jeho po-
kles nastava pri zlepSeni klinického stavu. V priebehu
akutneho zapalu nedochadza k potlaceniu produkcie
PCT, jeho elevacia zostava po celé obdobie infekéného
procesu. Pokles hladiny PCT na konci akutnej zapalovej
reakcie je ovplyvneny dlhsim plazmatickym polcasom
proteinu v porovnani s vyrazne krat§im polcasom eli-
minacie cytokinov. U pacientov so septickym Sokom
pri zlepSovani stavu dochadza k poklesu PCT na 50%
maximalnych hodnot v priemere za 2 dni. Aktudlne
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PCT testy su rychle, Specifické a dostatocne citlivé pre
detekciu zvySenia hladiny PCT v sére v priebehu 4 az
6 hodin od zacCiatku infekcie. Klinicky moze stanovenie
PCT poméct v rozhodovani o nutnosti antibiotickej
liecby resp. trvani liecby antibiotikami (Gilbert, 2010).
Vyuzitie stanovenia hladiny PCT na urcovanie dizky
trvania antibiotickej terapie na jednotkach intenzivnej
starostlivosti sa vo svojej praci zaoberaju Agarwal
a Schwartz (2011).

V porovnani s plazmatickymi hladinami zostavaju
koncentracie PCT v ostatnych telovych kompartmen-
toch nizke. Peritonitida neindukuje vyraznejSie zvySenie
PCT v peritonealnej tekutine a koncentracia v ascite
nepresahuje plazmaticku hladinu. Nie je dokumentované
zvySenie v likvore pri bakteridlnej meningitide.

Virusové infekcie ako napr. hepatitida B, cytomega-
lovirusova infekcia, HIV nezvySuju hladinu PCT voébec,
alebo vel'mi mierne. Infekcia ma zdsadny vyznam u imu-
nokompromitovanych pacientov s organovou dysfunk-
ciou. Aj napriek obmedzenej Specifickosti u kriticky
chorych pacientov s poruchou imunity, moZe stanovenie
koncentracie PCT pomoct vylucit bakterialnu infekciu
(Bele a kol., 2011).

Pri generalizovanych mykoézach (Candida, Asper-
gillus) rovnako nenastava zvySenie PCT. Na odliSenie
bakteridlnej a nebakteridlnej etiologie zapalu je zalozeny
diferencialno-diagnosticky vyznam prokalcitoninu.

2.2 Perioperaé¢né obdobie

Prokalcitonin je spolu s dal§imi zapalovymi mediatormi
sucastou systémovej imunitnej odpovede na operacnu
traumu. Rozsiahle opera¢né vykony, najma vnutrobrus-
né zakroky, tvorbu PCT aktivuju. Rozsiahlu Studiu na
skupinach chirurgickych pacientov publikovali Meisner
a kol. (1998), kde porovnavali dosiahnuté maximalne
koncentracie PCT pri réoznych typoch chirurgickych
vykonov. Operovani pacienti boli sledovani do 5 dna
po vykone, kedy sa koncentracia prokalcitoninu vracia
k norme. Pacienti po menSich chirurgickych vykonoch
(operacia inguinalnej hernie, tyreoidektémia, operacia
periférnych zil) dosahuju vo vCasnej pooperacnej faze
nizke hladiny PCT. Mierne zvySenie nastava u pacientov
s mensim abdominalnym vykonom (cholecystektomia).
Najvyssie hodnoty su u pacientov s rozsiahlymi vnut-
robruSnymi a retroperitonealnymi vykonmi (resekcia
hrubého creva, gastrektomia, operacia velkych ciev).

Vysledky ukazali, Zze pooperacny vzostup PCT zod-
poveda lokalizacii a rozsahu vykonu. Maximalne koncentra-
cie u menSich zakrokov nepresahuju 2 ng/ml, pri zdvaznych
vykonoch individualne koncentracie ¢asto presahuju 5ng/
ml. V mnohych pripadoch ale tieto vysoké koncentracie
PCT znamenaju nastup infekénych komplikacii.

Maximalne koncentracie su spravidla dosahované
na 1.-2. den po vykone, ale mézu kulminovat aj v na-
sledujucich dnoch.

Pri kardiochirurgickych vykonoch elevacia PCT ne-
dosahuje hodnot, ktoré nachadzame u abdominalnych
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operacii (Silomon a kol., 1999). Najvyssie hodnoty PCT
nachadzaju Hensel a kol. (1998) u pacientov s akitnym
kardiopulmondlnym zlyhanim v pooperacnom obdobi.
Podobne ako iné zapalové parametre, véitane APP je
i PCT vyuzivany v porovnavacich §tudiach hodnotiacich
vzajomne rozne chirurgické postupy u rovnakej diagnézy.
Pri¢iny pooperacného vzostupu PCT nie st doposial
jasné. Pripusta sa vplyv latentnej bakterialnej kontamina-
cie pocas vykonu alebo uc¢inok endotoxinu uvolneného
do cievneho rieCiska v portalnej oblasti a u pacientov
s extrakorporalnym obehom aj faktor bakterialnej trans-
lokacie. Sucasna elevacia TNFa, IL-1p, IL6 pripusta iné
aseptické mechanizmy podielajuce sa na indukcii PCT
cestou cytokinovej aktivacie (Apelseth a kol, 2006).

2.3 Leukopenické stavy

V roku 1998 boli publikované prvé vysledky doku-
mentujuce dynamiku PCT u neutropenickych pacientov
s potvrdenou infekciou. Aj v aplastickej faze po trans-
plantacii kostnej drene (BMT) je zachovana schopnost
imunitného systému tvorit cytokiny a stimulovat syntézu
APP a PCT.

Leukopenické obdobie, najma u onkologickych pa-
cientov po intenzivnej chemoterapii, alebo u pacientov
po BMT, je vysoko rizikové z hladiska mozného nastu-
pu infekénych komplikacii (Finberg a kol., 1999). Je
to obdobie, ked zlyhavaju klasické indikatory nastupu
infekcie typu leukocytdzy, alebo horucky. Mortalita
neutropenickych pacientov na infekéné komplikacie
predstavuje vazny problém. Sledovanie dynamiky PCT
pri tazkej leukopénii prispieva k poznaniu fyziologickych
mechanizmov regulacie PCT. Najvacsi subor dat 112
pacientov s hematologickymi malignitami nachadzame
v praci Lestin a kol (1998). Studia hodnotila koncen-
tracie zapalovych markerov pred chemoterapiou a po-
¢as nej. Koncentracie PCT sa nezmenili v porovnani
s vychodiskovymi hodnotami ani u pacientov s tazkou,
cytostatikami navodenou leukopéniou. V subore prof.
Lestina bolo jednoznaéne potvrdené zvySenie PCT
pri rozvoji infekcie pri tazkej neutropénii. Pri lokal-
nych infekciach sa hladina PCT pohybovala v nizSich
koncentraciach ako pri systémovej infekcii. NajvysSie
hladiny boli zaznamenané u gram-negativnych infekcii,
nasledne u gram-pozitivnych infekcii, najniz§ie u my-
kotickych infekcii.

Vyrazny vzostup PCT uz v prvy def sepsy u pacientov
s tazkou leukopéniou zaznamenal Henster a kol. (2003).
Svaldi a kol. (2001) na subore 73 hematologickych pa-
cientov s tazkou leukopéniou navodenou cytostatickou
liebou nezaznamenali hladinu PCT vyssiu nez 2 ng/ml
ani pri sepse a septickom Soku. Paradoxne zaznamenali
v 1. den gram-negativnej sepsy hodnoty ¢asto nad 10 ng/ml.
V porovnani s dal§imi zapalovymi parametrami je
prediktivna hodnota PCT v Case nastupu sepsy vysSia
nez CRP, TNFa, resp.IL-6, ale nizs§ia nez IL-8. PCT je
vysoko Specificky, ale nedostatoCne senzitivny marker
sepsy u neutropenickych pacientov, najma pri gram-
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pozitivnej bakteriémii. Z hladiska ¢asovych vztahov je
dynamika PCT podobna ako pri TNF-a a IL-6 (Heney
a kol., 1992).

Gac a kol. (2011) popisuju dynamiku PCT u 29 pa-
cientov s akutnou myeloidnou leukémiou (AML)
a u 39 pacientov s neutropéniou indukovanou chemo-
terapiou. Plazmatické hladiny PCT boli stanovované
kazdé Styri dni od zaciatku chemoterapie a pokracovali
do rozliSenia horucky. Zistili, Ze bakteriémia zvySovala
hladiny PCT nad 0.5 ng/ml predpokladanej bakteriémie
na 15. den chemoterapie. Toto zistenie moze byt dole-
zité pri rozhodovani o zmene antibiotika, rezimu pre
znizenie toxicity a nakladov, ked pacienti zostavaju
v horuckach dlhsie.

Problémom vSetkych doterajSich §tudii o PCT u ne-
utropenickych pacientov je maly subor pacientov, ¢asto
je nedostatoCna koncepcia a vyber pacientov. Subory
pacientov su heterogénne tak z hladiska diagnozy (napr.
nadory a leukémie) ako aj vekového rozlozZenia (deti
a dospeli) (Person a kol., 2004; Ciaccio a kol., 2004).
Vsetky doterajSie udaje tykajuce sa dynamiky PCT
a dalSich zapalovych markerov je nutné povazZovat za
predbezné (Hitoglou-Hatzi a kol., 2005). PCT je nutné
hodnotit v kontexte dalSich ukazovatelov (neopterin, IL-8)
a pri interpretacii je dolezita individualna interpretacia.

Vsetky Studie sa zhoduju v tom, Ze vzostup PCT
u infekénych pacientov je pri sucasnej leukopénii nizsi
nez u pacientov s normalnou bielou krvotvorbou.

2.4 Pacienti po transplantacii

Infekéné komplikacie ohrozuju zivot 25 % pacien-
tov po transplantacii srdca, pluc alebo pecene. Vysoké
davky kortikoidov, imunosupresivna liecba a systémova
antibioticka terapia modifikuju priebeh normalnej imu-
nitnej odpovede. Standardné zapalové indikatory maju
u tychto pacientov limitovany vyznam. Akutna rejekcia
musi byt od infekcie, z dovodu odliSného a vzajomne
nekompatibilného liecebného postupu odliSena vcas.

Vyvoj koncentracie PCT po transplantacii organu je
typicky pre rozsiahly chirurgicky zakrok. U pacientov
bez komplikacii kulminuje hladina PCT na 1. az 2.
pooperaény den. Studie so subormi transplantovanych
pacientov Eberhard a kol (1998), Langefeld a kol.
(1997), Kuse a kol (2001), Hammer a kol. (2001) sa
zhoduju v tom, Ze akutna rejekcia transplantovaného
organu nema Ziadny vplyv na pooperacny vyvoj PCT.
Systémova bakteridlna infekcia sposobi aj u imunokom-
promitovanych pacientov signifikantny vzostup PCT.

Hladina prokalcitoninu mozZe byf ovplyvnena aj
terapiou. Podanie antilymfocytarneho globulinu alebo
monoklonalnych protilatok proti CD3 navodi az 10-na-
sobné zvySenie hladiny PCT. Lie¢ba indukuje masivne
uvolnenie TNF-a, ktory stimuluje tvorbu PCT. Nedo-
kazalo sa, aby vysoké davky kortikoidov u pacientov
po transplantacii mali vplyv na reakciu PCT a TNF-a.




2.5 PCT u novorodenov a deti

Koncentracia PCT bezprostredne po narodeni stupa.
Maximum dosahuje 24 hodin po narodeni v rozmedzi
0.5-21ng/ml (median 2.0ng/ml). Po 48 hodinach od
porodu hladiny klesaju pod 0.5ng/ml. Vzostup PCT
v prvych hodindach Zivota je neSpecifickou reakciou,
ktorej fyziologicky vyznam, ani mechanizmus indukcie
nie su objasnené. PCT je aj u novorodencov povazovany
za vysoko senzitivny marker bakterialnej infekcie. Pri
hodnoteni nalezu je nutné reSpektovat odliSnu interpre-
taciu normalnych hodnot (Janota a kol., 2000)

Bohnhorst a kol. (2011) sa vo svojej Studii pokusili
posudit, ktoré laboratorne metddy najviac prispievaju k
urceniu novorodeneckej bakterialnej infekcie. Sledovali
hladiny PCT, CRP a IL-6 u 170 pred¢asne narodenych
novorodencov. Diagnoza novorodeneckej bakteridlnej
infekcie bola stanovena pri pozitivnej kultivacii inak
sterilnych telesnych tekutin alebo pri radiologicky
overenom zapale pluc v kombinacii so zvySenou hla-
dinou zapalovych markerov. Zistili, Ze s preukdzanym
neskorym nastupom novorodeneckej bakterialne infekcie
bolo diagnostikovanych 58 (34 %) pacientov. Citlivost
kombinovaného stanovenia CRP (> 10pg/l) a IL-6
(>100 pg/ml) bola 91,4 %, Specificita 80,4 %, pozitivna
prediktivna hodnota 70,7 % a negativna prediktivna
hodnota 94,7 %. Pridanie PCT (>0,7ng/ml) do kom-
binacie vySetrovanych zapalovych indikatorov, vyustilo
do citlivosti 98,3 %, 65,2 % Specificity, 58,8 % pozitivnej
prediktivnej hodnoty a 98,6 % negativnej prediktivnej
hodnoty. Stanovenie PCT zlepSuje citlivost na takmer
100 %, ale je spojené s poklesom S$pecificity.

Cielom §tudie Canpolat a kol. (2011) bolo preskumat
diagnosticku citlivost a Specifickost stanovenia CRP
a PCT u novorodencov, ktori sa narodili po predéasnom
odtoku plodovej vody (PPROM) a porovnat ich vyznam
s IL-6. Do studie bolo zapojenych 74 deti narodenych
po PPROM. IL-6, CRP, krvny obraz a hladiny PCT
boli merané v prvy den zZivota, a stanovenie CRP, PCT
a krvného obrazu opakovali na 3. den zivota. Hladina
CRP 1. den zivota ma cut off hodnotu 0,72 mg/dl so
senzitivitou a Specificitou 56 % a 58 %. Hladina CRP
na 3. den mala cutr off na urovni 0,78 mg/dl so 60 %
senzitivitou a 63 % Specificitou. PCT hladiny cut off boli
na urovni 1,74 ng/ml so senzitivitou 76 % a Specificitou
85% v 1. den Zivota, a 1,8ng/ml s 89 % senzitivitou
a 86 % specificitou na 3. deni Zivota. Statisticka analyza
ukazala, Ze hrani¢éna hodnota 7,6 pg/ml pre 1L-6 mala
93 % senzitivitu a 96,7 % Specificitu. Stanovenie hladiny
PCT je citlivejSie ako CRP. Interleukin IL-6 sa javi ako
najspolahlivejSim markerom pre véasnu detekciu sepsy
u predcasne narodenych novorodencov s PPROM (Ce-
tinkaya a kol., 2011).

Stanovenie PCT u deti mdze byt velmi uzitocné
v diferencialnej diagnostike niektorych vaznych stavov.
Syndrom precitlivelosti na antiepileptika (AHS) je Zivot
ohrozujuca reakcia na lieCbu antikonvulzivami typicky
v priebehu 1-12 tyzdnov od nastupu lieCby, spojena
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s horuckou, koznymi prejavmi, hepatopatiou, ¢i lymfade-
nopatiou. Moze postihovat aj iné organy. Jej patogenéza
nie je objasnena a hypotézy uvazuju o nahromadeni
toxickych metabolitov, produkcii protilatok, ¢i virusovej
infekcii. NajakceptovanejSou je toxicka hypotéza (Go-
gtay a kol., 2005). Cantarin-Extremera a kol. (2011)
popisuju u deti (14-roény chlapec a 13-roéné dievca)
s AHS signifikantne zvySenie hladiny PCT.

Ucinnost sérového amyloidu A (SAA), CRP a PCT
v diagnostike a sledovani nekrotizujucej enterokolitidy
(NEC) u pred¢asne narodenych deti sledovali Cetinkaya
a kol. (2011), priCom zistili, Ze vSetky su presnymi
a spolahlivymi markermi v diagnostike NEC.

2.6 Renalna insuficiencia

Cirkulujuci prokalcitonin je vysoko stabilna mole-
kula. V plazme sa pravdepodobne nenachadza enzym,
ktory by vyznamnejsie degradoval molekulu PCT. Ked'zZe
eliminaénym mechanizmom PCT z cirkuldcie su ob-
licky, vySetrenie jeho hladiny najma u deti s infekciou
mocovych ciest sa preto javi ako velmi vhodné (Leroy
a Gervaix, 2011).

Meisner a kol. (2001) v troch studiach porovnava stu-
pen eliminacie plazmatického prokalcitoninu u pacientov
s roznym stupiiom renalnej dysfunkcie, odliSného veku
a pohlavia a porovnava renalny clearance PCT s vyvojom
hladiny PCT u septickych pacientov, ktori absolvovali
hemofiltraciu. Vysledky dokazali, Ze renalny clearance
PCT nie je ovplyvneny Ziadnym z tychto ukazovatelov.
Clearance kreatininu nema vplyv na plazmatické hladiny
PCT v kludovej faze, ani pocas zapalu. Benador a kol.
(1998) uvadza, ze u pacientov s akutnym alebo chro-
nickym ochorenim obli¢iek PCT s renalnymi funkciami
nekoreluje. Suvisi vyhradne s pritomnostou a aktivitou
zapalu. U pacientov s myeloperoxidaza (MPO)-ANCA-
spojenou glomerulonefritidou boli sérové hladiny PCT
>0,5ng/ml odporucané ako cut off pre rozhodovanie
o bakterialnych a plesiovych infekciach. Zvysené sérové
hladiny PCT mozu byt u niektorych pacientov s tazkym
poranenim obliiek a/alebo pluc aj v nepritomnosti
infekcie (Komatsuda a kol., 2011).
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SUHRN

Napriek mnohym informaciam dostupnym o roznych
zapalovych mediatoroch je skora diagnostika septickych
stavov v klinickej praxi problémom. Slubnym markerom
predovsetkym bakterialnej infekcie je prokalcitonin. Na-
rast koncentracie prokalcitoninu od nastupu infekcie je
rychlejsi ako narast proteinov akutnej fazy. V poslednych
rokoch sa vykonava mnoho studii, v ktorych sa testuje
vyznam stanovenia prokalcitoninu pocas roznych stavov
v rozlicnych medicinskych odboroch a porovnava sa
s proteinmi akutnej fazy a mnohymi cytokinmi. Vysledky
zhodne poukazuju na jeho vysoky diagnosticky aj prog-
nosticky potencial.

SUMMARY

Early diagnostics of sepsis in clinical practice is a
big problem, although much information about inflam-
mations mediators is available. Procalcitonin seems to
be a promising marker of especially bacterial infection.
After infection onset, the increase of procalcitonins
concentration overtake acute phase proteins rise. In the
last years, during different pathological states and in
several medical fields, there are performed many studies
testing the importance and significance of procalcitonin
determination and comparing to various cytokines and
acute phase proteins. Results consistently indicate both,
its strong diagnostic and prognostic potential.

UvVOD

Sucasné diagnostické indikacie PCT je mozné rozde-
lit do dvoch skupin. Prva skupina vychadza z vysokej
senzitivity PCT k systémovym bakterialnym infekciam.
Senzitivita je zachovana aj v situdciach, kedy zaklad-
né zapalové ukazovatele: sedimentacia a leukocytoza
stracaju vypovednu hodnotu. Zaznamenavame to pri
transplantaciach, neutropenickych stavoch, vo véasnom
pooperacnom obdobi.

Druha skupina indikacii je zaloZena na nizkej senzi-
tivite PCT k nebakterialnym zapalom. Vlastnost, ktorej

90

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2011

fyziologicka podstata nie je zatial jasna a ktora tento
mediator odliSuje od rady cytokinov. Linscheid a kol.
(2003) popisuje vyrazny inhibiény efekt IFNy na tvorbu
PCT indukovanu IL-1f a endotoxinom. Tvorba IFNy je
moznou pri¢inou odliSnych hladin PCT pri systémovych
zapaloch virusového a bakterialneho povodu (Linscheid
a kol., 2003). Ako prinosna a vyuzitelna sa ukazuje ana-
lyza PCT u pacientov s reumatickymi chorobami, alebo
s neSpecifickymi ¢revnymi zapalmi. Zakladna choroba
pri tychto stavoch nema vplyv na tvorbu PCT, jeho
pripadnu elevaciu prisudzujeme infekénej komplikacii.

Diagnosticky potencial PCT ako zapalového ukazo-

vatela vychadza z nasledujucich poznatkov:

¢ Syntéza PCT a jeho uvolnenie do cirkulacie je vyso-
ko Specificka reakcia na systémovo posobiaci bak-
terialny infekény podnet. Lokalizovana bakterialna
infekcia, atypickd pneumonia, virusovy alebo myko-
ticky zapal su malo vyznamné stimuly pre syntézu
PCT.

e Miera indukcie PCT je zavisla na charaktere a in-
tenzite vyvolavajuceho podnetu, maximalne hladiny
dosahuje vo v€asnom Stadiu sepsy.

e Tvorba PCT v porovnani s pévodnymi predpokladmi
nie je obmedzena na bakterialnu antigénnu stimu-
laciu. Je indukovana aj v priebehu aseptickej zapa-
lovej reakcie po rozsiahlom chirurgickom vykone
a je stimulovana aj vysokovoltaznou celotelovou ra-
dioterapiou. Pri chirurgickych vykonoch je vzostup
PCT a jeho trvanie umerné rozsahu zakroku a jeho
lokalizacii. Najvyssie hodnoty byvaju pri rozsiahlych
vnutrobrusnych vykonoch. Celotelové oZziarenie in-
dukuje reakciu akutnej fazy s vzostupom PCT v za-
vislosti na davke a type lieCebnej schémy.

¢ Pre indukovanu syntézu PCT v priebehu septickej
reakcie nie su nevyhnutné leukocyty. Poukazuju na
to vysledky ziskané u pacientov v aplastickej faze
po BMT (Bone Marrow Transplantation) alebo
pri inych stavoch spojenych s leukopéniou. Reak-
cia cytokinov a PCT u pacientov v aplastickej faze
potvrdzuje, ze faktory stimulujuce tvorbu PCT ne-
musia byt tvorené leukocytmi. Hypotetickym zdro-
jom tychto faktorov mozu byt endotelialne bunky,
hepatocyty alebo tukové tkanivo. U tychto pacientov
sa odpoved PCT na infekény stimul kvantitativne
odliSuje od pacientov s normalnymi hodnotami kr-
votvorby a je potrebné porovnavat ju s odliSnymi
referencnymi limitmi.

e Pecen je podla sucasnych poznatkov hlavnym zdro-
jom zapalového PCT. Syntéza je zachovana aj pri
zavaznom postihnuti pecenovych funkcii (oziare-
nie, cirh6za peCene) a nekoreluje s biochemickymi
ukazovatel'mi pecenovej dysfunkcie. Niektori autori
povazuju za majoritny zdroj PCT tukové tkanivo.

e Oblicky pravdepodobne predstavuju hlavny elimi-
naény mechanizmus plazmatického PCT. Lahka
a stredne fazka renalna insuficiencia nema signifi-
kantny vplyv na plazmatické hladiny PCT. Pripusta
sa existencia inych enzymatickych degradacnych




mechanizmov odstrainujucich PCT priamo v tkani-
vach.

¢ Na rozdiel od cytokinov su koncentracie PCT v asci-
te, pleuralnej tekutine alebo v mozgovomiechovom
moku vZdy niZSie nez jeho plazmatické hladiny

1. ZAKLADNE INDIKACIE VYSETRENIA PCT

Zo sucasnych znalosti a poznatkov vyplyvaju nasle-
dujuce indikacie vySetrenia PCT:

Diferencialna diagnostika zapalovych ochoreni
a horuciek neznameho povodu. PCT mozZe napomoct
rozliSeniu ARDS bakterialnej a nebakterialnej etiologie
vyznamnejSie nez napr. CRP. Ma vysSiu vypovednu
schopnost odlisit aktivitu systémového autoimunitného
ochorenia, napr. systémového lupus erythematosus, od
bakterialnych komplikacii u tychto pacientov (Schwenger
a kol.,1998). PCT sa zda byt vel'mi uzito¢ny laboratorny
marker pre diferenciaciu pri¢in horucky a to najmé u
autoimunitnych a malignych ochoreni (Limper a kol.,
2010)

Monitorovanie kriticky chorych pacientov. Vysoké ale-
bo stupajuce hladiny svedcia pre bakterialnu komplikaciu
a vSeobecne pre zlu progndzu pacienta. Naopak rychly
pokles hladiny poukazuje na ustup infekcie a priazniva
prognozu (Schwarz a kol., 2000; Bucova a kol., 2006).

Kontrola terapie a priebehu bakterialnych infekcii.
Absolutna hodnota PCT nekoreluje priamo so zavaz-
nostou stavu, vyvoj hladiny odraza narastajicu alebo
ustupujucu imunitnid odpoved na infekciu (Sabbatani
a kol., 2006).

Diagnoza bakterialnej infekcie u imunosuprimovanych
0sob (Hatzistilianou a kol., 2007).

Hodnotenie prognézy pacientov. Pri MODS, sepse,
nekrotizujucej pankreatitide koreluje maximalna hladina
PCT so zavaznostou ochorenia, ale za zIi prognozu pa-
cienta je zodpovedny predovSetkym cas, pocas ktorého
zostava hladina PCT zvySena.

Sledovanie hladin PCT pri akatnom koronarnom
syndrome (ACS) poukazuje na to, Ze vysSSie hladiny
PCT do 48 hodin po prijati m6zu odrazat zapalovy
stav, ktory je spojeny so zvySenou mortalitou (Ataoglu
a kol., 2010). Ozkan a kol. (2011) popisuju, Ze hodnota
PCT sa zvysuje pred CRP, ¢o mdze byt uzitocné pre
hodnotenie predcasnej aterosklerozy u akromegalii.

2. INTERPRETACIA NALEZOV

Pre vacésinu klinickych situacii mozno vyuzif nasle-
dujice hodnotenie v tabulke 1. Je potrebné zdoraznit,
Ze existuju Specifické situacie, v ktorych PCT reaguje
odliSnym spo6sobom.

Tab. 1. Interpretacia nalezov PCT

PCT . Charakteristické .
(ng/ml) Hodnotenie Klinické stavy Poznamka
normalne hodno- nie jf.: vylué’enél
ty minimalizuje lokalizovana
<0,5 pravdepodob- alebo %na ako
nost sepsy ‘.bakterhlalna
infekcia
hodnoty bezné
siva zona vhod- | lokalizovany vo v€asnom po-
0.5-2 né je opakovat infekény zapal, operac. obdobi
’ vySetrenie chronicky zapal, | a pri tazkej
do 24 hod. hepatitis A, B renalnej insufi-
ciencii
, systémova
;};s;)ok;ni)z?vde- bakter. infekcia,
2-10 sepsy. septické- intenz. SIRS
> nebakterialneho
ho Soku -
poévodu
10 velmi vysoké faZké Sel?sa’ . pri. ,t’aik}?cl? bak-
a viac | hodnoty multlorganove tevrlalnych infek.
zlyhanie az 1000 ng/ml
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3. VYUZITIE PCT V KLINICKEJ DIAGNOSTIKE
3.1 Akutne infekcie

SEPSA, MODS

Prokalcitonin umoznuje véasnu detekciu systémové-
ho bakterialneho zapalu. Pri diferencialnej diagnostike
MODS odlisi jeho infekénu a neinfekénu etiologiu a sluzi
ako prognosticky ukazovatel. Gendrel a kol (1999)
porovnava PCT s CRP a IL-6, kde poukazuje na jeho
nizsiu senzitivitu, ale vys$Siu Specificitu. U pacientov
s atypickou pneumoniou, lokalizovanym zapalom a ne-
bakterialnou infekciou je zvySenie PCT nevyznamné.
Sinha a kol (2011) sa pokusili zhodnotif uzitocnost
testu PCT u kriticky chorych pacientov s podozrenim
na sepsu. Do Studie bolo zahrnutych 40 pacientov
z jednotky intenzivnej starostlivosti s podozrenim na
sepsu. Sepsa bola potvrdena klinicky a/alebo pozitivnou
kultivaciou krvi. Pacienti s PCT >2ng/ml Statisticky
vyznamne koreluju s pritomnostou sepsy (P <0,0001).
Autori ukazali, ze PCT ma strednu citlivost (86 %)
a vysoku Specificitu (95 %) na cut off >2ng/ml. Bolo
zistené, Ze PCT je velmi uzitoény biomarker sepsy,
ked'ze vysledky su rychlo dostupné (do 2 hodin) a po-
skytuju cenné informacie pred dostupnostou vysledkov
kultivacie, ¢o by mohlo pomdct zabranit zbytocnému
uzivaniu antibiotik (Sinha a kol., 2011).

Hladina PCT je cennym ukazovatelom pre rychlu a
spolahliva diagnozu sepsy. Diagnosticky model zaloZzeny
na laboratornych parametroch pomocou kombinovanych
vysledkov stanovenia PCT a CRP moze byt uzitoénym
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prostriedkom pre predikciu predéasného vzniku sepsy
(Liu a kol. 2010; Reinhart a Meisner, 2011).

Kato a kol (2010) popisuju vyrazné zvysSenie PCT
u pacientky so syndromom toxického Soku indukova-
ného superantigénom Staphylococcus aureus po pouziti
menStruacného tampoénu.

Peritonitida

Pri peritonitide je elevacia prokalcitoninu porov-
natelnd s inymi pripadmi sepsy. Spahr a kol (2001)
poukazuje na PCT ako vhodny prognosticky ukazovatel
pri peritonitide, ked'Ze priaznivy vyvoj sa odraza v jeho
klesajucej hladine pocas prvych troch dni.

Pneumonie a infekcie respiracného traktu

Praca Hedlund a kol. (2000) potvrdila miernu ele-
vaciu PCT pocas bakterialnej pneumonie. Jeho detekcia
v tekutine z bronchoalveoldrnej lavaZze nema vyznam.
Chronické infekcie dychacieho traktu navodia hrani¢né
zvysSenie PCT.

Klinické priznaky infekcie neumoZnuju spravne
urcenie bakteridlnej a virusovej etioldégie u akutnych
respiracnych infekcii. PCT je jednak u¢innym nastrojom
poskytujucim klinickym lekarom pomoc pri identifikacii
pacientov, ktori potrebuju antibioticku lieCbu, pomaha
rozliSit pacientov s potencialne zavaznou infekciou a moze
vyrazne zlepSit starostlivost o pacientov a obmedzit
nadmerné predpisovanie antibiotik. Prokalcitonin je
novy marker podozrenia na bakterialne infekcie, ktory
sa javi ako velmi slubny vo vedeni antibiotickej lieCby
u akutnych infekcii dychacich ciest v nemocnici bez
toho, aby bola ohrozena bezpecnost pacientov. Hladiny
PCT su u zdravych jedincov nizke a mézu byt pouzité v
prvom rade pre vylucenie zavaznych infekcii (Aabenhus
a Jensen, 2011).

Hladina sérového PCT sa rychlo zvysSuje u pacientov
s invazivnym bakteridlnym ochorenim, pricom PCT sa
zvysSuje rychlejsie ako CRP. Okrem toho, rychly pokles
hladiny PCT je dobrym ddkazom, Ze zdroj bakterialnej
infekcie reaguje na klinicku liecbu. U pacientov so
ziskanou komunitnou bakterialnou pneumoniou su sek-
vencné urovne PCT vhodné ako voditko pre kratkodobu
antimikrobidlnu terapiu (Gilbert, 2011; Christ-Crain
a Opal, 2010).

Chirurgia

Prace Maruna a kol (1998), Aouifi a kol. (2000),
Baykut a kol. (2000), Bitkover a kol. (2000), Buttenscho-
en a kol (2001), Girlich a kol. (2002), doporucuju
monitorovanie vysoko rizikovych pacientov vo véasnom
pooperacnom obdobi, kde elevacia PCT predchadza kli-
nickej manifestacii syst¢émovych infekénych komplikacii.
Je nutné zohladnit fyziologicki pooperacnu dynamiku
PCT umernu typu a rozsahu operaéného zakroku. Prokal-
citonin kulminuje na 1.-2. pooperacny den s najvys§imi
hodnotami po rozsiahlych abdominalnych vykonoch.
Vo svojich pracach potvrdzuju vysoku Specificitu PCT
v porovnani s CRP a cytokinmi.
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Polytrauma

Benoist a kol. (1998) a Mimoz a kol. (1998) vo svo-
jich pracach potvrdili zvySenie PCT pri polytraume
aj bez pritomnosti infekcie. Je to predovsSetkym pri
tazkej abdominalnej traume, kedy PCT> 10 ng/ml. Pri
inych lokalizaciach je mierna elevacia. Za zIu prognézu
pokladame zvySenie PCT>2ng/ml v obdobi 12 hodin.

Cielom studie Castelii a kol. (2009) bolo preskumat
diagnostickia hodnotu PCT a CRP v septickych kom-
plikaciach po velkych traumach. Sekundarnym cielom
bolo zistit, ¢i existuje prognosticka hodnota PCT na
zavaznost zranenia, organové dysfunkcie a sepsu. Pa-
cienti s traumou maju rychle a vyrazné zvysSenie PCT
v okamihu septickych komplikacii v porovnani s kon-
centraciami nameranymi 1 den pred diagndzou sepsy:
0,85 vs 3,32ng/ml PCT (p<0,001) a 135 vs 175 ug/L pre
CRP (p=nie je vyznamny). ZvySena plazmaticka hladina
PCT reindukuje znamky moznej septickej komplikacie
v priebehu systémovej zapalovej odpovede. Okrem toho,
vysoké koncentracie PCT pri prijati na JIS u pacientov
po traume znamena zvySené riziko septickych komplikacii
(Castelii a kol., 2009).

Transplantacie

Stanovenie prokalcitoninu umoziuje véasnu detekciu
infekénych komplikacii pred ich klinickym rozvojom
(Wagner a kol., 2001). Pri diferencidlnej diagnostike
odlisi za¢inajucu sepsu a akutnu rejekciu transplantatu,
¢o je dokumentované v pracach Manian a kol. (1995),
Eberhard a kol. (1998), JareSovej a kol. (1999), Blijlevens
a kol. (2000), Cooper a kol. (2001). PCT zaznamenava
vyrazne vyssiu Specificitu ako CRP a leukocyty. ZvySenie
hladiny PCT predchadza klinickej manifestacii systémo-
vych infekénych komplikacii pri monitorovani pacientov
v aplastickej faze po transplantacii kostnej drene ako
potvrdzuju prace Imoto a kol (2000) a Sauer a kol.
(2000). Jeho elevacia je vyznamna pri diferencidlnej
diagnostike zac¢inajucej sepsy, hladina PCT je spravidla
> 10 ng/ml od reakcie graft versus host disease (GVHD).

3.2 Gastroenterologia

Pankreatidida

Elevacia PCT> 1.8 ng/ml v priebehu 2 dni odlisi in-
fekénu bakterialnu nekrozu od edematdznej pankreatitidy
a sterilnej nekrézy pankreasu. Brunkhorst a kol (1998),
Mandi a kol. (2000) a Kylanpaa-Back a kol (2001)
pouzili stanovenie PCT pri diferencialnej diagnostike
pankreatitidy biliarnej etiolégie s jeho zvysSenou hla-
dinou > 1 ng/ml versus pankreatitidy toxickej etiologie.
Dokazana bola vysoka Specificita v porovnani s CRP
a cytokinmi. Protrahovana elevacia PCT je povaZovana
za nepriaznivy prognosticky ukazovatel rozvoja MODS
pri pankreatitidach.

Crohnova choroba a Colitis ulcerosa
Podla prac Bohuon a kol (1999) a Gotteland a kol.
(1999) sa na rozdiel od CRP a IL-6, prokalcitonin ne-




zvyS§uje ani pri aktivnom autoimunitnom zapale. Hladina
PCT> I ng/ml poukazuje na bakterialnu komplikaciu
zakladného ochorenia.

Ochorenia pecene

Miernu elevacia PCT zaznamenavame pri tazkej
cirhéze pecene a portalnej hypertenzii v siboroch prac
Viallon a kol. (2000) a Spahr a kol. (2001). Hepatitidy
typu A, B, C hladinu PCT nezvySuju.

3.3 Hematologia

Hematologické malignity

a stavy spojené s leukopéniou

Monitorovanie hladiny PCT umozni v€asnu detekciu
infekénych komplikacii u imunosuprimovanych a leukope-
nickych pacientov (Schuttrump a kol., 2003). Leukopénia
redukuje vzostup PCT, v dosledku toho nie je mozné
pouzit Standardné referencné rozmedzie pri hodnoteni
ako vo svojich pracach uvadzaju Bernard a kol. (1998),
Ruokonen a kol (1999), Bayer a kol. (2000), Crokaert
a kol (2000), Penel akol. (2004). Imunosupresivna
terapia a kortikoidy neinterferuju s dynamikou PCT.

4. PROKALCITONIN V POROVNANTI
SO ZAPALOVYMI MARKERMI

Prokalcitonin je priklad mediatora, ktory integruje
vlastnosti jednotlivych skupin, ma spolo¢né vlastnosti
s cytokinmi, hormonmi a proteinmi akutnej fazy (Obr. 1).
PCT je prekurzor horménu kalcitoninu a rovnako ako
hormony poésobi endokrinnym mechanizmom. Mecha-
nizmom indukcie a zapojenim do spatnych vizieb zapa-
lovych mediatorov zodpoveda charakteristike cytokinov.
Je sucastou negativnej spitnej viazby produkcie proza-
palovych cytokinov makrofagmi. Bucova a kol. (2006).
Tieto vlastnosti opraviuju jeho zaradenie medzi cytokiny.

S proteinmi akutnej fazy ho spajaju hepatocyty, ako
jeho dominantny zdroj pocas zapalu a rovnaky mecha-
nizmus stimuléacie prostrednictvom TNF-a, IL-1 a IL-6.

Cytokiny, najmé zo skupiny prozapalovych faktorov
(TNF-a, IL-1, IL-6) vo vCasnej faze zapalovej odpovede
posobia endokrinnym mechanizmom. Ich hladiny su
detekovatelné v plazme a odrazaju intenzitu obrannej
odpovede. Plazmaticka hladina vSak nevypoveda o lokal-
nych pomeroch cytokinovej siete v zapalovom lozisku,
alebo v jednotlivych kompartmentoch (peritonealna
tekutina, mozgovomiechovy mok).

4.1 PCT a cytokiny

Bakterialny endotoxin stimuluje syntézu PCT prostred-
nictvom cytokinovej siete za ucasti niektorého z cy-
tokinov (TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6),ale mechanizmus
indukcie nie je doposial znamy. Prokalcitonin odraza
nacCasovanie a intenzitu aktivacie cytokinovej kaskady.
Vo vztahu ku hlavnym prozapalovym cytokinom mdzZeme
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Obr. 1. PCT medzi cytokinmi, horménmi a proteinmi akutnej fazy

PCT oznaéif za mediator druhého sledu. Na rozdiel
od cytokinov, napr. TNF-0 a IL-6,ktorych elevacia je
v zapalovych situaciach nespecificka voci typu zapalu,
stupa PCT s vysokou selektivitou pri systémovom zapale
bakterialneho povodu. Na tejto skutoénosti je zaloZena
cela indikacna Sirka prokalcitoninu.

Cytokiny (TNF-a a IL-6) merané u septickych pacien-
tov maju po vypuknuti infekcie spravidla vel'mi rychly
nastup a po odzneni akutnej fazy sa rychlo vracaju do
normalnych hodndét. Hladina PCT je imerna rozsahu
imunitnej reakcie a rychlost poklesu hladiny pri ustupe
infekcie je limitovana dlhym polcasom eliminacie.

Pre cytokiny je typicky nepomer medzi skutocnou
lokalnou produkciou po zapalovom stimule a namerany-
mi plazmatickymi hladinami. Reakcia vd¢Sina cytokinov
sa odohrava na lokalnej, tkanivovej urovni, ktora je
nedostupna diagnostickymi metdodami. Z praktického
hladiska je potrebné zdoraznit stabilitu prokalcitoninu
ako proteinu, ktoru mozeme povazovat ako prednost pri
rutinnom stanoveni. Na rozdiel od stanovenia cytokinov,
kde plazma musi byt zmrazena.

Bohnhorst a kol. (2011) vo svojej Studii sa pokusili
posudit, ktoré laboratorne metody najviac prispievaju
k urceniu novorodeneckej bakteridlnej infekcie. Sledovali
stanovenie PCT, CRP a IL-6, ktoré zvysuju citlivost
a presnost pri stanoveni diagnozy u 170 predcasne
narodenych novorodencov. Novorodenecka bakteridlna
infekcia bola definovana ako pozitivna kultivacia inak
sterilnych telesnych tekutin alebo radiologicky overeny
zapal pltic v kombinacii so zvySenou hladinou zapa-
lovych markerov. Zistili, ze 58 (34 %) pacientov bolo
diagnostikovanych s preukazanym neskorym nastupom
novorodeneckej bakterialne infekcie. Citlivost kombi-
novaného stanovenie CRP (>10pug/l) a interleukinu
6 (> 100 pg/ml) bola 91,4 %, Specificita 80,4 %, pozitivna
prediktivna hodnota 70,7 % a negativna prediktivna
hodnota 94,7%. Dalsie stanovenie PCT (>0,7 ng/ml),
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vyustilo do citlivosti 98,3 %, 65,2 % Specificity, 58,8 %
pozitivnej prediktivnej hodnoty a 98,6 % negativnej
prediktivnej hodnoty. Stanovenie PCT zlepSuje citlivost
na takmer 100 %, ale je spojené s poklesom Specificity.

