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ABSTRACT

Although the norm ISO 15189:2007 Medical labo-
ratories — Particular requirements for quality and
competence, does not explicitly define the term “quality
of information system”, it results of its diction that,
according to this norm, the attribute of quality of
information systems is particularly associated with the
safety of stored data, data integrity, access protection,
transmission security, regular maintenance of hardware
and software, fast and accurate data recall and clarity of
the data reported on the final report for the physician,
or the patient, respectively.

All these attributes, however, we should take only as
the fundamental ones, not sufficient for stimulating any
significant increase in quality of information systems
in clinical laboratories, nor they are sufficient for any
progress in the field of laboratory diagnostics and for
raising quality of healthcare.

In our opinion, as the attribute of quality we should
take an added value for the particular patient in the
particular case. Unambiguously, the implementation of
predictive, preventive and personalized medicine in clini-
cal laboratory and other healthcare information systems
is becoming such an added value of rising importance.

However, in the terms of quality, what should always
be put in the first place, and not just as an “added”,
but the essential value, is the common sense. If we all,
as a civilization, really use it, there can be no doubt
that it is possible, in the relatively near future, to imple-
ment the vision of predictive, preventive and personal-
ized medicine with the help of laboratory information
systems of top quality.
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UvVOD

V nasich predchadzajucich ¢lankoch a publikaciach
na tému kvalita a jej komplexné chdpanie v laboratérnej
diagnostike sme opakovane zdoraznovali dolezitost infor-
macnych technolégii pre dalsi rozvoj laboratorii [1-6].
Hoci norma ISO 15 189:2007, ako zakladna norma pre
klinické laboratoria, pojem ,kvalita informacnych systé-
mov“ nedefinuje, z jej dikcie (vid body normy 4.13.3,
5.1.7, 5.1.8, 5.3.11, 5.3.14, 5.8, 5.8.7 a informativnu
prilohu B1-B8) vyplyva, Ze sa podla tejto normy spaja
atribut kvality informacénych systémov hlavne s bezpec-
nostou ulozenych dat, ich integritou, ochranou pristupu,
bezpecnostou prenosu, pravidelnou udrzbou hardvéru a
softvéru, lFahkou vyhladatel'nostou dat a zrozumitel'nostou
ziskanych dat na zaverecnych spravach pre lekara, resp.
pacienta, ako klientov laboratoria.

Vsetky tieto poziadavky by sa vSak mali chapat iba
ako uplny zaklad, ktory je sice nevyhnutny, ale urcite nie
je z pohladu dalSieho rozvoja laboratornej diagnostiky
a zvySovania kvality poskytovanych sluzieb dostatocny.
Podla jednoduchého prieskumu (Tab. 1) téma kvality
informacnych systémov v klinickych laboratoriach ne-
patri medzi vel'mi diskutované oblasti, napriek tomu, ze
kvalita informaénych systémov vSeobecne je relativne
frekventovana téma. Preto je potrebné o tejto téme
hovorit na odbornych forach.

Prevaznu vacSinu sucasnych laboratornych infor-
macnych systémov by sme mohli charakterizovat ako
»pasivne“, t.j. také, ktoré okrem zakladného porovna-
nia vysledku s referen¢nymi hodnotami dalSie aktivity
velmi nevykazuji, a preto je mozné z tohto pohladu
hovorit o vSeobecnej a pretrvavajucej stagnacii kvality,
napriek rasticemu poctu akreditovanych laboratorii
podla predmetnej normy [7].




Tab. 1.

Vyhladavané frazy a ich variacie na tému ,kvalita informacnych systémov®. Z nizkych poctov najdenych

relevantnych odkazov vyplyva, ze o kvalite informacnych systémov v klinickych laboratoriach je naozaj

potrebné hovorit.

Vyhladavana fraza cez www.google.com Pocet néjdEI{yCh relevantnych
odkazov dna: 15.10.2011

kvalita informacnych systémov 2520

kvalita informacnych systémov (so slovami ,klinické® 0

a ,laboratorium®)

kvalita laboratornych informac¢nych systémov 0

kvalita LIS 0

kvalita LIMS 0

atributy kvality informacénych systémov 0

quality of information systems 1 050 000

quality of information systems (so slovami ,,clinical® 19 000

a ,laboratory®)

quality of laboratory information systems 1

quality of LIS (so slovami ,clinical“ a ,laboratory®) 3

quality of LIMS (so slovami ,clinical“ a ,laboratory®) 1

attributes of quality 157 000

quality attributes 557 000

quality attributes of information systems 2

INTERPRETACIA VYSLEDKOV VYSETRENI
A KVALITNE INFORMACNE SYSTEMY

Prevazna vacésina dnesSnych laboratérnych vysledkov
sa hodnoti podla tzv. referenénych hodndt, nespravne
tiez nazyvanych ,normy”, ktoré vychadzaju z merani
a Statistickej analyzy dat, ziskanych analyzou ,zdravej”
populacie, ¢i, lepSie povedané, populacie, ktora sa iba
blizi k tomu, aby mohla byt za naozaj zdravu povazo-
vana. Standardna interpretacia vysledkov, kde sa kazdy
vysledok hodnoti jednotlivo, neberie do uvahy mozné
vztfahy medzi jednotlivymi zloZkami metabolizmu,
a tak mozZe dojst k prehliadnutiu dolezitych zmien
v klinickom stave daného pacienta. To znamena, Ze
okrem porovnavania samotnych hodnot s referenénymi
hodnotami by sa vysledky mali posudzovat komplexnejsie,
vo vzajomnych suvislostiach a vo vztahu k aktualnym
poznatkom. Prave tu by mal vyznamnu ilohu plnit naozaj
kvalitny informacny systém, prepojeny so Strukturovanou
databazou relevantnych a overenych poznatkov. Kvalitny
informacny systém by mal lekarovi poradit, kde hladat
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pri¢inu nezrovnalosti a svoj ,nazor” (second opinion)
spracovat do podoby relevantnych predpovedi resp.
interpretacii, ktoré mozu pomoct skratif cas odozvy
na zdravotny problém pacienta [5-8].