Cielom studie Canpolat a kol. (2011) bolo preskimat
diagnosticku citlivost a Specifickost CRP a PCT u no-
vorodencov, ktori sa narodili po predCasnom odtoku
plodovej vody (PPROM) a porovnat ich s interleuki-
nom-6 (IL-6). Do s§tudie bolo zapojenych 74 pred-
¢asne narodenych novorodencov, ktori sa narodili po
PPROM. IL-6, CRP, krvny obraz a hladiny PCT boli
merané v prvy den Zivota, a CRP, PCT a krvny obraz
sa opakovali na 3. den Zivota. Hladina CRP v prvy den
Zivota ma cut off hodnotu 0,72 mg/dl so senzitivitou
a Specificitou 56 % a 58 %, resp. CRP uroven na 3. den
mal cut off na urovni 0,78 mg/dl so 60 % senzitivitou
a 63 % Specificitou. PCT hladiny cut off boli na urov-
ni 1,74 ng/ml so senzitivitou 76 % a Specificitou 85 %
v prvy den Zivota, a 1,8ng/ml a 89 % senzitivitu resp.
86 % §pecificitu na 3.def Zivota. Statisticka analyza
ukazala, Ze hrani¢na hodnota 7,6 pg/ml pre 1L-6 mala
93 % senzitivitu a 96,7 % Specificitu. Interleukin IL-6 sa
javi ako najspolahlivejSim markero pre v€asnu detekciu
sepsy u pred¢asne narodenych novorodencov s PPROM.
Stanovenie PCT urovne je citlivejSie ako CRP u tejto
populacie (Cetinkaya a kol., 2011).

4.2 PCT a APP

Odpoved peCene na systémové poskodenie je cha-
rakterizovana kvantitativnymi a kvalitativnymi zmenami
v proteosyntéze. Dochadza ku zvySeniu celkovej syn-
tézy proteinov, ktora nesta¢i na vyrovnanie negativnej
dusikovej bilancie. Z kvalitativneho hladiska nastava
vzostup expresie na obranu makroorganizmu nevyhnut-
nych plazmatickych proteinov pri su¢asnom poklese
syntézy Strukturalnych proteinov. Tieto zmeny, ktoré
tvoria integralnu sucast procesov reakcie akutnej fazy
dochadza pod priamym stimulaénym alebo inhibi¢nym
vplyvom prozapalovych cytokinov za spoluucasti dalSich
humoralnych faktorov.

APP su sekrecné proteiny hepatocytov, ktorych
tvorba a uvolnenie do obehu je regulovana prozapalo-
vymi cytokinmi. Postavenie APP v systémovej zapalovej
odpovedi ma mnoho rysov spoloc¢nych s PCT. APP
reaguju aktivaciou cytokinovej kaskady rovnako ako
prokalcitonin. Senzitivita a Specificita PCT pri systé-
movych bakterialnych infekciach je vys$sia nez pri CRP
a dalsich APP.

Je potrebné zdoraznit, Ze vySetrenie PCT nenahradi
vypovednu hodnotu APP. VySetrenie SirSieho spektra
APP podava komplexnejSi obraz reakcie akutnej fazy,
odrazajuci vplyv mnohych faktorov. Uplatiuje sa tu:

¢ rozdielna latencia nastupu a intenzita vzostupu v po-

CiatoCnej faze (stimulacia syntézy na transkripénej,
alebo posttranskripcnej urovni);

¢ rozdielny fyziologicky polCas eliminacie: od niekol-

kych minut (CRP) do 14 dni (albumin);
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¢ rozdielne posobenie jednotlivych stimulacnych fak-
torov a ich kombinécie;
e funkény stav hepatocytov, nutri¢ny stav;
e konzumpcia cirkulujucich proteinov v krvi a tkani-
vach (inravaskularna hemolyza);
e straty proteinov (nefroticky syndrom, exsudativna
enteropatia);
e stimulac¢né vplyvy Specifické pre jednotlivé proteiny
(hyposiderémia);
e vrodené deficiencie (al-antitrypsin, ceruloplazmin,
transferin.
Ucinnost PCT, sérového amyloidu A (SAA) a CRP
v diagnostike a sledovani nekrotizujucej enterokolitidy
(NEC) u predcasne narodenych deti sledovali Cetin-
kaya a kol. (2011), pricom zistili Ze vSetky su presnymi
a spolahlivymi markermi v diagnostike NEC.
Ozkan a kol. (2011) popisuju, Zze hodnota PCT sa
zvySuje pred CRP, o mo6ze byt uzitocné pre hodnotenie
predcasnej aterosklerozy u akromegalii.

5 STANOVENIE PCT A JEHO BENEFIT
PRE PACIENTA

Vseobecné poziadavky na zapalovy marker s opti-
malnymi vlastnostami pre diagnostické uplatnenie su:

¢ vysoka Specificita a senzitivita,

e moznost statimového stanovenia,

¢ jednoducha interpretacia vysledkov,

e cenova dostupnost.

Ziadny z dostupnych parametrov nespliia vietky tieto
kritéria. VolI'ba vySetrovacej metody vychadza z porovna-
nia kladov a zaporov, ktoré klinickému lekarovi prinasa.

Cytokiny a solubilné cytokinové receptory su reaktanty
prvého sledu, maju vysoku senzitivitu a o 6-24 hodin
predchadzaju dalSie diagnostické ukazovatele. Pre cyto-
kiny je typicky nepomer medzi skuto¢nou lokalnou
produkciou po zapalovom stimule a ich plazmatickymi
hladinami. Reakcia vidcSina cytokinov sa odohrava na
lokalnej, tkanivovej urovni, ktora je diagnostickymi
metodami nedostupna. Ich nevyhodou je nemozZnost
statimového stanovenia, nizka S$pecificita, vysoké na-
roky na uchovavanie a rychle spracovanie materialu
a vysoka cena.

Proteiny akutnej fazy poskytuju komplexny obraz
imunitného a nutricného stavu pacienta, su c¢asovo
dostupné, maju nizku cenu. Ich nevyhodou je nizka
Specificita a ich nastup v druhom slede, nadvazujuci
na cytokinovu kaskadu.

Prokalcitonin ma mozZnost statimového kvantitativ-
neho stanovenia. Je to marker systémovej bakterialnej
infekcie s vysokou $pecificitou a dostatocnou senzitivitou.
Senzitivita a Specificita PCT pri systémovych bakterial-
nych infekciach je vysSia nez pri CRP a dalSich APP.
Je potrebné zdoraznit, Ze vysSetrenie PCT nenahradi
vypovednu hodnotu APP. VySetrenie Sir§ieho spektra
APP podava komplexnejsi obraz reakcie akutnej fazy,
odrazajuci vplyv mnohych faktorov. Uplatiiuje sa tu:




* rozdielna latencia nastupu a intenzita vzostupu v po-
CiatoCnej faze (stimulacia syntézy na transkripénej,
alebo posttranskripcnej urovni);

* rozdielny fyziologicky polcas eliminacie: od niekol-
kych minut (CRP) do 14 dni (albumin);

¢ rozdielne pdsobenie jednotlivych stimulaénych fak-
torov a ich kombinacie;

e funkc¢ny stav hepatocytov, nutri¢ny stav;

e konzumpcia cirkulujucich proteinov v krvi a tkani-
vach (inravaskularna hemolyza);

e straty proteinov (nefroticky syndrom, exsudativna
enteropatia);

e stimulac¢né vplyvy Specifické pre jednotlivé proteiny
(hyposiderémia);

e vrodené deficiencie (al-antitrypsin, ceruloplazmin,
transferin).

PCT ma nizku senzitivitu k ohrani¢enym bakteridlnym
zapalom (Lenartova, 2008). Z praktického hladiska je
potrebné zdoraznit stabilitu prokalcitoninu ako protei-
nu, ktori moézZeme povazovat za prednost pri rutinnom
stanoveni. Je nenarofny na uchovanie a spracovanie
vzoriek, s Tahkou interpretaciou vysledkov. Na rozdiel
od stanovenia cytokinov, kde plazma musi byt zmrazena.

Otazka vhodnych indikaénych kritérii na vySetre-
nie PCT, cytokinov a proteinov akutnej fazy nie je
zatial definitivne uzavreta. NajvhodnejSie je subeziné
stanovenie PCT s dal§imi markermi, napr. CRP, IL-6,
ktoré zvysuju ich diagnosticku vytaznost. Dolezity je
individualny pristup k pacientovi, s prihliadnutim na
diagnostické skusenosti lekara, dostupnost jednotlivych
metod a ekonomické moznosti.
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SUHRN

Stanovenie katecholaminov a ich metabolitov v krvi
a moc¢i ma vyznam najma v klinicko-biochemickej diagnos-
tike nadorov produkujucich katecholaminy. Prehladnou
formou informujeme o sicasnom stave poznatkov o syn-
téze, degradacii, analytickych moznostiach a klinickom
vyuziti stanovenia katecholaminov.

SUMMARY

Determination of catecholamines and their metabolites
in blood and urine is of particular relevance in clinical
biochemical diagnosis of tumors producing catecholami-
nes. Friendly form we inform about the current state of
knowledge in synthesis, degradation, analytical capabili-
ties and determining the clinical use of catecholamines.

UvVOD

Katecholaminy (KCHA) - dopamin, noradrenalin
a adrenalin su organické zluCeniny s katecholovym jadrom,
t.j. benzénovym jadrom s 2 hydroxylovymi skupinami
v polohach 3 a 4. Su sucastou sympatiko-adrenomedu-
larneho systému, ktory sa podiela na neurohumoralnej
regulacii organizmu. Posobia ako neurotransmitéry
v centralnom a periférnom sympatikovom nervovom
systéme aj ako hormoény produkované chromafinnymi
bunkami drene nadobliciek.

Stanovenie KCHA a ich metabolitov v plazme
a moc€i ma vyznamnu ulohu najmé v diagnostike KCHA
produkujucich nadorov (Lenders a kol., 2002; Stejskal
a kol., 2005). Dolezité informacie poskytuju taktieZ pri
detegovani niektorych neurodegenerativnych a srdcovo-
cievnych ochoreni (srdcové zlyhanie) a v diferencialnej
diagnostike hypertenzie, pripadne diabetu (Moraes a kol.,
2010).

Posledné dve desatroCia spresnili naSe vedomosti
o lokalizacii a dynamike metabolizmu KCHA. Tento
prehlad ma za ciel informovat o niektorych novsich
poznatkoch o syntéze, uskladnovani, uvolnovani a de-
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gradacii KCHA, ako aj o sucasnom stave analytiky
a klinického vyuzitia stanovenia KCHA ich metabolitov.

Syntéza katecholaminov

Katecholaminy - dopamin, noradrenalin a adrenalin
(obr. 1-vid Priloha ¢. 2, str. 171) su syntetizované
z tyrozinu v centralnych a postgangliovych sympati-
kovych neurénoch a v chromafinnych bunkach drene
nadobli¢iek. Tyrozin, ktory pochadza z potravy alebo
sa tvori hydroxylaciou fenylalaninu v peceni, je dalej
hydroxylovany enzymom tyrozinhydroxylazou (TH) na
L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA).

Dalsia biosyntéza prebieha v jednotlivych organoch
a tkanivach odliSne (tab. 1) V dopaminergnych neu-
réonoch podsobenim jediného enzymu, dekarboxylazy
aromatickych kyselin (L-aromatic acid decarboxylase
- AADC, povodne oznacovany ako L-DOPA-dekarbo-
xylaza), sa L-DOPA premiena na dopamin. V noradre-
nergnych neuronoch syntéza pokracuje hydroxylaciou
dopaminu na noradrenalin dopamin-B-hydroxylazou
(DBH). Metylacia noradrenalinu na adrenalin uc¢inkom
fenyletanolamin-N-metyltransferazy (PNMT), prebieha
len v centralnych adrenergnych neurénoch a v dreni
nadobli¢iek. Podrobna schéma biosyntézy KCHA
presahuje ramec tohto ¢lanku a jedna z najnovSich je
dostupna v praci Maslankova a kol (2011).

Tab. 1 Prehlad konec¢nych produktov
biosyntézy KCHA podla lokalizacie

Struktira, organ Konecny produkt

Centralne dopaminergické neurony | dopamin

Centralne noradrenergické neurdny | noradrenalin

Centralne adrenergické neurony adrenalin

Periférne sympatikové zakoncenia noradrenalin

Drenl nadobliciek adrenalin

Degradacia katecholaminov

Neuronalne aj extra-neuronalne - nadoblickové
chromafinné bunky uskladnuju syntetizované KCHA
do zasobnych vezikul - chromafinnych zfn vo forme
komplexov s ATP a neuropeptidom chromograninom A,
pricom tieto zasoby su vel'mi dynamické. KCHA pasivne
unikaju zo zasobnych vezikul do cytoplazmy a nasledne
sa az 90 % z nich vracia spiat cestou monoaminovych
transportérov. Aj vacSina extracelularne uvolnovanych
KCHA sa taktieZ spidtne vychytava - zo synaptickej
Strbiny postgangliovych neuronov alebo z extracelularnej
tekutiny chromafinnych buniek drene nadobli¢iek. Za
kludovych podmienok sa teda podstatna cCast meta-
bolizmu KCHA odohrava v cytoplazme buniek, ktoré
ich syntetizuju, len menSia Cast metabolitov sa tvori




z KCHA odstranovanych z cielovych buniek a z cirku-
lacie (obr. 2 -vid Priloha ¢. 2, str. 171).

KCHA su rychlo metabolizované katechol-O-metyl-
transferazou (COMT) a monoaminooxidazou (MAO)
na inaktivhe O-metylované a deaminované metabolity.
COMT sa nachadza v synaptickej Strbine a katalyzuje
pridanie metylovej skupiny k benzénovému jadru, ob-
vykle v pozicii 3 (meta), pricCom ako donor metylovej
skupiny potrebuje S-adenozylmetionin.

Hlavnym degradaénym enzymom je intra- a extrace-
lularne sa vyskytujuca MAO vyzadujuca k svojmu ucéinku
kofaktor flavinadenindinukleotid (FAD). Oxidativnou
deaminaciou vznikaju z KCHA nestabilné aldehydové
medziprodukty, ktoré sa v dalSom stupni ucinkom
reduktaz a dehydrogendz metabolizuju na stabilnejSie
produkty - alkoholy alebo kyseliny (obr. 3 -vid Prilo-
ha ¢. 2, str. 172). Hlavnhym deaminaénym produktom
katecholaminov je DHPG (3,4-dihydroxyfenylglykol).

Sympatikové neurdny obsahuju len MAO, preto intra-
neuronalna degradacia noradrenalinu vedie k vzniku
deaminovaného metabolitu 3,4-dihydroxyfenylglykolu
(DHPG), ale netvori sa O-metylovany metabolit norme-
tanefrin. Takmer vSetok DHPG v plazme pochadza teda
z neuronalnych zdrojov. Rovnako aj vdc¢§ina dalSieho
metabolitu - 3-metoxy-4-hydroxyfenylglykolu (MHPG)
pochadza z intra-neuronalnej O-metylacie DHPG,
ktory je uvolfiovany zo sympatikovych neurénov do
extracelularnej tekutiny. Relativne mala cast MHPG
pochadza z deaminacie normetanefrinu vznikajuceho
v extra-neuronalnych tkanivach.

Bunky drene nadobli¢iek obsahuju oba degradacné
enzymy - MAO aj COMT, pricom COMT sa vyskytuje
ako enzym viazany na bunkovu membranu a ma vyssiu
afinitu ku KCHA ako rozpustné formy COMT inych
tkaniv, napr. peCene a obli¢iek. Nadoblicky predstavuju
najvacsi zdroj O-metylovanych metabolitov adrenalinu
a noradrenalinu - metanefrinov. Az 93 % cirkulujuceho
metanefrinu a 40 % normetanefrinu pochadza z adrenal-
nych chromafinnych buniek.

VoI'né metanefriny uvolnované z drene nadoblicky do
krvi sa v gastrointestinalnom trakte konjuguju uc¢inkom
sulfotransferazy (SULT1A3) a vo forme sulfokonjugatov
sa vylucuju mocom (obr. 4 -vid Priloha ¢. 2, str. 173).
Koneény produkt degradacie KCHA predstavuje kyselina
vanilmandlova (VMA), ktora vznika v pe€eni najmé oxi-
daciou v krvi cirkulujuceho medziproduktu odburavania
metanefrinov - MHPG uc¢inkom hepatalnych alkohol-
a aldehyd dehydrogenaz (Eisenhofer a kol., 2004).

Biologické ucinky katecholaminov

KCHA pbsobia na efektorové bunky prostrednictvom
viacerych typov Specifickych membranovych receptorov.
Dopamin, prekurzor noradrenalinu, predstavuje jeden
z najdolezitejSich neurotransmitérov v mozgu, kde ovplyv-
nuje viaceré psychické (nalada, emécie), kognitivne
motorické funkcie (McMorris a kol., 2008). Na periférii
sprostredkuje vazodilataciu v renalnom, mezenterialnom,
koronarnom a cerebralnom krvnom riecCisku. Aktivacia
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dopaminovych receptorov DA, inhibuje sekréciu pro-
laktinu a aldosteronu. Noradrenalin je druhym dolezi-
tym neurotransmiterom v CNS, kde pdsobi prevazne
excitaCne a ovplyviauje napr. naladu, pozornost, pocit
sytosti a mnohé dalSie funkcie. Zakladnou funkciou
na periférii je udrziavanie normalneho krvného tlaku
(generalizovana vazokonstrikcia) prostrednictvom o-adre-
nergnych receptorov na sympatikovych postgangliovych
zakoncCeniach v cievach. Koncentracia noradrenalinu
v plazme je indikatorom aktivity sympatického nervo-
vého systému. Adrenalin je produkovany predovSetkym
v dreni nadobli¢ky a je povazovany za typicky stresovy
hormon. Pésobi ako neselektivny - aj a-agonista s mno-
hymi hemodynamickymi aj metabolickymi ucinkami
(Tab. 2). Spoésobuje vazokonstrikciu v kozi, slizniciach
a oblickach a vazodilaciu v kostrovom svalstve a peCeni.
Priame metabolické ucinky zahrnaju najméa stimulaciu
pecenovej glykogenolyzy a glukoneogenézy, vyplavovanie
aminokyselin zo svalov, stimulaciu lipolyzy a naslednej
ketogenézy v peceni.

Katecholaminy a ich metabolity v krvi

V krvi cirkuluju nezmenené KCHA a tieZ ich meta-
bolity. Vacsina KCHA sa nachadza vo forme biologicky
neucinnych konjugatov, predovSetkym sulfokonjugatov.
V porovnani s vol'nymi, je koncentracia konjugovaného
noradrenalinu asi 1,5-krat a konjugovaného adrenali-
nu asi 4-krat vysSia.

Noradrenalin

Plazmatické koncentracie noradrenalinu za kludo-
vych podmienok nepresahuju 3 nmol/l (Lenders a kol.,
2002). Asi 50-60 % noradrenalinu sa v krvnom obehu
volne viaze na albumin. Odhaduje sa, Ze iba mala Cast
noradrenalinu (2 %) ma povod v dreni nadobliciek.
Vicsina plazmatického noradrenalinu pochadza zo
sympatikovej inervacie malych artérii a arteriol, ktoré
st hlavnymi faktormi ovplyviaujucimi periférny odpor,
a preto zasadne ovplyvauju krvny tlak. Hladiny norad-
renalinu merané v arterialnej plazme su pravdepodobne
najlepSim ukazovatelom sympatikovej nervovej ¢innosti
(Burtis a kol, 2001). Na vyvolanie kardiovaskularnych
alebo metabolickych efektov je potrebna suprafyziolo-
gickd koncentracia.

Adrenalin

Adrenalin je hormonom v klasickom zmysle slova,
ktory sa tvori a secernuje z drene nadobli¢iek vplyvom
mnohych zatazovych faktorov - stresorov.

Hladiny adrenalinu vo vendznej plazme nepresahuju
0,5nmol/l a predstavuju asi desatinu hodnot hladiny no-
radrenalinu za bazalnych podmienok. Za patologickych
stavov, ako je infarkt myokardu a stavoch s obehovym
Sokom moézu stupat hladiny adrenalinu aZ 100-nasobne.

Dopamin
Dopamin sa v plazme nachadza vo velmi nizkych
koncentraciach, pricom vic¢sina (asi 99 %) sa nachadza
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Tab. 2 Periférne ucinky adrenalinu a noradrenalinu

Alfa-1 Alfa-2 Beta-1 Beta-2
Receptory
Aktivacia Inhibicia Aktivacia Aktivacia
fosfolipazy C adenylatcyklazy adenylatcyklazy adenylatcyklazy
Poziti . X
ozmrvny 1n0tr0pnyt Pozitivny
Srdce chronotrépny, dromotrépny .
) chronotropny efekt
a batmotrépny efekt
Cievy Vazokonstrikcia Vazokonstrikcia Vazodilatacia
Bronchy Bronchodilatacia
Motilita a tonus GIT Pokles Pokles Pokles Pokles
Maternica Kontrakcie Relaxacia
Trombocyty Agregacia Agregacia
Oci Mydriaza
Toénus mocovych ciest Narast

vo forme sulfokonjugatov (Burtis a kol., 2001). Pévod
plazmatického dopaminu sa odvodzuje z troch zdrojov:
1. Sympatikové noradrenergné neurony uvolnuju dopamin
spolu s noradrenalinom; 2. Syntéza v GIT - z tyrozinu
prijatého potravou alebo lokalna syntéza v tzv. APUD
bunkach - je zdrojom najméa konjugovaného dopaminu;
3. Oblicky vychytavaju a dekarboxyluju DOPA z krvi,
pricom takto vznikajuci dopamin ma lokalne natriuretické
ucinky (Goldstein a Holmes, 2008).

Metanefriny

V extra-neuronalnych tkanivach a v dreni nadobli¢iek
vznikaju uc¢inkom COMT O-metylované metabolity adre-
nalinu - metanefrin a noradrenalinu - normetanefrin.
VolIné metanefriny sa rychlo odstranuju z cirkulacie
rovnakymi extraneuronalnymi monoaminovymi transpor-
térmi, aké su zodpovedné za rychly klirens KCHA
v ramci neuronov. Nasledne sa metabolizuju u¢inkom
MAO na MHPG alebo konjuguju uc¢inkom sulfotransferazy
(SULT1A3) v gastrointestinalnych tkanivach. V praxi
sa vyuZiva stanovenie celkovych a v poslednom case
najma volnych plazmatickych metanefrinov. U pacien-
tov s nedostatocnou funkciou obli¢iek sa plazmatické
konjugované metanefriny zvysSuju v dosledku spomale-
ného klirensu, kym na volné metanefriny maju oblicky
len maly vplyv. V porovnani s KCHA su koncentracie
metanefrinov menej ovplyvinované faktormi aktivujucimi
symapatikovo-adrenalny systém (Eisenhofer a kol., 2005).

Katecholaminy a ich metabolity v moci

KCHA sa v mo¢i vyskytuju ako volné aminy a vo
forme konjugatov najmé s kyselinou sirovou. Stanovenie
volnych KCHA a ich metabolitov v moc€i patri este
stale k zakladnym biochemickym testom pri podozreni

100

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2011

na feochromocytém (Grossman, 2006). Vzhladom na
variaciu vo vylu¢ovani KCHA v priebehu dna je na
vySetrenie najvhodnejsi 24-hodiny mo¢. Vysledky vyset-
renia su vyhodnocované ako denna exkrécia alebo su
udavané vo vztahu k exkrécii kreatininu, najmé ak nie je
dostupny zbierany 24-hodinovy mo¢, napr. pri vySetrovani
novorodencov, malych deti a pri vySetrovani dospelych
s paroxyzmalnou hypertenziou (Burtis a kol., 2001).

Vol'né biogénne aminy

Nemetabolizované katecholaminy (noradrenalin aj
adrenalin) sa moCom vylucuju v priblizne rovnakych
vzajomnych pomeroch, v akych sa nachadzaju v plazme.
Mocovy dopamin sa syntetizuje priamo v oblickach
z DOPA a jeho koncentracia je priblizne 10-krat vacsia
ako noradrenalinu.

Metanefriny

O-metylované metabolity KCHA - metanefrin (MN)
a normetanefrin (NMN) sa nachadzaju v moci vo forme
vol'nych aminov a ako konjugaty s kyselinou glukuronovou
alebo sirovou. Na rozdiel od adrenalinu a noradrenalinu
je exkrécia metanefrinov menej ovplyviiovana stravou.
V praxi sa stanovuju ako celkové metanefriny spek-
trofotometrickymi metodami alebo ako frakcionované
metanefriny (MN +NMN) po ich dekonjugacii metoédou
HPLC (Oeltmann a kol., 2004).

Kyselina vanilmandlovd

Kyselina vanilmandlova (VMA) je hlavnym metabolitom
odburavania KCHA, ktory predstavuje asi 60 % z celkovej
exkrécie degradacnych produktov KCHA. Patologické
hladiny VMA v plazme a v moci indikuju rovnaké spek-
trum ochoreni ako stanovenia inych KCHA, avSak pre




vysSiu senzitivitu a Specificitu novSich biochemickych
testov sa vyuziva najmi v diagnostike neuroblastomov
u deti (Strenger a kol., 2007). Na stanovenie VMA v
moci boli vyvinuté mnohé fotometrické, chromatografické
a elektroforetické metody. V sucasnej praxi je najbeznejsie
pouzivanou metodou HPLC (Burtis a kol., 2001).

Predanalytické faktory ovplyviujice stanovenia KCHA

Koncentraciu KCHA v krvi zvySuju mnohé fyziolo-
gické aj nefyziologické stresory. Stresorom moézu byt
rozne somatické alebo psychické faktory, napr. hypogly-
kémia, hypovolémia, chlad, hypoxia, asfyxia, hemoragia,
fyzicka namaha, bolest, strach, napitie, hluk, spankova
deprivacia a mnohé dalsie.

Hladina KCHA pocas mentalneho stresu dosiahne
maximum v priebehu 3 minut a k ustaleniu ich hladiny
dochadza v priebehu 6-8 minut po stimulacii. Stresory
psychického charakteru vyvolavaju vyraznejSie zvySenie
hladiny adrenalinu ako noradrenalinu, kym somatické
stresory, napr. fyzicka namaha znaéne zvySuje hladinu
noradrenalinu aj adrenalinu (Wuorinen a kol., 2008).
Fyziologické hladiny plazmatickych KCHA ovplyviiuje
aj poloha tela (tab. 3). Po zmene polohy z lahu do
stoja sa hladiny KCHA zvySuju priblizne trojnasobne
(Burtis a kol., 2001).

Tab. 3 Fyziologické hladiny plazmatickych
katecholaminov v zavislosti od polohy tela

v traviacom trakte s kyselinou sirovou, ¢o vedie k zvySe-
niu najmé ich konjugovanych foriem. Naopak, najmene;j
su diétou ovplyviiované volné metanefriny (De Jong
a kol., 2009). Zvysené koncentracie KCHA su obvyklé
u obéznych jedincov a pri diéte s nizkym obsahom so-
dika sa zvySuju plazmatické koncentracie noradrenalinu
a adrenalinu (Grossman, 1998). Zvysenie KCHA a ich
metabolitov je pozorované po mnohych lie¢ivach, ktoré:
a) zvySuju uvolnovanie, znizuju spiatné vychytavanie
alebo inhibuju odburavanie endogénnych KCHA
(napr. tricyklické antidepresiva, inhibitory MAO, be-
tablokatory, klonidin, rezerpin, fentanyl, amfetamin,
kofein, kokain, lidokain);
b) priamo metabolizuju na endogénne KCHA (napr.
o-metyldopa, L-DOPA);
c) akutne menia plazmaticky objem (napr. diuretika,
rtg kontrastné latky, synteticky antidiureticky hor-
moén DDAVP - Grossman a kol., 2006).
Interferencie tychto latok s analytickymi metdédami
su vel'mi rozdielne, ako je vidiet aj z tabulky 4 (Eisen-
hofer, 2003).

Tab. 4. Zdroje analytickych interferencii
pri stanoveniach KCHA a ich metabolitov

Latka Vplyv na analyticka metodu

stimulanty-kofein, HPLC: plazmatické a mocové KCHA

Hladina KCHA a metanefrinov podlieha aj cirkadi-
annym zmenam s maximom medzi 6. az 18. hodinou
a noénym minimom, ¢o odraza zvySeny tonus sympatiku
v bdelom a aktivnom stave pocCas dna (Scheer a kol.,
2010).

Z praktického hladiska su vyznamné 3 potencialne
zdroje faloSne pozitivnych vysledkov: stresory, potrava
a lieky.

Dilho je znamy fakt, Ze biogénne aminy obsiahnuté
v mnohych potravinach m6zu pozitivne interferovat pri
stanoveniach KCHA. Na biogénne aminy su bohaté najma
banany, ananas, kava, caj, cokolada a kakao. Potravou
prijaté aminy su substratom pre COMT a vznikajuce
O-metylované metabolity - metanefriny sa konjuguju

(efedrin, amfetamin...)

nikotin
Poloha Noradrenalin Adrenalin Dopamin labetalol spektrofotometria, fluorimetria: moco-
(ng/1) (ng/1) (ng/1) vé KCHA + MN
v Tahu 110 a7 410 <50 <87 solatol HPLC: plazmatické KCHA
(30 min)
paracetamol HPLC: vol'né plazmatické MN
v sede 120 az 680 <60 <87 buspiron HLPC: mocové MN
(15 min)
levodopa, a-metyldopa | HLPC: plazmatické a mocové KCHA
v stoji 125 az 700 <90 < 87 a ich metabolity
(30 min) . . . . . .
sympatikomimetika spektrofotometria, fluorimetria: plaz-

matické a mocové KCHA

TCA

vSetky: plazmaticky a mocCovy NA,
NMN a VMA

fenoxybenzamin

vSetky: plazmaticky a mocCovy NA,
NMN a VMA

inhibitory MAO

vSetky: plazmatické aj mocové MN

blokatory Ca*" kanalov

HLPC: plazmatické KCHA

Na eliminaciu vymenovanych interferujucich fakto-
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rov je potrebné dodrzat pripravu pacienta a Specifické
podmienky odberu: pred vySetrenim KCHA a ich
metabolitov sa odporuca vynechat vysSie vymenované
lieky zasahujuce do metabolizmu KCHA, ale aj bron-
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chodilatancia, a2-agonisty a blokatory Ca-kanalov,
vratane nosnych kvapiek a liekov proti prechladnutiu
s obsahom fenylefrinu. Najmenej 3 dni pred odberom
je potrebné vynechat v potrave kavu, caj, Cokoladu,
banany, vanilku, alkohol a taktiez nefajCitf a nevykonavat
tazku fyzicku pracu.

Odber krvi sa robi rdno nala¢no, po 8-12 hodino-
vom hladovani, v polohe poleziacky. Vendzna kanyla
sa zavadza 30 minut pred odberom, aby sa eliminoval
stres z odberu. Krv odobrata do EDTA alebo heparinu
sa ihned po odbere umiestnuje do ladovej drte a je
potrebné zabezpecif chladenie vzorky pocas celého
rychleho transportu do laboratéria. Moc€ sa zbiera pocas
24 hodin do nepriehladnej nadoby s obsahom 10ml
koncentrovanej HCI, ktora zabezpeci pH pod 4,0. Pocas
celého zberu ma byt vzorka skladovana v chlade a tme.

Analytické aspekty stanovenia KCHA
a ich metabolitov

KCHA su v biologickych materidloch obsahujucich
enzymy MAO a COMT nestabilné a Tahko oxidovatel'né,
¢o je Castou pri¢inou stanovenia ich faloSne nizkych
koncentracii. Na inhibiciu enzymovej degradacie sa vyu-
Ziva deproteinizacia a pridavanie inhibitorov deaminacie,
napr. semikarbazidu (Kuhlenbeck a kol., 2000). V ramci
predupravy vzorky sa pouZivaju menej Specifické extrak-
cie kvapalina-kvapalina alebo extrakcia kvapalina-pevna
latka, ktora si vyZaduje premyvacie procedury (Talwar
a kol., 2002). Nova extrakéna metoda vyvinuta Qiaom
a kol (2011) je zaloZzena na separacii magnetickych
nanocastic a eliminuje nevyhody predchadzajucich
starSich sposobov extrakcie.

NajpouzivanejSou metddou stanovenia KCHA je
HPLC, ktora umoznuje analyzovat extrakt pomocou
chromatografie s reverznou fazou, kde stacionarna faza
je nepolarna (modifikovany silikagél) a mobilna faza je
polarna. Metoda HPLC moéze byt upravena na simul-
tanne meranie vSetkych metabolitov katecholaminov.

Vysoko uc¢inna kvapalinova chromatografia (HPLC)
vyuziva niekolko typov detektorov. Lin a kol (2006)
publikovali dokladnu analyzu podmienok pre separaciu
KCHA, ktoré vyuzivaju chirdlnu separaciu a detekciu
pomocou UV detektora. Yoshitake a kol (2007) vyuzi-
vali na separaciu dopaminu, serotoninu, noradrenalinu
a ich metabolitov dvojitu derivatizaciu, pri ktorej vyuzi-
vali benzylamin a 1,2-difenyletylendiamin na produkciu
stalejSich derivatov. Tieto derivaty boli jednoduchsie
detegovatelné pomocou fluorescenéného detektora.
Detekcia zalozena na merani fluorescenc¢ného Ziarenia
je vel'mi selektivna a vysoko citliva pre urcité latky. Jej
vyhodou je, Ze nie je ovplyviiovana mobilnou fazou,
ako to je u HPLC s elektrochemickym detektorom. Vo
fluorescencii sa vyuzivaju excitatné¢ a emisné Ziarenia
s rozliénou vlnovou dizkou, ¢im sa zniZuje pravdepodob-
nost detekcie interferujucich latok po chromatograficke;j
separacii (Wood a Hall, 2000). Na stanovenie KCHA sa
vyuziva nativna fluorescenéna detekcia a fluorescenc¢na
detekcia po derivatizacii katecholaminov s fluorescenénym
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¢inidlom. KCHA fluoreskuju v UV oblasti ¢o sa vyuZiva
v nativnej fluorescencnej detekcii. Pri stanovovani sa
ako fluorescenc¢né Cinidla vyuzivaju napr. O-ftalaldehyd
(Bowser a kol., 2001), etylendiamin (Hirano a kol,
2005), naftalén-2,3-dikarboxaldehyd (Huang a kol.,
2005) a mnoho dalsich.

Na kvantifikaciu KCHA sa najcastejSie pouziva
elektrochemicka detekcia pomocou ampérometrické-
ho (Linert a Jameson, 2000) alebo coulometrického
merania (Yu a kol., 2003). Vyhodou pouzitia elek-
trochemickych detektorov je moznost detegovat latky
s vhodnymi elektrochemickymi vlastnostami pri vel'mi
nizkych koncentraciach 10°-10""mol/l. Tato metoda
je vysoko citliva aj bez pouZzitia derivatizacii, ktoré sa
pouZivaju na dosiahnutie separacie s vysSim rozliSenim.
Elektrochemickou oxidaciou sa KCHA TahSie konvertuju
na chinény a na sekundarne produkty, zavislé na pH.
Jednym zo sekundarnych produktov je neuromelanin,
ktory zohrava délezitu ulohu pri rozvoji Parkinsonovej
choroby (Drukarch a kol., 2000; Linert a kol., 2000).
HPLC s elektrochemickou detekciou je vhodnou me-
todou na stanovovanie katecholaminov pre jej celkovu
citlivost, presnost, opakovatelnost a rychlost analyzy
(Vincente-Torres a kol., 2002; Grossman, 2006).

CitlivejSim detektorom ako fluorescenény sa javi
chemiluminiscen¢ny detektor (Adcock a kol., 2005;
Nalewajko a kol., 2007). Na stanovenie katecholaminov
sa vyuZiva peroxy-oxalatova (Tsunoda a kol, 2005)
a elektro-generovana chemiluminiscencia (Fahnrich a kol.,
2001). Chemiluminiscencna detekcia sa vyuZiva najma
v spojeni s chromatografiou, kapilarnou elektroforézou
alebo imunometédami.

Vel'mi popularnou detekciou sa v poslednych rokoch
stava hmotnostna spektrofotometria - MS (Hows a kol,
2004; Tornkvist a kol., 2004; Uutela a kol., 2009). Tato
metoda sa vyuziva na detekciu latok s nizkou koncentra-
ciou, ako su napriklad monoaminy a ich metabolity s eSte
nizsou koncentraciou. Citlivost MS bola rozhodujucim
faktorom pri vybere detektora na stanovenie monoami-
nov v dialyzate po znaceni dietylom (Ji a kol., 2008).

Procopiou a kol. (2009) testovali novi enzymovu
imunoanalytickia metodu (EIA) na stanovovanie vol'nych
metanefrinov v plazme. Stanovenie vol'nych metanefrinov
v plazme malo v diagnostike feochromocytomu vyssSiu
citlivost a Specifitu ako stanovenie mocovych metane-
frinov (SN 91% versus 83 %, SP 100% versus 95%).
Aj ked mnohé Studie potvrdili diagnosticku efektivitu
stanovenia volnych plazmatickych a frakcionovanych
mocovych metanefrinov v diagnostike KCHA produ-
kujucich nadorov, analyticka narocnost HPLC niekedy
brzdi jej Siroké zavedenie do rutinnej medicinskej praxe.
Stanovenia metanefrinov na principe zna¢enych imuno-
chemickych metdéd moze byt rieSenim pre pracoviska,
ktoré nedisponuju naro¢nou technikou.

Klinicky vyznam stanovenia katecholaminov
Poznanie lokalizacie a metabolizmu systémov pro-
dukujucich KCHA je zakladom pre pochopenie ich




fyziologickej funkcie aj ulohy pri vzniku patologickych
stavov. Hlavné vyuzitie stanovenia katecholaminov
v klinickej praxi predstavuje diagnostika nadorov pro-
dukujucich KCHA.
Feochromocytom je neuroendokrinny nador vznikajuci
z chromafinnych buniek embryonalnej neuralnej listy,
ktory sa vdcSinou vyskytuje v dreni nadobli¢ky. Extra-
adrenalne lokalizované nadory nazyvané paragangliomy
sa nachadzaju v miestach vyskytu sympatikovych ner-
vovych tkaniv (brusna, hrudna dutina, krk). Ochorenie
sa vyskytuje sporadicky alebo ako sucast genetickych
syndromov (familiarne), napr. syndromu mnohonasobnej
endokrinnej neoplazie (MEN) typu 2, ochorenia von
Hippel-Lindau a neurofibromatézy typu I. V minulosti
bol feochromocytom v klinike oznacovany ako ,nador
desiatok“: 10 % nadorov je extra-meduldrnych, 10 %
bilateralnych, 10 % malignych, 10 % asymptomatickych
a 10 % familiarnych. V sucasnosti vdaka pokroku v di-
agnostickych metdédach a najmad v genetike sa tieto
Cisla zmenili: vyskyt extra-adrenalnych nadorov je asi
20 %, pricom viac ako 30 % z nich je malignych, takmer
25 % nadorov je familiarnych a u niektorych S$pecific-
kych mutacii je maligny priebeh eSte castejSi (Adler
a kol., 2008). V suvislosti s roz§irenym pouZivanim
zobrazovacich vySetreni brucha narasta pocet nahodne
diagnostikovanych nadobli¢kovych nadorov, tzv. inci-
dentalomov, z ktorych asi 5 % tvoria feochromocytémy.
Napriek vzacnemu vyskytu (incidencia 8-10/1 000 000)
predstavuje feochromocytom zavazné ochorenie, ktoré je
pri rychlom stanoveni diagndzy a intervencii liecitelné.
Nadory secernuju prevazne zmes adrenalinu a no-
radrenalinu, niektoré len noradrenalin. Klinické prejavy
variruju od asymptomatickych foriem az po formy s vel-
mi pestrou symptomatologiou, ktora zavisi od spektra
a mnozstva vylucovanych KCHA (Stejskal a kol., 2005).
Typickym priznakom je arteridlna hypertenzia, ktora
moze byt trvala alebo paroxyzmalna (Galetta a kol.,
2010). Castejsi vyskyt trvalej hypertenzie bol pozoro-
vany u pacientov s nadorom produkujucim prevazne
noradrenalin, kym pacienti s prevazujucou sekréciou
adrenalinu maju sklon k paroxyzmalnym vzostupom
krvného tlaku sprevadzanému bolestami hlavy, potenim,
tachykardiou, tremorom, bledostou a panickou uzkostou
(Manger a kol., 2006). Metabolické prejavy zahrnaju
hyperglykémiu, laktatovu acidézu a chudnutie.
Laboratorna diagnoza feochromocytomu je zaloZena
na stanovovani katecholaminov a ich metabolitov v krvi
a moc¢i. Po nej nasleduje lokalizacia nadoru pomocou
zobrazovacich vySetreni anatomickych (CT, MRI) aj
funkénych ('2*J-MIBG a "3'J-MIBG scintigrafia, *F-FDG
PET) (Grosmann, a kol 2006; Makaiova a kol 2011).
Ked'Ze feochromocytomy secernuju heterogénnu zmes
KCHA a ich metabolitov, navySe Casto intermitentne
a v nizkych mnozstvach, v klinickej praxi sa pouZiva
§irsia paleta testov, aby sa zvySila pravdepodobnost
diagnostikovania nadoru. Koncentracie plazmatickych
a mocovych KCHA moézu byt normalne u asympto-
matickych pacientov, v obdobiach medzi zachvatmi
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paroxyzmalnej hypertenzie a pri skriningu u pacientov
s hereditarnou predispoziciou alebo u tzv. incidenta-
lI6mov. Naopak, nie kazdy pozitivny test indikuje pri-
tomnost feochromocytému. V diagnostike sa preto na
lepSie odliSenie spravne a faloSne pozitivnych vysledkov
vyuzivaju viac ako klasické referencné intervaly rozne
rozhodovacie intervaly, €i cut off hodnoty - tab. 5
(Lenders, a kol., 2002).

Tab. 5. Pravdepodobnost feochromocytomu
pri roznych cut off hodnotach KCHA

Pritomnost nadoru
KCHA (HPLC) nepravde- oini pravde-

podobna podobna
U-noradrenalin

< - >
(nmol/24 hod) 200 200-1180 e
U-adrenalin

< _ >
(nmol/24 hod) 100 100-170 e
U-normetanefrin

< _ >
(nmol/24 hod) 3000 3000-6530 0330
U-metanefrin

< - >
(nmol/24 hod) 1000 1000-2850 2880

*

VMA* (umol/24 < 40 40-55 >55
hod)
P-noradrenalin < 3,00 3,00-7,70 >7,70
(nmol/1)
P-adrenalin <045 0,45-1,20 >1,20
(nmol/1)
P-normetanefrin < 0.60 0,60-1,40 >1,40
(nmol/1)
P-metanefrin < 0.30 0,30-0,42 >0,42
(nmol/1)

Vysvetlivky: P - plazmaticky, U - mocovy
* - spektrofotometricka metoda

Pribudajuce dokazy z poslednych rokov potvrdili,
Ze stanovenie volnych metanefrinov v plazme alebo
frakcionovanych metanefrinov v moci (tab. 6) je najcitli-
vejSim biochemickym testom na vyluCenie ¢i potvrdenie
feochromocytému (Sawka a kol, 2003; Unger a kol.,
2006; Grouzman a kol., 2010). Aj 1. medzinarodné
sympézium o feochromocytome v roku 2005 odporucalo
pre diagnostiku feochromocytomu stanovenie volnych
plazmatickych metanefrinov alebo frakcionovanych mo-
¢ovych metanefrinov, pripadne obe ako testy prvej vol'by
pri podozreni na feochromocytom (Pacak a kol., 2005).
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Tab. 6. Senzitivita a Specificita biochemickych testov
pri diagnostike feochromocytomu

Tab. 7. Faktory ovplyviiujuce vyber testu
pri diagnostike feochromocytome

Parameter Senzitivita % Specificita % U-frakcionované metanefriny P- voI'né metanefriny
P-volné MN 99 89 Metoda §iroko dostupna, Novsia, menej dostupna
Vv praxi overena metoda
P-KCHA 84 81
Merané koncentracie Koncentracie 0,1-0,5 nmol/l -
U-frakcionované MN 97 69 200-2000 nmol/l problematickejsie stanovenie
U-celkové MN 77 93 Zber mocu: Odber krvi:
enenarocny pre personal e vyzaduje Cas a skuseny personal
U-KCHA 86 88 *nepohodlny pre pacienta e relativne menej zatazujuci
enevhodny pre deti pacienta
U-VMA 64 93 (referen¢né intervaly!) e lepSia interpretacia
e problémy s neuplnym zberom | vysledkov u deti

Upravené podla Lendersa a kol, 2002

O vyhodach ¢i nevyhodach stanovenia metanefrinov
v plazme ¢i v mo¢i (tab. 7) sa vedu dlhé roky diskusie,
no zda sa, Ze v porovnani so stanoveniami v moc¢i maju
plazmatické MN nasledovné vyhody:

VoI'né metanefriny v plazme pochadzaju z kontinu-
alneho metabolizmu KCHA v nadore, na rozdiel od
endogénnych KCHA, ktoré sa secernuju epizodicky.

Falosna pozitivita v dosledku stimulacie sympati-
ko-adrenalneho systému farmakami alebo stresormi
sa u volnych MN vyskytuje ovela zriedkavejSie ako
u ostatnych KCHA.

Mocové MN (celkové alebo frakcionované) pred-
stavuju vac¢sinou konjugované metabolity produkované
v organoch GIT (nie v samotnom nadore) a mozu byt
zvySené vplyvom prijmu potravy bohatej na biogénne
aminy (Lenders a kol., 2002; Unger a kol., 2006).

Paragangliom je oznacenie pre extraadrenalne loka-
lizovany feochromocytom. Len mala ¢ast parangliomov
je hormonalne aktivnych, pricom vic¢Sinou produkuju
zmes noradrenalinu a adrenalinu. Niektoré nadory
vyluéuju len noradrenalin v désledku zniZenej alebo
chybajucej expresie enzymu PNMT, ktory konvertuje
noradrenalin na adrenalin. Zriedkavo tumory produkuju
vyluéne dopamin v doésledku deficitu enzymu AADC
premienajuceho dopamin na noradrenalin. Pacienti
s dopamin produkujucimi paragangliomami maju ¢asto
normalny krvny tlak alebo dokonca sklon k hypoten-
zii. Diagnostika tychto atypickych paragangliomov
je zalozena na stanoveni dopaminu v plazme a moci
alebo na SpecifickejSom stanoveni jeho O-metylovaného
metabolitu - metoxytyraminu v plazme. Metoxytyramin
poskytuje lepSiu informaciu o nadore ako mocovy dopa-
min, ktory sa tvori najmé v oblickach dekarboxylaciou
v krvi cirkulujuiceho DOPA (Eisenhofer a kol., 2005).

Neuroblastom je nador vznikajuci z nezrelych buniek
paravertebralneho sympatikového retazca a predstavuje
najcastejsi extrakranialny nador u deti. V dosledku zvySe-
nej expresie tyrozin-hydroxylazy produkuju neuroblastomy
Casto zvySené mnozstva kyseliny homovanilovej (HVA),
ktora je koneCnym metabolitom dopaminu. Patologicky

e je mozné lepSie standardizovat
a kontrolovat

Falo$na pozitivita u pacientov
s CKD

CKD neovplyviiuje vyrazne
koncentracie MN

Stanovenie odraza volné meta-
bolity produkované nadorom

Stanovenie po dekonjugacii od-
raza viac konjugované ako volné
metabolity produkované v GIT

Tazko kontrolovatelny vplyv
sposobu Zzivota na stimulaciu
sympatiko-adrenalneho systému

Maly vplyv diéty a stresorov

pomer VMA :HVA ma diagnosticky vyznam, preto sa
v diagnostike vyuzivaju najmd HPLC metody, ktoré su
schopné rozlisit tieto zliCeniny napriek ich Strukturalnej
podobnosti (Li a kol., 2010).

Katecholaminy v patogenéze
neurodegenerativnych ochoreni

Pomerne dobre je preskimana uloha KCHA u ne-
urodegenarativnych ochoreni postihujucich centralne
a periférne neuronalne systémy, kde KCHA zohravaju
ulohu endogénneho neurotoxinu. Prikladom je Parkinso-
nova choroba, prejavujuica sa stratou dopamin produku-
jucich neurénov v centralnom nigrostriatalnom systéme.
Za jednu z moznych prifin neurotoxicity sa povazZuje
neenzymova autooxidacia KCHA na reaktivne chindny,
spojena s tvorbou cytotoxickych vol'nych radikalov a tiez
tvorba vysoko reaktivnych aldehydovych metabolitov
katalyzovana MAO (Eisenhofer a kol., 2004). Hoci
DOPAL a DOPEGAL su velmi reaktivne metabolity,
za normalnych okolnosti je ich toxicita minimalizovana
rychlou konverziou na deaminované kyseliny ucinkom
aldehyddehydrogenazy alebo na aldozy ucinkom alde-
hydreduktazy (Burke, 2004).

V poslednych rokoch sa skumala aj antioxidacna
aktivita katecholaminov. Jodko a kol (2010) vo svojej
praci experimentalne potvrdili ulohu katecholaminov
ako ,scavengerov“ volnych radikalov, ale skuto¢ny me-
chanizmus tohto podsobenia stale nie je znamy.



Katecholaminy v tumorogenéze ovarialnych nadorov

Vsetky hlavné katecholaminy su pritomné vo va-
jecnikoch cicavcov. Ako sucast sympatikovej inervacie
ovplyviuju mnohé fyziologické funkcie, napr. steroidoge-
nézu, vyvoj folikulov, ovulaciu a funkciu zltého telieska.
Prisudzuje sa im tiez ucast pri niektorych patologickych
stavoch, napr. pri vzniku syndromu polycystickych ovarii
(Sverrisdottir a kol., 2008). Predpoklada sa, Ze okrem
tejto ulohy sa mozu katecholaminy uplatnovat aj pri §i-
reni nadorov. Novsie Studie naznacuju, zZe katecholaminy
moézu zvysSovat schopnost invazie nadorovych buniek,
napr. ovplyviiovanim ich pohyblivosti a zvySovanim
expresie extracelularnych metaloproteinaz, ktoré napo-
mahaju Sireniu nadorovych buniek (Lutgendorf a kol.,
2003). Stimulacia nadorovych buniek katecholaminmi
moZe zvySovat expresiu vaskularneho endotelového ras-
tového faktora (VEGF, prodporny faktor angiogenézy),
ktory je mediatorom S§irenia nadorov v krvnom rie¢isku
(Sood a kol., 2006). Podobne bolo pozorované KCHA
indukované zvySenie IL-6 v sére pacientov s ovarialnym
karcinomom. IL-6 napomaha proliferacii a migracii
nadorovych buniek a je zodpovedny za rezistenciu na
chemoterapiu (Nilsson a kol, 2007).

ZAVER

Stanovenie katecholaminov v krvi a v moéi je
doélezitou neinvazivnou metdodou na sledovanie aktivity
sympatikoadrenalneho systému a je sucastou diagnos-
tického a monitorovacieho algoritmu najmad nadorov
produkujucich katecholaminy. Sucasné analytické moz-
nosti umoznuju kvantitativne a separované stanovenie
jednotlivych KCHA a ich metabolitov v biologickych
tekutinach.

Adekvatna priprava pacienta je nevyhnutna pre
vylucenie hlavnych predanalytickych faktorov ovplyv-
nujucich vySetrenie, pricom stanovenie volnych meta-
nefrinov v plazme sa zda byt testom, ktory je najmenej
ovplyvinovany diétnymi vplyvmi a najviac koreSponduje
s aktivitou feochromocytomu.
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SUHRN

Kryoglobuliny si imunoglobulinové komplexy, ktoré in
vivo aj in vitro reverzibilne precipituju pri teplote nizsej
ako 37 °C. Kryoglobulinemicky syndrom charakterizuje
pritomnost sérového kryoglobulinu a rozmanitych Kkli-
nickych manifestacii. Vicsina kryoglobulinov je tvorena
zmiesanymi protilatkovo-antigénovymi imunokomplexmi,
ktoré sa casto vyskytuju pri autoimunnnych a infek¢nych
ochoreniach.

Frekvencia poziadaviek na vySetrenie a typizaciu kryo-
globulinov vyznamne stipla najmaé v suvislosti s vyskytom
zmiesanej kryoglobulinémie typu II pri chronickej hepati-
tide C. Diagnoza kryoglobulinémie vyzaduje diferencialno-
diagnosticku rozhladenost klinika, dodrzanie Specifickych
teplotnych podmienok pri odbere, transporte aj analyze
vzoriek, ako aj spracovanie a hodnotenie skusenym labo-
ratornym personalom. V praci predkladame sihrn pred-
analytickych a analytickych podmienok, ktorych by mohli
prispiet k optimalizacii a Standardizacii vySetrenia.

Klicové slova: kryoglobuliny, kryoglobulinemicky
syndrom, predanalytické podmienky, analyza kryoglobulinov

SUMMARY

Cryoglobulins are immunoglobulin complexes which
reversible precipitate at the temperature lower than
37°C in vivo and in vitro. Cryoglobulinemic syndrome is
characterized by the presence of the serum cryoglobulin
and diferent clinical manifestations as well. The majori-
ty of cryoglobulins are mixed antigen-antibody immune
complexes that occur with high incidence in autoimmune
and infectious disorders.

The prescription frequency of cryoglobulins determi-
nation and characterisation has increased significantly
mainly in connection with incidence of the mixed cry-
oglobulinemia type II in the chronic viral hepatitis C.
The diagnosis of cryoglobulinemia needs high level of
clinical suspicion, using standard procedures to ensure
specific thermal conditions during sampling, transport,
serum separation and analysis of samples, which are
finally evaluated by expirienced laboratory personnel.
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We present summary of the different pre-analytical and
analytical points to be considered in order to optimize
and to standardize the steps necessary to the realizati-
onof this analysis.

Key words: cryoglobulins, cryoglobulinemic syndrome,
preanalytical conditions, analysis of cryoglobulins

UvVoD

Vznik precipitatu (,extraordinary hyperproteine-
mia“) v chladenom sére pacientky s plazmocelularnym
myelomom prvykrat pozorovali v roku 1933 Wintrobe
a Buell. O 30 rokov neskor popisali Meltzer a Franklin
charakteristicky klinicky syndrém zdruzZeny s kryoglobu-
linémiou, ktory zahfnal purpuru, artralgiu a slabost (1).
V roku 1974 navrhol Brouet klasifikaciu kryoglobulinov
na zaklade proteinového zloZenia kryoprecipitatu, ktora
sa v roznych modifikaciach pouZziva doteraz (2). Posled-
né dve desatroCia priniesli exploziu novych poznatkov
o patomechanizmoch vzniku kryoglobulinemického
syndromu. Boli identifikované takmer vSetky ochorenia
sprevadzané vyskytom kryoglobulinémie.

Stredobodom zaujmu sa stali najmd zmieSané kry-
oglobulinémie, a to pre kauzalnu suvislost s chronickou
virusovou hepatitidou C (VHC), u ktorej predstavuju
jednu z hlavnych extrahepatalnych manifestacii ochorenia.
Vdaka pretrvavajucej klonalnej expanzii B-lymfocytov je
zmieS$ana kryoglobulinémia v sucasnosti povaZzovana za
lymfoproliferativne ochorenie, ktoré u Casti pacientov
moze prejst do malignych B-lymfocytovych ochoreni (3).

Zvyseny zaujem o vySetrenie kryoglobulinov predstavu-
je pre laboratornych pracovnikov vyzvu, ktora sa zacina
prejavovat usilim o Standardizaciu vySetrenia (4-5).

Definicia kryoglobulinov

Kryoglobuliny su multimolekulové komplexy zlozené
z jedného alebo viacerych tried imunoglobulinov, ktoré
in vivo aj vitro reverzibilne precipituju pri teplote nizsej
ako 37 °C a pri zohriati séra sa opét rozpustaju. Sucastou
komplexov mozu byt aj iné proteiny, najCastejSie zlozky
komplementu alebo virusové, Ci bakteridlne antigény.
Okrem imunoglobulinov bola precipitacia pri zniZenej
teplote pozorovana aj u inych plazmatickych bielkovin,
napr. fibrinogénu, fibronektinu alebo albuminu [6].
Kryoglobuliny sprevadzaju najmi lymfoidné neoplazie
a chronické zapalové ochorenia bud autoimunitného
alebo infekéného povodu. U jednotlivych pacientov maju
kryoglobuliny individualnu teplotnu krivku so $pecifickou
kinetikou precipitacie. Medzi teplotou precipitacie a
klinickymi prejavmi existuje niekedy korelacia, priCom
vys$Sia teplota je spojena s intenzivnejSimi koznymi
prejavmi po expozicii chladu (7-8).

Rozdelenie kryoglobulinémii
Na zaklade klonalneho pdévodu imunoglobulinov
v kryoprecipitate a klinickych syndromov sa kryoglo-




Tab. 1. Delenie kryoglobulinémii a ochorenia spojené s ich vyskytom

Typ Vyf/kyt Klonalne zlozenie Ig v kryoprecipitate Ochorenia
I 10-15 jediny monoklonovy Ig Lymfoproliferativne ochorenia:
(IgM, IgG, IgA, FLC) myelom, WM
Ma monoklonové Ig
(IgM, IgG, IgA) + polyklonové 1 IgG Virusové - HCVIN
50-60 autoimunne - Sjogren’s sy, RA
- oligoklonové Ig (IgM, IgG, TgA) lymfoproliferativne - CLL, NHL
+ polyklonové IgG

autoiminne - SLE, biliarna cirh6za, RA, m. Crohn
11 30-40 polyklonové IgM + polyklonové IgG vfusové - HBV, CMV, HIV, EBV

iné - bakterialne, mykotické a parazitarne infekcie

WM - Waldenstromova makroglobulinémia, RA - reumatoidna artritida, CLL - chronickd lymphocytova leukémia,
NHL - nonHodgkinov lymphom, HCV - virus hepatitidy C, HBV - virus hepatitidy B, CMV - cytomegalovirus,
HIV - virus Tudskej imunodeficiencie, EBV - Epstein-Barrovej virus, FLC - vol'né lahké retazce

bulinémie rozdeluju na jednoduché monoklonové (typI)
a zmiesané (typy II a III) - Tab 1 (2), (9).

Typ I tvori 10-15 % vSetkych kryoglobulinémii a vy-
skytuje sa pri lymfoidnych neoplaziach produkujucich
monoklonové imunoglobuliny, t.j. Waldenstromovej
makroglobulinémii a plazmocelularnom myeléome (10).
Kryoprecipitat je zloZzeny z jediného monoklonového Ig.
Najcastejsim typom je IgM a IgG, IgA ¢i lahké retazce
su popisované raritne (11]) Tento typ kryoglobulinov
pri vySetreni obvykle precipituje do 24 hodin a jeho
koncentracia moze presiahnuf 5g/l.

Typy II a III st tvorené imunokomplexami zlozenymi
z viacerych tried imunoglobulinov. ZmieSanu kryoglo-
bulinémiu II typu charakterizuje vyskyt monoklonového
imunoglobulinu, najcastejSie IgM typu kappa, ktory
reaguje s Fc aj F(ab') fragmentami polyklonovych
IgG (11). ZmieSana kryoglobulinémia typu III ma obe
imunoglobulinové sucasti kryoprecipitatu (najcastejSie
IgM aj IgG) v polyklonovej forme. Detekovatelny pre-
cipitat sa vytvara pomalSie, niekedy az po 5-7 dinoch.
Pouzitie citlivejSich analytickych metéd (imunoblotting,
dvojrozmerna elektroforéza na polyakrylamidovom géli)
umoznilo identifikaciu aj dalSieho sérologického subtypu
zmieSanej kryoglobulinémie s vyskytom oligoklonovych
IgM, ktory je pravdepobne medzistupnom pri prechode
typu III do typu II. Tato zmena je pozorovana najma
v priebehu aktivnych VHC (12-13).

Oba typy zmieSanej KGL sa vyskytuju pri autoimu-
nitnych ochoreniach a chronickych infekénych najma
virusovych ochoreniach. Az v 80-90% je pri¢inou
zmieSanej KGL chronickd VHC, priCom tato spojitost
sa intenzivne skuimala od roku 1990, kedy bol izolova-
ny virus hepatitidy C (14-16). Prevalencia zmieSanej
kryoglobulinémie u pacientov s VHC variruje v roznych
geografickych oblastiach, vysoka je najmad v oblasti
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Stredozemného mora (10), (17). Medzi menej Casté
vyvolavajuce infekéné faktory patria virus hepatididy B,
HIV, cytomegalovirus, arbovirusy vyvolavajuce tropicku
horucku Chikungunya (18-20).

Kryoglobulinémie bez identifikovatel'nej sprevadzajuce;j
choroby sa nazyvajui. esencialne zmieSané kryoglobuli-
némie. Po objaveni kauzalnej suvislosti s chronickou
VHC sa tato skupina vyrazne zuzila (7).

Klinické prejavy

Klinické manifestacie kryoglobulinemického syndromu
su pritomné len u 5-20 % pacientov s laboratorne doka-
zanou kryoglobulinémiou (10), (21). Byvaju variabilné,
Casto nespecifické a bez klinického podozrenia sa mozu
lahko prehliadnuf.

Prejavy kryoglobulinémie typu I su zvycajne lokalne,
vyplyvaju z hyperviskozity séra a naslednej reologickej
poruchy. NajcastejSie sa objavuju na miestach vystavenych
chladu v podobe akrocyanézy, Raynaudovho syndromu,
chladovej urtiky a gangrény prstov.

Prejavy zmieSanej kryoglobulinémie typu II aj III
su viac systémové. Vznikaju ako nasledok Specifickej
imunokomplexovej vaskulitidy postihujiicej najméd malé a
stredne vel'ké cievy v roznych tkanivach, s predilekénym
postihnutim koze. Typickym histologickym nalezom kry-
oglobulinemickej vaskulitidy su depozity imunokomplexov
(IgM +1gG) spolu so zloZzkami komplementu a lyzova-
nymi neutrofilmi v stene kapilar aj v ich okoli, ktoré
moze sprevadzat zapalovy lymfocytarny infiltrat (10).

NajcastejSie klinické manifestacie zmieSanej kry-
oglobulinémie zahfnaju najma kozu, periférne nervy,
kiby a oblicky (2), (10), (15-16), (22-23) - tab 2.
Klinicky priebeh kryoglobulinemického syndromu je
velmi variabilny, so spontdnnymi exarebaciami a re-
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misiami. Pacient mdZe mat len niektory alebo vSetky
prejavy ochorenia suCasne alebo postupne v priebehu
ochorenia (16). Koncentracia kryoglobulinu nekoreluje
s klinickymi prejavmi pravdepodobne pre vel'ku hetero-
genitu v chemickom zloZeni, termickych vlastnostiach
a schopnosti kryoglobulinu aktivovat komplement (24).

Tab. 2. Frekvencia klinickych prejavov u kryoglobulinémie

Typ kryoglobulinémie
Prejav (vyskyt v %)
vsetky mieSana
Purpura 55-67 34-90
Raynaud’s syndrém 25-50 24-37
Periférna neuropatia 15-55 20-89
Edémy 24 neudané
Bolesti kibov 35-50 20-73
KozZné ulceracie 5-40 30-40
Nefropatia 25 15-35
Hepatopatia 60 70-90
Sjogren’s/sicca sy 7-35 15-40
slabost neudané 70-90

Laboratorna diagnostika

Napriek technologickému pokroku v laboratérnej
medicine vySetrenie kryoglobulinov nezaznamenalo
vyraznejSie zmeny. Analyza je naro¢na na ¢as a ob-
jem séra, laboratérny personal pri malej frekvencii
vySetreni nema dodato¢né skusenosti s interpretaciou
vysledkov. Kryoglobuliny sa v sére vyskytuju vac¢sinou
v nizkych koncentraciach (100-300 mg/1) a ich izolacia
bez kontaminacie ostatnymi sérovymi bielkovinami je
Casto problematicka. Ked'Ze neexistuje Ziaden medzi-
narodne akceptovany Standardny postup tykajuci sa
odberu vzorky ani samotnej analyzy, pouZivaju sa rézne
analytické pristupy - od kvalitativneho hodnotenia ¢i
semikvantitativneho vyjadrenia pomocou kryokritu, cez
typizaciu zlozenia kryoprecipitatu najcastejSie pomocou
imunofixacie az po kvantifikaciu bielkovinovych zlozZiek
v precipitate (5), (25-27).

Indikaciou pre vySetrenie by mali byt najméa nasle-
dujuce klinické situacie:
1. Lymfoproliferativne ochorenia s precitlivelostou
na chlad alebo s prejavmi hyperviskozity
2. Ortostaticka kozna purpura
3. Chladova urtika
4. Ulceracie a nekrozy koncatin
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5. Tazky Raynaudov syndrom

6. Periférna neuropatia

7. Diferencialna diagnéza biopticky zistenej MPGN

8. Monitorovanie efektu liecby - kvantifikacia moze
pomoct pri terapeutickych rozhodnutiach

Odber biologického materialu:

Analyza kryoglobulinov sa tradi¢ne vykonava v sére,
avSak na vylucenie kryofibrinogenémie je mozné vysetrit
aj plazmu. Venozna krv sa odobera nalaéno do pred-
hriatych skumaviek (37-39°C) bez antikoagulancii a
separacnych gélov. Spravidla je potrebny vacsi objem krvi
(10-20ml), nedostato¢ny objem vzorky moze podhodnotit
vysledok pri nizkych koncentraciach kryoglobulinu (8).
Teplotny reZim pri odbere, transporte, zrazani krvi aj
pri separaciou séra centrifugaciou je klu¢ovym faktorom
ovplyviujucim spravnost analyzy. NedodrZanie teploty
moze byt pri¢inou negativneho vysledku najmé u kryo-
globulinov, ktoré sa vyskytuju v niz§ich koncentraciach
a maju sklon ku kryoprecipitacii pri teplote blizkej 37 °C
[28]. Ak nie je mozné zabezpecit teplotné podmienky
pri odbere a transporte, vhodnou alternativou je odber
priamo v laboratdriu.

Tvorba krvného koagula prebiecha 2 hodiny pri
37°C v termostate. Nasleduje centrifugacia pri 37 °C,
3500 otackach/min pocas 10 minut. Ak laboratorium
nedisponuje vyhrievanou centrifugou, mozno nechat
sedimentovat krvné koagulum pri 37 °C a sérum oddelit
bez centrifugacie. Lipemické sérum stazuje vizualne
hodnotenie kryoprecipitacie.

U pacientov s antikoagula¢nou lieCbou a pacientov
heparinizovanych stazuje interpretaciu precipitacia, ktora
vznika aj ako nasledok tvorby komplexov medzi medzi
fibrinom a fibrinogénom alebo heparinom a fibronek-
tinom (8). Na urychlenie koaguldcie je mozné pridat
do odberovej skumavky trombin alebo protaminsulfat
(inhibicia ucinku heparinu).

Kryoprecipitacia

Kritické faktory chladovej inkubacie su teplota,
trvanie a vychodiskovy objem séra. Inkubacia prebieha
pri 2-4°C minimalne 3 dni, priCom doba potrebna na
vytvorenie kryoprecipitatu variruje od niekol'kych hodin
(pri type 1) aZ po niekol'ko dni (typ II a III). Na zachyte-
nie zmieSanych KGL sa odporuca 7-10 diova inkubacia
(4). Koncentracie kryoglobulinu variruju v extrémnych
pripadoch od desiatok mg po desiatky gramov na liter,
preto aj objem séra potrebny na uplnu typizaciu moze
byt rozny, spravidla vSak postacuje 4-5 ml séra. V ramci
Standardizacie analyzy a porovnatelnosti vysledkov pri
opakovanych vysetreniach je vhodné, aby laboratérium
pouzivalo rovnaky vychodiskovy objem séra. Z praktic-
kého hladiska je vhodné pouzit 2 alikvoty inkubované
v chlade, z ktorych jeden hlavny alikvot (4-5ml) sa
pouzije na kvantifikaciu a typizaciu kryoprecipitatu
a v druhom sa vykona test rozpustnosti pri 37 °C. Treti
alikvot séra uchovavany pri 37 °C sluzi ako porovnavaci
a na doplnkové analyzy v sére (spravidla sta¢i 1 ml).




Identifikacia kryoprecpipitatu je vizualna, pricom sa
denne porovnava vzhlad séra s porovnavacim alikvotom.
Kryprecipitacia sa 1i§i od vzorky k vzorke v zavislos-
ti na type, koncentracii a teplotnych vlastnostiach
kryoglobulinu. Vo vécSine pripadov ma kryoglobulin
vzhlad precipitatu, ojedinele krysStalov ¢i vloCiek na
dne skumavky. Niekedy sa pritomnost kryoglobulinu
prejavi len zvySenym zakalom/turbiditou séra alebo
vznikom gélu, ktory je velmi tazko izolovat od séra.
Pridanie destilovanej vody k séru v pomere 1:1 pred
chladovou inkubaciou mo6ze ulahcit tvorbu precipitatu
a jeho dalSiu typizaciu (29).

Semikvantivne hodnotenie kryoglobulinu pomocou
kryokritu sa vykonava po centrifugacii hematokritovej
trubicky, pricom centrifugaciia by mala byt tiez Stan-
dardizovana (15 min pri 3500 otacok/min a 4°C).
Kedze kryokritom sa vyjadruje nepurifikovany preci-
pitat, jeho hodnota nemusi odrazat aktivitu ochorenia
(8). Vysoké hodnoty kryokritu su c¢asté u pacientov
s plazmocelularnym myelémom alebo Waldenstrémovou
makroglobulinémiou.

Premyvanie kryoprecipitatu je krokom, ktory vyrazne
ovplyviiuje vysledok analyzy. Odporuca sa opakované
(najmenej 3x) Setrné premyvanie ladovym fyziologickym
roztokom alebo fosfatovym pufrom (do 4 °C), s kratkou
centrifugaciou pri 4°C po kazdom premyti. Opakované
premyvanie vzorky odstrani z precipitatu nespecific-
ky viazané bielkoviny, avSak na druhej strane kazdé
premytie precipitatu vedie k jeho stratam (7). Nedo-
konalé¢ premytie a kontaminacia precipitatu sérovymi
bielkovinami sa prejavi na ELFO frakciou albuminu.
Premyty kryoprecipitat sa nakoniec rozpusti pri 37°C
v definovanom objeme fyziologického roztoku - Tab 3.

Tab. 3. Rozpustanie kryoprecipitatu
v zavislosti od jeho mnozstva

Kvantita kryoprecipitatu (kryokrit) Objem NaCl [ul]
minimalna (<2 %) 200
mierna (2-5%) 300
vyznamna (5-10%) 500
extrémna (>10%) 1000

Kvantifikacia kryoglobulinu

V minulosti navrhované skriningové imunoturbidimet-
rické alebo nefelometrické metody na sledovanie tvorby
kryoglobulinu sa v praxi neujali. Obmedzeny vyznam
majui najma pri podozreni na kryoglobulinémie typu III,
pri ktorych je kvantita precipitatu ¢asto pod hranicou
vizualneho rozliSenia (8). Pre kvantifikaciu celkovych
bielkovin v kryoprecipitate su vhodné metody urcené
na stanovenia v mo¢i alebo likvori. Z analytického hla-
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diska je vyznamna skutocnost, Ze metoda by mala byt
kalibrovana pomocou ludského IgG, pretoZe Standardna
kalibracia tychto metdéd pomocou hovéadzieho albuminu
vyznamne podhodnocuje koncentraciu imunoglobulinov
v kryoprecipitate (4). Sucasné nefelometrické metody
dovoluju kvantifikovat jednotlivé imunoglobuliny. Pre-
pocet koncentracii na g/l alebo mg/l by mal zohladnit
objem séra pouzity na ziskanie precipitatu a objem
rozpusteného precipitatu. Interpretacia musi zohladnit
nadhodnotenie vysledku v dosledku pritomnosti inych
bielkovin v precipitate (napr. albumin, zloZky komple-
mentu Clq, C3, C4, fibronektin a dalSie), ktoré najma
u kryoglobulinémie typu III mo6zu tvorit az jednu tretinu
koncentracie.

Hoci viaceré Studie potvrdili pritomnost detegova-
telného kryoprecipitatu aj u zdravych, nie su doposial
urcené referencné hodnoty pre kvantitu kryoglobulinu
(8), (24), (26). Cut off hodnota sa v zavislosti od po-
uzitej metdédy pohybuje od 2 mg/l po 20 mg/1 (4), (30).

Imunotypizacia kryoglobulinov

Imunofixacia je vsucasnosti metodou vol'by. Umoz-
nuje urcit klonalitu a typ imunoglobulinov tvoriacich
kryoprecipitat. Senzitivita imunofixacie je priblizne
100 mg/1, ¢o je minimalna koncentracia imunoglobuli-
nov v rozpustenom kryoprecipitate potrebna pre jeho
uspes$nu typizaciu. Pred analyzou potrebné biologicky
material vytemperovat na 37 °C, mdze sa pridat depo-
lymerizacne posobiaci B-merkaptoetanol. UrCenie typu
kryoglobulinémie je zaloZzené na dokaze pritomnosti
monoklonovych, alebo polyklonovych imunoglobulinov.
Znamky oligoklonality pri kryoglobulinémii typu IIb sa
dari pozorovat len pri vy$sich koncentraciach.

Kapilarna zonova elektroforéza, ak nou pracovisko
disponuje, poskytuje vyhodu vysSej senzitivity a moznosti
vySetrenia vel'kého poctu vzoriek.

Klasifikacia KGL moze vyzadovat dopliujuce vy-

Setrenia v sére:

1. Elektroforéza bielkovin s imunofixaciou na dokaz
a typizaciu monoklonového gradientu v sére, ktory
je konzisteny s kryoglobulinémiou typu I alebo II
Imunofixacia v sére Casto nedokaze monoklonovy
protein pre jeho nizku koncentraciu, kym v kryo-
precipitate ano (efekt koncentrovania proteinov)

2. Kvantitativne stanovenie imunoglobulinov

3. VolIné lahké retazce v sére na diferenciaciu mono-
klonovej gamapatie

4. Reumatoidny faktor - zvySené hodnoty sa vyskytuju
pri kryoglobulinémii typu II a III

5. C3, C4 zlozky komplementu - pre KGL typu II su
typické nizke hladiny C4 a znizené alebo normalne
C3

6. Zakladny panel autoprotilatok na vylucenie reuma-
tologickych ochoreni (ANA, ANCA, ASCA)

7. VySetrenia na hepatitidu C (kvalita alebo kvantita
virusovej RNA metodou PCR) - tvori 80-90 % pricin
zmieSanej kryoglobulinémie
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ZAVER

Dokaz a typizacia kryoglobulinémie je ¢asovo aj per-
sonalne naro¢né vysetrenie, ktoré v sucasnosti realizuju
len niektor¢ klinické laboratoria spolupracujuce s najméa
s hematologickymi, onkologickymi, reumatologickymi,
ale aj nefrologickymi a infekénymi pracoviskami. Ak
ma byt tato narocna procedura diagnostickym prino-
som, musi existovat spolupraca medzi klinikom a la-
boratérnym personalom v oblasti indikacie vySetrenia
a spravnej techniky odberu. Typizacia kryoglobulinu
vyzaduje komplexné zhodnotenie vySetreni v sére aj
rozpustenom kryoprecipitate. Okrem kryoglobulinémie
typu I, sprevadzajucej lymfoproliferivne ochorenia je
v sucasnosti najCastejSie diagnostikovana zmieSana
kryoglobulinémia u pacientov s chronickou hepatitidou
C. Rutinné laboratorne metody umoznuju kvantifikaciu
a typizaciu kryoglobulinu, aj ked ich pouzitie je obme-
dzené pri nizkych hladindch kryoglobulinov, najma typu
II1. Monitorovanie aktivity ochorenia alebo efektu lieCby
pomocou vySetrenia kryoglobulinov je mozné za predpo-
kladu, Ze vySetrenia budu realizované Standardizovanymi
postupmi odberu, spracovania a analyzy, ktorych cielom
je zabezpecit reprodukovatel'nost vysledkov a eliminovat
stratu kryoprecipitatu pocas spracovania.
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ACTIVE ROLE OF EPMA IN HEALTHCARE
PROMOTION: PATIENT IN THE FOCUS
OF PREDICTIVE, PREVENTIVE
AND PERSONALISED MEDICINE

Olga Golubnitschaja® 2, Vincenzo Costigliola’
'The European Association for Predictive, Preventive and
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European Commission
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Key words: frame-programme; common strategic frame-
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Congress — vision 2020.

In 2010 the EU-Commission has triggered consulta-
tions with the leading experts who are actively develop-
ing innovative bio/medical technologies and promoting
the field of personalised medicine. From April till June
2010, the series of workshops was signed and organ-
ised by the EU-Commission as the “Vision 2020” in
Brussels aiming to elaborate the items which will be

Research Health Events

European Perspectives in Personalised Medicine

Square-Brussels Meeting Centre, Brussels, Mont des Arts,
1000 Brussels, Belgium 12-13 May 2011

European Commission's DG Research and Innovation is organizing the
conference European Perspectives in Personalised Medicine, in
Brussels on 12 -13 May 2011.

The conference will take stock of the recent achievements in health
related research leading to personalised medicine and will aim at
identification and prioritisation of future actions needed at the
European level, bringing together European and national - level policy
makers, industrial and academic researchers, patients, clinicians and
other stakeholders. The conference programme is based on the
conclusions of a series of workshops on personalised medicine
organised in 2010. The summary workshop reports can be consulted

here.

The Conference will take place at Square-Brussels Meeting Centre, Mont des

Arts, 1000 Brussels, Belgium

The programme of the conference will allow a large space for discussion and

networking.

Conference programme : here )“

Conference sessions include:

« The basics of personalised medicine
« Biomarkers, Clinical trials, diagnostics and treatments

= Uptake in healthcare

Commissioner for Research and Innovation Méire Geoghegan-Quinn, and
Commissioner for Health and Consumers, John Dalli will participate.

You can register here

Figure 1. European event of the global meaning: “European Perspectives in Personalised Medicine”
is the workshop organised by the EU-Commission in order to finalise the priorities and items for personalised medicine

in the new Common Strategic Framework
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fundamental to develop personalised medicine for us
— European citizens in the new frame-programme Com-
mon Strategic Framework during the next 10—15 years
beginning with 2013. Upon the invitation by the EU-
Commission, several EPMA-experts have been involved
in the creation of the items. Summarizing protocols of
these consultations have been published on the website
of the EU-Commission.

Now it is time to approve the elaborated programme
for personalised medicine in the new frame-programme.
The finalising meeting “European Perspectives in Per-
sonalised Medicine” was open to all and took place in
Brussels on May 12—13" 2011 — see the announcement
by the EU-Commission in Fig. 1.

The following topics were discussed:

¢ The role of “omics” research and technologies in the
development of personalised medicine — opportuni-
ties for clinical utility

¢ Biomarkers in personalised medicine: key challenges
in identification, validation and qualification of safe-
ty and efficacy biomarkers

¢ (linical research and trials in personalised medicine
— needs and considerations

e The regulatory framework and personalised medi-
cine: approval process towards the market and pa-
tients

¢ Post-approval process: cost-benefit approaches and
uptake in healthcare systems

e Implementing personalised medicine: practitioner
and patient perspectives, availability, awareness, re-
sources and needs.

Advancesin Predicres, Preveninve and Pebsonal eed Medione

Healthcare in Europe:
New Perspectives

Vincenzo Costigliola &dtor

f‘_ Springer

In order to discuss the final items, the EU-Commission
has nominated representatives of the main stakeholders
and leading professional groups. Among them, three of
EPMA-associated experts have been invited to comment
on and to contribute to the corresponding topics:

¢ Prof. Dr. Romano Danesi, The National

EPMA-Representatives in Italy,
¢ Prof. Dr. Chales Swanton, The National
EPMA-BOARD in UK,

¢ Prof. Dr. Olga Golubnitschaja,

Editor-in-Chief & Secretary-General of EPMA.

The audience has appreciated the contribution by
the EPMA-Representatives. The key challenges, needs,
topics and corresponding items promoted by EPMA
for specialised calls (budgets) in the new programme,
that have been taken into the final protocols by the
EU-Commission, are summarised below.

INNOVATIVE EDUCATIONAL PROGRAMMES
FOR PROFESSIONALS AND POPULATION IN
PREDICTIVE, PREVENTIVE AND PERSONALISED
MEDICINE

A. Professionals
As Springer has very recently informed us, in Eu-
rope there are currently two international scientific
journals specialised in personalised medicine, namely

The EPMA J. (EPMA/Springer) and Personalized
Medicine (UK, published by “Future Medicine Ltd.”).
When compared to the number of journals dedicated

ks m el Feaniw adPea c el Aedin

Drug Delivery Systems:

Advanced technologies

potentially applicable in
_personalized treatment

s

Jorge Coelho  &ior

I -
Y apringer

Figure 2. Book-series “Advances in Predictive, Preventive and Personalised Medicine” in preparation
by EPMA/Springer to be released in the years 2012—2015 as the didactic material for specialised educational programmes

118

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2011




1000 births

rtality cases per
o (8] o (4]
L L L 1
~

Early neonatal moi

50 - 47
45

o+
o
L

w
(8}
1

w
o
L

2 2 4 4 4

=4

@

W

T4 12111

_L_LLLLLLLLL __________________

o

Italy
Iraq

Japan
Germany

Czech Republic
Nigeria

Pakistan
Cambodia

Ireland
Central African Republic

France
Australia
United States of Amerika

Austria
United kingdom

Belgium
Bulgaria
Thailand
Saudi Arabia
Colombia
South Africa
Bangladesh
Madagascar
Afganistan

United Arab Emirates

Countries
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Figure 4. Global estimates for newborn mortality cases per 1000 births categorised as perinatal, neonatal,
stillbirth and early neonatal mortality as published by the World Health Organisation in 2004 — see the website:
http://whglibdoc.who.int/publications/2007/9789241596145_eng.pdf
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to “omics”-technologies or medical imaging and single

pathologies, this represents a very small body of litera-

ture. What are the reasons behind this?

The members of the Editorial BOARD of The EPMA
J. working weekly with the manuscripts and the peer-
review procedure of the journal know very well, how
difficult this task is. Different professional groups in
personalised medicine have realised that they speak
“different professional languages” less understandable
for others. Consequently, great discoveries made by
one professional group, are frequently underestimated
or even not valued at all by the others resulting in
delays to the implementation of novel developments in
personalised medicine across diverse areas. Therefore,
in healthcare we need to develop a new culture among
experts in order to promote the multidisciplinary field
of personalised medicine. Our message is - the innova-
tive PPPM-related educational programmes for profes-
sionals should be prioritised in the Common Strategic
Framework.

In order to promote innovative educational pro-
grammes, in collaboration with Springer, EPMA has
developed worldwide pioneer initiatives creating the
didactic materials for the field as follows:

e The EPMA Journal that regularly updates both
needs and achievements in the field of PPPM in
application to major and rare pathologies.

e The book-series “Advances in Predictive, Preventive
& Personalised Medicine” (Book-series Editor: Olga
Golubnitschaja; the book-series release is starting in
2011 with the following volumes:

e “Healthcare Overview: innovative national and in-
ternational programmes dedicated to predictive,
preventive & personalised medicine”, Volume Edi-
tor: Vincenzo Costigliola, Brussels, Belgium;

e “PPPM in Diabetes mellitus”, Volume Editor: Mah-
mood Mozaffari, Augusta, USA;

e “PPPM in Neurodegenerative diseases”, Volume
Editor: Silvia Mandel, Haifa, Israel;

e “Drug delivery systems: Advanced technologies po-
tentially applicable in personalised medicine”, Vol-
ume Editor: Jorge Coelho, Coimbra, Portugal.

This important initiative should be obligatory sup-

ported and well used at the European level and worldwide.