Takéto posudzovanie vysledkov nepatri k beZznému
Standardu nielen na Slovensku, ale ani vo svete. V lepSom
pripade pracu pocitaca nahradza kvalifikovany odbornik,
ktory vysledky kontroluje na zaklade svojich vlastnych
vedomosti a skusenosti, v horSom pripade sa vysledky
kontroluju iba po formalnej stranke a v najhorSom
pripade sa nekontroluju vobec, iba sa vytlacia, pripade
poslu v elektronickej forme oSetrujuicemu lekarovi, ktory
ich posudzuje na zaklade svojich vlastnych vedomosti.

Dalsou alternativou, ktora sa zaéina postupne
objavovat v niektorych informacnych systémoch je
automaticka kontrola vysledkov na zaklade nastavenych
pravidiel. V tomto pripade je kvalita informac¢ného
systému a pouzitych algoritmov naozaj klucova, pretoze
zle nastavena automaticka validacia mozZe sposobif
viacsie vyvolané Skody, ako je jej potencialny prinos
pri zvySovani efektivity prace kvalifikovaného odbor-




ného personalu. O to skor, Ze, ako predpokladame,
primarnym cielom automatickej validacie, z pohladu
prevaznej va¢Siny manazmentov laboratorii je zniZova-
nie osobnych nakladov na kvalifikovany personal a nie
zvySovanie kvality poskytovanych sluzieb pre pacienta.
Na druhej strane, dobre implementovana automaticka
kontrola, dava moznost, resp. priamo vyzaduje odborny
rast a komplexné odborné znalosti, ktoré, pretransfor-
mované do informacného systému, jednoznacne zvySuju
kvalitu laboratérnej diagnostiky, ktora je zakladom aj
pre koncept PPPM.

ATRIBUTY KVALITY INFORMACNYCH
SYSTEMOV V KLINICKOM LABORATORIU

Atributom kvality, tak ako ju chapeme my, by mala
byt pridana hodnota, ktoru v pozitivnom zmysle pociti
v kone¢nom dosledku konkrétny pacient, v konkrétnom
pripade. Na zaklade doterajsej odozvy zo strany odbor-
nikov z roznych oblasti vedy, technolégie aj politiky si
dovolime tvrdif, Ze takouto pridanou hodnotou sa jed-
noznacne stava implementacia prediktivnej, preventivnej
a personalizovanej mediciny (PPPM) do informacnych
systémov, pouzivanych v laboratoriu aj v ambulancii [7].

Z pohladu konceptu PPPM sa kladie velky doraz
prave na maximalne vyuzitie potencialu progresivnych
informacnych systémov, aby sa ¢o najviac vyuzil poten-
cial informacii a zaroven, aby sa lekarom umoznilo viac
sa venovat pacientovi tam, kde jeho ulohu nie je mozné
nahradit ani najkvalitnejSimi informa¢nymi technologiami
- Iudsky kontakt, intuicia, empatia, potencialna vlastna
skusenost so zdravotnym problémom.

Jednymi zo zakladnych atributov kvality informacnych
systémov v laboratoriu aj v zdravotnictve vSeobecne
by sa mohli stat:

e interaktivne elektronické vysledkové listy, vyuziva-
juce vlastnosti xml formatu dat, schopné spracovavat
Ciselné, textové, obrazové aj multimedialne vysledky
zo vSetkych odborov laboratornej diagnostiky,

¢ vyhodnocovanie trendov vo vysledkoch, vyhodnoco-
vanie Statistickej vyznamnosti rozdielov dvoch vysledkov,
odhady rizik,

e vzdialeny pristup pacienta aj lekara k elektronické-
mu lekarskemu zaznamu odkialkolvek, prostrednictvom
prenosnych zariadeni typu “tablet”, resp. mobilnych
telefénov poslednej generacie, s integrovanymi funk-
ciami, ktoré su na takuto ulohu potrebné,

e prepojenie informacnych systémov na kontinualne
sa zdokonalujuce databazy poznatkov v oblasti lekar-
skych a suvisiacich vied, pristupné pre vSetky zlozky
zdravotnej starostlivosti, vratane pacienta,

 vyuzivanie umelej inteligencie pri komplexnej ana-
lyze dat a poskytovani podporného nazoru tzv. ,second
opinion®,

e vyuzivanie dataminingovych nastrojov na baze
neuronovych sieti,
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e analyza vztahov v suvislosti s novymi klinickymi
informaciami ako napr. geomarkery, stres skore, skore
hodnotenia rizik zZivotného Stylu a pod.,

e interaktivne individualne pocitacové modely, ako
jedna z najvysSich urovni z pohladu kvality a pridanej
hodnoty, umoznujuce modelovat Specifické situacie a
nasledne hladat ich mozné medicinske rieSenia pre
konkrétneho pacienta.

Tieto a dalSie vlastnosti a vizie, suvisiace s rozvojom
informacnych systémov sme podrobnejSie rozobrali
v niekol'kych pracach [4,6-8].