B. Population

Advanced personalisation in medicine is achievable
solely in the case of participative medicine that meets
the demands of patient advocacy groups focussed on
individually created medical approaches. The reader will
find a number of positive examples in this journal-issue
concordant with this statement. Hence, the prevalence
of birth asphyxia (the most frequent pathology in new-
borns) registered for children born to educated mothers
is several times lower compared with those born to
uneducated/illiterate mothers [O. Golubnistcschaja et al.,
Birth asphyxia as the major complication in newborns:
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Moving towards improved individual outcomes by predic-
tion, targeted prevention and tailored medical care. EPMA
J. 2011; 2(2)]. It is evident that strong restrictions in
the amount of education lead to dramatic deficits and
costs that have repercussions in several branches of the
society resulting in increased pressure within healthcare
systems [O. Golubnitschaja & V. Costigliola, Common
origin but individual outcomes: time for new guidelines
in personalized healthcare. Personalized Medicine. 2010
7(5): 561-568]. Our message is — new guidelines are
essential to regulate the field in favour of educational

measures for preventive programmes and advanced
healthcare systems.

INDIVIDUALISED TREATMENT: WHEN IS
THE APPROPRIATE START-POINT ?

Current preventive and personalised strategies,
consider an extremely limited spectrum of pathologies.
Besides individual genetic background/predispositions of
parents and history of pregnancy, the quality of birth
is crucial for every newborn and decisive for plenty of
potential pathologies to be developed early or later in
life. These facts are currently ignored, and both the
prenatal and postnatal diagnoses are performed on a
very limited scale (see Figures 3 and 4).

The obvious lack of innovative diagnostic and
individualised treatment approaches applied in repro-
ductive medicine, neonatology and paediatrics has led
to a spectrum of long-term consequences in society
including negative social, ethical and economic impacts.
Our message is — the task of individual prediction and
well-timed targeted prevention of the life-long chronic
pathologies in post-natal period should be given the
extraordinary priority in advanced healthcare and re-
lated innovative programmes. New European guidelines
should be elaborated emphasising advanced diagnostics
approaches for reproductive medicine, healthcare of
children and youth.

PREDICTING THE ONSET OF CHRONIC
DISEASES AND CREATING TAILORED
TREATMENTS — THE COST-EFFECTIVE
MEDICINE OF THE FUTURE

As a consequence of the accumulating clinical data
and knowledge about the epidemiology and pathological
mechanisms of the most frequent causes of morbidity
and mortality, we are currently reconsidering our view of
the origins and progression of cardio-vascular, oncologic
and neurodegenerative diseases. The majority of these
pathologies are of chronic nature: they progress from
precursor lesions over one or even several decades of
life until a diagnosis is made that is often too late for
effective therapeutic intervention. An excellent example
is the epidemic scale of diabetes mellitus type 2 wit-




nessed in the European Union. In most industrialised
countries and countries with large populations, the
permanently growing cohort of diabetics creates a seri-
ous healthcare problem and dramatic health economic
burden. Estimates for diabetes prevalence in the years
2030 is half a billion patients worldwide — see Fig. 4.

Moreover, the contemporary onset of the dominant
diabetes type 2 is already observed in subpopulations of
teenagers. Severe complications secondary to early onset
of diabetes mellitus, such as retinopathy, nephropathy,
silent ischemia, dementia, and cancer, soon can lead
to collapsing healthcare systems.

Our message is — new European guidelines should
create the robust juristic and economic platform for
advanced medical services utilising the cost-effective
models of risk assessment followed by tailored treatments
focussed on the precursor stages of chronic disease.

DELIVERING PERSONALISED TREATMENTS
IN THE EUROPEAN UNION

It is increasingly recognised that personalised medi-
cine is essential to identify those patients most likely
to benefit from novel therapeutic approaches and im-
portantly, identify those patients likely to derive harm
from a new intervention. The identification of predictive
biomarkers of response to conventional and novel thera-
peutics is of paramount importance to minimise serious
adverse events associated with treatment and maximise
the proportion of patients who will derive therapeutic
benefit. For the new Common Strategic Framework

500

it is recognised that new approaches to clinical trial
design and tissue biobanking procedures, combined
with international academic, industry and clinical part-
nerships will be essential to deliver developments in
personalised treatments necessary to enhance the safer
and more effective delivery of novel therapeutics. As
part of this, the importance of developing coordinated
clinical electronic patient record and “-omics” systems
for biomarker discovery, suitable for rapid implementa-
tion into clinical practice, is recognised as a key area
for development within the new European initiative by
the Common Strategic Framework.

FUTURE PERSPECTIVES

An optimistic versus Pessimistic Prognosis depends
on diagnostic, preventive and treatment approaches that
healthcare systems will preferably adopt in the near
future. It has been predicted that in approximately 2030
the prevalence of diabetes mellitus will reach half a bil-
lion affected people worldwide, who may be additionally
burdened with a spectrum of secondary complications
(cancer, cardiovascular and neurodegenerative diseases).
During the same period, neurodegenerative pathologies
(Alzheimer’s and Parkinson’s diseases, glaucoma, macular
degeneration, etc.) could reach more than 30 % of the
global disease burden. Without innovation in healthcare
such developments will pose a serious threat to health
economies and may lead to collapsing healthcare system.

By contrast, the effective utilisation of advanced
early/predictive diagnostics together with preventive
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Figure 5. Worldwide prevalence of diabetes mellitus
with getting more pessimistic prognosis for the next 3 decades: current literature updates
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and personalised medical approaches could enable a
significant portion of the population to reach their
senior years in vibrant psychosocial health, with ex-
cellent physical and mental wellbeing, participating
actively in society. Global research and implementation
programmes in bio/medicine, communication among
scientific societies, healthcare providers, policy-makers,
educators and patient organisations together with a
consolidation of professional groups in the branch of
personalised medicine, will play a decisive role in driving
the situation in favour of one of the two scenarios - an
optimistic or pessimistic prognosis. The new framework
aims at promotion the optimistic scenario in Europe
and worldwide.

The strategic developments have been, further, dis-
cussed at the EPMA-World Congress 2011 in Bonn,
Germany For the first time in the history of medical
congresses, on September 15 till 18"™ 2011, representa-
tives and delegations from more than 40 countries
worldwide came together, in order to summarise current
achievements, discuss problems, create future strategies
and celebrate our consolidation in the innovative field
of preventive, predictive and personalised medicine
(Figure 5).

The forum was defined as an aureate brainstorming,
since no one from the main stakeholders in the field was
missing: global organisations, academia, international
scientific associations, patient organisations, industry,
patenting institutions, healthcare providers, policy mak-
ers, founding bodies, publishers, educators, regulating
authorities, politicians, ministries of innovation, edu-
cation and health, investors. All contributors stressed
the idea that preventive, predictive and personalised
medicine is an extremely multidisciplinary field looking
for innovation in science, healthcare and economy of
personalised medicine. Consequently, the overall suc-
cessful concept as well as optimal approaches for its
practical realisation can be hardly created by individual
professional groups but also unlikely by single nations.
Congress-contributors have been requested to elaborate
a summary of corresponding specialised sessions in a
form of expert recommendations. In January 2012, the
collective congress report will be sent to the national
ministries of innovation, education and health as well
as to the field-related global organisation for their re-
considerations of current strategies in the field and
improvement of healthcare at national and European
levels and in global scale.

The next milestone — The EPMA-World Congress
2013 — will update the achievements and demonstrate
the efficacy of currently running and additionally trig-
gered programmes in the field of predictive, preventive,
personalise and participative medicine.
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AKREDITACIA A KVALITA
V MEDICINSKOM LABORATORIU

Balla J., Kuzmova A., Hrehorovsky M.
Posefkova I., Palkova J., Karahutova R.

Analyticko-diagnostické laboratorium a ambulancie
Presov

SUMMARY

Recently the accreditation process has become a sub-
ject of widespread interest in Slovakia. Accreditation is
a mechanism to ensure high quality laboratory services
to patients and physicians by defining mandatory and
best practices in laboratory medicine. Slovak national
accreditation service (SNAS) sends representatives to
medical laboratories to assess and periodically audit at
planned intervals their compliance to the requirements
in accordance with the standards ISO/IEC 17025 and/
or ISO/IEC 15189. According to their quality policies
accredited laboratories must maintain quality monitoring,
tracking of outcomes, awareness of client satisfaction
and to ensuring quality in the whole testing process —
from blood collection to reporting of test results. They
run internal quality control programmes to maintain
the accuracy and precision of the results daily. They
subscribe to and regularly participate on external quali-
ty assessment schemes such as the Labquality, SEKK,
Randox and Bio-Rad as well. There are circumstances
in which laboratories need to introduce new methods,
applications, standards or modify their methods within
their scope of accreditation. Such a laboratory requires
to be allowed for changes, e.g. flexibility concerning
object/matrix/sample or with respect to parameters/
components/analytes. If a laboratory wishes accredit
under the flexible scope, then it must demonstrate that it
has a credible managerial system which assures that all
tests carried out are under the control and in accordance
with the requirements of accreditation. Laboratory must
justify that it has the technical competence and depth of
experience to support a flexible scope. The laboratory
must submit the relevant data in the form of a validation
and/or verification reports to make it available for review
upon request at any time to accreditation body. Laboratory
must ensure that such modifications to methodology do
not incorporate new measurement principles. Medical
laboratories assist physicians and patients through rapid
and reliable analysis of clinical specimens and provide
advice on the appropriateness, interpretation and limita-
tions of the tests performed. For many years a common
belief persisted that the quality of the medical laboratory
is only directly related to the quality and reliability of
the equipment and reagents they use, and the companies
that supply them. The role of personnel, qualification and




know-how was not enough recognized. But the quality in
laboratory medicine is the result of a true team effort.
Training and continuing education of staff is of utmost
interest and the continual professional development is
sound investment for the medical laboratory.

UVOD

Zdravotna starostlivost je sluzba zaloZena na etickych
principoch, ktora je zamerana na zlepSovanie kvality
zdravia a kvality Zivota. Zdravotnicka starostlivost musi
reSpektovat nielen zakony, nariadenia a normy, ale aj
individualitu kazdého pacienta na ktorého sa kvalita
zdravotnickej starostlivosti orientuje. Zdravotna starost-
livost, ktora napina znaky vysokej kvality, uspokojuje
Specifické poziadavky pacientov pri najvysSej moznej
urovni vedomosti a dostupnych zdrojov poskytovatelov,
maximalizuje prospech pre pacienta a minimalizuje
riziko poSkodenia zdravia a blaha pacienta. Kvalita
zdravotnickej starostlivosti nie je lahko definovatelnou
charakteristikou. Pacienti vnimaju kvalitu zdravotnej
starostlivosti prirodzenym individudlnym (emocional-
nym) sposobom, pri ktorom, rovnako ako samotna
liecba, zohravaju u nich vyznamnu ulohu aj rézne
subjektivne faktory a okolnosti. Zdravotné poistovne sa
zaujimaju o kvalitu z pohladu financii a chcu dosiah-
nut najlepSiu zdravotnicku starostlivost za ¢o najmenej
penazi. Poskytovatelia zdravotnej starostlivosti, medzi
ktorych radime aj medicinske laboratoria, sa zaujimaju
o vytvorenie €o najlepSich podmienok pre kvalitu po
odbornej stranke. Zavedenie kvality do zdravotnickej
starostlivosti sa preto javi naroéné a dlhodobé. Uspesna
implementacia programov kvality sa buduje na principe
sustavného zlepSovania zdravotnej starostlivosti a uzko
suvisi s institucionalnou podporou vladnych, vedeckych
a odbornych organizacii zdravotnickym zariadeniam
a poskytovatelom zdravotnej starostlivosti.

»Kvalita sa spdja s ludmi, nie s vecami. Predtym ako
budete schopni zlepsit’ kvalitu musite zmenit pristup ludi
k ich prdaci na kazdej urovni procesu.“

Phillip Crosby

KVALITA V LABORATORNEJ MEDICINE

Na ucely diagnostiky, lieCby a prevencie poskytuje
laboratorna medicina 70-80 % informacii o pacientovi,
pricom naklady na laboratornu diagnostiku predstavuju
zhruba 3-5% vSetkych nakladov na zdravotnu starost-
livost. Klinické laboratdria sa usiluju zlepsit kvalitu
laboratornych skuSok, redukovat diagnostické chyby,
znizit Cas vySetrenia a zvySif vzajomnu porovnatelnost
vysledkov. Mobilita pacientov, ktori umoznuje volny
pohyb 0s0b v eurdpskych krajinach, znamena sucasne
aj transfer zdravotnickej dokumentacie medzi roznymi
zdravotnickymi zariadeniami. Spravna interpretacia la-
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boratornych nalezov, hlavne u dlhodobo liecenych alebo
sledovanych pacientov, vyzaduje, aby laboratorne vysledky
boli zhodné, navzajom porovnatelné a kompatibilné.

Zakladnou ulohou medicinskych laboratérii je analyza
telovych tekutin a vySetrenie ostatnych biologickych
materialov. Hlavnym cielom klinickych laboratorii je
vykonavat tieto merania na ¢o najvysSej moznej urovni
kvality s pouzitim €o najniz§ich mozZnych nakladov pri
sucasnom dodrZiavani etickych pravidiel a zabezpeceni
bezpecnosti pacientov a pracovnikov laboratoérii. Tieto
protichodné poziadavky mo6zZu medicinske laboratoria
rieSit aplikaciou systémov manazérstva kvality zaloZzenych
na baze narodnych alebo medzinarodnych §tandardov.
Tieto Standardy stanovuju poziadavky na predanalytickua,
analyticku a postanalyticku fazu laboratorneho vyset-
rovania. Implementacia systémov manazérstva kvality
sa v klinickych laboratériach povazuje v sucasnosti
za najvhodnejsi sposob trvalého zlepSovania kvality.
Medicinske laboratoria, ktoré chcu preukazat svoju spo-
sobilost trvalo zlepSovat kvalitu poskytovanych sluzieb
musia mat zavedeny taky systém kvality, ktory presiel
akreditacnym procesom a bol posudeny nezavislou
tretou stranou (externou inStituciou sposobilou vykonat
akreditacny akt). Vyuzitim modernych systémov riadenia
kvality mozZu laboratoria sucasne dosiahnuf aj lepSie
uznania svojich sluzieb a kvality vydavanych vysledkov.

Laboratorna diagnostika je najregulovanejSia oblast
zdravotnej starostlivosti. Na zavedenie systému kvality
do praxe svojich pracovisk pouzivaju klinické laborato-
ria vo svete bud narodné normy alebo medzinarodne
platné a uznavané normativne dokumenty ISO alebo
kombinaciu oboch. Medzinarodna federacia pre klinicku
chémiu a laboratornu medicinu (IFCC) a Eurdpska
federacia pre klinicku chémiu a laboratérnu medicinu
(EFCC) orientuju svoje strategické odporucania a sta-
noviskd v oblasti kvality na akreditaciu zaloZenu na
Standardoch 1SO.

GLOBALIZACIA A KVALITA
V MEDICINSKYCH LABORATORIACH

Zdravotnicke, medicinske alebo klinické laborato-
rium je laboratorium, ktoré vykonava skusky (analyzy)
klinickych vzoriek s cielom ziskaf informacie o zdravi
pacientov vztahujuce sa k diagnostike, lieCbe a prevencii
chorob. Pre bezpecnost a ochranu zdravia pacientov je
rozhodujuca déveryhodnost zdravotnickych laboratorii,
ktora umoznuje lekdrom a pacientom spoliehat sa na
sluzby poskytované tymito laboratériami. Globalizacia
zdravotnickych sluzieb vyzZaduje, aby sa poziadavky na
kvalitu sluzieb poskytovanych v klinickych laboratériach
v SR zosuladili s poziadavkami, ktoré platia v ¢lenskych
krajinach EU. V kontexte evolucie zdravotnickych sys-
témov jednotlivych §tatov EU a ruka v ruke s techno-
logickym pokrokom v laboratérnej medicine prebieha
v medicinskych laboratoriach od polovice 90-tych rokov
proces masivneho zavadzania systémov manazérstva
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kvality a systémov zabezpecenia kvality. Medicinske
laboratoria, ktoré chcu poskytovat kvalitni zdravotnu
starostlivost preukazatelnym sposobom, musia pracovat
na zaklade uznavanych medzinarodnych S§tandardov.
Musia vypracovaf, zaviest a udrziavat taky systém ma-
nazérstva kvality, ktory je vhodny na prislu§nu oblast
pouzitia. Poziadavky na kvalitu musia zodpovedat typu
medicinskeho laboratéria, rozsahu a objemu skusobnych
¢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 cCinnosti vykonava
nezavisle a nestranne, sa povazuje za hlavny faktor
doveryhodnosti a spolahlivosti akreditacie. Akreditacia
je pre medicinske laboratoria dobrovolna, nie je pod-
mienovana Ziadnymi obmedzujucimi podmienkami ani
diferencovanymi finanénymi poZiadavkami.

Aj ked proces akreditacie medicinskych laboratorii
v Slovenskej republike naberd na popularite, podiel
akreditovanych klinickych laboratoérii je stale nizky.
Mnohé laboratorne pracoviska sa akreditaéného procesu
strania a z réznych dovodov ho odmietaju. Akreditacia
klinického laboratoria sa vSak stava dolezitou sucastou
tzv. indikatorov kvality, ktoré sluZia nielen na zostavova-
nie rebrickov kvality klinickych laboratorii v Slovenskej
republike, ale mali by byt viac zohladnené aj v zmluvach
uzatvaranych so zdravotnymi poistoviiami.

wAkrediticia v medicinskych laboratovidch je dobrovolnd,
nie je podmieriovand Ziadnymi obmedzujicimi podmienkami
a moze o fiu poZiadat kazdé klinické laboratorium v SR. “
http://www.snas.sk

AKREDITACIA A CERTIFIKACIA V SR

Medzi certifikaciou a akreditaciou je vyrazny rozdiel.
Certifikacia je potvrdenie od neutralnej a nezavislej
organizacie, ze vyrobok alebo sluzba spiiaju pozia-
davky normy. Akreditacia je postup, ktorym poverena
inStitucia (akreditacny organ) oficialne uzna subjekt
sposobilym vykonavat Specifické ¢innosti. Medzinarodne
slovo ,norma“ sa pouZiva na oznacenie normativneho
dokumentu. Cielom akreditacie je vybudovanie dovery
v spolahlivost a zodpovednost organizacie ako predpoklad
vzajomného uznavania vysledkov posudzovania zhody
(spravy o skuskach, spravy o prehliadkach, certifikaty).

Dolezitu ulohu v narodnom systéme posudzovania
sposobilosti a zhody plni v Slovenskej republike Slo-
venskd narodna akreditacna sluzba (dalej len SNAS).
SNAS ako narodny akreditacny organ uznavany vladou
Slovenskej republiky oficialne potvrdzuje sposobilost
vykonavat deklarované cinnosti nestranne, nezavisle
a na pozadovanej odbornej urovni a udeluje medicin-
skym laboratoriam osvedCenia o akreditacii, ktoré su
uznavané v Slovenskej republike i v zahrani¢i. O akredi-
taciu v ramci SNAS moze poziadat kazda fyzicka alebo

124

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2011

pravnicka osoba, pricom SNAS uplatiuje pri svojej
¢innosti nediskriminacny pristup zaloZeny na principe
vzajomnej dohody medzi Ziadatelom o akreditaciu a akre-
ditaénym organom. Rovnaké podmienky platia pre malé
nestatne laboratoria rovnako ako pre vel'ké laboratoéria
univerzitnych nemocnic. Prijaté opatrenia nepripustaju
zavislost organov SNAS a akreditovanych subjektov na
komerénych alebo inych finanénych zaujmoch veducich
k neziaducemu ovplyvneniu ich rozhodnuti a konania.

AKREDITACIA
V MEDICINSKYCH LABORATORIACH

Pri akreditacii klinickych laboratorii na uzemi Sloven-
skej republiky usilujucich sa o potvrdenie sposobilosti/
kompetentnosti na vykon laboratornych diagnostickych
testov, SNAS vo vSeobecnosti posudzuje plnenie usta-
noveni normy ISO/IEC 17025: 2005 a riadi sa prislus-
nymi Metodickymi smernicami na akreditaciu. Klinické
laboratoria, ktoré poskytuju sluzby v oblasti skusSania
na medicinske ucely, ak o to poziadaju, su posudzované
na plnenie poziadaviek normy ISO/IEC 17025: 2005
Vseobecné poziadavky na kompetentnost skusobnych
a kalibracnych laboratérii (General requirements for the
competence of testing and calibration laboratories), a/
alebo ISO 15189: 2007 Medicinske laboratoria - Speci-
fické poziadavky na kvalitu a kompetentnost (Medical
laboratories - Particular requirements for quality and
competence). ISO 17025: 2005 je zakladom pre akre-
ditaciu skuSobnych laboratorii a je Siroko pouzivana
na celom svete nielen v priemysle ale aj v medicine.
ISO 15189:2007 zahrna vSetky kritéria charakteristické
pre klinické laboratoria. Vyber normy je na Ziadatelovi
o akreditaciu. SNAS akredituje aj laboratoria, ktoré vy-
vijaju a validuju alebo modifikuju a validuju metody pre
potreby skusania a kalibracie pricom sa riadi ustanove-
niami normy ISO/IEC 17025: 2005 a/alebo ISO 15189:
2007. Bez ohladu na to, ktori normu si medicinske
laboratérium na akreditaciu vyberie, musi spinat pred-
pisané normativne pozZiadavky. Zavedenie a budovanie
systému manazérstva kvality v medicinskom laboratoriu
je zlozity proces. Existuju dve cesty ako vybudovat
systém kvality. Klinické laboratorium moze zadat tuto
ulohu externej poradenskej organizacii alebo si moze
vybudovat systém kvality vlastnymi silami. Jednotlivé
zloZky systému kvality musia byf aktualne, relevantné
a zavazné. Musi byt zabezpeCené, aby sa vSetok personal
aktivne zucastioval procesov s prvkov systému kvality,
aby bol napomocny pri zavadzani novych postupov
a pri modifikacii jestvujucich, aby dokladoval vSetky
odchylky od prijatej normy a aby o tom informoval
manaZment laboratoria. Medicinske laboratéria sa musia
pred udelenim akreditacie v kazdej oblasti zo §pecifika-
cie ¢innosti o ktorych akreditaciu zZiadaju, pravidelne
zucastnovat medzilaboratérnych porovnavacich skusok,
tzv. externého hodnotenia kvality, a dosahovat v nom
uspokojivé vysledky.




DRUHY AKREDITACIE
V MEDICINSKYCH LABORATORIACH

V ramci akreditacii su laboratoria rozdelené na labo-
ratéria s takzvanym fixnym rozsahom, oznacované ako
laboratéria typu 1 a laboratoéria s flexibilnym rozsahom,
ktorymi su laboratoria 2. a 3. typu. Fixny rozsah akre-
ditacie znamena presné zadefinovanie rozsahu, na aké
konkrétne ¢innosti je laboratérium akreditované. Mimo
tychto Cinnosti sa laboratérium nemoze odkazovat na
svoj akreditovany status. Flexibilny rozsah akreditacie
umoznuje laboratoriam prebrat zodpovednost za riade-
nie celého rozsahu akreditacie alebo jeho Casti, vratane
vykonu zmien a rozS§ireni o nové ¢innosti, v rdmci povo-
lenej a zadefinovanej flexibility. Rozsah akreditacie nie
je zadefinovany tak konkrétne, ako v pripade fixného
rozsahu a modze sa po vykonani jasne definovanych
krokov a splneni naleZitych poziadaviek definovanych
akreditatnym organom a laboratériom, upravit alebo
roz§irit bez predchadzajuceho posudenia zo strany
akreditacného organu. 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. Medzinarodna federacia pre klinicku
chémiu a laboratornu medicinu (IFCC) vo svojom ofici-
alnom stanovisku deklaruje flexibilny rozsah akreditacie
ako preferovanu formu akreditacie a odporuca touto
formou akreditovat vac¢Sinu vykonavanych skusok (testov).

»Nikdy, nikdy ale nikdy sa nevzddvajte.“
Winston Churchill

MEDICINSKE LABORATORIA A BIZNIS

Dnesné medicinske laboratorium nie je iba o produkcii
vysledkov. S nastupom globalizacie, kde kapital, lTudia
a myslienky mozu cestovat okolo sveta bez vicSich pre-
kazok, dochadza k tzv. hyperkonkurencii. K tomu, aby sa
laboratérium zaradilo medzi uspesné firmy musi sa odlisit
od svojej konkurencie nie¢im novym a originalnym. Musi
ponuknut ,pridanu hodnotu®, ktorou moze byt kvalita.
Musi vziat na seba dobrovolne zodpovednost a siahnut
na nové progresivne riesenia. Celit rastucej konkurencii
na trhu je fazké, ale da sa aj tak, Ze namiesto toho, aby
sa medicinske laboratorium snazilo ziskat nejaku trvalu
konkurenénu vyhodu, sustreduje sa radSej na série kratSich
obdobi s konkurenénymi vyhodami. Laboratérium moze
mat napriklad pocas dvoch desatroci niekol'ko dobrych
a niekol'ko zlych rokov, ale dolezité je, aby si udrzalo
poziciu na trhu. Dobré medicinske laboratorium, to nie je
len dostupnost ekonomickych zdrojov, to je predovsetkym
bohatstvo obsiahnuté v poznatkoch Tudi, kvalifikovanych
odbornikoch z laboratornej mediciny. Su to predovsetkym
ludia, ktori sa neboja konfrontacie s novymi sposobmi
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myslenia. Skuto¢ne tvorivé vysledky klinické laboratorium
nemoze dosiahnut bez dostato¢nej pripravy, tvrdej prace,
podpory a kuska Stastia. Lenze ani surova genialita jed-
noducho nestaci a vyzaduje si u kazdého pracovnika dlhé
roky usilovnej prace, aby sa patricne rozvinula.
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INDIKATORY PRE KVALITU POLITIKY
V ZDRAVOTNICTVE

Jana Barlova', Jan Lepej?, Viera Corani¢ova’
Katarina Lepejova*, Marko Kapalla®

Unterné oddelenie, 1. sikromna nemocnica, Kosice-Saca
2 Institut nuklearnej a molekularnej mediciny, KoSice
30ddelenie klinickej biochémie, Vranovska nemocnica, n.o.,
Vranov nad Toplou
“Roche Slovensko s.r.o., Bratislava
SEuropean Association for Predictive, Preventive
and Personalised Medicine (EPMA), Brussels, Belgium

Tento prispevok si dava za ciel podnietit diskusiu
a zdoraznit to, ¢o by sme mali ako odbornici, pracujuci
v zdravotnictve, ale aj ako ob¢ania a potencialni pacienti,
sledovat v oblasti politiky, tykajicej sa zdravotnej starost-
livosti, aby sme mohli vCas zaznamenat a poukazat na
nespravne smerovanie od kvality poskytnutej zdravotnej
starostlivosti pre konkrétneho pacienta, resp. obcana,
smerom k obchodovaniu s maximalnym ziskom, a to
takmer za akukolvek cenu.

S pojmom ,kvalita® i praktickou strankou tohto pojmu
je denne konfrontovany nielen pacient, ale aj kazdy
zdravotnicky pracovnik - laboratorneho nevynimajtc.
Samotny pojem ,indikator kvality v zdravotnictve®,
nie je legislativne zakotveny, preto sme sa snazili najst
aspon definiciu ,kvality v zdravotnictve®, ktora by bola
legislativne definovana. Musime konsStatovat, Ze jedine §9
(Systém kvality), zakona ¢. 578/2004 o poskytovateloch
zdravotnej starostlivosti, zdravotnickych pracovnikoch,
stavovskych organizaciach v zdravotnictve a o zmene
a doplneni niektorych zakonov, zachytava niektoré aspekty
kvality zdravotnej starostlivosti z pohladu zavadzania
systému kvality. Kvalitu v laboratérnej medicine, resp.
laboratornej diagnostike sucasna legislativa Slovenskej
republiky presne nedefinuje.

Podla Medzinarodnej organizacie pre Standardizaciu
(International Organisation for Standardisation, http://
www.iso.org”) je pojem ,kvalita“ definovany ako sthrn
takych vlastnosti predmetu (sluzby), ktoré zabezpecuju
plnu funkénost predmetu (sluzby) podla deklarovanych,
resp. zamyslanych potrieb. Ak tuto definiciu aplikujeme
na zdravotnu starostlivost, ako sluzbu, potom musime
prist k zaveru, Ze to, Co nam v systéme chyba, su prave
tie ,deklarované, resp. zamyslané potreby“. Inak pove-
dané, chybaju nam jednoznac¢ne stanovené vizie, kam sa
ma systém zdravotnej starostlivosti uberat a aka pridanu
hodnotu by mal priniest v porovnani s terajSim stavom,
ktory nie je mozné hodnotit ako optimalny.

Na druhej strane, kvalita politiky v zdravotnictve je
determinovana jednak kvalitou platnych legislativnych
opatreni, ich dodrzZiavanim zo strany vSetkych zaintere-




Tab. 1. Priklady indikatorov pre hodnotenie kvality politiky v zdravotnic-
tve. Pre kazdy indikator je samozrejme potrebné na zaklade odbornych
diskusii doplnit sposob objektivnej kvantifikacie, pozadovany trend,
cielovy stav, resp. viziu, ¢i smer, ktorym by sa mala kvalita z pohladu
daného indikatora uberat, ako aj hodnotenie realneho trendu

Potencialne indikatory pre hodnotenie kvality politiky v zdravotnictve

Edukacia obyvatelstva v oblasti zdravia

Podpora zdravia

Kontinualny dostatok kvalifikovanych pracovnikov

Investicie do modernizacie poskytovania zdravotnej starostlivosti

Naklady na poskytovanu zdravotnu starostlivost

Ekonomicka udrzateInost systému zdravotnej starostlivosti

Existencia legislativy urcujicej Standardy a poziadavky

Konkurencia a spolupraca pri poskytovani zdravotnej starostlivosti

Ochrana prav pacienta

Ochrana prav vsetkych pracovnikov v zdravotnictve

Pravidelnost aktualizacie zakonov, tykajucich sa poskytovania
zdravotnej starostlivosti, vratane permanentnej aktualizacie katalogu
vykonov

Podiel ,,zdravej” a ,,chorej populacie”

Pocet pacientov na 1 lekara

Dostupnost zdravotnej starostlivosti

Pocet poskodenych pacientov zlym zasahom zo strany zdravotnickeho
personalu

Podiel akreditovanych a certifikovanych poskytovatelov zdravotnej
starostlivosti

Prehladne definované vizie a planovany rozvoja

Ugast odbornikov na vypracovavani planov rozvoja

Kvantifikovatel'na spokojnost pacienta

Kvantifikovatelna spokojnost pracovnikov v zdravotnictve

Vyuzivanie informacnych technolégii

Podpora rozvoja a modernizacie

Pocet novych technolégii zavedenych do praxe

Pocet poskytovatelov zdravotnej starostlivosti, ktori su v konflikte
zaujmov

Pomer investicii do rozvoja a zvySovania kvality vo¢i generovanému zisku

dalSie indikatory
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sovanych subjektov a v neposlednom rade aj realnymi
planmi na jej kontinualne zvySovanie, vychadzajuc z vizii
dalSieho rozvoja vedy a technologii, ktoré priamo, alebo
sprostredkovane suvisia so zdravim ¢loveka.

V tabulke 1 uvadzame priklady indikatorov, na
zaklade ktorych by, podla nasho nazoru, bolo mozné
hodnotit kvalitu politiky v oblasti zdravotnej starostlivosti.
V principe sa daju tieto indikatory rozdelit do niekol'kych
kategorii, a to: legislativne indikatory, odborné indikatory,
edukacné indikatory, publika¢né indikatory, indikatory
rozvoja v oblasti zdravotnej starostlivosti, ekonomické
indikatory, indikatory technologickej vyspelosti, socialne
indikatory, etické indikatory a dalSie.

Cielom takychto indikatorov pre kvalitu politiky
by malo byt kontinualne a nestranné hodnotenie stavu
v zdravotnictve, bez ohladu na to, kto je v danom cCase
vo vlade, ¢i v parlamente. Na to je samozrejme potreb-
né, aby dané indikatory boli objektivne zhodnotitel'né,
v§eobecne dostupné, pravidelne aktualizované a zaroven
musime mat jasnu viziu toho, kam chceme, aby naSe
zdravotnictvo smerovalo. Tuto viziu je potrebné prezen-
tovat na SirSom fore odbornikov zo vSetkych odborov
nielen mediciny, ale aj ostatnych vied, ktoré medicinu
dopinaju, resp. poskytujii nevyhnutné odborné skuisenosti.

Ak mame aj v buducnosti pouzivat pojem ,kvalita“
v spojeni s pojmom ,politika“, ,zdravie“ a ,pacient®,
resp. obCan, potom musime zdo6raznif nutnost nielen
doplnenia chybajucej legislativy, tykajucej sa kvality
v oblasti zdravotnej starostlivosti vSeobecne, ale aj vazne
sa zaoberat témou kvality samotnej politiky v oblasti
zdravotnictva a s tym spojenymi indikatormi.
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HODNOTENIE
ZDRAVOTNICKYCH TECHNOLOGII
A LABORATORNA DIAGNOSTIKA

Jan Bielik

Fakulta zdravotnictva,
Trencianska Univerzita A.Dubceka v TrencCine
Slovenska agentura pre hodnotenie
zdravotnickych technolégii, n.o.

Ciel: Laboratorna diagnostika dokaZze u mnohych
ochoreni urychlif i spresnif diagnézu. Tlak na pres-
nejSiu a rychlejSiu diagnostiku sa premieta pomerne
Casto aj do tzv. naduZzivania laboratornych vySetreni,
priCom od urcitej hranice nemaju v podstate dalSie
vySetrenia podstatny vplyv na vysledny diagnosticky
efekt. Zdanlivo vedlaj§im, ale Coraz vyznamnejSim
efektom uvedeného naduzivania prisluSnych laborator-
nych vySetreni je sprievodna finan¢na zafaz systému
zdravotnej starostlivosti. Cielom prace bolo vytvorenie
a realizacie pilotného projektu hodnotenia klinického
prinosu laboratornych vySetreni ochoreni Stitnej zZlazy
aj z pohladu nakladovej efektivity.

Metody: Laboratorna diagnostika patri medzi zdravot-
nicke technologie a na jej kvalitu sa pouzivaju metody
hodnotenie zdravotnickych technolégii. V tomto pripade
bola pouzita metoda analyzy endokrinologickych pra-
covisk v urCitom regidéne (samospravnom kraji), ktora
sa tykala ordinacie a realizacie laboratérnych vySetreni
ochoreni Stitnej zlazy v r. 2010. Nasledne sa prepocital
pri kazdom druhu vySetrenia priemerny pocet vySetreni
na 1 pacienta za 1 mesiac a potom aj priemerny pocet
vSetkych vySetreni na 1 pacienta za 1 mesiac. Vysledky:
Ziskané vysledky budu, vzhladom na casové prebiehanie
analyzy, interpretované az priamo na konferencii.

Zaver: Rozdiel medzi maximom poctu vySetreni
jedného druhu vySetrenia a vSetkych vySetreni, pri re-
flektovani poctu hospitalizacii ako nepriamej znamky
kvality poskytovanej zdravotnej starostlivosti, vyjadruje
mieru pravdepodobne dostatoéného klinického prinosu
a efektivnej nakladovosti.
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IQC V REALNEM CASE - FIREMNI
MIDDLEWARE JAKO JEDEN Z NASTROJU
K ZAJISTENI KVALITY MANAGEMENTU
DAT A BEZPECI PACIENTU

Miroslav Bischof

BeckmanCoulter Ceska republika s.r.o.

Firemni middleware REMISOL ADVANCE obsahuje
i roz§ifeny modul pro spravu a management vysledki
IQC v realném case ze vSech napojenych analyzatort
vCéetn€ biochemickych, imunochemickych, hematologic-
kych, imunologickych a jinych analyzatori. SW zajistuje
spravu dat z jednoho i vice mist véetné vzdaleného
zabezpeceného pristupu. Zakladni vyc€et funkci a hod-
noceni dat podle kritérii: Westgardovy pravidla pro
jednu hladinu (1-28S, 1-3S, 2-2S, 3-18, 4-18, 10X,
12X) a pro pro vice hladin (2 -2S, (2 ze3) 2S, R-4S,
3-18, 4-18, 10X, 12X), pravidla zaloZena na rozmezi
(mimo rozmezi, varovna, chybova rozmezi) v souladu
s Rili-bdk, management Sarzi kontrolnich materiald,
hodnoceni zalozené na pacientskych datech (klouzavy
praumér, EWMA, Xb), graficka vyjadfeni (LeveyJennings,
Stewart, klouzavy pramér, distribucni grafy), graficképro-
linani vysledkt pro jednoduché porovnani (soucasné
znazornéni vice hladin nebo vice analyzatorti), detailni
statistika podle zvolenych casovych usek.

Na zakladé€ vysledki IQC se aktivuji specialni funkce
jako zobrazeni specifickych pfeddefinovanych varovnych
hlasek, zastaveni automatické validace parametrl, za-
staveni programovani analyzatorii a dalsi.

SW zpracovava data z vice zdroji: SW REMSIOL
ADVANCE (kontrolni a/nebo pacientska data), ma-
nualni vklad dat (pro nenapojené analyzatory), data
z jednotlivych QC moduld laboratofe (umoznuje migraci
dat do nového systému) a ze soubort CSVpouzivajici
specificky format.

To vse zajistuje efektivni rozhodovani a IQC v realném
Case a zvySuje kvalitu a bezpecnost pacientskych dat.




KLUCOVA ULOHA AMBULANCIE
V UDRZIAVANI KVALITY
PREDANALYTICKEJ FAZY
- VPLYVY NA PREDANALYTIKU

Blazicek Pavel

Alpha Medical Bratislava a SZU Bratislava

Moderné technoldgie v laboratdriu, nové systémy
riadenia akosti (interna kontrola, externa kontrola kvality)
umoznuju analyzovat vzorky krvi s velkou presnostou.
Ak vsak vznikne chyba, akreditované laboratoria musia
mat mechanizmus najst presnd pri¢inu vzniknutej chy-
by, tato chybu presne identifikovat a urobif ndpravné
opatrenia, aby sa predislo chybam v buducnosti. Napriek
tomuto modzu vSak vzniknuf zavaziné chyby za ktoré
laboratérium nemoZe a pacient moZe byt ohrozeny.
Uvediem priklad preco som tuto prednasSku vlastne
aj pripravil. U pacienta sme namerali vysoké aktivity
transamindz (viacej ako 2ukat/l). Vzhladom nato, Ze
mame moznost v LIS-e pozrief si historiu pacienta
som zistil, Ze v predchadzajucich 6 odberoch nemal ani
raz transamindzy zvysené. Bolo vyslovené podozrenie
na hepatitidu a preto sme ihned urobili HCV, HBsAg,
HAV - vsetko bolo negativne. Pacient nebral ziadne
lieky a ani nutricné doplnky, len priznal sa, Ze nedavno
zacal pif Caj, ktory mu odporucil a predal Cinsky lekar
vo Viedni. Odporucil som mu ihned prestat pit tento
Caj a o desaf dni nemal transaminazy zvySené. Treba
na toto mysliet, lebo vela Iudi cestuje po svete a Casto
do Thajska, Ciny, Kérei a na ,blsich trhoch“ si nakupia
rozne cajové zmesi na omladenie, na zlepSenie poten-
cie, proste ,na vsetko“. Treba si uvedomit, ze bylinné
vyrobky zdravej vyZivy a doplnky nie su bezpecnejSie
ako lieky len preto, Ze sa vyskytuju v prirode, a po-
chadzaju z rastlin. Koniec koncov, mnoh¢é rastliny su
jedovaté! Davka a spOsob uzivania tieZ hraju dolezitu
ulohu v bezpeénosti daného pripravku. Caje, tinktury
a extrakty maju rozne koncentracie ucinnej latky. Iné
mnozstvo mozZe byt obsiahnuté v Salke Caju, iné je v
niekol'kych €ajovych lyzickach tinktury, alebo dokonca
aj v usuSenej bylinke. Napriklad, matovy ¢aj vSeobecne
povazovany za bezpecny a velmi chutny je v poriadku,
ale pif matovy olej, ktory je ovela koncentrovanejsi moze
byt toxicky pri nespravnom pouziti. Ja chcem upozornit
na chyby, ktoré sa modzu vyskytnut a maju vplyv na
biochemické parametre Casto pocujeme, no v labaku
zase urobili nejaku chybu a nemusi to tak byt. Praktic-
ky lekar by si mal uvedomit aj to, zZe niektoré bylinky,
alebo zdrava zelenina potenciuju ucinok liekov. Napr.
vel'mi zdravy cesnak moze u niektorych pacientov, ktori
uzivaju warfarin pozmenif hemokoagulaéné parametre.
Treba na toto mysliet a nezabudnuf sa na toto opytat
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pacienta. Toto je klucova uloha ambulancie a nemalo
by sa na to zabudnuf. Laboratorium v tomto pripade
moze ,iba“ edukovat spolupracujucich zdravotnickych
pracovnikov. (Dobré laboratorium to robi!)

Aj ked bylinné produkty a doplnky su inzerovana
ako prirodzené, nie su prirodzené pre ludské telo a pra-
ve pouzivanie alternativnych liekov mozZe vyznamne
zmenit laboratorne vysledky. Mala by existovat uzsia
spolupraca - komunikacia medzi lekarmi poskytujucimi
starostlivost a atestovanymi klinickymi biochemikmi pri
interpretacii takychto vysledkov. Vdaka aplikacii mediciny
zalozenej na dokazoch, vdaka vytvoreniu manazmentu
predchadzania chybam, hlavne edukacii zdravotnickeho
personalu, ale i pacientov, zainteresovanosti pracovni-
kov a hlavne doslednému vyuzivaniu spatnej vazby, by
mohlo dojst k zlepSeniu situdcie aj v dosial problémo-
vych oblastiach pred a post analytickej fazy na uroven,
ktoru sme uz dosiahli v analytike. Lekari by sa mali
vzdy opytat pacientov o uzivani potravinovych doplnkov
pri zacati alebo ukonceni lieCby nielen pri predpisovani
liekov, ale aj v pripade neoCakavanej reakcie.

KEY ROLE OF PRACTICES IN SUPPORTING THE
QUALITY OF PREANALYTICAL PHASE —
PREANALYTICAL FACTORS INFLUENCING QUALITY

Modern technology in the laboratory, new systems
of quality control (internal control, external quality
control) allow to analyze blood samples with high
precision. However, if there is an error, an accredited
laboratory must have a mechanism to find the exact
cause of the error, this error accurately identify and
take corrective action to prevent errors in the future.
Despite this, however, may occur significant errors in
the laboratory and the patient may not be threatened.
Here is an example of why I have this lecture really
well prepared. The patient we measured had high
transaminases (more than 2 pkat/1). Given that we have
the opportunity in e-LIS to look at the history of the
patient, I found that in the previous six withdrawals
had never once elevated transaminases. Was suspected
hepatitis, so we immediately did HCV, HBsAg, HAV
- everything was negative. The patient took no medica-
tions or nutritional supplements, only confessed that he
recently started to drink tea, which he recommended
and sold the Chinese doctor in Vienna. I immediately
recommended him to stop drinking this tea and ten
days hadn‘t elevated transaminases. It is this thinking,
because many people travel the world and often in
Thailand, China, Korea and the “flea market” to buy
various mixtures of tea to rejuvenate, to improve the
potency, simply “to everything.” It should be noted that
herbal health products and supplements are safer than
drugs simply because they occur naturally and come
from plants. After all, many plants are poisonous! Do-
sage and method of use also play an important role in
the safety of the product. Teas, tinctures and extracts
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have different concentrations of active ingredient. Other
quantities may be contained in a cup of tea, other in
a few teaspoons of tincture, or even dried herbs. For
example, peppermint tea is generally considered safe
and very tasty and it is okay to drink it, but peppermint
oil, which is much more concentrated can be toxic if
used incorrectly. I want to draw attention to errors
that can occur and affect the biochemical parameters.
We often hear there is a mistake occurred in the la-
boratory, however, it might not be true. Practitioner
should be aware also that some herbs, vegetables or
healthy potentiate the effect of drugs. For example,
very healthy garlic in some patients taking warfarin
alter coagulation parameters. It is this thinking and do
not forget to ask the patient. This is the key role of the
ambulance and not to forget it. Laboratory in this case,
“only” educate medical co-workers. (Good Laboratory
does!) Although herbal products and supplements are
advertised as natural products, there are not natural
to the human body and the right use of alternative
medicines may significantly alter laboratory results.
There should be closer cooperation — communication
between the doctors providing care and attested clini-
cal biochemist in interpreting these results. With the
application of evidence-based medicine, by creating a
management prevent errors, especially education of
health professionals but also patients, staff involvement
and in particular the consistent use of feedback could
lead to improvements in the previously problematic
areas before and post-analytical phase to a level we
have already achieved in the assay. Physicians should
always ask patients about use of dietary supplements
when starting or stopping only when prescribing drugs,
but also in the case of an unexpected reaction.
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PROTEOMIKA MOCU - BLIZSIE
KU KLINICKEJ PRAXI ?

Eva Durovcova® %, Anna Birkova®

"Laboratorna diagnostika LABMED, a.s., Kosice
2Ustav lekarskej a klinickej biochémie a LABMED, a.s.
LF UPJS, Kosice

SUHRN

Ulohou klinickej proteomiky je identifikovat vhodné
biomarkery pre vc€asnu diagnostiku, urCenie prognozy
a monitorovanie lieCby ochoreni. Pre lahku dostupnost,
neinvazivnost odberu a obsah bielkovin oblickového aj
mimoobli¢kového povodu je mo¢ vhodnym materialom
pre proteomické Studie. Technologicky pokrok najma
v oblasti hmotovej spektrometrie a bioinformatiky viedol
v uplynulom desatro¢i k aplikacii mocovej proteomiky
do roznych oblasti zakladného biomedicinskeho aj kli-
nického vyskumu. Skumaju sa solubilné aj exozomalne
mocové proteiny, priCom sa vzuzivaju viaceré pristupy
(discovery, targeted proteomics). Studium moéového
proteomu poskytuje cenné informacie o fyzioldgii a pato-
fyziologii obli¢iek (dysfunkcii az patologii roznych cCasti
nefrénu) a umoznuje objavovat biomarkery oblickovych
aj mimoobli¢kovych ochoreni. V uplynulom desatroci
bolo publikovanych mnozstvo §tudii, ktoré identifikovali
viaceré slubné biomarkery akutneho zlyhania obliciek,
diabetickej nefropatie, posttransplantaénych komplikacii,
karcinomu prostaty a mocového mechura a mnohych
dalSich patologickych stavov. Len malo z nich vSak
preslo validaciou vo vel'kych klinickych studiach a naslo
vyuzitie v klinickej praxi. Je potrebné vyriesit problémy
Standardizacie v oblasti predanalytickej, analytickej a
postanalytickej. Napriek nevyrieSenym otazkam maju
poznatky z mocovej proteomiky potencidl zasadne
zlepsit klinicky manazment najmé u pacientov v renal-
nymi ochoreniami a mozno budu schopné aj redukovat
finan¢né naklady na ich zdravotnu starostlivost.




KONKURENCIA VERZUS ETIKA
V LABORATORNEJ DIAGNOSTIKE -
PRE A PROTI KVALITE

Michal Farkas" ?, Beata Hvozdovicova®
Trechova Monika® 3

'Slovenska komora inych zdravotnickych pracovnikov
2BIOIM Trebisov s.r.o., TrebiSov
SLUMOTER s.r.0., Spisska Nova Ves

Cielom prednasky je definovat postavenie klinické-
ho laboratoria vo vztahu k tym, ktori tieto vySetrenia
pozaduju a ordinuju na Ziadanku, podobne ako liek na
recept. Preto u laboratdorneho vysetrenia, rovnako ako
u lieku, ocakavaju vysoku kvalitu, spolahlivost a rych-
lost. Neexistuje laboratorne vySetrenie, ktoré by bolo
sucasne maximalne spolahlivé, rychle a lacné. Racio-
nalizacia, integracia, konsolidacia klinickych laboratorii
determinuje maximalnu efektivitu zdrojov a vyustuje
v bezpecnost pacienta, majuc na zreteli personalizaciu
a regionalizaciu laboratornych vySetreni. Bezpecnost
pacienta vyZaduje doslednu znalost a kontrolu nielen
analytickej ale i preanalytickej a postanalytickej fazy
laboratornych vySetreni. Je vSeobecne akceptované, zZe
priblizne 70 % medicinskych rozhodnuti je urobenych
na zaklade laboratornych vySetreni. Laboratérne vy-
Setrenia pomahaju vylucit alebo potvrdit diagnosticku
uvahu a na ich zaklade upravuje oSetrujuci lekar dalsi
vySetrovaci a lieCebny postup. Vedla anamnézy a fyzi-
kalneho vySetrenia su laboratérne metddy najvyznam-
nejSim diagnostickym nastrojom oSetrujuceho lekara
a preto musi mat o nich aj patri¢né teoretické znalosti
a v neposlednom rade i praktické zrucnosti ako ich
v klinickej praxi racionalne vyuzivat. Autori upozorfuju
na sposob zabezpecCovania kvality laboratornych vyset-
reni s dorazom na bezpecnost pacienta v jednotlivych
fazach laboratorneho procesu. Velky doraz kladu na
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preanalytiku, ktora je vyznamnou sucastou laboratorneho
procesu a preto ju musime reSpektovat i v beznej praxi.
Znehodnoteny biologicky material by sme v laborato-
riu nemali vySetrovat, ale mali by sme ho odmietnut,
vzhladom na pripravu, odber, skladovanie a transport.
Respektujme regionalny princip zdravotnictva vo vztahu
k laboratérnym vySetreniam, pretoZe vyznamne ovplyviuje
bezpecnost pacienta. Excelentny vykon zdravotnickeho
pracovnika v laboratérnej diagnostike zahfna odborny,
eticky a moralny aspekt osobnosti a je zakladom eko-
nomickej a medicinskej efektivity a kvality poskytovania
zdravotnej starostlivosti v laboratornej diagnostike, ktora
by sa mala zameriavat na manazment rizika tak, aby
poskytovana zdravotna starostlivost bola pre pacienta
bezpecna, prospesna a v duchu EBM. Ukazuje sa teda,
ze akreditacia a audit by mohli byt klicovym nastro-
jom manazmentu rizika a riadenia kvality. AvSak samy
o sebe nie su schopné vyrieSit problémy s kvalitou.
Akreditacia ma sama svoj klucovy problém - kvalitu
auditu/auditora. Isté optimalizované rieSenie sa ponuka
vytvorenim InsStitutu kvality v zdravotnictve opakovane
prezentovanym SKIZP, ktorého ulohou by malo byt:
orientovaf proces akreditacie na zaistenie kvality pro-
cesov a efektivitu cielov, nie na zisk certifikatov. Autori
v prednaske prezentuju sposob realizacie laboratornych
vySetreni vo svojom regione a poukazuju v konkrétnych
kazuistikach na doésledky nespravnej manipulacie s bi-
ologickym materidlom, ak sa nedodrZiava regionalny
princip a ignoruje sa dostupnost kvalitného laboratoria
v regione zo strany niektorych lekarov bez vedomia pa-
cienta Casto i v ramci tzv. bartrového obchodu. Pritom
eticky kodex zdravotnickeho pracovnika hovori, Ze je
nepripustné,, pouzivat nedostojné praktiky smerujuce
k rozSireniu poctu pacientov,, a zaroven je zakazané
takéto aktivity iniciovat prostrednictvom druhych osob.
Tieto skuto¢nosti by si mali uvedomit aj tzv. medicinski
reprezentanti, ktori navstevuju prirodzené regiony s cielom
ziskavat tzv. klientov pre svoje vzdialené pracovisko bez
nadvaznosti na regionalnu nemocnicu resp. regionalne
pracovisko laboratérnej mediciny.
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MAME JASNO V POZIADAVKACH NA KVA-
LITU V PREDANALYTICKEJ FAZE?

CIRCULATING NUCLEIC ACIDS
IN PREDICTIVE MEDICINE

Drahoslav Gabor, Iveta Dobiasova, Eva Gaborova

Oddelenie klinickej biochémie
FNsP F.D.Roosevelta, Banska Bystrica

Cesta od vzniku poziadavky na laboratorne vyset-
renie po reakciu lekara na vysledok sa da rozdelit na
cely rad ukonov, ktoré musia na seba tesne nadvazovat
a byt vykonané tak kvalitne, aby neovplyvnili kvalitu
celého procesu laboratorneho vySetrenia. Cely proces sa
zvykne rozdelovat podla miesta realizacie na fazu pre-
danalyticku, analyticku a fazu postanalyticku. V dnesnej
dobe je absolutna vidcSina laboratornych vySetreni
vysledkom timovej prace, pri ktorej okrem samotného
pacienta a pracovnikov laboratéria maju vel'mi doélezitu
ulohu aj pracovnici podielajuci sa na predanalytickej
a postanalytickej faze laboratorneho vySetrenia. Kvalitu
vysledného produktu, laboratorneho vysledku, v jednot-
livych fazach jeho vzniku ovplyviuju rozne faktory. Tak
zlozity proces je a bude vZdy ovplyvnovany faktormi,
ktoré mozu jeho vyslednu kvalitu znizit. V publikovanych
studiach sa uvadzaju chyby - nezhody v jednotlivych
krokoch celého procesu aj s percentualnym vyskytom
v jednotlivych fazach procesu.

Technicky pokrok, automatizacia laboratornej prace,
spracuvanie dat informaénymi systémami v poslednych
troch desafroCiach umoznili vyznamné zniZenie poctu
pozorovanych nezhod vo faze analytickej. V predanaly-
tickej i faze postanalytickej vSak stale pretrvava pomerne
vysoky podiel nezhod, ¢o mdze mat neziaduci vplyv na
zdravotny stav pacienta, ale aj ekonomiku celého pro-
cesu a v neposlednom rade aj na renom¢ zucastneného
laboratorneho pracoviska.

Logicky je tématika predanalytickej fazy zaradovana
v poslednych rokoch na vSetkych vyznamnych poduja-
tiach laboratornych odborov celosvetovych, europskych
a opakovane sa k nej vraciame aj na podujatiach SSKB.

Autori prednaSky sa pokusili o sihrn doterajsich
poznatkov z oblasti uskali predanalytickej fazy. Vycha-
dzajuc z 35 ro¢nych skusenosti prace lekara na oddeleni
klinickej biochémie a poznatkov o aktualnej situdcii
na vlastnom pracovisku, ako aj z informacii ziskanych
pracou vo funkcii hlavného odbornika Ministerstva
zdravotnictva Slovenskej republiky pre KLB sa pokusia
predlozit navrh na spdsob definovania poziadaviek na
kvalitu predanalytickej fazy v praci pracovisk, ktoré
vykonavaju klinicko-biochemické vysetrenia, ako aj tych
ktori tuto kvalitu spoluovlyviauju.
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ABSTRACT

Low levels of DNA and RNA are constantly present
in circulating blood, urine and saliva. The concentration
in plasma and serum from healthy individuals ranges
from 1.8ng to about 35.0ng DNA and some 2.5ng
RNA per ml blood. This may increase in pathological
situations reaching as high 3,000 ng per ml in the case
of some cancers. There are at least ten sources of the
released nucleic acids of which only two are derived
from living cells, the surface DNA of leucocytes and
virtosomes (inter-cellular messengers). In many cases
the DNA fragments are derived by apoptosis. RNA may
also be released via exosomes and virtosomes.

Increases in the levels of specific DNAs and RNAs
have been shown to occur as possible early markers of a
range of disorders including trauma, stroke, myocardial
infarct, cancer (e.g. lung, colorectal, liver, prostate,
breast and oesophageal carcinomas), diabetes, transplant
rejection, pre-eclampsia and foetal disorders (e. g. rhesus
factors, achondroplasia, thalassaemia “trisomy 13 and
21). The identification of trisomy 21 has undergone
trials in clinical practice in the UK, USA and France.

The specific marker DNA or RNA is identified by
nucleic acid isolation, mainly from peripheral blood,
and augmentation by various forms of PCR prior to
either gel electrophoresis or mass spectrometry or se-
quencing. Monitoring of treatment may also be achieved
with successful treatment resulting in the return of the
DNA levels to normal. Accurate prognosis has also been
predicted for some malignancies, trauma and stroke.




PERSONALIZOVANA GENOMIKA
V 21. STOROCI - POTENCIAL A REALITA
V SR

Imrich Hikkel

Oddelenie lekarskej genetiky, Narodny onkologicky ustav
Bratislava

Jednou z hlavnych mozZnosti, ktoré sucasné obdobie
genetiky slubuje je nadej na dosiahnutie vysokej urovne
personalizovanej zdravotnej starostlivosti na podklade analyzy
genomu a individualneho genetického profilu jednotlivca.
Cesta k tymto novym moznostiam zacala v roku 2003 po
dokonceni sekvenaénej analyzy prvého ludského genomu. Za
uplynulych osem rokov sme svedkami obrovského pokroku v
novych metodach sekvenacCnej analyzy, ktorou sa posivame
blizSie k moznostiam vyuZitia analyzy genému v kazdodenne;j
medicinskej praxi. Predpoklada sa, ze do roku 2014 by sa
mohla dosiahnutf méta analyzy genému 100 Iudi za 10 dni
v cene 1000 dolarov za genom.

Moznost rutinného vyuzitia genomiky ma potencial
ovplyvnit lekarsku prax vo viacerych oblastiach zdravotnej
starostlivosti ako je oblast prediktivnej analyzy genetickych
predispozicii pre rozvoj dedi¢nych a ziskanych ochoreni,
oblast farmakogenetiky a mnoho inych. Pochopenie genomu
v tychto intenciach dava moznost poskytovat nielen lieCbu,
ale aj celkovu zdravotnu starostlivost podla optimalnych
potrieb kazdého jednotlivca. Moznost dosiahnutia rychlej
alacnej analyzy gendému je vSak stale len zaciatok cesty
k pochopeniu vztahov jednotlivych génov a polymorfizmov vo
vztahu k jednotlivym ochoreniam a ucinnosti lieCby. Ludsky
genom sa sklada z hruba 25 000 génov lokalizovanych na
46 chromozémoch v prostredi 3 miliard bazovych parov
a z priblizne 10 milionov jednonukleotidovych polymorfizmov
(SNP - Single Nucleotide Polymorphism), ktoré zabezpecuju
variabilitu medzi jednotlivymi alelami génu. Kazdy jednotlivec
ma teda jedineCnu kombinaciu polymorfizmov, ktoré¢ budu
ovplyviiovat moznost predispozicie na jednotlivé ochorenia ako
aj efekt liecby. Je teda dolezité mapovat jednotlivé genetické
varianty a spolu s klinikou zistovat genotypovo-fenotypové
korelacie. V sucasnosti je velka pozornost venovana stadiu
asociacii SNP profilov k roznym ochoreniam. V roku 2002
bol spusteny medzinarodny “HapMaP” (Haplotype Mapping
Project) projekt, ktorého cielom je identifikovat, katalogizovat
a zverejnovat jednotlivé varianty.

Rozvoj genomiky otvara aj mnozstvo dalSich otazok, na
ktoré treba zodpovedne diskutovat, ako st aspekty zachovania
sukromia, uchovavania a ochrany osobnych genetickych udajov,
ochrana pred potencialnou genetickou diskriminaciou, psycho-
logické aspekty spojené s poznanim predispozicie k ochoreniu
a to najma v pripade neexistujucej vhodnej lieCby a mnoho
dalSich. Miera prospe$nosti personalizovanej genomiky pre
lTudsku spolocnost a jednotlivca tak bude zavisiet nielen od
rozvoja znalosti genomiky, ale aj od hladania spravneho
postoja k otazkam v socialnej, edukacnej a pravnej rovine.
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RACIONALNA A EFEKTIVNA DIAGNOSTIKA
- ZAKLAD ADEKVATNEJ LIECBY.

Miroslava Jurcakova

Union zdravotna poistovia, a.s., Bajkalska 29/A
Bratislava

Union zdravotna poistovna, a.s. v snahe o zavedenie
inovativnych, transparentnych a objektivnych uhradovych
mechanizmov pripravila projekt LIENKA /Laboratérne
Indikacie a Efektivne Nastavenie Kritérii ich Akceptacie/.
Ide o pilotny projekt, zaloZzeny na inovativhom systéme
zvySenia efektivity laboratérnej diagnostiky a optima-
lizacie SVLZ nakladov riadenym procesom. Model
Standardizacie diagnostickych postupov a transparentne
nastavenych kritérii uhrady vykonov SVLZ je predpokla-
dom zabezpecenia kvalitnej zdravotnickej starostlivosti,
efektivneho, hospodarneho a ucelného vynakladania
prostriedkov verejného zdravotného poistenia.

Cielom projektu je najst prijatelny kompromis medzi
ponukou Sirokého portfélia diagnostickych zo strany
laboratorii, relevantnou diagnostickou vytaznosfou pre
indikujuceho lekara a jednozna¢nym benefitom pre
pacienta.

V struc¢nosti ide o optimalne a efektivne nastavenie
diagnostickych postupov tak, aby poskytli klinickému
lekarovi relevantné informacie pre stanovenie diagnézy,
stupna a prognozy choroby, monitorovanie lieCby a pre
detekciu komplikacii. S tym suvisi koncepcia cielenej,
ucinnej a personalizovanej diagnostiky, ktora umozni
indikaciu adekvatnej terapeutickej modality. Konsenzom
odbornych spolo¢nosti zastupujucich jednotlivé odbornosti
laboratornej mediciny a zdravotnych poistovni bude jasne
definovany algoritmus indikacii laboratérnych vySetreni
vzhladom ku klinickej diagndze a stanovené presné
pravidla a modely uhrady finanéne naro¢nych analyz.
Takymto sposobom bude garantovana dostupnost kvalit-
nej diagnostiky pre vSetkych poistencov s prihliadnutim
na vyvoj a disponibilitu zdrojov verejného zdravotného
poistenia. Priprava projektu - projektu predchadzala
dokladna analyza typov vykazovanych vykonov ich po¢-
tov a schém. Jednotlivé vykony laboratornej diagnostiky
boli zosumarizované a priradené k adekvatnym odborom
laboratornej mediciny. Postupne prebiehal monitoring
prostredia poskytovatelov laboratornej diagnostiky for-
mou externych reviznych kontrol, pracovnych stretnuti
a konzultacii s odbornymi garantmi.

Analyzovali sa jednotlivé sekvencie diagnostickych
postupov a implementdcia novych technologii, po-
rovnavala sa vyska nakladov pri aplikacii rozlicnych
diagnostickych metéd pri dosiahnuti porovnatelnych
vysledkov. Vyhodnotené boli rozne schémy vykazovania
identickych vySetreni u r6znych poskytovatelov zdravot-
nej starostlivosti. Na zaklade toho boli identifikované
oblasti v laboratornej diagnostike, kde je mozné v pr-
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vom slede aplikovat modely Standardizovanych uhrad
formou priradenia Specialneho kodu s presne definova-
nou vySkou uhrady a nastavit optimalne diagnostické
algoritmy. Dalej sa zhotovili portfélia poskytovatelov
laboratornej diagnostiky podla regionalnej distribucie
a vyhodnotila sa kvalita na zaklade presne definovanych
indikatorov kvality (ucast v systéme externej kontroly
kvality, IQA, LIS, preprava biologického materialu,
spektrum vySetreni, miera vyuZivania manualnej prace
a pod.). Vysledkom je podrobnd mapa jednotlivych
laboratorii a ich rozdelenie do kategorii A, B, C, D
s diferencovanou cenou bodu.

Union zdravotna poistovna, a.s. iniciovala stretnutie
zastupcov VSeobecnej zdravotnej poistovne aj Dove-
ry zdravotnej poistovne, a.s. s cielom rieSit situadciu
v prostredi laboratornej diagnostiky kooperativne.

Rozsah projektovych aktivit - model Standardnych
postupov bude postupne aplikovany v jednotlivych od-
boroch laboratornej mediciny:

e klinicka biochémia

* hematologia a transfuzioldgia

¢ mikrobiologia

e genetika

e patologicka anatomia

¢ klinicka imunologia a alergoldgia

¢ radiologia

e fyziatria, balneoldgia a lieCebna rehabilitacia

Benefity projektu - projekt je postaveny tak, aby
z neho profitovali vSetky zucastnené strany Cize pa-
cient, oSetrujuci lekar, laboratorium, zdravotna pois-
tovna. Poistenec bude mat zaruku rovnakych vySetreni
pri konkrétnej diagnéze bez ohladu na to, akého ma
lekara resp. z akého je regionu a na zaklade cielenej
diagnostiky dostane adekvatnu terapiu. Transparentné
nastavenie frekvencie indikacii laboratérnych vySet-
reni zarucia ochranu pacienta pred neopodstatnenou
diagnostikou (duplicitné analyzy, traumatizujuce inter-
vencné vySetrenia, nadmerné oZarovanie a pod.). Pre
oSetrujuceho (indikujuceho) lekara budu definované
principy racionalnej indikacie. Jasne nastavené pra-
vidla uhrady laboratornej diagnostiky z prostriedkov
verejného zdravotného poistenia budu prinosom pre
laboratoria a to jednak usmernenim opodstatnenych
indikacii laboratornych vysetreni pri konkrétnej diagnoze
zo strany lekarov, jednak definovanim zakladnych linii
postupu vySetreni indikovanych odbornym personalom
priamo v laboratoriu v ramci diferencialnej diagnostiky
(imunohistochémia, mikrobiolodgia, imunolodgia, a pod.).
Zdravotna poistovia vynalozi prostriedky z verejného
zdravotného poistenia hospodarne, ucelne, efektivne
a solidarne pre vSetkych svojich poistencov.

Priklady uz realizovanych projektovych aktivit

¢ unifikovana uhrada cytologického skriningu

¢ akceptovatelné indikacie onkomarkerov

e Standardizované diagnostické schémy pred indika-
ciou finan¢ne narocnej biologickej terapie
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¢ modely rozsahu thrad genetickej diagnostiky
¢ algoritmy hematologickych vySetreni a genetickych
analyz v hematologii

Aktivity suvisiace s projektom LIENKA:

e workshopy s ucastou zastupcov odbornych spoloc-
nosti v ramci laboratornej mediciny a zastupcov
zdravotnych puoistovni

e aktualizacia existujucich Standardnych diagnostic-
kych postupov, priprava a navrhy novych v jednotli-
vych odboroch laboratérnej mediciny

e vypracovanie modelu mnozstevnych limitov pri vy-
branych laboratérnych analyzach

* implementacia pravidiel racionalnej indikacie a re-
gulacie frekvencie indikacii finanéne naro¢nych la-
boratornych vysetreni do zmluvnych podmienok

e aplikacia nového modelu aktivneho pristupu k po-
istencom interakciou lekar/laboratorium/zdravotna
poistovna/poistenec

e aplikacia modelovych diagnostickych algoritmov
pre vybrané choroby s prvotnym zachytom v jednot-
livych odboroch

e pravidelné aktualizacie guideline na zaklade dyna-
mického rozvoja laboratornej diagnostiky

e principy racionalnej medziodborovej a zahrani¢nej
spoluprace v diagnostickom procese

¢ monitorovanie akreditacie a ucasti v systéme exter-
nej kontroly kvality

e definovanie zakladnej sady validovanych ukazova-
telov kvality a vykonnosti laboratorii

e permanentné analyzy vySky nakladov SVLZ pri apli-
kacii novych diagnostickych metod

¢ konzultacie v jednotlivych zariadeniach laboratorne;j
diagnostiky cielene zamerané na dodrzZiavanie vSe-
obecne zavaznych pravnych predpisov a dohodnu-
tych postupov

e vypracovanie navrhov metodiky reviznej Cinnosti
v odboroch patologicka anatomia, genetika, klinic-
ka biochémia, klinicka mikrobiologia, hematologia
a transfuziologia, imunologia, radioldgia a FBRL

e navrhy rieSenia problematiky implementacie POCT
do klinickej praxe - definicie kritérii zabezpecenia
Standardizacie a efektivity diagnostiky POCT

¢ identifikacia a sumarizacia laboratérnych analyz vy-
kazovanych pod kodmi ,,podobnych vySetreni®

¢ navrhy modifikacie interpretacnych schém labora-
tornych vySetrenizvySenie zainteresovanosti poisten-
ca v diagnosticko-preventivnom procese systematic-
kymi intervenciami zo strany poistovne - preventivne
a skriningové programy

e prezentacia vystupov a informacii stuvisiacich s pro-
cesom realizacie projektu na webovej stranke Union
zdravotnej poistovne, a.s. a v médiach.




LABORATORNA DIAGNOSTIKA ALERGIE
NA PRISTROJI IMMULITE SPOLOCNOSTI
SIEMENS ANALYTIKA A KLINIKA

Anna Keleova

Synlab SK, s.r.o., Bratislava

Klinicky neziaduce reakcie imunitného systému na
vonkajSie podnety - alergény, nazyvame precitlivelost,
hypersenzitivita a alergia.

Toto civilizacné ochorenie dnes vo vyspelych kra-
jinach postihuje tretinu populacie, na Slovensku asi
1,5 miliona ludi. Priina narastajuceho poctu alergii je
multifaktorialna: zmeny zivotného S§tylu a prostredia,
stres, stravovanie, genetika, zmeny podnebia. NajCastejSim
alergickym ochorenim je alergicka alebo senna nadcha
ktoru je mediovana I.typom alergickej reakcie v€asnym,
sprostredkovanym IgE.

Zakladom diagnostiky alergie I.typu je zistenie alergénu
na ktory organizmus neprimerane reaguje alergickymi
prejavmi a po senzibilizacii vytvara proti nemu Specifické
IgE protilatky (SIgE). Klinicky sa vyuZivaju sa kozné
prick testy a in vitro vySetrenia Specifickych IgE zo séra.

Na kvantitativne stanovenie SIgE fi Siemens ponuka
luminometer Immulite, ktory pracuje na principe enzymom
enhansovanej chemiluminiscencie aj na naSom pracovisku.
Medzi originalne rieSenia patri napr. alergén v tekutej
faze, o poskytuje vybornu vdzobnu kapacitu pre merané
protilatky. VySetrenie tak zachyti velmi nizke mnozstva
SIgE uz od 0,1 kU/1. Vyhodou je tieZ plna automatizacia
meranii a vysoky pocet alergénov na palube.

Aj pre jedinu kauzalnu liecbu alergie - alergéno-
vu vakcinaciu (kedysi desenzibilizacia), je u pacienta
potrebna detekcia spravneho alergénu. Problémom je
polysenzibilizacia, kedy namerame vysoké hodnoty SIgE
viacerych alergénov, dodlezita je spravna interpretacia
vysledkov. Moze ist o jeden alergén ktory ale reaguje
s urcitym epitopom aj u pribuznych i nepribuznych
alergénov. RieSenim je vySetrovanie rekombinantnych
alergénov, ktoré su presne definované a moézu identifi-
kovat alergizujucu zlozku. V pripade skrizenej reaktivity
je tiez mozné vySetrif krizovo reaktivny karbohydratovy
determinat CCD.

EHK v sucasnosti uspesSne robime v nemeckom
Referenzinstitut fiir Bioanalytik Bonn, ktory hodnoti
koncentraciu, referen¢nu triedu aj klasifikaciu stupna
senzibilizacie.

Za posledné roky sme vySetrili viac ako 9 000 vzoriek
SIgE proti roznym alergénom. Najviac su indikované
potraviny F2, F1, roztoce D2, D1, IP3, plesne M6,
M2, aeroalergény stromov T3, T4, trav G5, G6, burin
W6,W1 a iné.

Siroka ponuka alergénov je uvedena na nasej webovej
stranke www.synlab.sk
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PERSONALIZOVANE
METABOLICKE PROFILOVANIE

Gustav Kova¢, Anna Porubenova, Stefan Hrusovsky,
Katarina Cernd, Jan Benetin, Pavel Blazicek

Ustav chémie, klinickej biochémie a laboratérnej mediciny,
Interna klinika, Neurologicka klinika
Slovenskej zdravotnickej univerzity, Bratislava

UVOD

Cielom projektu ,Personalizované metabolické pro-
filovanie“ je zavedenie Cipovej diagnostiky, ktora by
mala zvySit aspekt personalizacie pri cielenej metabo-
lomickej profilacii pacientov s neurodegenerativnymi
a kardiovaskularnymi chorobami, ako aj u diabetu so
zameranim na cytokiny a signalnye molekuly v klinickej
a laboratérnej praxi.

METODA

Sposob realizacie personalizovanej diagnostiky pred-
stavuju ¢ipovy analyzator a metabolomicka ambulancia
- menovite:

Analyticka technika

¢ Randox Evidence Investigator
¢ laboratérny material

e IT

* reagencie

Specifické innosti
e ambulantné
¢ laboratérne

implementujuce do klinickej praxe

e prediktivnu diagnostiku

e cielenu prevenciu

e personalizovanu terapiu

vybranych skupin pacientov u degenerativnych
neurologickych, kardiovaskularnych poruch, diabetu,
hepatopatii ale aj Sportovcov.
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VYSLEDKY

Nazov aktivity

Ambulantné a laboratorne ¢innosti

Ukazovatel vysledku

Ukazovatel dopadu

Nazov specifického ciela

vytvorenie metabolomickej
ambulancie a metabolomického
laboratdria

ordinac¢né a prevadzkové
hodiny véitane datumu
spustenia

pocet vySetrenych pacientov
a vzoriek

Ciel’ aktivity

prediktivna diagnostika, cielena
prevencia a personalizovana terapia

podiel pacientov prediktivne
diagnostikovanych,
podrobenych preventivnym
opatreniam a cielenej terapii

pocet pacientov prediktivne
diagnostikovanych,
podrobenych preventivnym
opatreniam a cielenej terapii

Termin realizdcie
aktivity

4-24 mesiac projektu

vyhodnocovat mesacne

vyhodnocovat mesacne

Opis aktivity

klinicka a laboratorna diagnostika,
staze, seminare, workshopy,
prezentacie

pocet vysetrenych pacientov
a vzoriek, seminarov,
prezentacii workshopov a ich
ucasti

pocet lieCenych pacientov
a pacientov zaradenych do
cielenej prevencie

Metodologia aktivity

anamnéza, fyzikalne vySetrenie,,
Cipova fotometria, reserse

pocet vykonov

pocet zlepSeni

Vystupy aktivity

funkéna metabolomicka ambulancia
a laboratorium, dispenzar, nova
kultara lieGebnopreventivne;j
starostlivosti

priemerné pocty

priemerny pocet zlepSeni

Zodpovednd osoba

prof. MUDr. RNDr. Gustav Kovac
CSc MBA

komplexna hodnotiaca sprava

komplexna hodnotiaca sprava

Odborni pracovnici

prof. MUDr. Stefan Hrugovsky
CSc SVS, doc. MUDr. Jan Benetin,
Csc, doc ing. Pavel Blazicek Csc,
RNDr. Katarina Baluchova Phd,
prof. MUDr. RNDr. Gustav Kovac
CSc MBA

pocet prednasok, publikacii

pocet citacii

Sposob ziskavania

stretnutia projektového

podrubujicimi sa personalizovanej
terpaii a cielenej prevencii

e timu navzajom ako aj so pocet stretnuti pocet vystupov

spdtnej vizby . . .

spolupracujucimi subjektami

Vytvorenie dispenzara pcientov

s neurodegenerativnymi, pocet zlepSenych pacientov
Ocakdvany dosah kardiovaskularnymi, pecenovymi . . zaradenych do programu

.. v . Vi, p vy pocet pacientov . .y p ¢

aktivity chorobami a diabetom cielenej prevencie a

personalizovanej terapie

Zodpovednost za
implementdciu aktivity

prof. MUDr. RNDr. Gustav Kovac
CSc MBA

% plnenia vyssie uvedenych
parametrov

% plnenia vyssie uvedenych
parametrov

DISKUSIA

Ocakavané vystupy

* metabolomicka ambulancia orientovana na predik-
tivnu diagnostiku, cielenu prevenciu a personalizo-

vanu terapiu

¢ $pecializované laboratérium poskytujuce ¢ipovu dia-

gnostiku

e dispenzare pacientov s kardiovaskularnymi choroba-
mi, hepatopatiami a diabetom, identifikovani meto-
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dikou prediktivnej diagnostiky, podrobovani cielenej
prevencii a lieCeni personalizovanym pristupom

Udrzatel'nost
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e udrzatel'nost by mal zabezpecit dispenzar pacientov,
metabolomicka ambulancia a ¢ipovo orientované la-
boratérium, ktoré by mali generovat poziadavky na
realizaciu inovativnej lieCebnopreventivnej starostli-
vosti so zameranim na predikciu, prevenciu a perso-




nalizaciu s cielom jej premietnutia do katalégu vyko-
nov a financovania poistoviami.

Aktivity
e rozsirenie cielovych skupin pacientov
e rozSirenie spektra a siete spolupracujucich Speciali-
zovanych ambulancii a Ustavov
e vyvoj novych ¢ipov.

itky
e zniZenie nakladov na terapiu v dosledku personali-
zovanej terapie a prediktivnej diagnostiky.

Spbsob udrzania kvality uzitkov a ich transfer do praxe
e spolupraca s rozSirenou sietou poskytovatelov Spe-
cializovanej a ustavnej zdravotnickej starostlivosti
e spolupraca s vyrobcom ¢ipov Randox na vyvoji no-
vych Cipov s cielenou Specifikaciou metabolomic-
kych markerov.

Sposob uplatnitelnosti vysledkov projektu v hospodarskej
alebo spolocenskej praxi

e cCinnost pilotnej metabolomickej ambulancie a me-

tabolomického laboratéria, ktoré prediktivnou kli-
nickou a laboratérnou diagnostikou identifikuje
pacientov z mnoZiny neurodegenerativnych a kardi-
vaskularnych chorob, diabetu a hepatopatii a zaradi
ich do programu cielenej prevencie a personalaizo-
vanej terapie.

Vys§sie uvedena nova lieCebnopreventivna kultura
zvyS§i kvalitu a efektivitu poskytovanie zdravotnickej
starostlivosti tym, Ze sa zameria cielene na preventivne
opatrenia a personalizovanu terapiu, ¢im zvySi ué¢innost
vystupov zdravotnych (vysSie zdravie/zabranenie vzniku
choroby resp. potlacenie jej priznakov) ako aj ekono-
mickych (zniZenie nakladov na liecbu).

ZAVER

Zimerom
e je zaviest do klinickej praxe personalizovanu diagnos-
tiku, cielenu prevenciu a personalizovanu terapiu
e vyuzit vysledky vyskumu v laboratornej praxi - me-
novite ¢ipovu diagnostiku.

Sposob realizdcie predstavuju

e spolupraca s vybranymi pracoviskami (Specializova-
né ambulancie, kliniky, §portové kluby)

* S§pecializované klinické vySetrenia a sledovanie (vyset-
renie, monitoring a dispenzarizacia na ambulancii)

e laboratorne vySetrenia adhéznych molekul, kardial-
nych markeryov, cerebralnych markerov, cytokinov
a pripadne (fertilitnych markerov, tumorovych marke-
rov, tyreoidalnych markerov) na ¢ipovom analyzatore

e doplnujuce vysetrenia dalSich laboratoérnych para-
metrov
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DOPORUCENIA

Klinické vySetrenia pacientov s

¢ degenerativnymi neuropatiami

¢ aterosklerotickymi komplikaciami

e diabetom

¢ hepatopatiami

e scielom identifikovart klastery klinickych priznakov
vyuzitelnych v diagnostickej predikcii, cielenej pre-
vencii a personlaitovanej terapii

Laboratorne stanovenie
e Metabolomického profilu s orientaciou na cytokiny,
rastové faktory a Specifické metabolomické markery
na ¢ipovom analyzatore ,Randox Evikdence Investi-
gator*
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PREDIKTIVNA, PREVENTIVNA A PERSONA-
LIZOVANA MEDICINA (PPPM): INFORMA-
CIE, OKOLNOSTI, AKTIVITY, PREDSTAVY

Gustav Kova¢, Anna Porubenova, Stefan Hrusovsky
Katarina Cerna, Jan Benetin

Ustav chémie, klinickej biochémie a laboratérnej mediciny,
Interna klinika, Neurologicka klinika
Slovenskej zdravotnickej univerzity, Bratislava

UvVOD

Cielom prispevku je informovat odbornu verejnost
o informaciach, okolnostiach, aktivitach a predstavach,
ktoré UCHKBaLM SZU v suvislosti s PPPM ziskal
a vykonal. Mame pocit, Ze o tejto problematike sa na
Slovensku referuje skor v oblasti koncepcnej a organi-
zacnej, ale chybaju informacie o konkrétnych klinickych
aktivitach, resp. o problematike.

METODA

V prispevku sa budeme zaoberat:

¢ informaciami, ktoré sme za uplynulé obdobie nado-
budli

e okolnostami, s ktorymi sme sa v minulosti stretli:
vsetky maju uzky vztah k prediktivnej, preventivnej
a personalizovanej medicine, menovite: ¢ipova dia-
gnostika, POCT

e aktivitami, ktoré sme v tejto suvislosti realizovali: vy-
pracovanie a podanie dvoch projektov

e predstavami, ktoré sme na zaklade vysSie uvedeného
nadobudli, a na ktorych budujeme: menovite: ambu-
lancia PPPM.

VYSLEDKY

Informacie

Workshop o prediktivnej diagnoze, cielenej prevencii
a personalizovanej liecbe: 13-14 november 2008, Bru-
xelles rieSil koncepciu PPPM a vyuzitie:

e IT

¢ biotechnoldgii

¢ nanotechnologii (Cipy)

e génovej terapie

¢ nukleovych kyselin

¢ farmakogenomiky a farmakokinetiky

¢ iniciativ EU a NIH

* v/u

¢ profilacii pacienta

¢ neurodegenerativnych chorob

e diabetu




e kardivaskularnych choréb
e rakoviny
e v reprodukénej medicine.

Monografia PPPM

Poskytla informacie zaoberajuce sa problematikou:
e bunkového cyklu

e nukleovych kyselin

* farmakogenetiky

¢ degeneracie

e genovej terapie a individualizovanej mediciny
e diabetu

e Parkinsovovej a Alzheimerovovej choroby

e sclerosis multiplex

e glaukomu

* neoplazii

e proteomiky

o asfyxie

e IT

e ekonomiky

¢ knowledge transferu

e v oblasti predikcie, prevencie a personalizacie.

Okolnosti

Cipova diagnostika: Randox Biochip Array Technology
Randox Investigator je priklad mikro¢ipového analy-

zatora, ktory umoznuje analyzu bielkovinovych markerov
- adhéznych molekul, kardialnych markerov, cereb ralnych
markerov, fertilitnych markerov, tumorovych markerov,
tyroidalnych markerov a cytokinov. Medzi markery, ktoré
mozno pomocou tejto technoldgie stanovovat patria:
¢ adhézne molekuly - Celular Adhesion Molecule - 1,
E selectin, L selectin, Vascular Cell Adhesion Mole-
cule - 1
e kardialne markery - Carbonic Anhydrase, CK MB,
Fatty Acid Binding Protein, Glycogen Phosphoryla-
se BB, Myoglobin, Troponin I
e cerebralne markery - brain derived Neurotrophic
Factor, Glial Fibrilary Acidic Protein, Heart Type
Fatty Acids Binding Protein, Interleukin 6, S 100 B,
CRP,
e hematologické markery - D dimer, NSE Soluble Tu-
mour Necrosis Factor Receptor, Thrombomodulin,
Von Willebrand Factor
e cytokiny - Epidermal growth factor, IL 1 alpha, IL
Ibeta, IL 2, IL 4, IL 6, IL 8, IL 10, Interferon.gam-
ma, Monocyte Chemotactic Protein 1, TNF alpha,
Vascular
* Endothelial growth factor, Matrix Metalloproteina-
se, Soluble IL 2 receptor alpha, Soluble IL 6 recep-
tor, Soluble TNF receptor I + II
e fertilitné markery Estradiol, FSH, LH, Progesterone,
Prolactin, testosterone
e tumorové markery patria CEA, fPSA, tPSA.