ZAVER

Norma ISO 15 189:2007 sice definuje zakladné
poziadavky na informacny systém v akreditovanom
laboratoriu, ale tieto poziadavky nie su postacujuce
na to, aby nejako vyznamne stimulovali rast kvality
informacnych systémov, pouzivanych v klinickych
laboratoriach. Spojenie atributu kvality informacnych
systémov s rozvojom konceptu prediktivnej, preventivnej
a personalizovanej mediciny preto povazujeme nielen za
logické, ale aj nevyhnutné. Samozrejme za predpokladu,
Ze chceme, aby sa uroven a kvalita zdravotnej starostli-
vosti zvySovala, a zaroven sa nezvySovali vydaje na taku
zdravotnu starostlivost, ktora je vysledkom neznalosti,
neschopnosti a neochoty pouzivat to, ¢o by malo byt
v suvislosti s kvalitou vSade na prvom mieste - zdravy
rozum. Ak ho budeme, ako civilizacia, naozaj pouZzi-
vat, potom nemodzu byt nijaké pochybnosti o tom, Ze
je mozné v relativne dohladnej dobe realizovat vizie
prediktivnej, preventivnej a personalizovanej mediciny
aj s pomocou kvalitnych informacnych systémov v kli-
nickych laboratoriach.
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SUHRN

Vitamin D je hormon rozpustny v tukoch, syntetizovany
20 7-dehydrocholesterolu v kozi posobenim UV ziarenia.
Zohrava doleziti ulohu nielen v kostnom metabolizme,
ale nové studie z roznych krajin ukazuju, ze vitamin D
je jeden z mnohych faktorov, ktory ma rozhodujicu ulohu
v prevencii autoimunitnych ochoreni ako je cukrovka,
autoimunitna tyreoiditida, reumatoidna artritida a iné,
v prevencii kardiovaskularnych, imunitnych, infekénych
ochoreni, v prevencii rakoviny, osteoporozy, obezity,
plesatosti a mnohych dalSich ochoreni.

Deficit vitaminu D je rozsSireny na celom svete vra-
tane slovenskej populacie. Nase vysledky 2626 pacientov
zo stredného Slovenska pocas poslednych troch rokov
potvrdzuju, ze 65,8 % populacie ma deficit vitaminu D
(hladiny 25-OH-vitaminu D < 37 nmol/l, ECLIA, Elecsys
2010) a existuju vyznamné rozdiely medzi roznymi po-
hlaviami, rocnymi obdobiami, medzi roznymi vekovymi
skupinami a réznymi regionmi stredného Slovenska.

Na zaklade nasich zisteni sa priklaname k tomu,
Ze je potrebné odporucat suplementaciu vitaminu D
nielen u deti, ale u celej nasej populacie, pretoze sa
zda, ze vitamin D, spolu s dal$imi faktormi, moze mat
nezanedbatel'ny preventivny ucinok pri vzniku mnohych
ochoreni a stanovovanie jeho hladiny je mozné vyuzit na
predikciu moznych zdravotnych komplikacii.

Kliacové slova: 25-OH-vitamin D, slnecné svetlo,
deficit vitaminu D, prediktivny marker
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ABSTRACT

Vitamin D is a lipid-soluble hormone synthesized
from 7-dehydrocholesterol in the skin when exposed to
ultraviolet light. Vitamin D plays an important role not
only in bone metabolism, but new studies from different
countries show that vitamin D is one of several factors
having a crucial role in the prevention of autoimmune
diseases such as diabetes mellitus, autoimmune thyroiditis,
reumatoid arthritis and other, as well as in the prevention
of cardiovascular, immunological, infectious diseases, in
the prevention of cancer, osteoporosis, obesity, acomia
and in many other diseases.

Vitamin D deficiency is prevalent worldwide, includ-
ing Slovak population. Results of vitamin D levels in
2626 patients, central Slovakia residents, measured in
the course of past three years show that approximately
65.8% of Slovak population has deficiency of vitamin
D (levels of 25-OH-vitamin D below 37 nmol/l, ECLIA,
Elecsys 2010) and gender differences, seasonal variations,
age-related differences and region-related differences can
also be observed.

In conclusion, general supplementation of vitamin D
is necessary not only in children but in all population,
because it seems that vitamin D together with another
factors may have considerable preventive effect in many
diseases, and determination of its level in the blood can
be useful in predicting potential health complications.

Key Words: 25-OH-vitamin D, sunlight, deficiency
of vitamin D, predictive marker




UvVOD

V poslednej dobe narasta pocet Studii a publikacii
na tému vitamin D, ktoré su zamerané najmi na po-
tvrdenie nedostatku vitaminu D (vit. D) v celosvetovej
populacii, resp. opisuju nové, casto prekvapivé, ucinky
vit. D pre organizmus (pocet citacii o vit. D do oktobra
2011: PubMed=52979, Google=46 400000 odkazov).
V tomto ¢lanku sa pokusime prehladne zhrnuf najdo-
lezitejSie udaje, ktoré si zname o vit. D, zameriame sa
na nové zname ucinky vit. D pre organizmus, pozrieme
sa bliz§ie na hladinu vit. D u pacientov Zijucich na
strednom Slovensku a preberieme rézne moznosti ako
by sme mohli pre nas organizmus zabezpecCit dostatocné
mnozstvo vit. D.

Co je vitamin D ?

Pod pojmom vitamin D rozumieme skupinu 1a-
tok oznacovanych ako DI, D2, D3, D4 a DS s ich
provitaminmi, ktoré boli objavené v roku 1922 E.V.
Collumom. Najviac zastupené v organizme su prave
vitaminy D2 a D3, ktoré maju aj najvacsiu biologicku
ucinnost. V krvi sa nachadza priblizne 95 % vit.D3
alen 5% vit. D2 (Hart a kol, 2006).