POCT
Vyuzitie nanotechnologii v ramci POCT predstavuje
celosvetovy vyvojovy trend. POCT ¢oraz viac vyuzivajuce
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nanotechnoldgie predstavuje jeden z hlavnych nositelov/
predstavitelov pojmu personalizovanej laboratornej dia-
gnostiky. Kvalita, konektivita a regulacia su zakladnym
predpokladom efektivneho vyuzitia POCT v klinickej
praxi. POCT (personalizovana laboratérna diagnostika)
ma potencial dobyt trh laboratérnej diagnostiky:

* v nemocnici

* na ambulancii

¢ doma u pacienta

¢ sa da poskytovat bez komplikacii, jednoducho a po-
hodlne:

e netreba ist do laboratéria

e staci kvapka krvi

¢ vysledok je za niekol'ko sekund az malo minut.

Dalsie specifické benefity, ktory v dosledku minia-
turizovanej analytickej techniky POCT poskytuje su:

e zvySena spolahlivost

e prenosnost

¢ nizke naklady

¢ implantabilita (,,in vivo analyzatory®).

Implementacia POCT na ktorejkolvek urovni si vy-
zaduje:

e rozsiahlu pripravu

e vCasné zaangazovanie vSetkych zainteresovanych

e rozsiahle skuSanie

¢ flexibilitu a dobru volu

¢ konektivitu LIS / HIS

e Cas naviac

e vycvik a monitoring.

Condition sine qua non predstavuje nevhynutost
vypracovania narodnej direktivy a jej implementacie
na kazdej urovni.

AKktivity
Projekt: Lipoprint, Investigator - moderné diagnostické
a didaktické principy a ich klinické aplikacie v PPPM.
Cielom je zavedenie novych diagnostickych a didak-
tickych postupov za ucelom zlepSenia zdravia a zvySenia
kvality Zivota, ¢o v praxi znaci zavedenie:
¢ inovativnej kultiry - menovite personalizovane;j dia-
gnostiky
¢ vyskumu orientovaného na realne vyuZzitie jeho vy-
sledkov - menovite Cipova diagnostika a nanotechno-
logie
e prenosu novoziskanych poznatkov do praxe: inova-
tivnej klinickej a metabolickej ambulancie + inova-
tivnej ucebnice biochémie.

Vychodiskova situacia

Region Bratislava nema ambulanciu ani laboratorium
zaoberajucu sa komplexne prediktivnou diagnostikou,
cielenou prevenciou a personalizovanou terapiou.
Cielové skupiny: neurodegenerativne, kardiovaskularne
ochorenia, hepatopatie a diabetes nie skumané z vysSie
uvedeného zorného uhla.
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Situacia po ukonceni realizacie aktivit projektu

Region Bratislava bude mat ambulanciu a laboratorium
zaoberajuce sa komplexne prediktivnou diagnostikou,
cielenou prevenciou a personalizovanou terapiou. Cast
pacientov z cielovych skupin bude zaradena do vyssie
uvedenych programov. Ziskaju sa data, z ktorych bude
mozné usudzovaf na benefity,resp. nedostatky novej
kultary poskytovania liecebno preventivnej starostlivosti.

Sposob realizacie projektu

e zariadenie ambulancie a laboratdria (v priestoroch
SZU)

¢ inStalacia Cipového analyzatora a elektroforézy IV
generacie) podla vyberového konania

e zahdjenie spoluprace s cielovymi ambulanciami: di-
abetologickymi, neurologickymi, kardiologickymi,
hepatologickymi (FNsP Bratislava)

e klinické a laboratérne vySetrenovanie pacientov
z cielovych ambulancii a ich zaradenie do dispenza-
ra a programu cielenej prevencie alebo personalizo-
vanej terapie

¢ vyhodnotenie vysledkov a ziskanych skusenosti -
priebezné aj zaverecné.

Zdovodnenie vhodnosti realizacie projektu

e Realizacia projektu je vhodna vzhladom na existu-
jucu vychodiskovu situaciu v regione Bratislava, kde
absentuje infraStruktira a lieCebnopreventivny pri-
stup orientujuci sa na prediktivnu diagnostiku, ciele-
nu prevenciu a personalizovanu terapiu

o Slovenska zdravotnicka univerzita a jej Ustav ché-
mie, klinickej biochémie a laboratérnej mediciny
vzhladom na charakter a rozsah ¢innosti, dosiahnu-
té vysledky a odborny profil rieSitelov su predpokla-
dom, Ze ciele stanové v projekte budu dosiahnuté.

Udrzatelnost vysledkov projektu

e Pokracovanie projektu bude spocivat v tom, Ze pi-
lotné centrum prediktivnej diagnostiky, cielenej pre-
vencie a personalizovanej terapie bude zaradené do
siete zariadeni poskytujucich lieCebno preventivnu
starostlivost a na zaklade ziskanych skusenosti budu
vznikat centra aj v dalSich regionoch.

Projekt: Vyvoj novych senzorov/technologii pre
prediktivnu, preventivnu a personalizovanu diagnostiku.

Ciel

¢ aplikovany vyskum, novych senzorov / technologii
pre prediktivnu, preventivnu a personalizovanu dia-
gnostiku si vyzaduje okrem klasickej infrastruktury
zakladného vyskumu aj infrastrukturu, ktora patri
do oblasti materidlového vyskumu a elektrotechniky
akademickych partnerov.

Firma Monogram: hlavny rieSitel
e disponuje vybavenim, ktoré pozostdva s pristrojov
a zariadeni v oblasti informaé¢no-komunikacnych
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technoldgii umoznujucich realizovat klasicky vy-
skum v oblasti rieSeni systémov a vyvoj novych IKT
aplikacii.

Partner 1 - Slovenskd zdravotnicka univerzita

v Bratislave

V sucasnosti ma k dispoziciivlaboratorium na vyucbu
praktik v odboroch lekarska chémia a lekarska bioché-
mia na Slovenskej zdravotnickej univerzite, Bratislava
Limbova 12, 1 poschodie, vyuc¢bova baza SZU ,InStitat
laboratérnej diagnostiky“, na 3 poschodi polikliniky
ProCare, Bratislava, VI¢ie Hrdlo 47. V ramcimprojektu
planuje ziskat imunochemicky bioCipovy analyzator
pre imunochemické analytické metody, ktory vyuziva
vyuZiva bio¢ipové technologie pre microarray analyzy
proteinov, adhezivnych molekul, cytokinov, markerov,
DNA a RNA polymorfizmov. PouZitie v praxi je mozné
pre imunologické testy (immunoassay) na diagnostické,
sudne (forenzné)/toxikologické, veterinarne a farmaceu-
tické ucely. Podla suboru testov, meranie do 23 latok
v jednej vzorke, do 162 bioCipov za hodinu.

Partner 2 - Elektrotechnicky istav SAV
Ma k dispozicii:

e aparatura pre pripravu polovodi¢ovych heteroStruktir

e aparatura pre pripravu oxidovych vrstiev

e aparatura pre rychle zihanie do 1200 °C, 250 °C/s
v kontrolovanej atmosfére

¢ kombinovany systém pre vakuové naparovanie a na-
prasovanie Aja Int.

¢ opticka a elektronova litografia v €istych priestoroch
triedy 10 000

e meranie kapacitno-napitovych a prudovo-napéto-
vych charakteristik terminalovych polovodicovych
suciastok, transportné merania tranzistorov

e transportné merania supravodicov pri nizkych teplo-
tach v silnych magnetickych poliach do 14 T.

Partner 3 - Ustav informatiky SAV

Ul SAV je dlhoroénym prevadzkovatelom vysoko
vykonnej vypoctovej infrastruktury, ktora je sustavne
aktualizovana a ma velky potencial pre vyuzitie pri
rieSeni naronych vypoctovych uloh v oblasti Zivotného
prostredia.

Predstavy

Ambulancia PPPM

Oblast uplatnitel'nosti vysledkov projektu v hospodar-
skej a spolocenskej praxi predstavuje ¢innost pilotnej me-
tabolomickej ambulancie a metabolomického laboratoria,
ktoré prediktivnou klinickou a laboratérnou diagnostikou
identifikuje pacientov z mnoziny neurodegenerativnych a
kardivaskularnych chorob, diabetu a hepatopatii a zaradi
ich do programu cielenej prevencie a personalaizovanej
terapie. Nova lieCebnopreventivna kultura zvysi kvalitu
a efektivitu poskytovanie zdravotnickej starostlivosti
tym, Ze sa zameria cielene na preventivne opatrenia
a personalizovanu terapiu, ¢im zvysi ucinnost vystupov




zdravotnych (vySSie zdravie/zabranenie vzniku choroby
resp. potlacenie jej priznakov) ako aj ekonomickych
(znizenie nakladov na lieCbu). Bude pritom zavisiet
od poctu:

e vySetrenych pacientov

e pacientov zaradenych do preventivnych programov

e pacientov podrobenych personalizovanej terapii

e Co predstavuje multiplikacny efekt v oblasti nepria-

mych vplyvov na

e socio-ekonomické prostredie vratane

e vplyvu na

e zdravie obyvatelstva

* zlepSenie kvality Zivota.

DISKUSIA

K workshopu PPPM EU Bruseli

Workshop v 2008 bol pre nas milnikom v zmysle
vstupu do novej oblasti, oboznamenia sa s novymi pri-
stupmi a vytvoreniu osobnych kontaktov s ich nositel'mi
a stakeholdrami.

K cipovej diagnostike

Chceme zdoraznit nasu viacro¢nu spolupracu s fir-
mou Randox, ktora zacala v oblasti externej kontroly
kvality a rutinnej biochemickej diagnostiky, a ktora sa
postupne preklopila do oblasti hladania foriem zavedenia
a vyuZzitia bio€ipového analyzytora v klinicko ambulantnej
praxi, pre ktort hfadame v sucasnosti optimalny modus.
Cipova diagnostika je reps. Vyuzitie nanotechnologii
v klinicko - laboratérnej praxi predstavuje vyznamny
krok k personalizacii (laboratornej) mediciny.

K POCT

V oblasti POCT mame rozpracované dva projekty jej
vyuZzitia v nemocni¢nej a ambulantnej praxi. Ako bolo
uvedené vyssie POCT rovnako ako Cipova diagnostika
predstavuje vyznamny nastroje personalizacie (labora-
tornej) mediciny.

K pojektu: Lipoprint, Investigator - moderné dia-
gnostické a didaktické principy a ich klinické aplikacie
v PPPM

Napriek vynaloZzenému usiliu a namahe, ktoré si
vyzaduje vypracovanie EU projektu so vSetkym ¢o s tym
stvisi, projekt vyberovym konanim. Bez ohfadu na to sa
snazime pokracovat vo vytyCenom smere - samozrejme
s podstatne mensimi mozZnostami a pomal$im tempom.

K projektu: Vyvoj novych senzorov/technologii pre
prediktivnu, preventivhu a personalizovanu diagnostiku

Projekt je podany a vo vyboreovom konani. V su-
Casnosti cakame na jeho vysledok
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K ambulancii PPPM

Mame vytvorené priestorové a personalne predpo-
klady, ako aj vybudovanu Cast kontaktov a vztahov na
zabezpecCenie jej fungovania. Limitujucim faktorom, ktory
ju bude odliSovat od ,klasickej“ ambulantnej starostli-
vosti bude miera vyuzitia POCT a cCipovej diagnostiky
zabezpecujucej promptost (okamazitost) laboratérnej
diagnostiky.

ZAVER

e Workshop PPPM EU v Bruseli koncom roka 2008
vymedzil pojem prediktivnej, preventivnej a perso-
nalizovanej mediciny

e Cipy a POCT zvysuji mieru personalizacie

¢ Projekt ,Lipoprint a Randox Investigator - moder-
né diagnostické a didaktické principy a ich klinické
aplikacie v PPPM* bol prvym (zatial neuspeSnym)
pokusom implementovat do klinickej praxe ucelenu
predstavu adaptovanu na nase pomery

¢ Projekt ,Vyvoj novych senzorov/technologii pre
prediktivnu, preventivnu a personalizovanu diagnos-
tiku® (t. €. vo vyberovom konani) konsolidoval pred-
stavy v oblasti spoluprace vo vyvoji novych techno-
16gii za asistencie/podpory kliniky.

¢ Ambulancia PPPM predstavuje pokus o implemen-
taciu vybranych prvkov predikcie, prevencie a perso-
nalizacie do klinickej praxe u vybranych chorob.

DOPORUCENIA

¢ Budovat na poznatkoch postulovanych v monografii
PPPM

¢ Implementovat do diagnostiky Cipova analyzator
Randox Investigator

¢ Definovat a vybudovat ambulantnia POCT zostavu-
(oboje za ucelom zvySenej miery personalizacie am-
bulantej diagnostiky)

e Vyuzit poznatky a skusenosti ziskané v procese vy-
pracovavania a podavania vyskumnych projektov v
buducnosti

¢ Rozvinut ¢innost ambulancie PPPM na zaklade spo-
luprace so Specializovanymi ambulanciami a vyuZzi-
vanim Cipovej a POCT diagnostiky.

POZNAMKA

Osobitnu oblast klucového vyznamu predstavuje bio-
informatika, ktorou sme sa v tejto prezentacii zaoberali
len velmi okrajovo.
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MARKERS - STATE OF THE ART

Kurt Krapfenbauer® 2

'Department of Cranio-Maxillofacial and Oral Surgery,
Medical University of Vienna, Waehringer Guertel 18—20,
Vienna, Austria

’European association for predictive, preventive
& personalized medicine, Brussels, EPMA headquarters,
Woluwe-Saint-Pierre, avenue des Mimosas, 1150 Brussels,
Belgium

e-mail: Kurt.krapfenbauer(at)boehringer-ingelheim.com,
Krapfenbauer(at)epmanet.eu

ABSTRACT

Biomarkers are used for various purposes, including
disease diagnosis and prediction, prognosis, safety as-
sessment and assessment of treatment response. The
ability of biomarkers to improve treatment and reduce
health-care costs is potentially greater than in any
other area of current medical research. For example,
the American Society of Clinical Oncology estimates
that routinely testing people with colon cancer for
mutations in the K-RAS oncogene would save at least
US$600 million a year [1]. Thousand of papers have
been written, but few too clinically useful biomarkers
have been validated for routine clinical practice [2].
Major impediment for routine clinical practice of
biomarkers is a) the lack of standardization in how
specimens are collected for clinical trials and the lack
in characterization how biomarkers are selected for
further clinical validation. Each of these details is rarely
documented and can dramatically affect the predictive
outcome of biomarkers results. However the selection of
biomarkers must be carefully assessed and depends on
different important parameters such on sensitivity (= it
should correctly identify a high proportion of true-non
cases), sensitivity (= it should correctly identify a high
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proportion of true cases), and predictive value etc..
Unfortunately, biomarkers with ideal specificity and
sensitivity are difficult to find. One potential solution
is to use the combinatorial power of a large number of
different biomarkers, each of which alone may not offer
satisfactory in specificity. Beside traditional immuno
assays such as ELISA, recent technological advances
in proteinchip- and multiplex-technology offer a great
opportunity for simultaneous analysis of a large num-
ber of biomarkers in a single experiment, which has
expanded at a rapid rate in the last decade. However,
although many significant results have been derived,
one limitation has been the lack of characterisation
and validation such technology. Beside the technical
characterization, it needs also quality requirements
in correct characterization of the predictive value of
biomarkers. In order to overcome these limitations we
set up recommendations, a short proposal as well as
minimum information about a variety of bioanalytical
experiment that describes the minimum information
required to ensure that the technical performance as
well as the predicted value of biomarkers is correct. We
outlined a number of key issues in research, development
and clinical trial studies, including those associated with
experimental design, analytical validation strategies, and
analytical completeness and data managements. This
guideline should serve us with a set of criteria which
will help us to use it for carrying on to a high quality
data project. Improvements in the quality outcomes
are important, because without requirements in this
standardization and validation, the interpretation of the
results as well as the direct comparisons of the predic-
tive value of biomarkers between different research labs
or clinical trial studies is not possible. With respect to
EPMA, we try to focus on defining the content and
structure of the necessary information for the correct
prediction of predictive biomarkers as well as for a
correct performance of characterisation and validation.

1. Tallent, A.: Advances in the Treatment of Gastrointestinal
Cancers. American Society of Clinical Oncology, Janua-
ry 13, 2009.

2. Poste, G.: Nature; 13 January 2011, Vol 469, 156—157.




KOI’KO CHORYCH JE UZ MALO, ABY
BEZAL BIZNIS V ZDRAVOTNICTVE? - EKO-
NOMICKO-ETICKE DILEMY ZDRAVOTNEJ

STAROSTLIVOSTI.

Jan Lepej'?, Katarina Lepejova’

! Institat nuklearnej a molekularnej mediciny, KoSice
2 Roche Slovensko s.r.o., Bratislava
3 Ustav socialnych vied a zdravotnictva P.P.Gojdica,
VSZaSP sv Alzbety, Presov

Hlavnym poslanim zdravotnictva pri jeho vzniku bola
sluzba chorému, trpiacemu ¢loveku. Situacia sa vSak vy-
razne zmenila s prichodom modernej spolo¢nosti zijucej
v nadbytku. Od liecenia ochoreni a réznych neduhov
sme sa v priebehu druhej polovice 20.storo¢ia dostali
k preventivnej starostlivosti o svoje zdravie. Definicia
WHO definuje zdravie ako stav kompletnej fyzickej,
dusevnej a socidlnej pohody a nielen ako stav nepritom-
nosti choroby. Podla tejto definicie by vSak bolo chorych
75-90 % populacie a vo veku nad 50 rokov by snad
nebol zdravy nikto. Pre niektoré krajiny sa to zda byt
nesplnitelna podmienka. Najnovsie sa zdravie povazuje
za ,investiciu“ a cez prizmu penazi sa na zdravotnu
starostlivost aj divame. Stadvame sa zavisli na zdravotnej
starostlivosti. Lekara vyhladavame aj v pripadoch, ked
by sme si vedeli poradit aj sami. Ale na druhej strane,
pre nase pracovné vytazenie, alebo zo strachu, chodime
k lekarovi az pri vaznych priznakoch, v pokrocilych
stadiach ochoreni. Co zdravotne trapi jedného, vobec
nemusi prekazat inému ¢loveku. Casto nenachadzame
optimalnu odpoved na to, koho je potrebné liecit a koho
nie. Situdcia sa od ¢ias nielen Moliérovho ,zdravého
nemocného®, ale aj naSich otcov, zasadne zmenila.
Zdravotnictvo samé sa stalo motorom pre vyvoj vedy
a technoldgii a prispelo k rozvoju mnohych priemyselnych
odvetvi. Zo zdravotnictva sa stal obchod. Naklady na
zdravotnu starostlivost rastu rychlejsie ako HDP takmer
vo vSetkych krajinach, bez ohladu, ¢i prijali DRG sys-
tém financovania. Podla zahrani¢nych zdrojov vzostup
nakladov na diagnostiku je rychlej$i ako v ostatnych
oblastiach, priCom vedie zobrazovacia a za fiou hned
nasleduje laboratérna diagnostika, ktora tvori len asi 2 %
vydavkov. Ziaden pacient si neZela lacné zdravotnictvo
a Ziadny obcan sa neteSi zo zvySovania dani ¢i poplat-
kov do zdravotnych poistovni. Kazdy dobry investor, Ci
podnikatel, rad vlozi peniaze do rezortu, kde nehrozi
kriza z nadvyroby. To, Ze sa jedna o velmi efektivny
systém na investovanie mozno dolozit faktom, Ze kazdé
predizenie veku vyvolava nasledne vzostupu nakladov,
hlavne u chronicky chorych. V mnohych pripadoch
liecba tychto pacientov je velmi nakladna a casto je
velky problém rozhoduf o jej ukonceni. Existuju sice
odborné odporucania o lieCbe ochoreni, ale vychadzaju
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z americkych alebo europskych guidelines - z krajin
s podstatne vy$sim HDP na obyvatela. Naklady na
zdravotnu starostlivost na jedného obyvatela sa medzi
krajinami sveta velmi liSia. V roku 2009: od 3 US$
(Kongo) po 8183 US$ (Luxembursko). V prispevku
analyzujeme vybrané priklady z krajin, ktoré maju nejaky
vztah k naSim podmienkam. Ukazuje sa, Ze optimalne
vysledky nezavisia len od vysky nakladov do zdravot-
nictva, ale aj od mnohych inych faktorov. Aj ked vel'mi
dolezité su dobré stravovacie a Zivotné navyky, zdravé
zZivotné prostredie bez nebezpecénych vplyvov a vysoka
miera v§eobecnej vzdelanosti, vyznamny podiel ma prave
systém zdravotnickej praxe. Na priklade dvojic krajin
USA vs Velka Britania a SR vs CR poukazujeme na
vyznam zdravotnickej politiky. Z naSej analyzy vyplyva,
ze dolna hranica optimalnych nakladov je 2000€ na
osobu a rok. Vyssie naklady maju rézne priciny, ale
zasadne neprispievaju k zvySovaniu zakladnych ukazo-
vatelov zdravotného stavu populacie, ako su odhadovana
dizka zivota, chorobnost alebo umrtnost na niektoré
ochrenia alebo vo vybranych vekovych skupinach. Jeden
z hlavnych faktorov su okrem technologickej naro¢nosti
aj mzdy zdravotnickeho personalu. Otazka na zaver,
je to s ekonomikou v zdravotnictve u nas naozaj tak
z1¢ 7 Iste nikto nepovie NIE. Zaujimavy paradox nielen
z nasho zdravotnictva je, Ze vykony v odboroch, ktoré
mozZeme povazovat za ,kozmetické“ prinaSaju velké
zisky (a pracovici su dobre zaplateni). Naopak odbory,
kde Casto visi zivot ¢loveka na vlasku, sa dostavaju do
velkych dlhov. Odpovedi na otdzku, preco niektoré
zdravotnicke zariadenia funguju a iné robia dlhy, je prili$
vela. Ale zhrnuf ich mozZno do jediného slova, ktoré
by malo byt hlavnym mottom zdravotnickych pracov-
nikov - ZODPOVEDNOST! Zodpovednost za svojich
chorych je to, ¢o chyba: ministerstvu a poistovniam,
ktoré za 20 rokov nedospeli k systému spravodlivého
ocenovania vykonov. Farmaceutickym korporaciam,
ktoré vytvaraju ceny liekov nedostupné pre niektoré
populacie. Zdravotnickym pracovnikom, ktori nevyuZzi-
vaju dostatocne svoje schopnosti. Finanénym skupinam,
ktorym je zisk prednejsi ako kvalita. Na Labkvalite stale
pripominame, Ze pre dosiahnutie maximalnej kvality
je vidy nevyhnutna kontrola. Hodnotenie spokojnosti
pacientov je len mald (niekedy aj nepodstatnad) cast
kontroly. Ved ked pacient pride do pekného zdravot-
nickeho zariadenia eSte nemusi byt dobré (aj v peknej
banke vas dokazu obraf o peniaze). My, laboratérni
pracovnici, si roky rozpravame o kvalite. V mnohom
sa nam ju dari napinat, v nieGom nie. Stav sa v mno-
hom roky zlepSoval. Dnes pre chamtivost niekolkych
dochadza k zhorSovaniu kvality (nielen predanalyticke;j
fazy) a tak k poSkodeniu mnohych. Ale pozname aj
odbornosti, kde kvalitu vystupu merat nevedia, ale sa
o to ani nesnaZia. Prave kvalita naSej prace je hlavnou
poziadavkou, nielen moralnou vyzvou, ale aj faktorom,
ktory prispieva k zlepSeniu ekonomiky zdravotnictva
a hlavne bezpecnosti starostlivosti o pacienta.
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TRACEABILITY IN ROUTINE
CLINICAL CHEMISTRY - STATING
OR DEMONSTRATING?

Solveig Linko

Joint Authority for the Helsinki
and Uusimaa Hospital District
HUSLAB

Laboratory medicine as a chemical testing field deals
with biological samples from human beings, sometimes
considered somewhat different from other types of
measurements performed in chemical laboratories. In
fact laboratory medicine is one important speciality
among other important fields such as forensic, food or
environment testing. Regardless of the specialty chemical
testing have the same targets: assuring the reliability of
the results for reasonable decision making and improving
the traceability to SI for better comparability. Apply-
ing the principles chemical metrology also in clinical
chemistry is a necessity for reaching these targets.

All measurements follow decision making to some
extent and it has been calculated that the value of prod-
ucts with measurement results in industrialized countries
is at least half of the gross domestic product (GDP).
Chemical measurements, including laboratory medicine
testing, cover roughly 50 % of all measurements. There-
fore improving reliability has great financial importance.
Demonstrating the traceability is needed and the value
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of measurement results without a known uncertainty is
questionable. In 2010 HUSLAB produced ca. 16 mil-
lion clinical chemistry and haematology test results.
On the top 20 list were 70 % of all results. Nearly six
million reports were given as accredited (ISO 15189)
concerning 12 laboratory tests on the HUSLAB top
20. Demonstrating the traceability for these tests (and
many others under the scope of HUSLAB competence)
is required.

During the last two decades competent measurements,
traceability and knowledge of accuracy of the measure-
ments in laboratory medicine have been emphasized in
context with the IVD Directive 98/79/EC. The directive
concerns with the diagnostic products’ manufactures
while the end-users need to demonstrate the competent
results. Traceability is a common denominator for both
parties and also for the organizers of inter-laboratory
comparisons. The IVD directive requires that the trace-
ability and uncertainty of calibrators and controls is
described and documented. This data should be avail-
able for the end-users.

The Joint Committee for Traceability in Laboratory
Medicine, JCTLM was established between the Interna-
tional Committee of Weights and Measures (CIPM),
the International Federation for Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (IFCC), and the International
Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC). The
essential goal of the JCTLM is to provide a worldwide
platform to promote and give guidance on internationally
recognized and accepted equivalence of measurements
in laboratory medicine and traceability to appropriate
measurement standards. Improving the comparability
of the laboratory results continues.




VPLYV BIOAKTIVNEHO KOMPLEXU
KVERCETINU, SELENU, KATECHINOV
A KURKUMINU NA VYBRANE PARAMETRE
KARDIOVASKULARNEHO RIZIKA

Jana Malekova, Alexander Madari¢, Jana Kadrabova,
Marica Kudlackova, Igo Kajaba, Csilla Mislanova,
Viera Spustova, Pavel Blazicek, Martina Valachovicova

Slovenska zdravotnicka univerzita v Bratislave

Mnohé vyskumné studie Coraz viac dokazuju suvis-
losti medzi potravinami, ich zloZkami a ich jednotlivymi
ucinkami na zdravie. Jednym z poslednych trendov su
funkéné potraviny, ktoryc h konzumacia ma pozitivny
vplyv ako na duSevny, tak aj na fyzicky stav organizmu
a zaroven moze znizovat ohrozenie roznymi civilizac-
nymi ochoreniami. Zdrava vyZiva a spravne stravovacie
navyky su hlavnym piliérom zdravého spdsobu Zivota.
Prostrednictvom spravne upravenej stravy a vyberu zdraviu
prospesnych potravin je mozné viacerym ochoreniam
priamo predchadzat ako aj zmiernovat prejavy ochoreni,
ktoré su geneticky podmienené (Stefkova a kol., 2010;
Kajaba a kol., 2007). Nakol'ko preventivne poOsobenie
vyzivy zahfina antiaterogénne, antitrombotické, protiza-
palové, imunomodula¢né, HDL-cholesterol stabilizujuce,
antiobezitogénne, antidiabetogénne (pri DM 2.typu)
a antionkogénne ucinky, vyZivou je mozné predchadzat
najma kardiovaskularnym ochoreniam (ateroskleroza,
hypertenzia, hypercholesterolémia), onkologickym ocho-
reniam (rakovina hrubého creva, konecnika, pankreasu,
prostaty), diabetu mellitu 2.typu a obezite (Kajaba
a kol., 2007; Kajaba a kol., 2006). Funk¢éna potravina
je taka potravina, ktord je obohatena o urcitu aktivnu
zlozku a okrem svojej nutri¢nej hodnoty ma aj pozitivny
vplyv na zdravie, fyzicku vykonnost alebo dusevny stav.
Tieto potraviny predstavuju akysi medzistupen medzi
,obyCajnymi“ potravinami a liekmi. Na rozdiel od liekov
mozu mat v organizme $irSie spektrum posobnosti bez
vedlajsich neziaducich ucinkov, no sami o sebe nelie-
Cia, pretoze ich cielom je ovplyvnovat prechodny stav
medzi chorobou a zdravim posiliovanim obrannych
mechanizmov alebo napomahanim procesu uzdravova-
nia. Mali by sa teda konzumovat preventivne, aby ku
vzniku konkrétnej choroby nedoslo. Funkéné potraviny
tieZ nerieSia nedostatok urcitej potrebnej zlozky vyzivy
a nemozno nimi nahradit ostatné zlozky jedalnicka (Jur-
kovicova, 2005). Ich pravidelnou konzumaciou mozno
docielit roznorodé pozitivne uCinky na organizmus,
pretoZze podporuju imunitny systém, oddaluju priznaky
starnutia, ovplyviauju vyvin a funkcie nervového systému,
pomahaju pri znizovani telesnej hmotnosti, regulacii
koncentracie cukru v krvi, pri zniZovani hladiny cho-
lesterolu. Podporuju tiez funkciu gastrointestinalneho
traktu a ich pozitivny vplyv sa vyuZiva aj v prevencii
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kardiovaskularnych a onkologickych ochoreni (Simko,
2006). Funkéné potraviny, ktorych prinos pre zdravie
je dostatoCne vedecky zdovodneny a podporeny vedca-
mi, maju potencial staf sa dolezitou sucastou zdravého
zivotného Stylu a byt prospesné ako pre verejnost, tak
aj pre potravinarsky priemysel (Hasler, 1998).

V studii sme sa zaoberali vplyvom bioaktivneho
komplexu kvercetinu, selénu, katechinov a kurkuminu
na vybrané kardiovaskularne parametre. Subor tvorilo
50 muzov, nefaj¢iarov vo vekovom rozpati 30 az 50 ro-
kov. BMI 26,5+0,5 kg/m?, WHR 0,887 +0,008, percento
telesného tuku 23,1+0,8, krvny tlak 138 £2/83+ 1 mm
Hg (priemer £ SEM); hodnoty boli §tandardne namerané
alebo vypocitané. VSetci probandi boli subjektivne zdravi,
t.z. bez kardiovaskularneho, onkologického ochorenia,
diabetu, ochorenia obliCiek, traviaceho traktu a Stitnej
zlazy. Probandom bola podavana funk¢éna potravina
v podobe bioaktivneho komplexu kvercetinu, selénu,
katechinov a kurkuminu s vyznamnymi antioxidaénymi,
antiinflamac¢nymi, antisklerotickymi a dal§imi ochrannymi
vlastnostami (Madari¢ a kol., 2005). Probandi konzu-
movali funkénu potravinu pocas 2 mesiacov v dennej
davke 100 g (v podobe suSienky obsahujucej selenizovanu
suSenu cibulu (6 g), zeleny ¢aj (2g) a kurkumu (1,3 g)).
Krv bola odoberana nalaéno Standardnym sposobom.
Sérové koncentracie celkového cholesterolu a HDL-cho-
lesterolu boli merané pomocou §tandardnych laborator-
nych postupov. Hodnota LDL-cholesterolu sa vypocitala
podla vzorca Friedewalda: LDL-cholesterol = celkovy
cholesterol - triacylglyceroly/2,2 - HDL-cholesterol.
Aterogénny index = LDL-cholesterol/HDL-cholesterol.
Probandi neboli pocas Studie suplementovani vitamin-
mi ani minerdlnymi latkami. Stadia bola realizovana
v jesennom obdobi, hodnotené 2-mesacné vysadenie
konzumacie pripadlo na zimné obdobie. Pri §tatistickom
vyhodnoteni bol pouzity Studentov z-test na porovnanie
vysledkov pred konzumaciou suSienky, po 2 mesiacoch
konzumacie a po dalS§ich 2 mesiacoch bez konzumacie
funk¢nej potraviny.

Dostatoény prijem potravin bohatych na vlakninu je
spojeny s niz§im rizikom kardiovaskularnych ochoreni,
rozpustna a nerozpustna vlaknina zniZuje koncentracie
celkového cholesterolu a LDL-cholesterolu. Analyza
10 prospektivnych §tudii (s pouzitim viac nez 336 000
0osob) v USA i Eurépe ukazuju, Ze narast prijmu vlak-
niny o kazdych 10 g/den bolo spojené so 14 % znizenim
(relativne riziko RR=0,86) vSetkych srdcovych prihod
a 27 % poklesom (RR=0,73) koronarneho rizika smrti
(Errkila a kol., 2008). Flavonoidy vykazuju biologicku
aktivitu vratane antialergickych, protizapalovych, proti-
virusovych, protinadorovych a vazodilataénych ucinkov.
Dostatoény prijem bioaktivnych latok a ich pritomnost
vo funkénych potravinach prispieva k aktivnej ochrane
vo€i chronickym degenerativnym ochoreniam. Flavonoly,
Specialne kvercetin, inhibuje oxidaciu LDL-cholesterolu,
zniZuje posobenie zapalovych markerov (Perez-Vizcairo
a kol., 2010). Kvercetin vykazuje antihypertenzivne
a antiaterogénne ucinky, chrani pred ischemickym po-
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Skodenim myokardu. ZvysSeny prijem selénu moze znizit
kardiovaskularne riziko redukciou lipidovej peroxidacie,
inhibuje zapal (Ravn-Haren, 2008). Vysoky obsah poly-
fenolov bol zaznamenany v kurkume. Extrakt z kurkumy
ma protizapalové, imunostimula¢né, antikarcinogénne a
antisklerotické uéinky (Miquel a kol., 2002). Kurkumovy
extrakt v mnozstve 200 mg podavany po dobu 45 dni
vyrazne znizil lipidova peroxidaciu u zdravych muzov
vo veku 27 az 67 rok (Ramirez-Bosca a kol., 1995).
V dalSej studii podobna davka extraktu z kurkumy
sposobila znizenie HDI a LDL-peroxidov o 25-50%
(Ramirez-Bosca a kol., 1997).

Tab. 1. Koncentracie celkového, HDL-, LDL-cholesterolu
a hs-C-reaktivneho proteinu a hodnoty aterogénneho indexu

- —
£ s 22~
g3 | $i8
parametre s = g g 2= 2
=3 7 2 28
T N E A E § E
2% 2s ~ TR
Celkovy cholesterol |5 17,0 14 | 4962013 | 5.1420.13~
(mmol/1)
HDL cholesterol 1.11£0.03%**
+ =+
(mmol/l) 1.250.04 | 1.26:0.04 PO
LDL-cholesterol 3.18£0.12 | 2.90£0.11%* | 3.18£0.12/4
(mmol/I)
Aterogénny index . . o | 3.18£0.12%**
LDLHDL 2.64+0.13 | 2.38+0.12 A
hsC-reaktivny 1.91£0.22 1.71£0.21 1.990.25
protein (mg/l)

Vysledky su vyjadrené ako priemer + SEM
*-(2), (3) vs. (1); *-P<0.05; **-P<0.01; ***-P<0.001;
A=(3) vs. (2); ~-P<0.05; M -P<0.001

Stanovené data udavaju zlepsSenie lipidového profilu
po konzumacii funkénej potraviny (tab. 1). Koncentracia
celkového cholesterolu a LDL-cholesterolu, rovnako ako
hodnota aterogénneho indexu boli vyznamne znizené
po 2-mesacnej konzumacii funkénej potraviny. AvSak
2-mesiace po vysadeni konzumacie sa hodnoty celkového
a LDL-cholesterolu vratili ku hodnotam pred konzu-
maciou (tab. 1). U jedincov s prevladajucim prijmom
rastlinnych potravin sa vyrazne znizili hodnoty hsCRP
oproti vSeobecnej populacii (Krajcovicova-Kudlackova
a Blazicek, 2005; Szeto a kol., 2004), v doésledku dosta-
toénej a pravidelnej konzumacie ovocia a zeleniny, ktoré
su bohatym zdrojom salicylanov a inych protizapalovych
latok (Lawrence, 2003). Tieto zluCeniny su obsiahnuté
v cibuli a taktiez v kurkume. Po konzumacii funk¢nej
potraviny bolo zaznamenané nesignifikantné znizZenie
koncentracie hs-CRP (tab. 1). Dva mesiace po vysadeni
konzumacie sa hodnota hs-CRP znova dostala na uroven
hodnoty pred konzumaciou.
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Vyvinuta funkéna potravina - cibulova selenizovana
suSienka s pridavkom zeleného ¢aju a kurkumy ma vy-
znamné antisklerotické ucinky, ¢o dokazuju vyznamne
redukované hodnoty celkového a LDL-cholesterolu v krvi
probandov ako aj redukovana hodnota aterogénneho
indexu po 2-mesacnej konzumacii. K zlepSenému lipido-
vému profilu mohol prispiet aj suSienkou konzumovany
tuk, ktory obsahoval 40% mono- a polynenasytenych
mastnych kyselin; konkrétne suSienka obsahovala
6,7 % kyseliny olejovej, ktora znizuje LDL-cholesterol,
ale Setri (nezniZuje) HDL-cholesterol. Pravdepodobne
preto zostala koncentracia HDL-cholesterolu tesne po
konzumacii suSienky nezmenena oproti hodnote pred
konzumaciou. Vyznamne znizena HDL-cholesterol kon-
centracia po 2-mesac¢nom vysadeni konzumacie suSienky
pravdepodobne suvisi s vyrazne redukovanou fyzickou
aktivitou probandov v zimnom obdobi.
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PERSONALIZOVANA DIAGNOSTIKA
Z. POHLCADU PATOLOGA

FrantiSek Ondrias, Iveta Meciarova
Jana Rampalova

Diagnostické centrum Ruzinov
Alpha medical patologia s.r.o, Bratislava

Snaha po personalizacii terapie je nepochybne jednou
z Casto diskutovanych tém mnohych vedeckych ¢i pracov-
nych podujati. Bolo by vytrhnutim z logického kontextu,
keby sa v rovnakom duchu nevyvijali aj snahy v oblasti
diagnostickych aktivit. V procese rutinnej diagnostiky hra
podnes biopticka patologia ¢asto nezastupitelnu ulohu.

Morfologicka diagnostika, podobne ako aj iné medi-
cinske, Ci laboratorne discipliny, prekonava v poslednych
desatroCiach zasadné zmeny. Odohravaju sa nielen v oblasti
novych moznosti zakladného spracovania biologickych
materialov, ale najmi v oblasti zobrazovacich moznosti
a tym aj objektivizacie detailného bioptického hodnotenia.

Na rozdiel od vyluéne ,laboratornych® diagnostickych
oblasti si odbor patologie podrzal svoje podstatné Specifi-
ka, aj s vyluenim jeho nekroptickych aktivit. Je nutné si
uvedomit, Ze biopticko - cytologické pracoviska pracuju
v dvojfazovom rezZime, kde len spracovanie biologickych
materialov a vytvorenie kone¢ného produktu, t.j. histolo-
gického ¢i cytologického preparatu ma atributy typickej
laboratornej prevadzKky. Vlastna medicinska mikroskopicka
diagnostika je vyluéne intelektualny proces, ktorého ko-
ne¢nym produktom je detailny biopticky nalez. Ide Casto
o obsiahly textovy elaborat s definovanymi normativmi.
Biopticka diagnéza je Casto prvou, urcujucou a defini-
tivnou diagnozou, ktora prejudikuje ¢asto zavazné formy
terapie. Okrem priameho efektu na terapiu sa v sucasnosti
vyzaduje, aby diagnostikujuci odbornik zaujal fundované
stanovisko k prognostickym aspektom, alebo ich priamo
ovplyvnil. Bezprostredné efekty vidime najma v oblasti
diagnostiky nadorovych ochoreni.

Dosiahnut takto vyzadovany stav nie je v sucasnosti
mozné bez vyuzitia vSetkych dostupnych diagnostickych
postupov. Kvalitna biopticka diagnostika nie je mysliteIna
bez vyuzitia §pickovych produktov tak v oblasti pristro-
jového vybavenia, ¢ij v oblasti vysoko Specializovanych
nadstavbovych farbiacich metodik. Enzymatické, histo-
chemické, imunohistochemické a in situ hybridiza¢né
metodiky su v sucasnosti nevyhnutné na splnenie od-
bornych poziadaviek klinickych partnerov.

Pri naplnani pojmu personalizacie mikroskopickej
diagnostiky su v sucasnosti podstatné dve zakladné linie:

a) dosiahnutie maximalnej diagnostickej preciznosti

najma v oblasti definovania histogenézy, stagingu
a gradingu malignych nadorov,

b) morfologicka diagnostika v oblasti stanovovania te-

rapeuticky vyznamnych biomarkerov.
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SOUCASNOST A BUDOUCNOST
KARDIOMARKERU

STATE OF THE ART AND
PERSPECTIVES OF CARDIAC MARKERS

Radek Pudil

l.interni kardioangiologicka klinika

Lékarska fakulta Univerzity Karlovy

Fakultni nemocnice Hradec Kralové
Ceska republika

Stanoveni srdecnich troponin a natriuretickych
peptidi se stalo soucasti bézné klinické praxe. Zatimco
srdeCni troponiny jsou povazovany za zlaty standard
pro prikaz myokardialni nekrozy, natriuretické pep-
tidy jsou vyuzivany pfi posuzovani pfitomnosti a tiZe
srdecniho selhani. Stanoveni obou markeri ma navic
prognosticky vyznam. V oblasti srde¢nich troponint
se zaCinaji v klinické praxi pouZivat vysoce senzitivni
metody (hs metody), které poprvé umoznuji stanovit
99.percentil. Jejich stanoveni s sebou pfinasi nejenom
vyhody (vCasné€jSi diagnostika akutniho koronarniho
syndromu, stratifikace rizika i u ostatnich onemocnéni,
jako je napfiklad embolizace do plic a podobné), ale
i zatim ne zcela zodpové€zené otazky (zvySeni hladiny
troponinti nekardialni etiolologie). Evropska kardiolo-
gicka spole¢nost na zakladé dostupnosti vyuziti vysoce
senzitivnich troponint vytvofila prvni tzv. rule out
protokol pro diagnozu akutniho koronarniho syndromu.