Vit. D3 (cholekalciferol) sa tvori v kozi posobenim
UVB ziarenia (290-315nm) zo 7-dehydrocholesterolu.
Vit.D3 a taktiez aj vit. D2 (ergokalciferol) moze orga-
nizmus prijat aj v potrave (rybi tuk, tresCia pecen, ryby
zo studenych mori - lososy, makrely, slede, mlieCne
vyrobky, vajicka, ceredlie, huby susené na slnku, rast-
linné oleje, drozdie, v rastlinnej potrave je vSak vit. D
zastupeny vo velmi malej miere). Cholekalciferol
a ergokalciferol nie su biologicky aktivne formy vit. D,
sluzia iba ako prohormony resp. prekurzory pri syntéze
vit. D. Vit. D3 vytvoreny pri slneni v kozi a vit. D (D2,
D3) prijaty v potrave su v krvi viazané na transkalcife-
rin a transportované do pecene, kde dochadza k prvej
hydroxylacii za vzniku 25-OH vit. D, v proximalnych
tubuloch obli¢iek dochadza dalej k druhej hydroxylacii
za vzniku 1,25-(OH), vit. D (Holick a kol., 2002).
Kone¢nym produktom syntézy vit.D je hormon 1,25-
(OH), vit. D (kalcitriol), ktory je biologicky aktivny.

Stanovenie vitaminu D v laboratoriach

V laboratoriach klinickej biochémie sa ale namiesto
kone¢ného produktu syntézy vit. D 1,25-(OH), vit.D
CastejSie stanovuje 25-OH vit. D (total vit. D=D3+D2),
ktory je najlepsi indikator hladiny vit. D v organizme,
lebo v sére ma asi 1000 x viacSiu koncentraciu ako
1,25-(OH), vit. D (jeho biologicka ucinnost je vsak asi
1000 x nizsia ako 1,25-(OH), vit. D), hladina 25-OH
vit. D veI'mi dobre koreluje s klinickymi symptomami
nedostatku resp. nadbytku vit. D (Hart, 2004). Medzi
najcastejSie pouzivané metody pri stanoveni vit. D patria
najmé separa¢né (HPLC, LC-MS/MS), imunochemické
(ECLIA, CLIA) a RIA metody. Kazda z tychto metod
ma svoje vyhody aj nevyhody, separacné metody vedia
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velmi presne stanovit jednotlivé mnozstva D2 a D3,
su Casovo narocénejSie a vyzaduju vacSi objem séra
na stanovenie oproti imunochemickym metédam. Pri
interpretacii vysledkov vit. D je potrebné zohladnit typ
metody, ktorou sa vit. D stanovuje a neodporuca sa po-
rovnavat vysledky stanovené na réznych analyzatoroch
roznymi metodami pretoZe medzi metdédami existuju
vyznamné rozdiely. Napr. vysledky vit. D stanovené
HPLC su cca o 14 % vyssie oproti ECLIA (Stecova
a kol., 2009), to znamena ak HPLC metodou stanovime
hladinu vit. D v sére napr. 57 nmol/l, metodou ECLIA
je to len 50 nmol/l. Pri vysledkoch vit. D stanovenych
LC/MS/MS voc¢i HPLC sa vyskytuje bias cca 18 %
a cca 5% je bias pri imunochemickej metéde Liaison
vo¢i HPLC (Friedecky a Vavrova, 2011). Dolezité
teda je spravne nastavit referencné hodnoty resp. ,cut
off“ hodnotu pre dant metodiku tak, aby laboratérium
neposkytovalo faloSne nizke alebo vysoké vysledky vit. D.

Stockl a kol v metrologicky zameranej publikacii
vypocitali, ze bias -10 % posobi narast falo§ne pozitivnych
klinickych klasifikacii o 40-60 %, zatial ¢o bias +10 %
naopak posobi narast faloSne negativnych klasifikacii
o 14-23%. Bolo by potrebné, aby reprodukovatelnost
merania neprekrocila hodnotu CV=10% a bias mera-
nia neprekrocil hodnotu 5% (Stockl a kol., 2009).
Podmienkou porovnatelnosti vysledkov vit.D medzi
roznymi metodami by mohla byt Standarizacia merania
na referencny material (NIST-SRM 972) a nadvidznost
na referenc¢nud metédu NIST (National Institut of Stan-
dards and Technology), ktorou by mohla byt LC-MS/
MS s pouzitim ionizacie APCI (Atmospheric Pressure
Chemical Ionization), kalibrovani pomocou certifiko-
vaného referenéného materialu SRM NIST 972 (Tai
a Bedner, 2010, Friedecky a Vavrova, 2011).
Aby nedoslo ku chybnej interpretacii vysledkov vit. D,
je potrebné porovnavat vysledky pacienta stanovené na
tom istom analyzatore tou istou metédou a zaroven si
uvedomit, ktoru formu vit. D stanovujeme (D2, D3, total
vit. D, -OH formu vit. D, alebo -(OH), formu vit. D).

Funkcie vitaminu D v organizme

Vitamin D posobi na regulaciu metabolizmu dvomi
sposobmi: na urovni plazmatickej membrany cez VDR
receptor (Vitamin D nuclear receptor) a na urovni
génovej expresie tym, Ze ovplyviuje mnozZstvo génov
v organizme. Aktivny vitamin D je v tele transportova-
ny do viacerych organov (mozog, srdce, koza, gonady,
prostata, prsia, ¢revo, oblicky, kosti, priStitne telieska,
monocyty, T a B bunky...), kde pdsobi prostrednictvom
VDR receptora v jadre bunky. Ked'ze vit. D si organiz-
mus vie vyrabat sam a jeho pdsobenie v organizme
je prostrednictvom receptora, ide skér o hormon ako
o vitamin. U¢inok vit.D je v uzkom spojeni s meta-
bolizmom kalcia, fosforu, parathormonu, kalcitoninu
a nadoblickovych horménov v organizme, tvorbu vit.
D ovplyviiuju aj esencialne omega-3 mastné kyseliny,
ktoré su zodpovedné okrem iného aj za produkciu
cholesterolu.




Vitamin D sa v organizme zucastiiuje na mineraliza-
cii kostného tkaniva, zvySuje resorpciu kalcia a fosforu
v tenkom cCreve a v oblickach, je dolezity pre stavbu
kosti, zubov, metabolizmus kalcia, svalovi cinnost,
nervovy systém...

Z novsie znamych ucinkov vit. D publikovanych vo
vybranej literatire by sme dali do pozornosti najméa
nasledovné ucinky:

e Je dolezity pre spravnu ¢innost imunitného sys-
tému, posobi na fagocytozu a na niektoré funkcie B-
a T-lymfocytov, aktivuje bunky imunitného systému. Ak
sa stretneme s chripkou v stave nedostatku vit. D, nas
imunitny systém je takmer bezbranny, vit. D je ucinny
v boji proti infekénym ochoreniam, ¢i uz bakterialnym
alebo virusovym ako je EBV, pneumonie, zubné kazy,
paradentdza, bakterialne zapaly posSvy, vit. D indukuje
produkciu latok (catelicidininu a defenzinov), ktoré maju
antimikrobialne a antiendotoxinové ucinky (Hewison,
2010, Aranow, 2011, Hewison, 2011).

e Pomaha ochranovat organizmus pred vznikom alergii
tym, Ze zvySuje ucinok kortikosteroidov, ¢o autori Studie
dokazali sériou laboratornych experimentov na vzorke
kultivovanych imunitnych buniek s dexamethazonom
a nasledne s prednostne aplikovanym vit. D. V jednom
z pripadov bolo simultanne podanie oboch latok az 10 x
ucinnejSie ako samotny kortikosteroid. Podobne boli
inkubované imunitné bunky so stafylokokovym toxinom,
aby indukovali steroidovu rezistenciu, pricom vitamin
aktivitu dexamethazénu obnovil. Deti s dostatoénym
prijmom vit. D mali menej alergickych ochoreni vratane
astmy a ekzémov oproti defom s insuficienciou vit. D
(Searing a Leung, 2010, Paul a kol, 2011).

e Zucastnuje sa pri sekrécii inzulinu z beta buniek
pankreasu, u pacientov s DM 1. a II. typu boli zazna-
menané nizsie hladiny vit. D oproti zdravej kontrolnej
vzorke pacientov, u pacientov so zle kompenzovanym DM
boli zaznamenané znizené hladiny vit. D oproti pacien-
tom s dobre kompenzovanym diabetom (Bonakdaran
a Varasteh, 2009, Kostoglou-Athanassiou a kol.,
2010, Mathieu, 2010)

¢ Vit. D pomaha ochranovat organizmus pred vzni-
kom nadorovych ochoreni, Studie ukazuju, Ze zvySenie
prijmu vit. D na 4000-8 000IU/denne mdze znizit
riziko vzniku rakoviny prsnika a hrubého creva az
na polovicu (Kang a kol, 2011, Pazdiora a kol,
2011). Taktiez pomaha znizZovat riziko vzniku rakoviny
prostaty a koze (Varsavsky a kol., 2011, Donkena
a kol., 2011, Denzer a kol., 2011). Antikarcinogénny
uc¢inok vit. D sa dava do suvislosti s tym, Ze pomaha
spustat apoptdzu nadorovych buniek a tiez redukuje
angiogenézu v okoli nadorov a redukuje vyskyt metastaz.

* Poméaha ochranovat organizmus pred vznikom
autoimunitnych ochoreni ako je reumatoidna artritida
(Merlino a kol, 2004), autoimunitna tyreoiditida,
systémovy lupus erythematodes atd., u pacientov
postihnutych niektorou z autoimunitnych chordb boli
dokazané nizsie hladiny vit. D ako pri kontrolnej zdravej
vzorke pacientov (Fletcher a kol, 2011).
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e Je ucinny pri liecbe niektorych koznych ochoreni
(psoriaza) vdaka tomu, zZe dokaze stimulovat rast a roz-
voj buniek pokozky a zabranuje deleniu keratinocytov
(Gisondi a kol., 2011, Okuro a Morimoto, 2011).

¢ Ovplyvauje funkciu vlasovych folikulov, nizke hla-
diny vit. D boli dokazané pri pleSatosti (Amor a kol.,
2010, Malloy a kol., 2011). Podla epidemiologickych
studii az vySe 40 % muzov vo veku 18-50 rokov ma
stredny az tazky stupen pleSatosti.

¢ Ochranuje organizmus pred rozvojom obezity, u Tudi
s vysokym BMI boli zaznamenané niz§ie hladiny vit. D
ako pri kontrolnej zdravej vzorke pacientov (Brock
a kol., 2010, Garanty-Bogacka a kol, 2011).