Vzhledem k tomu, Ze bolesti na hrudi patfi mezi
nejcastéjsi diagnozy v emergentni mediciné, hledaji
se také dalSi zplsoby, kterymi lze zpresnit a urychlit
diferencialni diagnostiku akutnich koronarnich syndro-
mi. Jednim z velmi nad€jnych parametrl je stanoveni
mastné kyseliny vaziciho proteinu (hFABP).

HFABP je maly cytosolovy protein, jehoz hlavni
funkci je transport mastnych kyselin s dlouhym fetéz-
cem v kardiomyocytu. Je obsaZen uvnitf kardiomyocytu
a vlivem ischemie myokardu se velmi rychle uvolnuje
do cirkulace. Pravé rychlost jeho uvolnéni do cirkulace
vlivem ischemie a navrat k ptivodnim hodnotam pfinasi
nové potencialni vyuziti v diferencialni diagnostice bo-
lesti na hrudi. Dosavadni studie prokazaly, Ze stanoveni
hFABP v kombinaci se stanovenim vysoce senzitivniho
troponinu prinasi vyznamnou pfidanou hodnotu v di-
ferencialni diagnostice bolesti na hrudi. Soucasna data
ukazuji, Ze jeho stanoveni navic i prognosticky vyznam.

Autor také podava své vlastni zkuSenosti se stano-
venim hFABP u nemocnych s onemocnénimi kardio-
vaskularniho systému.

Ukazuje se, ze mastné kyseliny vazici protein je
velmi nadéjnym parametrem s potencialem vyuziti
v klinické praxi.
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Medical Faculty of Charles University
and University Hospital, Hradec Kralové
Czech Republic

The assessment of cardiac troponins and natriuretic
peptides became a routine part of the clinical practi-
ce. While cardiac troponins (¢cTn) are considered the
gold standard for the detection of myocardial necrosis,
natriuretic peptides are used in assessing the presence
and severity of heart failure.

The assessment of both markers has also prognostic
significance. For the first time, high-sensitive (hs) meth-
ods allow to detect 99th percentile in a clinical practice.
This approach brings not only advantages (earlier diag-
nosis of myocardial necrosis, risk stratification in other
cardiovascular diseases, e.g. pulmonary embolism, etc.),
but also rises questions of ¢ Tn increase of non-cardiac
ethiology. European Society of Cardiology proposed a
rule-out protocol for acute coronary syndromes.

In spite of the fact, that chest pain patients repre-
sent the most frequent diagnosis in emergency rooms,
new methods for detection of coronary artery disease
patients are under intensive research. Heart fatty acid
binding protein (hFABP) is one of the most promising
parameters at this field. HFABP is a small cytosolic
protein that functions as the principal transporter of
long-chain fatty acids in the cardiomyocyte. HFABP is
present in abundance in the myocardium and is released
rapidly into the circulation in response to myocardial
injury. Its rapid release into circulation after ischemic
stimulus and return to normal levels is essential for its
potential use in differential diagnostics of chest pain
patients. Current studies showed that hFABP and hs
troponin assessment brings significant added value in
differential diagnostics of acute chest pain patients.
Novel data also show the prognostic potential of this
parameter in patient with cardiovascular diseases. The
author also summarizes his own experience with hFABP
assessment.

These data show that hFABP is new promising
parameter for clinical practice.




MANAZMENT A ETIKA V RIADENI
KVALITY MEDICINSKYCH LABORATORII

Lubomir Spaéek! 2

Ustav laboratornych vysetrovacich metod, OUSA, s.r.o0.
Bratislava
*Poradenska ¢innost systémov manazérstva kvality
v zdravotnickych laboratoriach, Bratislava

Ked sa za¢ne hovorit o kvalite, mnohi z nas si moz-
no pomyslia na certifikaciu, akreditaciu, EHK a pod.
Existuju vSak dva druhy organizacii - jedny, pre ktorych
sa kvalita vlastnej ¢innosti a poskytovanych sluzieb stala
sposobom myslenia, a druhé, ktoré si napr. od akredi-
tacie slubuju potvrdenie, ktoré im zvySi Statut a pod.

V prislusnych Standardoch kvality su definované
poziadavky na manaZment. DolezZité je vSak vediet, ako
moze manazér efektivne tieto poziadavky plnit. Aké na-
stroje moZe manazér pouZzit na uspesné riadenie Cinnosti
a kvality. V tomto su rezervy a preto na niektoré tieto
nastroje chcem upozornit v tomto ¢lanku.

Praca pojednava o ulohe veducich pracovnikov
v zabezpeceni fungovania systému manazérstva kvality
v medicinskych laboratériach. V praci sa taktieZ venuje
pozornost etickym aspektom c¢innosti medicinskych
laboratorii.

Manazment laboratéria zohrdava klucovu ulohu
v zabezpeceni ¢innosti ale i kvality. Nedostato¢na vaha
veducich pracovnikov prikladana kvalite vedie k formal-
nemu pristupu k systému manazérstva kvality, ktory
potom nemdZe byt efektivhym nastrojom zlepSovania
kvality a prosperity ¢innosti medicinskych laboratorii.
Skutoéne zivy zaujem o kvalitu sa nahradza formalnymi
symbolmi kvality. Systém riadenia kvality nezavadzame
preto, aby sme zozali slavu, ale aby sme mali kontrolu
nad tym, aku sluzbu naSe laboratorium poskytuje.

»Manaiment je zodpovedny za 94 % problémov sii-

visiacich s kvalitou a jeho prvym krokom by malo byt

odstrdanenie prekdzok, ktoré brania zamestnancom dobre
vykondvat ich prdcu.*
(Deming, 1986)

MANAZMENT V RIADENI KVALITY
V MEDICINSKOM LABORATORIU

Definicia veduceho pracovnika a jeho zakladnych
povinnosti napr. v Zakonniku prace. Povinnosti ma-
nazmentu z hladiska systému manazérstva kvality su
definované v prislusnych Standardoch kvality.
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DEFINICIA VEDUCEHO PRACOVNIKA
A JEHO ZAKLADNYCH POVINNOSTI PODLA
ZAKONNIKA PRACE

Veduci pracovnik je definovany v Zakonniku prace,
§ 9, bod 3:

LVediici zamestnanci zamestndvatela su zamestnanci,
ktori sii na jednotlivych stuprioch riadenia zamestnavatela
oprdavneni urcovat a ukladat podriadenym zamestnancom
zamestndvatela pracovné iilohy, organizovat, riadit a kon-
trolovat ich prdacu a ddvat im na ten ucel zdavizné pokyny*.

ZAKLADNE POVINNOSTI VEDUCICH
ZAMESTNANCOV PODIA ZAKONNIKA PRACE

§ 82:

~veduci zamestnanec je povinny najmaé:

a) riadit a kontrolovat pracu zamestnancov,

b) utvarat priaznivé pracovné podmienky a zaistovat
bezpecnost a ochranu zdravia pri praci,

c) zabezpeCovat odmenovanie zamestnancov podla
vSeobecne zavaznych pravnych predpisov, kolektiv-
nych zmlav a pracovnych zmluv a dodrziavat zasadu
poskytovania rovnakej mzdy za rovnaku pracu alebo
za pracu rovnakej hodnoty,

d) utvarat priaznivé podmienky na zvySovanie odbor-
nej urovne zamestnancov a na uspokojovanie ich
socialnych potrieb,

e) zabezpecovat, aby nedochadzalo k porusovaniu pra-
covnej discipliny,

f) zabezpecCovat prijatie v€asnych a ucinnych opatreni
na ochranu majetku zamestnavatela.“

PRINCIPY SYSTEMOV MANAZERSTVA
KVALITY PODLA ISO 9001:2008

V tomto Standarde je uvedenych 8 zakladnych prin-
cipov budovania systému manaZzérstva kvality:
1. Orientacia na zakaznika.
Vodcovstvo.
Zapojenie vSetkych pracovnikov.
Procesny pristup.
Systemovy pristup k manazmentu.
Neustale zlepSovanie.
Orientacia na fakty pri rozhodovani.
Vzajomna prospesnost vztahov s dodavatel'mi.
Pozrleme sa blizSie na tie body, ktoré maju predo-
vSetkym vztah k uloham manazmentu.

N oL A L

VODCOVSTVO

Manazér je osoba, ktora riadi v organizacii ¢innost,
ktoru vykonavaju podriadeni pracovnici (zamestnanci).
Manazéri organizacii na vSetkych stupnoch riadenia
musia viest a vytvorit také prostredie pre svojich pra-
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covnikov, aby vSetky skupiny zamestnancov podavali
v praci maximalne vykony v zdujme naplhovania vyty-
¢enych cielov organizacie. V sucasnosti je poZiadavka
riadenie nahraditf vedenim. Cielom manaZmentu musi
byt pomoc Iudom a zariadeniu, aby vykonavali pracu
lepSie a rozumnejsie.

Realizacia principu vedenia vyzaduje:

¢ deklarovanie vizie, politiky, cielov organizacie v su-
lade s poziadavkami zakaznikov a zainteresovanych
stran,

e vytvaranie pracovného prostredia vzajomnej dovery
medzi zamestnancami a manaZzmentom,

e poskytovanie prilezitosti zamestnancom k vlastnej
aktivnej a tvorivej praci, vratane urcenia zodpoved-
nosti a pravomoci,

* motivaciu svojich zamestnancov k timovej praci
a k zlepSovaniu.

ZAPOJENIE VSETKYCH PRACOVNIKOV

Ludské zdroje st najvyznamnejSie pre Cinnost or-
ganizacie. Pre zapojenie Iudi musi vedenie organizacie:

e vysvetlovat dolezitost vSetkych Cinnosti svojich za-
mestnancov pre dosahovanie vysledkov organizacie,

e viest vSetkych zamestnancov k otvorenej diskusii
o ich nedostatkoch a hladat rieSenia,

e trvale vzdelavat zamestnancov na vSetkych urov-
niach,

e odmenovat zamestnancov za pracovné vykony,

e motivovat zamestnancov k lepSim vykonom.

Budovanie systému manaZérstva kvality prinasa zmeny
na pracovisku, ktorého organizacia, systém prace, systém
riadenia sa mozno vyvijal dlhu dobu a pozvolne. Preto
je potrebné s pracovnikmi vela komunikovat, aby sa
zvladalo neporozumenie potrebnym zmenam, negativne
postoje a ziskavala aktivna a konStruktivna spolupraca.

MANAZERSKE SYSTEMY A PROCESY

Uspesné vodcovstvo a prevadzkovanie organizacie
vyzaduje si systematické a viditelné riadenie. Uspech
vyplyva zo zavedenia a udrZiavania systému manazérstva,
ktory sa navrhol tak, aby trvalo zlepsSoval efektivnost
a ucinnost vykonnosti organizacie tym, Ze zohladiuje
potreby vSetkych zainteresovanych stran. Riadenie or-
ganizacie zahfna okrem dal§ich manazérskych disciplin
aj manazérstvo kvality.

POZIADAVKY NA MANAZMENT PODI'A
ISO/IEC 17025:2005

Niektoré z poziadaviek dotykajuce sa manazmentu:
,Laboratérium musi:
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a) mat veducich a odbornych pracovnikov, ktori maju
pravomoc a zdroje na zavadzanie, udrziavanie
a zlepSovanie systému manazérstva kvality,

b) stanovit zodpovednost, pravomoc a vzajomné vzta-
hy vsetkych pracovnikov, ktori riadia, vykonavaju
alebo overuju prace,

c) zabezpecit primerany dohlad nad pracovnikmi zao-
berajucimi sa skuskami,

d) mat technicky manazment, ktory ma celkovu zodpo-
vednost za odborné ¢innosti,

e) mat manazéra kvality, ktory musi mat urenu zod-
povednost a pravomoc, ktoré umoznia zabezpecit,
aby sa zaviedol systém manazérstva tykajuci sa kva-
lity a aby sa trvalo dodrziaval.

Vrcholovy manazment musi vydat Vyhlasenie poli-

tiky kvality.“

POZIADAVKY NA MANAZMENT PODI'A
1SO15189:2007

Niektoré z definicii dotykajiice sa manazmentu:

ManazZment laboratoria - osoba (osoby), ktora riadi
cinnost laboratoria, ktoré vedie riaditel laboratoria.

Riaditel' laboratéria - kompetentna osoba, ktora
vedie laboratorium, je predstavitelom laboratoria a ma
za laboratorium celkovu zodpovednost.

Norma pomerne podrobne uvadza poziadavky na
organizaciu a manazment, povinnosti riaditela labora-
toria. Detailnym poziadavkam na riaditela laboratoria
a manazment laboratoria norma venuje znacny priestor.
Pre podrobnosti odporicam si pozriet originalny text
normy.

AKO EFEKTIVNE NAPLNAT ULOHU MANAZERA

V prislu§nych standardoch su vymenované poZiadav-
ky na manaZment. Doélezité je vSak vediet, ako moze
manazér efektivne tieto poziadavky plnit. Aké nastroje
moze manazér pouzit na uspes$né riadenie Cinnosti
a taktieZ v manazmente kvality. V tomto maju mnohi
manazéri rezervy. Prave na niektoré takéto nastroje
chcem upozornif v tomto ¢lanku. Najprv vSak nieco
o koncepciach manazérskych uloh:

KONCEPCIE MANAZERSKYCH ULOH

V literature mdézZeme najst rézne koncepcie mana-
zérskych uloh:
Tradicnd koncepcia -funkény model

e planovanie,

e organizovanie,

¢ vedenie,

¢ kontrolovanie.

Kontrolovanie je napr. fyzické, pisomné, porada,
osobny pohovor a pod. Je napr. treba identifikovat, kde




cyklus zaviazol, vo vztahu k ulohe, vo vztahu k jednot-
livym pracovnikom a pod.

Model medziludskych vztahov:
e zameranie na neformalnu uroven organizacie ako
nosny prvok uspechu organizacie,
* manazment ludskej zlozky (motivacia pracovnikov).

Politicko-osobnostna koncepcia
e osobna moc a taktika jednej osoby - vodca,
e préaca so skupinami pracovnikov.

Organizacna koncepcia
e zohladnovanie vnutornych a vonkajSich faktorov
¢innosti organizacie.

Novy pohlad:

manazér ako projektant - venuje pozornost organizac-

nej Strukture a vnutornym operacidm organizacie riadi:

e rozvoj produkénej funkcie - vykony, poCty vzoriek,
potreby rozsirenia kapacit,

¢ rozvoj informacénych systémov,

e nepretrzité zvySovanie kvality,

e Tludské zdroje,

e meniace sa ulohy a vztahy s profesionalmi a vedenim.

Struktira organizacie musi byt flexibilna!

manazér ako stratég - sa sustreduje na adaptaciu

organizacie vonkajSiemu prostrediu, identifikacia a vy-
hodnocovanie vyvoja okolia, ktoré modze mat vplyv na
organizaciu:

e reakcie na zmeny v okoli,

e horizontalna a vertikalna integracia, diverzifikacia,

manazér ako vodca - usiluje o vnasSanie vizii a strate-

gického riadenia do organizacie, udrzovanie dlhodobych
perspektiv a usilie o nepretrzité zvySovanie hodnoty
organizacie,

e zabezpecenie, Ze Clenovia organizacie vedia, rozu-
meju a akceptuju klucové hodnoty organizacie (za-
mery, ciele a ¢innosti),

e ,misia®“ organizacie (nové sposoby ucenia, podpora
kreativity a participacie).

NOVE ZRUCNOSTI A VEDOMOSTI
OCAKAVANE OD MANAZERA

V sucasnosti su od manazéra vyzadované aj dalSie

zruénosti a vedomosti:

e transformacné kompetencie: faciliticia procesu
zmien a adaptacia nestabilnému prostrediu,

e zrucnosti: budovanie timov, skupinové procesy, par-
ticipacia na rozhodovacom procese, manaZment
konfliktov, negociacia, komunikacia a budovanie ko-
alicii,

e vedomosti: Statistika, poistovnictvo, epidemiologia,

e citlivost na vztah medzi nakladmi a kvalitou,

* inovator,

e vodca realizacie zmien,
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e tvorca kolektivu,
e udrziavatel vizii.

VLASTNOSTI EFEKTIVNEHO MANAZERA

Pre efektivnu pracu manazéra su uzitocné nasledovné
vlastnosti a schopnosti:

¢ vydava jasné prikazy,

¢ podporuje otvorenu komunikaciu,

¢ inStruuje a podporuje ludi,

¢ poskytuje objektivne hodnotenie,

e vytvara nepretrzity systém regulacie a kontroly,

e vybera spravnych ludi,

¢ chape finan¢né dosledky svojich rozhodnuti,

¢ podporuje inovacie a nové myslienky,

¢ dava podriadenym jasné rozhodnutia,

¢ demonstruje vysoku uroven integrity.

ZDROJE SIL EFEKTIVNEHO MANAZERA

Efektivna praca manazéra si vyzaduje aby dispono-
val dostato¢nou silou na presadenie, ktoru mu mozu
poskytovat nasledovné zdroje:

Moc postavenia:

¢ Formalna autorita.

¢ Prepozi¢ané kompetencie a rozhodovacie pravomoci.
Moc vedenia:

¢ Odbornost, schopnosti, znalosti.

¢ Informovanost, delegovanie, budovanie timu.

Moc osobnosti:

e Autorita zo sebadovery.

e Doraznost, pozitivna priebojnost, asertivita, komu-

nika¢né schopnosti.

¢ Sklon k timovej spolupraci, image, charizma.

DESAT ,,DROBNOSTI“ SKUTOCNYCH LIDROV

Skutoc¢ni lidri totiz dokladaju svoje schopnosti nie
velkymi gestami ale mnohymi drobnymi, nenapadnymi
sposobmi:

e Su myslou vzdy pritomni. Lidri si davaji pozor na to,
¢o prave robia alebo s kym prave hovoria. Nie su ako
niektori [udkovia, ktori st duchom niekde inde, ked’
s nimi hovorite. Pri naozajstnych lidroch sa necitite
nevideni, nepoznani alebo nepocuti, venuju vam po-
zornost.

e Pocuvaji. Pretoze su pritomni a davaju pozor, lidri
si nielen pamaétaju, Ze sa s vami rozpravali, ale aj to,
¢o ste povedali. Po rozhovore s nimi sa necitite ako
Preboha, ved' to som rovnako mohol hovorit aj s tam-
tou stenou.

* Rozpravaji rozumne. Lidri st si vedomi, Ze to, ¢o ho-
voria, ma efekt na ostatnych, takze hovoria s plnym
vedomym. Nie su ako poniektori Sasovia, ktori na
poradach okrikuju kolegov a podriadenych a robia
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z nich hlupakov, ktori sa potom boja odporovat. Na-
ozajstni lidri sa takto spravat nepotrebuju.

e Cielavedome povzbudzuju. Lidri s nohami na zemi
a vedomi si svojej osobnosti vedia ostatnych lahko
povzbudit. Povzbudzuju ludi, aby podstupovali ri-
zika, aby sa nebali robit chyby, aby rozvijali svoje
schopnosti a zruénosti, aby sledovali svoje sny. Po-
mahaju [udom najst odvahu a srdce.

e Su uprimni. Naozajstni lidri sa snazia spoznat sa-
mych seba, aby aktivovali vnutorné zdroje potreb-
né pre uprimné hovorenie, vystupovanie a vedenie
ostatnych. Konaju podla toho, ¢o hovoria, takze sa
nestava, Ze presviedc¢aju Iudi o nieCom, ¢o sami ro-
bia inac¢. Nespravaju sa neeticky, aj ked' by to bolo
legalne. Ak je nieco neetické, najdu si inu cestu.

e Su skromni. Naozajstni lidri vedia, Ze arogancia je
rovnako nezdvorila ako nebezpeCna. Vedia tiez, ze
hoci sa kratkodoby uzitok moéze zdat senzacny, dI-
hodobé nasledky arogancie su znicujuce. Dobri lidri
vzdy preukazovali velku skromnost, ¢o podporovalo
ich vodcovské rysy, ktoré sluzili im aj inym.

e Sa vytrvali. Lidri vedia, Ze ked sa venuju rizikovym
¢innostiam, mozu zlyhat. Ale je to ich kazdodenna
praca. Vedia, Ze zlyhania alebo problémy nie su sle-
pé ulicky, ale brany, ktoré vedu k poznaniu a skuse-
nosti vySSieho radu. Aj ked niekedy mozu byt docas-
ne skltuceni, vzdy vytrvaju.

e Su odvazni. Lidri vedia, Ze kazdy vratane nich obcas
citi strach. Nikdy ale nenechaju strach, aby im zabra-
nil sledovat ich sny, budovat zrucnosti alebo hovo-
rit uprimne. Skuto¢ného lidra mozete ovalit kusom
uhlia len na to, aby ste nakoniec zistili, Ze sa znovu
postavil na nohy a v tom uhli objavil diamant.

St hibavi. Lidri su nastaveni na to, aby ostatnym lu-
dom prejavili uznanie, ¢i uz im hovoria dobré rano
alebo ich chvalia za dobre odvedenu pracu. Tym, Ze
myslia na dopad svojho spravania na inych, su lidri
na porade vzdy vc€as, spravne vyuzivaju ¢as, su orga-
nizovani a dodrziavaju sluby. Aj napriek svojim ohla-
dom voc¢i druhym vSak nespustaju zo zretela svoju
vlastnu cestu, svoje myslienky a ¢innosti.

e Su zdvorili. Dobri lidri sa k inym spravaju vidy
zdvorilo, ale na druhej strane oCakavaju, Ze ostatni
sa budu chovat zdvorilo zase k nim. Netoleruju ne-
zdvorilé a netctivé spravanie.

Toto boli len niektoré zo zakladnych ,drobnosti“
spravania sa pravych lidrov, ktoré dovoluju, aby sa lidri
a vodcovstvo zdravo rozvijali. Nezalezi na tom, kde sa
nachadzate v hierarchii podniku, ¢i pracujete doma alebo
na vrchnom poschodi mrakodrapu - uvedené spravanie
vam pomoze ziskat skvelé liderské kompetencie.

RIADENIE ZMENY

Zavadzanie systému manazérstva kvality znamena
pre organizaciu a pre pracovnikov mensiu alebo vacsiu
zmenu. Treba ju zvladat ako zmenovy proces.
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Odpor voci zmene je emocionalna reakcia na nové
poziadavky na cloveka v pracovnom procese, ktora
sa prejavuje v neochote prijat tieto nové poziadavky
a spravat sa v sulade s nimi.

Odpor voci zmene je prirodzenou sucastou procesu
zmeny. Problém nie je existencia odporu ako takého,
ale to, ako manazérsky na odpor reagujeme.

Pri zavadzani zmeny plati zasada:

“Nie je normdlne, ak sa odpor voci zmene neprejavi
v reakcidach pracovnikov. Aby sme zmenu mohli zaviest,
je potrebné tento odpor vyvolat a ndsledne ho prekonat.”

VYCHODISKA - CO ZNAMENA ZMENA:

e strategicka reorientacia znamena prechod zo zname;j
sféry posobenia institucie, aj ludi v nej, do neznamej
a neistej buducnosti, v ktorej mnohé zo starych pravi-
diel a zasad nebudu platit. Zmenia sa kritéria uspe-
chu spoloé¢nosti aj jednotlivca v nej. Zmena prinasa
existen¢né ohrozenie,

e [udia sa musia vzdat zdrojov svojho minulého uspe-
chu a rozvinuft u seba Uplne nové zruc¢nosti. Je moz-
né, Ze sa im to nepodari...

e [udia musia zmenit svoje postoje, pracovné sprava-
nie a medziludské vztahy v institucii. Hrozi strata
prestize...

e od ludi sa ocakava zmena pohladu na svoju pracu
a osvojenie si novych hodnot. Niektori sa boja, Ze ak
zmenia nazor, priznaju, ze doteraz nerobili dobre...

e veduci pracovnici nesu tarchu zmeny. Musia sa sta-
rat 0 zmenu pracovnych postupov a organizacie, ale
aj o zmenu postojov a osvojenie si novych hodnot
spolo¢nosti u pracovnikov,

¢ manazéri musia zmenit svoj Styl riadiacej prace, pre-
toze v novych podmienkach nie je mozné efektivne
riadit starymi prostriedkami riadenia,

e zmena prinasa nielen zmenu technologie, ale aj zme-
nu vztahov vnutri organizacie a zmenu vztahov s jej
okolim (s trhom),

e zavadzanie zmeny vyZaduje zvySené naroky na spét-
novazbové informacie o chode novej Struktury, na
ich vyhodnocovanie a spatné opravné kroky, o zvy-
Suje riziko v rozhodovani v etape zmeny,

e zavadzanie zmeny vyZaduje vykonat sériu implemen-
tacnych krokov koordinovane celym manazmentom
podniku,

e pri zavadzani zmeny vzrasta vyznam dovery medzi
vedenim a spolupracovnikmi, preto je potrebné, aby
manazment vytvaral atmosféru dovery,

e zmena je nevyhnutna pre buduci uspech.

DOSLEDKY ZMIEN

¢ ohrozenie vlastnych zaujmov vsetkych, ktori su zme-
nou dotknuti, kazdy ¢len organizacie ma svoje vlast-




né zaujmy - napr. udrzat si postavenie, moc, istotu
zamestnania, prileZitost postupu...

Ohrozenie vlastnych zaujmov je preto zakladnou prici-
nou odporu voci zmene,

e neistota, kazda zmena vyvolava neistotu o buducnos-
ti, ¢im frustruje zakladnu ludsku potrebu. Planovana
zmena tym vyvola odpor, pretoze clovek ma potrebu
Zit v istote,

e nedostatok porozumenia a dovery,

e zmeny casto nie su kompletne vysvetlené tym, ktorych
sa budu tykat. Pri¢inou moze byt neschopnost inici-
atorov zmeny efektivne komunikovat alebo neschop-
nost tych, ktorych sa bude zmena tykat, tuto dosta-
to¢ne pochopit. Moze ist tieZ o neochotu zverejnit
pravé dovody zmeny,

¢ vysledkom bude pravdepodobne nedovera voci
tomu, ¢omu nerozumiem, alebo voci tomu, ¢o mi
bolo nedostato¢ne vysvetlené (vytvorenie fam),

* nedostatok komunikacie o zmene je zakladnou prici-
nou nedovery,

e nedovera moze byt vysledkom predchadzajucej sku-
senosti so zmenou,

e rozdielne vnimanie, rozdielne vnimanie potreby
zmeny je bezné jednak po zostupnej linii riadenia,
ale aj medzi jednotlivymi utvarmi,

e nedostatok tolerancie - neschopnost vnimat, Ze
mozZe existovat aj iny sposob prace, je vysledkom
nedostatku tolerancie vo¢i inym nazorom (konzer-
vativizmus, predsudky).

Pozor na pasivnu rezistenciu! Ta modze byt velmi

silnym protivnikom.

STRATEGIE PREKONANIA ODPORU VOCI ZMENE

1. Stratégie vychadzajuce z pouzitia sily -
mocenské postupy

Stavaju na moci vyplyvajucej z pozicie manazéra. Ide
o rivalitné stratégie zalozené na principe vyhra - prehra.
Tieto reakcie su castejSie, ako to zodpoveda suc¢asnému
stavu poznatkov o manazmente.

Ich vyhodou je jednoduchost postupu pre manazéra.
Ich uplatnenie nevyzaduje Ziadne Specialne poznatky o
riadeni zmeny a riadeni ludi... Ich nevyhodou je fakt, ze
z potencialnych spojencov si va¢§inou tvorime oponentov.

Medzi takéto stratégie patri pouzivanie sily alebo pravomoci:

e donucovacia sila zalozena na faktickej moci vyplyva-
jucej z funkéného postavenia. Je zaloZena na donu-
teni prostrednictvom hrozby,
Pracovnici su ¢asto stavani pre alternativnu volbu -
bud’ sa prisposobia zmene alebo odidu.

¢ formalna sila vyplyvajuca z postavenia a s nim suvi-
siacou moznostou menit systémy riadenia a odme-
novania. Ide o byrokraticku metodu, kedy systémom
opatreni donutime konat pracovnikov v sulade s na-
§im zamerom,
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¢ referencna sila sa odvodzuje od vysSich nadria-
denych. Obsahuje v sebe prvok presvedCovania
prostrednictvom pouZzivania autority vysSieho. Ide
0 manipulaciu,

e expertna sila vychadza z postavenia manazéra ako
§pickového odbornika. Zamerana je na presvedcova-
nie odbornou autoritou.

Stratégie zaloZzené na pouZivani moci su zamerané
na redukciu odporu pdsobenim bud na racionalne
aspekty odporu, ¢o je nedostato¢né (naSe spravanie je
v znacnej miere diktované iracionalnymi zlozkami nasho
~podvedomia“), alebo posobia na emocionalnu zlozku
vztahu k autorite spocCivajucej v strachu. Vacsinou vedu
tieto taktiky k zvySeniu odporu vocCi zmene na urovni
emocionalnej, ale vonkajSie spravanie je v sulade s po-
Ziadavkami zmeny.

Prave tento fakt vedie mnohych manazérov k tomu,
aby preferovali pri presadzovani zmien nasilné sposoby.

2. Stratégie participacie - vodcovské postupy

Vodcovské postupy su zalozené na inSpiracii ideou,
individualizovanom vplyve reSpektujucom osobnost pra-
covnika a intelektualnym podnecovanim, ktoré motivuje
pracovnika k tomu, aby hladal sam vyhovujuce riesenia.

Stratégie participacie vyuzivaju tiez vplyv sily, ale
ide o tzv. neformalnu autoritu zalozeni na vztahoch
a moralnu silu (autoritu). Neformalna autorita ponuka-
juca partnerstvo, umoznujuca vlastnu tvorivu iniciativu
pracovnika dava priestor pre uplatnenie toho racional-
neho a konStruktivneho ¢o v Iudoch je.

Stratégie participacie vedu k stotoZneniu sa pracov-
nikov so zmenou.

Stratégie participacie pouzivaju techniky timovej prace.
Ich narocCnost je dana tym, Ze funguju na principoch
koucingu a vyzaduju doveru po vertikale riadenia.

Zapojte Tudi do podpory poslania a stratégie svojej
spolo¢nosti - podporujte a zvysujte ich lojalitu so spo-
lo¢nostou.

Lojalitu pracovnikov so spolo¢nostou podporuju:

e participativny $tyl riadenia,

¢ efektivny motivaény program,

¢ nastroje personalnej prace - najma kariérovy rozvoj,

vzdelavanie a hodnotenie pracovnikov.

Podporujte a realizujte efektivne vodcovstvo na vsetkych
rovniach riadenia zalozené na dévere. Uspech vsetkych
procesov zmien je zaloZeny na existencii vzajomnej
dovery po vertikale riadenia.

DOVERU PODPORUJE;:

e otvorena a intenzivna komunikacia o problémoch,
dovodoch zmien a o dopadoch zmien na ITudi, pre-
toze tym komunikujeme akceptaciu a davame najavo
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pochopenie pracovnikov. Nespravna komunikacia
vedie u zamestnancov k strate orientacie, nedovere a
skepse,

jednoznacne deklarované usilie o uspech a konanie
manazmentu v sulade s tymito deklaraciami,

jasne formulovana stratégia (vizia) buducnosti, aby
kazdému bolo jasné, preco sa zmeny robia,
pamitajte na zmenu postojov a hodnot vasich podria-
denych. Ludia sa musia so zmenou stotoznit, aby po-
citovali potrebu zmenit doterajsiu pracu,
zainteresovanie vSetkych pracovnikov. Zainteresujte
podla moznosti do projektu uz od samého zaciatku
vSetky skupiny zamestnancov, ktoré by mohli projek-
tu klast odpor. Nechajte pracovnikov, aby sa zucast-
novali navrhu rieSenia,

neignorujte pocity zamestnancov - st pochopitelné
a neodskriepitel'né,

podriad'te svoju podnikovii kultiru sluzbe zakazni-
kom. Ide o princip, ktory reSpektuje vSeobecné po-
znatky o uspeSnosti spolocnosti - uspes$né su tie
spolocnosti, ktoré sa snazia poskytnut ¢o najlepsi
produkt svojmu zakaznikovi a za ¢o najvyhodnejSich
podmienok,

pri planovani zmien pamitajte na dopad zmien na lIudi
v spolocnosti. Zmena mo6Ze byt spojena so zmenami
poctu zamestnancov. To vyvolava obavy a neistotu.
O predpokladanych dopadoch na Iudi je potreb-
né otvorene hovorit. K tomuto ucelu sa vypracuva
program (riadenie) zamestnanosti v spolo¢nosti,
presadzujte timovu pracu. Pre uspech zmeny je nevy-
hnutna timova praca. Moderna zmena je zaloZena
na reinginieringu procesov (BPR), ktory nie je moz-
né uskutoCnit bez spoluprace roznych odbornikov,
vytvarajte atmosféru pre produktivitu. Dobre vytvo-
reny systém organizacie a riadenia zaloZeny na pro-
cesnom usporiadani vytvara zakladné predpoklady
pre zvySenie produktivity. Efektivne vodcovstvo
reSpektujuce poslanie spolo¢nosti a riadeného utva-
ru spolu s ocenovanim kvalitného a produktivneho
vykonu posiliiuje atmosféru produktivity. Sucastou
nastrojov na zvySovanie produktivity je aj zvySovanie
flexibility pracovne;j sily (viacprofesnost),

spravne zaradujte ludi na pracovné miesta - spravny
¢lovek na spravne miesto. Procesy zmien su spojené
so zmenami v pracovnom a funkénom zaradeni pra-
covnikov. Pre uspech zmeny je velmi doélezité, aby
pracovnici, ktori v spolo¢nosti zostavaju, robili to,
¢o vyhovuje ich povahe, zaujmom a schopnostiam,
rozvijajte systém starostlivosti o ludi. Paralelne s roz-
vojom systémov riadenia a motivacie je potrebné
venovat pozornost aj systému starostlivosti o ludi.
Tymto sposobom Tudom komunikujeme, Ze spoloc-
nosti na nich zalezi. Tento systém v sebe obsahuje:
- systém osobného pracovného rastu (kariérovy
rast), najméa v zmysle horizontalneho rastu,

- systém socialnych istot a socialnej starostlivosti,
objektivne hodnotte dosiahnuté uspechy. Cely proces
zmeny ma rad etap. Je vel'mi dolezité, aby sa dosiah-
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nuté vysledky hodnotili objektivne. Na hodnoteni
dosiahnutych vysledkov sa podielaju vsetci pracov-
nici.

¢ Korigujte nespravnu cestu otvorene. Projekt sa moze
uberat nespravnou cestou.

¢ nedopustite demotivaciu napr.:
- chybajucimi materialnymi podnetmi,
- nedostato¢nou spatnou vizbou o priebehu premeny,
- negativnymi skiisenostami so zmenami,
- odsudzovanim omylov a chyb,
- nedostatocnym definovanim roli jednotlivych zu-
Castnenych tym, Ze riadiaci pracovnici nebudu fun-
govat ako nasledovaniahodny vzor,
- vytvorenim timu, kde to medzi jednotlivymi ¢len-
mi ,,iskri“ v medziosobnej rovine.

KONTROLA V RIADIACOM PROCESE

Etapy kontrolného procesu

Kontrola je poslednym ¢lankom v riadiacom procese
manazérov.

Riadiaci proces ma v zakladnej Strukture ¢lenenie na:
¢ planovanie,

e organizovanie,

¢ vedenie ludi,

¢ kontrola.

Kontrola je teda proces, ktory je vSeobecne vnimany
ako aktivita zamerana na zistenie, ¢i jednotlivé ¢innosti,
aktivity a akcie, ktoré sa v spolocnosti realizuju, vedu
k dosiahnutiu ciela alebo cielov. Pomaha manazmentu
orientovat sa aj v podmienkach stanovenia buducich
cielov, ich meratelnych parametrov.

Hoci kontrola je nevyhnutnou sucastou riadenia,
niektori manazéri sa jej snazia vyhnut, necitia sa voci
nej pohodlne. Pre pracovnikov je taktiezZ neprijemné, ak
su kontrolovani. Je to predovSetkym dosledok toho, Ze
sme v minulosti zaZili nespravne ponatd a vykonavanu
kontrolu. Treba sa naucit vykonavat a aj zniest efektivnu
kontrolu, ako nevyhnutnu su¢ast riadenia.

AKO DOSAHOVAT POROZUMENIE
A EFEKTIVNY VPLYV

Kazdy manazér ale vSeobecne kazdy pracovnik po-
trebuje dosahovat porozumenie. Rozumiet druhym, aby
rozumeli druhy jemu. Uéinnou pomdckou moze byt tzv.
~trojuholnik porozumenia“. Kazdy manazér ale v§eobec-
ne kazdy pracovnik potrebuje aby mal vplyv v oblasti
v ktorej posobi. Méoct veci, ludi a dianie ovplyvnovat.
Ucinnou pomockou méze byt tzv. ,trojuholnik vplyvu*.

TROJUHOLNIK POROZUMENIA

V procese riadenia ale i vSeobecne v akejkolvek
situdcii moze manazér vyuzivat velmi ucinny princip




na dosahovanie porozumenia -trojuholnik porozumenia,
ktory je utvarany troma faktormi:

e Afinita,

e realita,

¢ Komunikacia.

Afinita - je to emocionalna naklonnost, blizkost,
vztah ktorého najvyS$sou mierou je laska.

Realita - je to miera suhlasu dosiahnuta dvoma
Iudmi o nieCom, ,s ¢im Clovek suhlasi, Ze to tak je“.

Komunikacia - vymena myslienok medzi dvoma
ludmi s cielom vytvorit efekt (nieCo vyvolat).

Ak sa niektory z tychto prvkov afinita (A), realita
(R), komunikacia (K) zvacsi, zviacSia sa i ostatné dva
a vzrastie porozumenie (plocha trojuholnika).

Komunikacia je najdodlezitej§i nastroj manazéra,
pomocou ktorého mozeme aktivne ovplyviiovat ostatné
dva faktory a dosahovat vicSie porozumenie.

V procese pripravy a zavadzania zmien (napr. akredi-
tacie) je potrebné s pracovnikmi ¢o najviac komunikovat,
vysvetlovat, pytat sa, odpovedat, dat priestor na predis-
kutovanie nejasnosti. K zmenam pristupovat s afinitou,
komunikaciou rozsirovat realitu a vysledkom bude vacsie
porozumenie potrebné na efektivnu realizaciu zmien.

Pouzivanie tohoto jednoduchého vztahu moze vyrazne
zvysit schopnost manazéra efektivne dosahovat potrebné
porozumenie nielen v riadeni ale i vo vSetkych oblastiach
Zivota.

TROJUHOLNIK VPLYVU

Riadenie (kontrola) ¢innosti je podstatnou ulohou
manazéra. Riadenie je nevyhnutné v akejkolvek Cinnosti.
Riadenie suvisi s dvoma predpokladmi - vedenim (zna-
lostou) a zodpovednostou.

Vedenie = znalost, mat potrebné informacie a vediet
ich pouzit (porozumenie).

Zodpovednost = ochota a schopnost byt v pozicii
uplnej pri¢iny toho ¢o ¢lovek sposobuje so vSetkymi
z toho vyplyvajucimi désledkami. Nie je to len formalne
poverenie na Cinnost ale predovSetkym jednoznacny
vnutorny postoj ochoty vykonat vSetko, aby sa v danej
oblasti dosiahli pozadované vysledky, pozadovany plno-
hodnotny produkt, sluzba.

Niektori pracovnici, i veduci pracovnici, nie su si
vedomi takejto zodpovednosti alebo nie su ochotni
preberat takto definovanui zodpovednost!

Riadenie (kontrola - K) mozZe byt efektivna len
ak je spojena s potrebnym vedenim (V) a s vedomou
ochotou prevziat za danu Cinnost zodpovednost (Z).
Vtedy ma ¢lovek vplyv na danu oblast.

Efektivne mozem veci ovplyviovat, ak mam potreb-
né vedomosti a zrucnosti -vedenie (porozumenie), ak
som si vedomy plnej zodpovednosti a ak vykonavam
kompletné riadenie danej oblasti. Cim viac pozornosti
venujem tymto trom faktorom, tym v&acsi realny vplyv
budem na danu oblast mat.

Chybajuca, nedostatocna alebo neefektivna komuni-
kacia je zakladnym problémom v organizaciach, v spo-
lo¢nosti, v rodinach. Investicia do dobrého tréningu
na rozvoj komunika¢nych schopnosti je pre manaZéra
investiciou s najlepSou navratnostou.
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Riadenie (kontrola) akejkolvek veci, ¢loveka alebo
¢innosti moze byt redukované na tieto zakladné prvky:

e zacCiatok (Start),

e priebeh (pretrvanie, udrzovanie, zmena),

e zastavenie (stop).

Cinnost (alebo seba, podriadenych) treba vo vhodnom
okamihu spustat, potrebny Cas udrzovat v prebiehani
¢innosti a potom, ked sa dosiahol Ziadany efekt, treba
¢innost zastavit.
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Mobze to byt demonsStrované na priklade smernice
v systéme manazérstva kvality:

e zaciatok (Start): smernica dana do pouZzivania,

e priebeh (pretrvanie, zmena): smernica je pouzivana,
sledované jej pouzivanie, robené opatrenia na sprav-
ne pouZivanie a pod.,

e zastavenie (stop): smernica je zruSena, stiahnuta, na-
hradena.

Takto vyzera v strucnosti riadenie zivotného cyklu
smernice.

Nedostatky v riadeni sa mo6zu vyskytnut v kazdej
z tychto 3 Casti:

* zlyhanie v starte. Cinnosti sa vobec nestartuji. Po-
trebné smernice sa nevytvoria, nezverejnia, nedaju
do pouzivania,

* nezabezpecenie udrziavania v priebehu alebo sa sta-
le len udrzuje v Cinnosti i ked ucel bol uz splneny.
O osud raz vydanej smernice sa viac uz prislusny
manazér nestara. Nesleduje, Ci sa pouZziva spravne,
Ci sa vObec pouziva, aky ma dosah na ¢innost, ktoru
ma upravovat a pod.,

e neriadené ukoncenie (samovolné ukoncenie pred
splnenim ucelu alebo zlyhanie v ukonceni, ked uz
stratila opodstatnenie). Niektori pracovnici posobia
ako samovol'ni ukon¢ovaéi. Cinnosti ani nezaénu, ak
nie su sustavne tlaceni alebo ich postupne prestanu
vykonavat. Niekto natrafi na material o ktorom dalsi
pracovnici ani nevedia, Ze existuje. Na pracoviskach
sa hromadia ro6zne pokyny a iné¢ materialy o ktorych
aktualnosti uz chyba informacia. Platia eSte, maju sa
pouzivat, su eSte potrebné, neboli uz zrusené ?