» U tehotnych doplianie vit. D zabezpecuje sprav-
ny vyvoj kostry plodu a predchadza nizkej porodnej
vahe novorodenca. Prevencia rachitidy teda zacina
uz v prenatalnom obdobi, pretoze vit. D z tela matky
mozZe volne prechadzaf placentou, najintenzivnejSie
v poslednom trimestri, zohladiiujuc najvysSie potreby
rychlo rastuceho plodu. V obdobi dojéenia vit. D zvy-
Suje tvorbu materského mlieka (Saadi a kol., 2007,
Mulligan a kol, 2010, Bischoff-Ferrari, 2011,
Thomas a kol, 2011).

e Pomaha spomalovat starnutie. Vyskum bol ro-
beny v Anglicku na 2 160 Zenach, priCom Zeny, ktoré
mali nizSiu hladinu vit. D vykazovali viac priznakov
biologického starnutia a mali kratSie teloméry oproti
Zenam s normalnymi hladinami vit. D. Tento rozdiel
zodpovedal priblizne 5 rokom Iudského Zivota. S pribu-
dajucim vekom sa teloméry postupne skracuju a DNA
bunky sa stava menej stabilnou. Tato Studia prispieva
k vysvetleniu, pre¢o ma vit. D ochranny ucinok pred
chorobami spojenymi s vekom ako su srdcovo-cievne a
nadorové ochorenia, tento fakt je ale potrebné overif
na viacsej vzorke pacientov. Ak by sa tento zaver po-
tvrdil, malo by toto zistenie zna¢ny dopad na svetovu
medicinu (Richards a kol, 2007, Zhu a kol., 2011).

¢ Niekol'kymi Studiami (USA, Kanada, zdapadna
Eurdpa, krajiny Beneluxu) sa zistilo, Ze ak by naSa
populéacia mala viac vit. D, mohla by sa znizit umrtnost
az o 7-15% a tiezZ ekonomicka zataz chorob v dosledku
mensSieho poctu civilizacnych ochoreni ako su srdco-
vo-cievne ochorenia, nadory, autoimunitné ochorenia.
Uz uzivanie 300-20001IU vit. D/denne po dobu aspon
6 rokov znizuje umrtnost o 7 % (vyskum je z roku 2007
na 57000 jedincoch!), (Luong a Nguyen, 2006,
Bjelakovic a kol, 2011, Lim a kol, 2011, Grant,
2011, Covic a Apetrii, 2011).

Deficit vitaminu D na Slovensku

Deficit vitaminu D je na Slovensku vel'mi rozSireny.
Blizsie sme sa pozreli na situaciu s hladinami tohto vi-
taminu na strednom Slovensku. Nase vysledky v skupine
2626 pacientov zo stredného Slovenska pocas poslednych
troch rokov potvrdzuju, Ze 65,8 % populacie ma deficit
vitaminu D (hladiny 25-OH-vitaminu D <37 nmol/l,
ECLIA, Elecsys 2010, do Statistiky neboli zahrnuté
deti do 3 rokov, ktoré su suplementované Vigantolom
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Tab. 1.

Tab. 2.

Tab. 3.

Hladiny vitaminu D u zZien a muzov stredného Slovenska.

Medzi pohlaviami existuju Statisticky vyznamné zmeny (p = 0,0295)

Zeny Muzi
pocet pacientov 1686 649
median 27,12 nmol/1 29,49 nmol/l
Hladiny vitaminu D v zime a v lete u pacientov stredného Slovenska.
Medzi roénymi obdobiami existuju Statisticky vyznamné zmeny (p < 0,0001)
ZIMA (oktober-april) LETO (maj-september)
pocet pacientov 1761 574

median

25,23 nmol/l

36,89 nmol/l

Hladiny vitaminu D u roéznych vekovych skupin pacientov stredného Slovenska

vek [roky] pocet pacientov median vit.D3
<1 43 118,6 nmol/1
1-2 62 70,0 nmol/1
3-10 230 43,6 nmol/l
11-20 321 30,6 nmol/l
21-30 154 32,9 nmol/1
31-40 167 30,1 nmol/l
41-50 193 31,0 nmol/1
51-60 378 29,6 nmol/1
61-70 311 29,7 nmol/1
71-80 184 28,6 nmol/l
81-90 37 25,7 nmol/l
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Tab. 4. Hladiny vitaminu D u pacientov z réznych regiénov stredného Slovenska

mesto pocet pacientov median vit.D3
Ruzomberok 122 29,6 nmol/1
Martin 143 29,0 nmol/1
Trstena 422 35,9 nmol/1
Dolny Kubin 450 33,7 nmol/l
Namestovo 132 25,9 nmol/1
B. Bystrica 123 36,1 nmol/l
Dubnica n/V. 156 21,3 nmol/l
Turé. Teplice 114 47,4 nmol/l
Bytca 112 18,5 nmol/l
Cadca 69 30,6 nmol/l

Tab. 5. Stav vit. D v celosvetovej populacii (prehlad publikacii).

Prevodny vztah medzi jednotkami je nasledovny: ng/ml * 2.496 = nmol/l

Suzuki, T. (2011) Japonsko

star§ich ako 75r.

publikacia krajina pocet osob zaver
. 162 zZien vit. D u 49.38 % zien <30ug/I (75 nmol/1),
V: P. a kol. (2009 Sl ke
aiuga, P. a kol. ( ) ovensko (25-40r.) rozdiely medzi regionmi neboli zistené
Zgaga, L. a kol. (2011) Skotsko 2235 os6b insuficiencia vit. D bola u 63.4 % osob
Horani, M. a kol. (2011) USA, Kalifornia 151 osob nedostatok vit. D bol u 19.2 % osob
ficiencia vit. D bol .3% 0s0
Nanri, A. a kol. (2011) Japonsko 529 0sob deficiencia vit. D bola u 9.37% 0sob
vjuliau 46.7% v novembri
Kremer, R. a kol. (2009) Kanada 90 zien 59 % zenskej populacie ma nedostatok vit. D
Chailurkit, L. O. . . v hlavnhom meste Bangkok - insuficiencia vit. D bola
Thajsko 2641 0sob ~ ) . .
a kol. (2011) u 64.6 % o0sob, v ostatnych regionoch Thajska 33.5%
insuficiencia vit. D bola u 37.3 % zien a len u 5.1 % muzov,
. Jordansko, Juhoza- ~ extrémny rozdiel medzi pohlaviami autori davaju do
Batieha, A. a kol. (2011 5640 0sob
aticha, A. a kol. ( ) padna Azia 080 suvislosti so stylom obliekania (Zeny v Jordansku chodia
zahalené v Ciernych habitoch)
Forrest, K. Y., USA 4495 deti insuficiencia vit. D bola u 41.6 % adolescent
Stuhldreher, W. L. (2011) eti insuficiencia vit. D bola u 41.6 % adolescentov
Akman, A. O. a kol. (2011) | Turecko 849 deti insuficiencia vit. D bola u 33.5 % deti
insuficiencia vit. D u 35 % deti, medzi
Absoud, M. a kol. (2011) | Velka Britania 1102 deti {nSUtiClencta vit. =2 1 3575 et medzl
pohlaviami neboli zistené rozdiely
1393 zien

insuficiencia vit. D u 35.2 % zien
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a pacienti s obliCkovymi a peCenovymi diagnozami
v oblickach a v peceni dochadza pocas metabolizmu
vit. D k hydroxylacii, tieto skupiny pacientov by mohli
skreslit uvedené vysledky). Zistili sme, zZe existuju vy-
znamné rozdiely medzi réoznymi pohlaviami (tab. 1),
ro¢nymi obdobiami (tab.2), medzi réznymi vekovymi
skupinami (tab.3) a medzi réoznymi regionmi stred-
ného Slovenska (tab.4). Za povS§imnutie stoji vekova
kategoéria deti do 2-3 rokov, ktoré su suplementované
od narodenia Vigantolom, ¢o sa prejavuje normalnymi
hladinami vit. D v organizme.

Z celkového mnozstva sledovanych pacientov sme
dalej zistovali, aké maju pacienti s deficitom vit. D
(<37nmol/l) najcasteSie diagnozy. Na prvych miestach
skonc€ili imunodeficientné diagnozy (D84, D80, DS81)
- 21.9 %, ochorenia obli¢iek (NO8, N11, N18, N28) -
21.7%, IDDM a NIDDM (E10, E11) - 17.4 %, alergie
a astma (J30, J45) -10.3 %, reumatoidna artritida a os-
teopordza (MO05, M80, M81) - 9.5%. Vo vSeobecnosti
sa hladiny vit. D <37 nmol/l (<15 ng/ml) oznacuju ako
tazka deficiencia vit. D, hladiny v rozpati 37-75 nmol/l
(15-30ng/ml) ako insuficiencia vit.D a za optimalne
sa povazuju hladiny vit.D v rozpiti 75-200nmol/l
(30-80ng/ml). Vzhladom na extrémne nizke hladiny
vit. D v celosvetovej populacii by sa mali hladiny vit. D
pohybovat aspon na urovni 50-80nmol/l (20-32 ng/ml).

Deficit vitaminu D ako globalny problém

Deficit vit. D je rozSireny nielen na Slovensku, ale
na celom svete.

V tabulke ¢.5 st zhrnuté na ukazku niektoré
z mnoZstva Studii, ktoré boli na tému deficitu vit. D
publikované. Jednotlivé uidaje potvrdzuju fakt, zZe deficit
vit. D je rozSireny nielen v severskych krajinach, kde
je menej slnka, ale aj v slneénych krajinach, aj ked
v ovela menSej miere. Nedostatok vit. D sa prejavuje
drazdivostou, nervozitou, depresiami, pesimizmom,
navalmi tepla, noénym potenim, kf¢ami v nohach. Vi-
tamin D je jeden z mnohych faktorov, ktory ma roz-
hodujucu ulohu v prevencii autoimunitnych ochoreni
kardiovaskularnych, imunitnych, infekénych ochoreni,
v prevencii rakoviny, osteopordzy, obezity, pleSatosti
a mnohych dalSich ochoreni.