Pre efektivne fungovanie systému manazérstva kvality
je nevyhnutné:

e udrzovat dostatocné znalosti u seba a u vsetkych
pracovnikov,

e ochotu prevziat zodpovednost za vykonavané Cin-
nosti a pracovnikov,

¢ vykonavat skuto¢né riadenie (kontrolu) pracovnikov
a ¢innosti.

Znaky dobrého manazéra:

e udrzovat si o najlepSie znalosti riadenej oblasti
(a okolia), riadenych pracovnikov

e ma ochotu prevziat plnu zodpovednost za vykonava-
né ¢innosti a pracovnikov,

e vykonava skuto¢né riadenie (kontrolu) pracovnikov
a ¢innosti (a nema problém ludi riadit),

¢ Komunikuje, komunikuje, komunikuje...

Znaky dobrého pracovnika:
e udrzovat si ¢o najlepSie znalosti vykonavanej cinnosti,
e ma ochotu prevziat plnu zodpovednost za vykonava-
né ¢innosti a potrebnu spolupracu,
e vykonava riadenie (kontrolu) vlastnych cinnosti
a nastrojov,
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e strpi byt riadeny (kontrolovany) ale moze pracovat
samostatne.

ETIKA V MEDICINSKOM LABORATORIU

Hoci etika ako nutna sucast vzdelania a civilizo-
vaného zZivota ma velmi dlhu historiu, v sucasnosti
pocitujeme jej absenciu v politike, v ¢innosti inStitacii,
firiem a v medziludskych vztahoch.

Vseobecna etika skuma moralne Standardy. Aplikova-
na etika sa zaobera Specifickou problematikou r6znych
oblasti - podnikatelska etika, etika v bankovnictve, vo
vede, v reklame, v masmedialnej komunikacii, v zdravot-
nictve a pod. Nie vzdy je vSak jasné Co je povazované
za etické spravanie. Mnohé spolo¢nosti, firmy, organi-
zacie, zdruzenia, profesie ¢i komunity si vSak potrebu
etiky v ich ¢innosti navonok i vo vnutri uvedomuju
a deklarativne sa prihlasuju k plneniu urcitych etickych
principov definovanych napr. vo forme etického kédexu.

Eticky kodex

Eticky kédex je jedna zo sucasti inStitucionalizovanej
etiky. Je to suhrn noriem, pravidiel, a principov, pod-
la ktorého by sa mal alebo sa musi riadit kazdy clen
skupiny. Ulohou kodexu je teda usmerfiovat spravanie
sa Clena skupiny alebo pracovnikov. Mal by zabezpecit
dodrziavanie noriem, vytvorenie pozitivneho imidzu sku-
piny, zamedzit vzniku konfliktov a mal by byt navodom
ako rieSit problémy, ktoré sa vyskytnu.

Eticky kédex vo vSeobecnosti moOZe napr. rieSit
nasledovné okruhy otazok socialnej zodpovednosti vo
vztahu k externym a internym zaujmovym skupinam:

e zodpovednost voci spoloCnosti a Statu, vlade a regionu,

¢ zodpovednosti voéi akcionarom a vlastnikom,

¢ zodpovednosti vo¢i klientom,

¢ zodpovednosti vo¢i obchodnym partnerom, dodava-

telom,

¢ zodpovednosti voéi veritelom,

¢ zodpovednosti vo¢i zamestnancom,

e zodpovednosti vo€i manazmentu,

¢ zodpovednosti vo¢i konkurencii,

¢ zodpovednosti vo€i Zivotnému prostrediu.

Dolezitou oblastou etického zvladania moZe byt
problematika medziludskych vztahov, r6zne formy Sikany,
obtazovania, zneuzivania postavenia atd.

V procese rozhodovania by sa mala kazda firma,
ktorej zalezi na etickom profile a imidzi, snazif sa do
svojej stratégie zahrnut tieto etické principy:

1. Neskodit inym.

2. Konat Cestne voci vetkym zucastnenym stranam.

3. Participovat na spolocnom blahu.

Prvy princip sa povazuje za moralne minimum, ku
ktorému by sa mala hlasif kazda organizacia.

Druhy princip predstavuje zakladnu poziadavku




v komunikacii a kooperacii medzi Iudmi, bez ktorej
akakolvek zmluva je absurdna a bezpredmetna. Byt
¢estnym v konani zaroven vyjadruje uctu k druhej osobe.
Treti princip predstavuje uvedomenie, ze kazda
organizacia je sucastou urcitého spoloCenstva a z toho
spoluzitia im vyplyvaju tak prava ako aj povinnosti.

Etické kodexy v medicinskom laboratoriu

Medicina sama je spojena s celym radom etickych
otazok (zakladné principy lekarskej etiky, informovany
suhlas, dilematické situacie v intenzivnej medicine,
etika Tudskej genetiky, problematika klonovania, kme-
nové bunky, darcovstvo a transplantacie, problematika
reprodukcie, problematika umierajucich, paliativnej
mediciny a eutanazie, drogové zavislosti a alkoholizmus,
dostupnost mediciny - alokacia zdrojov) ktoré si vy-
Zaduju pozornost etickych profesionalov, medicinskych
odbornikov ale i verejnosti.

V medicinskom laboratoriu sa modZeme stretnuf
s nasledovnymi druhmi etickych kodexov:

Eticky kodex registrovaného c¢lena SNAS - upravuje
povinnosti akreditovaného subjektu SNAS z hladiska
dodrziavania podmienok za ktorych moze akreditovana
organizacia pouzivat odkazy na svoj status akreditacie.

Eticky kodex zdravotnickeho pracovnika (podla prilohy
zakona 578/2004 Z.z.).

Etika v laboratornej medicine, informativna Priloha
C v ISO 15189 moze byt inSpiraciou nie len pre akredi-
tované medicinske laboratoria. Odvolava sa na profesné
kodexy prislusnych profesii. Ustrednym motivom je
ochrana zaujmov pacienta.

V ¢lanku C.2.1: ,Vseobecny princip zdravotnickej etiky
je, Ze dobrd starostlivost o pacienta je prvoradd. Avsak
vztah medzi laboratériom a pacientom je komplikovany
aj skutocnostou, zZe medzi Ziadatelom a laboratoriom
moze byt zmluvny vztah. Hoci tento vztah (ktory je casto
komercny) sa casto méze javit ako doleZitejsi, povinnostou
laboratoria je, aby starostlivost o pacienta a jeho zdujmy
boli prvoradé a mali prednost.”
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Priloha sa venuje nasledovnym okruhom z hladiska
etiky: Zber informdcii, Odber primdrnych vzoriek, Vykon
vySetrenia, Oznamovanie vysledkov, Skladovanie a ucho-
vavanie zdravotnych zdznamov, Pristup k zdznamom me-
dicinskeho laboratoria, PouZitie vzoriek na iné vysetrenia,
nez na aké sa pozadovali, Financné vztahy.

Tato priloha sa zaobera etickymi otazkami ¢innosti
medicinskeho laboratoria vo vztahu k pacientovi. NerieSi
vSak dalSie eticky dolezité okruhy v praci medicinskeho
laboratoria, tak ako je uvedené vysSie. Je na zvazeni
manazmentu laboratdria, ¢o do etického kdédexu zahrnie.

Namaha, ktort manazment medicinskeho laboratoria
vynaloZi na formulovanie vlastného etického kodexu
a jeho prejednavanie s pracovnikmi, iste bude dobrou
investiciou do zvySenia nielen kvality poskytovanych
sluzieb ale i sebaticty manazmentu a pracovnikov a vac-
Sieho uspokojenia s prace.
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POZADAVKY NORMY ISO 15189
NA PREANALYTIKU V TERENU
A ZABEZPECENI JEJICH DODRZENI

Ludék Sprongl

Centralni laboratof, Sumperska nemocnice a.s.
Nerudova 460/41, 787 52 Sumperk, CR

Norma EN ISO 15189-2007 je zakladnim standar-
dem pro hodnoceni kompetence klinickych laboratofi.
ZjednoduSené feceno v ramci akreditacniho jde také
o posouzeni schopnosti laboratofe vydavat validni vy-
sledky. Otazkou je, zda je norma dostatecna k posouzeni
vSech procest tykajicich se procesu tvorby vysledku.
A také zda je splnéni vSech poZadavkl normy ovlivni-
telné laboratofi.

V mém sdéleni se budu z tohoto pohledu vénovat
¢asti preanalytické faze probihajici mimo laboratof -
odbéru u praktickych Iékafrt ¢i ambulantnich specialistd.
Co k tomu fika norma? Jednak v bodé€ 3.11 definuje
preanalytickou fazi (postupy piedchazejici vySetieni):
kroky zacinajici v chronologickém pofadi pozadavkem
lékare a zahrnujici zadanku o vySetfeni, pfipravu pacien-
ta, odbér primarniho vzorku a dopravu do laboratore
nebo v ramci laboratofe a koncici zahajenim postupu
analytického vySetfeni. Pozadavky na tuto ¢ast procesu
se vyskytuji v bodé 5.4.3. - pozadavky na obsah prirucky
pro odbér primarnich vzorku. V bodé a je povinnost
informovat pacienty tykajici se osobni pfipravy na od-
bér, v bodé b postupy pro pfipravu pacienta, oznaceni
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vzorku a odbér vorku a v bod€ ¢ navody mimo jiné pro
nacasovani odbéru a zachazeni se vzorkem. Dalsi body
jsou vénovany spravné identifikaci vzorku a dopravé
vzorku. Souvisi i odstavec 5.4.5. - identifikace vzorku
a 5.4.6. - sledovani dopravy vzorku.

Z uvedeného je patrné, Ze jsou prakticky vSechny
aspekty ovlivaujici validitu a navaznost vysledkli v normé
obsazeny, ale Casto jen v pozadavcich na dokumentaci.
Vyznamny faktor - pfiprava pacienty a zptisob odbéru - je
pouze povinnou soucasti priru¢ky pro odbér primarnich
vzorku. Jejich splnéni ale zavisi pouze na odpovédnosti
1ékafe v terénu. Laboratof je schopna ovéfit spravné
pouziti odbérovych nadobek, dopravu (teplota, doba)
a souhlas udaji na Zadance s oznaCenim na odbérové
nadobce. Pripravu pacienta (dieta, uplnost sbéru moci
atd.) a zpusob odbéru (vleze, vsedé€; se zataZenou Ci
uvolnénou rukou) nelze ovéfit a zkontrolovat.

To znamena - norma mluvi jasnou feci a pozadavky
jsou srozumitelné a dostatecné. Ale plné€ni nékterych
z nich mimo laboratof jde velmi obtiZzné kontrolovat
- kontrolovatelna je jen spravna dokumentace (navo-
dy) a jeji srozumitelnost pro lékafe a pacienty. A jak
postupuje sam terénni 1ékar (Ci sestra). Pouci spravné
pacienta? Ovéri pfipravu pacienta k odbéru a jak?
Tuto oblast preanalytické faze nelze zkontrolovat ani
v pribéhu auditu.

Z toho vyplyva, ze norma definuje pozadavky na
postupy pred vySetfenim dostatecné. Ale nékteré Casti
neanalytické faze nelze zkontrolovat a tak u testi s kom-
plikovanéjsi pfipravou na odbér ¢i s komplikovan¢€jSim
odbérem, stejn¢€ jako u testll ve sbirané moci, dodrzovani
normy 15189 laboratofi nemusi zarucit validitu vysledki.

Literatura: EN ISO 15189-2007".




AKO SI PREDSTAVUJE KVALITNU
SPOLUPRACU LABORATORIUM
S KLINIKOU

FrantiSek Stefanec' 2, Zuzana KeryovaZ

'Oddelenie klinickej biochémie a hematoldgie
Fakultna nemocnica s poliklinikou, Skalica, a.s.
2Qddelenie klinickej biochémie a hematoldgie
Poliklinika Senica, n.o.

ABSTRAKT

Je viacero definicii spoluprace, ale spolupracu medzi
laboratoriom a klinikmi moZno nazvat ako spolo¢nu
ucast na poskytovani zdravotnej starostlivosti. Obidvaja
maju spolocny predmet ¢innosti (poskytovanie zdravotnej
starostlivosti) a spolo¢né ciele - starostlivost o pacienta
a ochranu zdravia. Tym, Ze jeden subjekt si objednava
sluzbu u druhého, meni sa rovnovazna spolupraca na
vztah ,zakaznik - poskytovatel“ ide teda o ,obchod*,
v ktorom si lekari ,objednavaju sluzbu® (analyzu vzoriek
biologického materialu pacienta) v laboratéiu. V konku-
renénom prostredi laboratorii sa situdcia moze posunut
zo zdravej konkurencie na ,boj“ o o zakaznika. To je
stav, ktory existuje aj na Slovensku.

Ako zmenit klasicka spolupracu na vzajomne vyhodnu?
Medzi laboratoriom a klinikom je o to lepsia spolupraca,
¢im je lepsia komunikacia. Na zaklade niekolkoro¢nych
skusenosti z dobrej spoluprace s klinikmi je potrebné
rozvijat rézne aktivity ako su:

1. Osobné stretnutia v ambulanciach a na oddeleniach.

2. Exkurzie klinikov v laboratoriu.

3. Operativne rieSenie problémov.

4. Vyuzivanie moznosti 3. tisicroCia - elektronicka ko-

munikacia.

Co by predovsetkym privitalo laboratérium zo strany

klinikov ?

1. Sucinnost v administrativnych zalezitostiach (elektro-
nicky prijem vysledkov, elektronicka ziadanka - bliz-
ka buducnost, internet).

2. Dodrziavanie pravidiel preanalytickej fazy (30 % po-
diel na kvalite vysledku).
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BENEFITS OF ACCREDITATION
OF PROVIDER OF INTERLABORATORY-
COMPARISONS IN MEDICAL LABORATO-
RIES ACCORDING TO NEW ISO17043

Tiikkainen, UH

Labquality Ltd, Ratamestarinkatu 11, 00520 Helsinki,
Finland

The international standard ISO 17043 for accreditation
of proficiency tests (EQA programmes and schemes)
was approved at the end of 2010. By now some EQA-
providers have already achieved the accreditation ac-
cording to thenew standard and severalhave applied
for accreditation.

This standard “Conformity assessment — General
requirements for proficiency testing” covers general
requirements, competence of providers of proficiency
testing (PT) schemesand development and operation
of PT schemes.

The reasons for EQA providers to spend resources
on accreditation process are numerous. One of the main
causes is the customer requirements since laboratories
must participate in the accredited schemes whenever
possible stated by authorities. Also the status of the ac-
credited provider is highly appreciated by the customers.
The example of theother EQA providers is followedand
the tool for continuous improvementin quality service
and efficiency of operation has beenmentioned to be
important aspects for accreditation.

As a consequence of accreditation andadapting the
requirements of the standard ISO 17043 strengthens
the scheme management and the procedure itself.From
the providers point of view the main benefits are the
harmonization of various scheme processes including
statistical design, information and special reports to
participantsA. Attention has to be paid to the selec-
tion of experts and steering groups and accreditation
ensures that a provider has professional and competent
personnel for coordinating EQA schemes.

There are expectations for the change in the impact
of the quality of EQA service also from the laboratory’s
point of view. Accreditation proves that the provider
is organizing the EQA schemes with competence and
fulfilling the requirements of the standard. The key
issues of specimenstability and homogeneity, reliable
and repeatable scheme information, improved report
qualityand evaluation of a participant performance
are required. Accreditation standard emphasizesalso
customer support and education.

Labquality started its accreditation process in 2010
and the Finnish accreditation body FINAS approved
the standard ISO 17043 in Finland in February 2011.
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The first accreditation assessment for Labqualitytook
place on the 24" of August2011 and eight nonconformi-
ties were reported. Our plan for corrective actions is
accepted by Finas and the aim is that Labquality will
have the accreditation status for 36 different schemes
at the end of 2011.

This major process is significant for Labquality itself
and of course for its clients. The accreditation status
will show that Labquality has competence to produce
EQA schemes with expertise and good knowledge and
is acknowledged to develop its operation for the future
EQA needs.
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NEW AND THE MOST POPULAR
LABQUALITY SCHEMES

Tiikkainen, UH

Labquality Ltd, Ratamestarinkatu 11,
00520 Helsinki, Finland

Labquality has provided external quality assurance
schemes (EQA) for clinical laboratories for over 40 years.
Among the very first schemes started in early 1970’s
were general clinical chemistry and qualitative test on
urine. These schemes are still popular with 500 partici-
pating laboratories per survey.

Over the years the selection of the EQA schemes has
increased and the updated programme for Labquality’s
EQA services for 2012 has been published with over
150 different schemes from various laboratory medicine
disciplines, most popular schemes being Glucose meters
(650 participants/survey) and Streptococcus (group A),
antigen detection (540 participants/survey).

From time to time we have received suggestions
and requests from our client laboratories for improve-
ments to our services. Some of them have now been
implemented in the updated EQA programme. Most
suggestions from laboratories have concerned organ-
izing a new scheme that had not previously existed in
Labquality’s range or adding a new component to an
existing scheme.

NEW SCHEMES AND FREQUENCIES

For example, the pilot surveys for the schemes
Legionella antigen and Streptococcus pneumonie anti-
gen detection in urine held in 2011 were successful
and now these schemes are available in Labquality’s
EQA programme for 2012, where you will find more
information. In addition, the schemes for Human T-cell
lymphotropic virus antibodies (HTLVAb) and HI virus
antibodies for POC methods are available at laboratories’
requests. All the new schemes are marked as “New” in
the programme catalogue.

In addition according to the client laboratories’needs
the number of surveys has been increased up to four
timesyearly in the schemes of Glucose meters,A Gram
stain, blood culture, Leucosyte differential count,
Protein electrophoreisis, Prostate specific antigen and
Reticulocyte count.




PARTICIPATE IN A PILOT SURVEY

If a laboratory is interested in taking part in pilot
surveys, information and an invitation to participate will
be found on the Labquality website (www.labquality.fi)
together with a list of the planned pilot surveys in the
2012 Programme. The coming pilot surveys will include
one for veterinary laboratories and another for Leuco-
cyte differential count for Hemocue devices. Schemes
for Norovirus, detection and Plasmodium falciparum,
antigen detection are under the development.Inquiries
about details of these surveys can be addressed to the
EQA coordinator responsible for the survey.

YOUR FEEDBACK IS VALUABLE

As mentioned, suggestions and requests from labo-
ratories are an important part of EQA scheme devel-
opment work. We hope you will always contact us if
you are not satisfied with the service we offer or you
cannot find a scheme, report or analyte suitable for
your quality needs. You can reach us easily through
our website (“Drop us a line!” section), telephone or
email, or by contacting your local Labquality distribu-
tor. All suggestions are welcome and evaluated. Some
of them are selected for further processing and some
are retained for later development.

We would like to thank you for all the suggestions
we have received so far and look forward to developing
the EQA services with your help in the future.
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STANOVENIE ANTIOXIDACNEHO
STATUSU U VRCHOLOVYCH
SPORTOVCOV- VESLAROV

Vladimir Urbanek, Marica Kudlackova, Igo Kajaba,
Jana Malekova, Viera Paukova, Csilla Mislanova,
Martina Valachovic¢ova

Slovenska zdravotnicka univerzita v Bratislave

VolI'né radikaly a oxidaCny stres sa priamo, ¢i ne-
priamo zucastiuju na chorobnych procesoch nielen
civilizaénych ochoreni (kardiovaskularne ochorenia,
maligne ochorenia, diabetes mellitus, obezita, osteo-
pordza, hepatopatie, pankreatitida, renalne ochorenia,
neurodegenerativne ochorenia, ochorenia koze, gastro-
intestindlne ochorenia a iné), ale i pri viac ako 100
dalSich ochoreniach. Reaktivne formy dusika a kyslika
ako superoxidovy anionovy radikal, hydroxylovy radikal,
peroxid vodika a singletovy kyslik su schopné poskodzo-
vat vSetky biochemické komponenty organizmu (Valko
a kol., 2001). Je dolezité, aby bol v organizme zachovany
rovnovazny stav medzi tvorbou a vychytavanim volnych
radikalov. PoruSenie spomenutej rovnovahy moze byt
sposobené zvySenou koncentraciou volnych radikalov,
znizenou aktivitou ochrannych enzymovych systémov
a tieZ deficitom prirodzenych antioxidantov. Trvala
nerovnovaha medzi dvojicou antioxidant- prooxidant
v prospech prooxidanta je oznaCovana ako oxidacny
stres (Muchova a kol., 2004; Kimakova a kol., 2003;
Krajéovicova-Kudlackova a kol., 2002).

Prinosy telesného cvi¢enia pri podpore dobrého
zdravia a v prevencii réznych ochoreni su pevne uzna-
vané, pocas tazkej fyzickej namahy sa vSak vtok kyslika
do aktivnych kostrovych svalov zvySuje 100-nasobne
a spotreba kyslika 15-nasobne. Takéto zvySenie rychlosti
oxida¢ného metabolizmu je spojené so zvySenou tvorbou
reaktivnych foriem kyslika a preto cvicenie samé o sebe
mozZe indukovat oxidaény stres. Veslovanie patri medzi
Sport s velkym objemom, dlhotrvajucim zatazenim
a vyraznym uplatnenim sily. Do vyskumu bola zahrnu-
ta dospela populacia aktivnych veslarov zo Slovenska.
Kontrolu ku veslarom tvorili ich znami, ktori necvicia
aktivne, ale dodrziavaju odporucania WHO pre fyzicku
aktivitu na zachovanie zdravého zZivotného Stylu. Pocet
probandov v oboch skupinach ako aj dalSia charak-
teristika skupin je uvedena v tab. 1. VySetrenia boli
uskuto¢nované na jar. VSetci boli subjektivne zdravi,
t.z. bez kardiovaskularneho ochorenia, rakoviny, diabetu,
ochorenia obliciek, traviaceho traktu a Stitnej Zlazy.
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Tab.1. Charakteristika siboru

VESLARI NEVESLARI
n 20 20
vekové rozpitie (r) 20-30 20-27
priemerny vek (r) 24,0+1,0 22,4+0,3
Body mass index

23,1£0,6 22,4+0,6
(kg/m?)
fajciari 0% 0%

Vysledky su vyjadrené ako priemery + SEM

Sportovci vs. nesportovci maju vyznamne reduko-
vané plazmatické koncentracie vitaminu C, vitaminu
E a vitaminu A, nevyznamne zmenené koncentracie
B-karoténu (tab.2). Priemerné hodnoty vitaminov
u vSetkych probandov su podprahové, t.zn. rizikové
resp. menej ucinné v prevencii oxidaéného stresu. Pra-
hové hodnoty pre antioxidacné vitaminy plazmy boli
urcené v dlhodobych nutriénych a klinickych Studiach
na zaklade korelacii medzi incidenciou ochoreni spo-
sobenych volnymi radikalmi a hodnotami vitaminov.
Co sa tyka individualnych hodnét, 55% nesportovcov
ma protektivne hodnoty vitaminu C vs. 0 % Sportovcov.
Hodnoty vitaminu E s ochrannym efektom boli najdené
u 45 % nesportovcov vs. 5%, B-karotén posobi optimalne
len u 15 % neSportovcov vs. 5% a protektivhe hodnoty
vitaminu A boli namerané u 5% neSportovcov vs. 0%
Sportovcov (tab. 2).

Tab.2. Plazmatické koncentracie antioxidacnych vitaminov
a vyskyt nadprahovych hodnot

VESLARI NEVESLARI
vitamin C (umol/l) 26,1+2,1 48,7+3,5%*
>50 0% 55%
vitamin E (umol/l) 20,6+1,5 30,0+ 1,3*%*
>30 5% 45%

B- karotén (umol/l) 0,18+0,02 0,21+0,04
>0,4 5% 15%
vitamin A (umol/l) 1,24+0,07 1,49+0,05*
>2,2 0% 5%

Vysledky su vyjadrené ako priemery + SEM
*-P<0,05; **-P<0,01
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Riziko oxida¢ného stresu je mensSie, ak plazmaticka
hodnota vitaminu C ma vysSiu hodnotu nez vitaminu
E (Gey, 1998), ¢o suvisi s predpokladom dostatocnej
ponuky vitaminu C na regeneraciu tokoferolu. Za pod-
mienok pomeru vitaminov > 1 sa zabranuje fungovaniu
vitaminu E ako prooxidanta. Pomer vitamin C/vitamin
E>1 ma 90 % nesSportovcov vs. 70 % Sportovcov (tab. 3).

Tab. 3. Molarne pomery vitaminu E ku lipidovym parametrom a vi-
taminu C, vyskyt nadprahovych hodnot

VESLARI NEVESLARI
vitamin E/cholesterol 4.66+0.31 7.4440.43%%
(umol/mmol)
>5,2 30 % 100 %
vitamin E/triacylglyceroly 233423 3.9+3.1%
(umol/mmol)
>16 80 % 90 %
vitamin C/vitamin E 1,43+0,17 1,69+0,03*
>1,0 70 % 90 %

Vysledky su vyjadrené ako priemery + SEM
*-P<0,01; **-P<0,001; limity protektivnych hodnot
(Gey 1994; 1998; Krajcovicova-Kudlackova a kol., 2003)

Neveslari maju vyznamne vysSiu hodnotu vitaminu
E v 1 mmole lipidov. Nadprahova hodnota molarneho
pomeru vitamin E/cholesterol predstavuje efektivnu
ochranu LDL voci oxidacii. Bola najdena u 100 %
neveslarov vs. 30 % veslarov. Ako je zname, oxidacne
modifikované LDL podporuju rozvoj aterosklerozy.
Nadprahova hodnota molarneho pomeru vitamin E/
triacylglyceroly predstavuje efektivhu ochranu PUFA
voéi oxidacii. Zistili sme vyznamne vys$Siu hodnotu
molarneho pomeru u neSportovcov. Protektivne hodnoty
malo 90% neveslarov vs. 80 % veslarov.

Vysledky hodnoét antioxidaénych vitaminov v plazme
napovedaju, Ze aktivni veslari maju v porovnani s ne-
Sportovcami nedostato¢ny antioxida¢ny status, ktory nie
je schopny redukovat zvySené riziko oxidacného stresu.

LITERATURA

1. Gey, K.F.: Long-term adequancy of all major antioxi-
dants, presumably in synergy with other vegetable- derived
nutrients, may help to prevent early stages of cardiovascu-
lar disease and cancer, respectively. Int. J. Vit. Nutr. Res.,
65, 1994, 65-69.

2. Gey, K. F.: Vitamins E plus C and interacting conutrients
reguired for optimal health. Biofactors, 7, 1998, 113-174.




. Kimakova, T., Bernasovska, K., Pomfy, M.: Oxidacny
stres, vyZiva a civilizacné ochorenia. In Zivotné podmien-
ky a zdravie. Bratislava: UVZ SR, 2003. ISBN 80-7159-
138-6, s. 117-119.

. Krajcovicova-Kudlackova, M., Ursinyova, M., Blazicek,
P., Spustova, V., Ginter, E., Hladikova, V., Klvanova,
J.: Free radical disease prevention and nutrition. Bratisl.
Med. J., 104, 2003, 64-68.

. Krajcovicova-Kudlackova, M., Ursinyova, M., Spustova,
V.: Prevencia volnoradikdlovych ochoreni. 1.Antioxidacné
stopové prvky. Aterosklerdza, 6, 2002, 162-165.

. Muchova, J. a kol.: Lekdrska chémia a toxikoldgia. Bra-
tislava: Lekarska fakulta UK, 2004. 152 s. ISBN 80-223-
1934-1.

. Valko, M., Morris, H., Mazur, M., Rapta, P., Bilton,
R.F.: Oxygen free radical generating mechanisms in the
colon: Do the semiquinones of vitamin K play a role in the
aetiology of colon cancer ? Biochem. Biophys. Acta, 1527,
2001, 161-166.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1-2/2011

OXIDACNE POSKODENIE LIPIDOV,
PROTEINOV A DNA U OSOB
S DOMINANTNOU KONZUMACIOU
RASTLINNEJ POTRAVY

Martina Valachovi¢ova, Marica Kudlackova
Viera Paukova

Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava

Oxidacny stres je definovany ako nerovnovaha medzi
pro-oxidantami alebo volnymi radikalmi na jednej stra-
ne a antioxidantami na strane druhej. Skodlivé uéinky
kyslika sa prejavuju cez tvorbu volnych radikalov, ktoré
su toxické pre bunky (superoxidové aniony, hydroxylové
radikaly, peroxylové radikaly, peroxid vodika, hydrope-
roxidy a peroxinitritové aniény) (2). VoI'né radikaly su
zodpovedné za poskodenie buniek a ohrozenymi bunka-
mi su bunky bunkovych membran, ktoré su bohaté na
polynenasytené mastné kyseliny, senzitivne ku oxidacii.
DNA tiez podlieha roznym atakom reaktivnych produktov
metabolizmu kyslika. PosSkodenie molekul ako dosledok
oxidaéného stresu sa zaraduje ako zodpovedné za vznik
a vyvoj chronickych, s vekom spojenych ochoreni, naj-
ma kardiovaskularnych a mnohych typov rakoviny (1).

Antioxidantom je kazda latka, ktora je schopna za-
branit oxidacnému poSkodeniu molekul alebo je schopna
toto poskodenie opravit. Su vytvorené rozne mechanizmy
na ochranu pred Skodlivym vplyvom volnych radikalov
(1). Patria k nim endogenné antioxidanty (superoxid-diz-
mutazy, H,O, - odstranujuce enzymy, metalo-proteiny),
ktoré su neadekvatne kompletne chranit molekuly a tak
pre udrzanie zdravia su dolezité antioxidanty z potravy.
Vyznamna uloha patri antioxidacnym vitaminom. V dI-
hodobych epidemiologickych a klinickych Studiach bol
na zaklade korelacie medzi incidenciou ochorenia alebo
rizikovymi markermi pre ich genézu na jednej strane
a plazmatickymi hodnotami vitaminov na strane druhej
urceny ochranny limit plazmatickych hodnot vitaminov,
nad ktorym hodnoty st efektivne pre prevenciu ochoreni
sposobenych vol'nymi radikalmi (7). Ochranné hodnoty
vitaminov mozu byt lahko dosiahnutelné spravnym nut-
ricnym rezimom. VyzZiva je kli¢ovym environmentalnym
faktorom ovplyvaujucim incidenciu mnohych chronickych
ochoreni (10,11). Ovocie, zelenina, rastlinné oleje, ories-
ky, semena a celozrnné vyrobky su hlavné potravinové
komponenty pre vitamin C, vitamin E a beta-karotén.

Nahodne vybranych 83 subjektivne zdravych neobéz-
nych (BMI<30) nefajéiacich Zien veku 60-70 rokov
(dobrovol'nici epidemiologickej Studie procesov starnutia)
bolo rozdelenych do dvoch skupin. Skupinu dlhodobych
vegetarianov (n=45) tvorilo 20 lakto-ovo-vegetarianov,
ktori konzumovali dominantne rastlinnu potravu a pri-
davali mlie¢ne vyrobky a vajicka a 25 semi-vegetarianov
s pridavkom bieleho mésa a ryb 1-krat tyZdenne a me-
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nej. Nevegetarianska (kontrolnd) skupina pozostavala
z 38 0sOb beznej populacie na tradicnom zmieSanom
stravovani. Charakteristika skupin je uvedena v tab.l.

Krv bola odoberana nala¢no S§tandardnym sposo-
bom. Plazmatické koncentracie vitaminov C, E a beta-
karoténu boli stanovované HPLC metédami (3, 14).
EDTA bol pouzity ako antikoagulant. Konjugované
diény mastnych kyselin a protein-karbonyly v plazme
boli urCované spektrofotometricky (15, 18). Alkalicka
comet assay modifikovana aplikdciou odpovedajucich
enzymov bola pouzita na stanovenie hodnot DNA
zlomov, oxidovanych purinov a oxidovanych pyrimidi-
nov v izolovanych lymfocytoch (4). Prijem vitaminov,
mineralnych a stopovych prvkov bol len v prirodzenej
forme (Ziadna suplementacia). Na finadlne vyhodnotenie
vysledkov bol pouzity Studentov r-test.

Vo vegetarianskej skupine vz nevegetariani boli na-
merané signifikantne redukované hodnoty oxidovanych
purinov, oxidovanych pyrimidinov a konjugovanych
diénov mastnych kyselin. Vegetarianske plazmatické
hodnoty vitaminu C a beta-karoténu ako aj na lipidy
Standardizovana hodnota vitaminu E boli vyznamne
zvySené. Priemerna hodnota vitaminu C v plazme je
u vegetarianov vys§ia ako 50 umol/l, hodnota beta-karo-
ténu vysSia ako 0,4 umol/l, t.zn. su to ochranné hodnoty
pre ucinnu prevenciu ochoreni spdosobenych volnymi
radikalmi. U nevegetarianov su hodnoty oboch vitaminov
pod uvedenymi Cislami, teda menej ucinné v prevencii
ochoreni. Plazmatické hodnoty vitaminu E su vysSie ako
30 umol/l u oboch hodnotenych skupin. Vegetarianska
skupina ma vyznamne redukovanu hodnotu lipidovej
peroxidacie napriek vy$Siemu prijmu polynenasytenych
mastnych kyselin (24,8 +0,8g/den vz 18,6 +0,9 g/den,
P<0,001), ktoré maju vyssiu schopnost oxidovatelnosti.
Tento nalez je dosledkom ucinnej antioxida¢nej ochrany
(tab. 1). Vitamin C a beta-karotén su derivované z ovocia
a zeleniny. Konzumacia tychto potravinovych komodit je
vyznamne vyS$S§ia u vegetaridnov (ovocie 383 +25g/den
vz 251+19g/den, P<0,001; zelenina 293 +23g/den vz
190+ 15g/den, P< 0,001).

Epidemiologické Studie priniesli poznatky, Ze po-
trava obsahujuca antioxidanty, ale nie velmi bohata
na kalorie, najméa ovocie, zelenina a cerealie pomahaju
udrziavat zdravie ¢loveka a predchadzat ochoreniam (8).
Je dokazané aj v predkladanej praci, Zze antioxidacné
vitaminy mézu redukovat oxidacné posSkodenie, ale
udaje pre priaznivé ucinky vitaminovych suplementov
su Ciastoéne nekonzistentné. Je evidentné, Ze prijem
antioxidantov konzumaciou na antioxidanty bohatej
potravy je efektivnejSi pre redukciu DNA poskodenia
nez suplementacia jednotlivymi antioxidantami (17). Vy-
soké davky antioxidaénych suplementov vo v§eobecnosti
nie su dobré a modzu sposobit posSkodenie. Zdravotné
benefity prijmu ovocia a zeleniny sa prejavia pri konzu-
macii aspon 3 davok za den (9), odporucana optimalna
konzumacia je 5 - 6 davok/den. Zlozenie stredomorskej
alebo vegetarianskej stravy je predurCené znizovat riziko
chronickych ochoreni (6, 10, 12, 19).
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Tab.1. Charakteristika skupin, produkty oxidacného poskodenia
lipidov, proteinov, DNA a plazmatické koncentracie antioxida¢nych

vitaminov

Nevegetariani | Vegetariani
n 38 45
vekovu rozpitie (r) 60-70 60-70
priemerny vek (r) 63,4+0,5 65,2+0,5
BMI (kg.m") 26,7+0,4 24,6 +0,5%*
BMI rozpatie (kg.m") 21,7-29,8 18,7 -28,7
doba vegetarianizmu (r) - 10,3+0,8

konjugované diény mastnych

kyselin (umol/1) 1,60+0,11 1,12£0,08%%*
protein-karbonyly (umol/1) 96,8+9,5 87,7+6,8
DNA zlomy (AU) 55,0£3,1 54,1+3,5
oxidované puriny (AU) 58,8£5,4 44,6 +4,2*
oxidované pyrimidiny (AU) 57,3+4,3 42,5+4,8%
vitamin E (umol/1) 37,4+ 1,6 36,2+1,5
celkovy cholesterol (mmol/l) 5,82+0,24 5,20+£0,09%*
triacylglyceroly (mmol/l) 1,54+0,13 1,29+£0,07*
Vi'tamin E/celkovy cholesterol+ 5.0940.15 5.6340.19%
triacylglyceroly (umol/mmol)

vitamin C (umol/l) 45,135 58,2£2,5%*
beta-karotén (umol/l) 0,24+£0,03 | 0,56+0,06%**

Vysledky su priemery + SEM
*-P<0,05; **-P<0,01; ***-P<0,001

Celozrnné vyrobky, strukoviny, ovocie a zelenina
redukuju riziko mnohych typov rakoviny, najmé rako-
viny traviaceho traktu, snad hlavne pre vysoky obsah
vlakniny (5). Vlaknina zvySuje obsah stolice a znizuje
tranzitny Cas, tym redukuje vystavenie ¢revného epitelu
mutagénom. V hodnotenej skupine vegetarianov bol
prijem celozrnnych produktov 115,6 +10,9 g/den vz
62,4+11,7g/den (P<0,01), prijem strukovin 26,9 + 3,2 g/den
vz 17,8 £2,8g/den (P<0,05) a prijem vlakniny 35,0+
1,8 g/den vz 26,0+1,3g/den (P<0,001). Flavonoidy,
izotiokyanaty a alylsulfidy v ovoci a zelenine su modu-
latormi enzymového systému zabezpecujuceho metabo-
lizovanie karcinogénov (19). Antioxidac¢né vitaminy C
a E a polyfenoly inhibuju tvorbu nitrézoaminov, ktoré
su potencidlne karcinogénne (13). ZvySena aktivita
glukagénu doésledkom vySSej konzumacie rastlinnych
bielkovin moze viest k poklesu IGF-1 aktivity (insulin-




like growth factor) a tym moze byt vyvoj rakoviny retar-
dovany (16). V hodnotenych skupinach populacie bol
prijem rastlinnych bielkovin u vegetarianov 50,3+2,7 g/
den vz 40,2+2,3g/den (P<0,01).

Vysledky redukovanych hodnoét oxidaénych produk-

tov lipidov a DNA v doésledku lepSieho antioxidacného
statusu u 0sob s dominantnou konzumaciou rastlinnej
potravy napovedaju, Ze vegetarianske stravovanie moze
predchadzat oxidacnému stresu a tym moze byt preven-
ciou voci ochoreniam spdsobenych volnymi radikalmi.

Praca bola vytvorena realizaciou projektu ,Vyskum

zdravotnych efektov rastlinnej potravy a moznosti re-
dukcie zdravotnych rizik“ ITMS kod: 26240220022, na
zaklade podpory opera¢ného programu ,,Vyskum a vyvoj
financovaného z Europskeho fondu regionalneho rozvoja“.
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Obrazok 1. Audit merania NT lekarom, ktory nema certifikat FMF

(The Fetal medicine foundation), vystup z programu ALPHA za obdobie 1. 11.2009-15.8.2010.
Meranie NT sa moZe vykonat len ak je dizka plodu merana ako CRL viac ako 45 mm. Obrazok dokazuje, Ze lekar nameral nespravne
NT u viac ako 1/3 plodov. Numericka hodnota rozsahu merania NT je medzi 1-2 mm, je nizky narast vel'kosti NT na tyzden gravidity,

nebola zistena ani jedna hodnota nad 2,5 mm
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Obrazok 2. Audit merania NT lekarom, ktory ma certifikat FMF (The Fetal medicine foundation), pravidelne ho audituje. Vystup
z programu ALPHA za rovnaké obdobie trvania projektu (1. 11.2009-15. 8. 2010).

Meranie NT vykonal lekar iba ak dizka plodu merana ako CRL bola viac ako 45 mm (7% zanesena chybna hodnota merania pri na-
stavovani programu). Je dostatoény pocet merani na zostavenie regresnej krivky. Vidiet dostato¢ny narast vel'kosti NT s rastom CRL.

Lekar zistil 9x hodnotu NT vyss§iu ako 3 mm
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E\‘r- Daistribution of m aternal age at expected date of delivery
&5

4 71.INA
Distribution of tesis according to weekof gestation
Fitst trimester tests
Completed Week Numbh er of Tests
<=10 364 37.9%
11 400 41,7 %
12 149 15,5%
==13 47 4,99, [
Total Qa0 100% 1:] 1I1 1I2 1I3
Second tritmester tests
Comp leted weels Numb er of Tests
==14 380 39.6%
15 456 47.5%
16 109 11,4%
17 13 1,4%
12 1 0,1%
13 1 0,1% o
Total 40 100%% 1:4 llj l:n’ ll? IIS 1|9

Obrazok 3. Charakteristika suboru podla ¢asu odberu vzorky krvi
v L. trimestri gravidity (1. 11.2009-15. 8. 2010)
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Obr. 1 Struktira katecholaminov
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Obr. 2. Schéma dynamickej rovnovahy v bunkach syntetizujicich KCHA
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Obr. 3. Schéma oxidativnej deaminacie KCHA na aldehydové intermediaty a nasledné metabolity
DBH - dopamin-beta-hydroxylaza, PNMT - fenoletanolamin-N-metyltransferaza, DOPAL - 3,4-dihydroxyfenylacetaldehyd,
DOPEGAL - 3,4-dihydroxyfenylglykolaldehyd, AD - aldehyddehydrogenaza, AR - aldehydreduktaza,
DOPET - 3,4-dihydroxyfenyletanol, DOPAC - kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova, DHPG - 3,4-dihydroxyfenylglykol,
DHMA - kyselina dihydroxymandlova
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Obr. 4. Schéma hlavnych metabolickych ciest odburavania noradrenalinu (NA) a adrenalinu (A)
DHPG - 3,4-dihydroxyfenylglykol, MHPG - 3-metoxy-4-hydroxyfenylglykol, MN - metanefin, NMN - normetanefrin,
VMA - kyselina vanilmandlova, ADH - alkoholdehydrogenaza, SULT1A3 - sulfotransferaza
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