Priciny nedostatku vitaminu D a jeho suplementacia

Preco je taky rozSireny nedostatok vit. D v celosve-
tovej populacii? Treba poznamenat, Ze to nie je chyba
analytiky, laboratorne vysledky podliehaju pravidelnej
internej a externej kontrole kvality. Nedostatok vit. D sa
dava do suvislosti s tym, Ze mame nedostatok slne¢ného
Ziarenia resp. sa nespravne slnime, Zijeme v uzavretych
priestoroch ako su praca, byty, posiliovne, nakupné
centra a pod. pod umelym osvetlenim a mame stravu
chudobnu na vit.D. Priroda je vSak taka dokonala,
Ze prindsa ucinni pomoc pre obyvatelov severskych
oblasti, kde je menej slnka a to v podobe tuénych se-
verskych ryb obsahujucich va¢sie mnozstvo prirodzenej
formy vit. D v rybom tuku. Niektoré krajiny pristupili
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za ucCelom minimalizovania deficitu vit. D v populacii
k fortifikacii potravin (Houghton a kol., 2011),
v Kanade sa fortifikuje vSetko tekuté mlieko. U nas
fortifikacia potravin podlieha Nariadeniu Europskeho
parlamentu a Rady (ES) ¢.1925/2006 (novelizacia
nariadenia ¢.108/2008), ktorého cielom je regulovat
pridavanie fortifikantov do potravin. Fortifikanty sa
nesmu pridavat do nespracovanych potravin ako je
ovocie, zelenina, méso, alkohol... Potraviny, ktoré su
fortifikované musia byt riadne oznacené, CiZe by sa nam
nemalo stat, Ze kupime vyrobok, ktory je fortifikovany
a nevedeli by sme o tom. Na Slovensku su z potravin
fortifikované vitaminom D napr. rastlinné masla ako je
Rama, Perla, Flora, detské mlieko Nutrilon, syrokrém
Karicka a iné. Zivo¢isne masla (Liptov, Rajo), mlieko
(Tatra, Rajo, Lactel, Acidko, Rajo-vanilka, Tesco),
cerealie (4 druhy), syrokrémy Lunex a Bambino atd.
fortifikované vit. D nie su. Neznamena to ale, Ze by
sme mali teraz uprednostiovat potraviny fortifikované
vit. D, len preto aby sme pre na$ organizmus zabezpe-
¢ili viac vit. D. Je potrebné zamerat sa na prirodzenu
formu dopinania vit. D do organizmu ako je dostatoéné
a spravne slnenie a strava bohata na vit. D, jedna sa
najma o ryby zo severskych mori (lososy, slede, sardinky,
tresky), tresC¢iu pecen, vajicka, huby suSené na slnku
a pod. Co pre nas znamena dostatoéne a spravne sa
slnit ? Dostato¢ne sa slnit znamena 2-3 x/tyzden cca
15-30 min., Tudské telo si vie za takyto Cas vyrobit
priblizne 10000-120001IU vit. D, takato zasoba vit. D
vydrzi pre organizmus asi na 2-4 mesiace (Godar
a kol., 2011). Pri dostato¢nom slneni ¢lovek nepotrebuje
prijimat vit. D vo forme vitaminovych doplnkov. Co pre
nas znamena spravne sa slnit ? Vit. D sa vstrebava cez
kozu do tela len za urCitych podmienok: ak vzduch nie
je prili§ vlhky, ak sme sa pred a po slneni neumyvali,
krémy na opalovanie blokuju produkciu vit.D v kozi
(uz opalovaci krém s faktorom 8 zniZuje syntézu vit. D
0 95%), preto by sme sa mali natierat opalovacimi
pripravkami aZ po 15-30min. slnenia. Vitamin D vy-
tvoreny pri opalovani nie je pre organizmus toxicky,
pretoze nadbytoéné mnoZzstvo takto vytvoreného vit. D
sa v pokozke okamzZite rozkladd. Smog a mraky znizuju
ucinnost UV Zziarenia, preto obyvatelia miest s vyso-
kou automobilovou dopravou by mali zvysit mnozstvo
prijatého vit.D v potrave, alebo zabezpecit vhodnu
suplementaciu vit. D pre organizmus vo forme vitami-
novych doplnkov, taktiez sa to tyka aj ludi pracujucich
v noci alebo v tme (banici) (Chailurkit a kol., 2011).
Zaujimavé je, Ze ludia so svetlejSou pokoZzkou moZu
vyuzit az 70 % slne¢ného Ziarenia, s tmavsSou pletou
iba 3-30%, vyskumy to aj potvrdzuju, u ¢ernochov
a Hispancov bol zaznamenany vacsi deficit vit. D ako
u belochov (u Iudi s tmavSou plefou pdsobi pokozka
ako filter) (Farrar a kol, 2011, Van Horn a kol,
2011). Obezita ovplyviauje nedostatok vit. D v organiz-
me, pretoze vit. D je rozpustny v tukoch, takze obézni
Iudia nezabezpecia pre organizmus dostato¢né mnoZzstvo
vit. D len slnenim (M oy, 2011). Schopnost organizmu




syntetizovat vit. D slnenim sa zniZuje so zvySujucim sa
vekom, ¢o potvrdzuju aj nase vysledky. Preto u starSich
Tudi je potrebné zvazit okrem stravy obsahujucej dosta-
tok vit. D aj suplementaciu vitaminovymi doplnkami.

Optimalne davky vitaminu D

Denna davka vit. D sa neda presne stanovit, lebo
tvorba vit. D v tele prostrednictvom slne¢ného Ziarenia
je zavisla od mnohych tazko odhadnutelnych faktorov
ako je intenzita slne¢ného Ziarenia, pigmentacia pokoz-
ky, dizka slnenia, preto je potrebné davkovanie vit. D
volit individualne a suicasne zohladnit fakt, Ze varidcia
koncentracie medzi dnami je cca 20%. Doporucena
denna davka pre Iudi do 50 rokov je min. 200IU vit. D/
denne, od 50-70 rokov je to 400IU a nad 70 rokov
je to 600TU denne, zvysena davka tolerovana v EU aj
v USA je aj 2000 IU vit. D denne t.j. 50 ug (prevodny
vztah je nasledovny: 40 IU *0.025 =1 pg vit. D). Klinické
testy vSak ukazuju, Ze tieto davky su vel'mi nizke, stacia
na zabranenie deformacii chrbtice a opornej sustavy,
ale v praxi by mala byt davka vit.D zvySend aZ na
organizmom dobre tolerovanu davku 125-250 ug/denne
(5000-100001IU/denne). Nemusime sa bat, Ze by sme
sa predavkovali, pretoze synteticky vit.D mozZe byt
pre dospely organizmus toxicky pri konzumacii davky
25000-400001U/den vo velmi dlhych periodach po
dobu niekol'kych tyzdnov az mesiacov (Binkley a kol,
2011; Cogan, 2011; Parvaiz a kol,, 2011; Sainaghi
a kol., 2011; Toss a Magnusson, 2011). Pozor,
u malych deti moze priznaky hypervitaminozy vyvolat
uz dlhodoba denna davka vit. D v mnozstve 1800IU,
najzavaznejSie sa potom prejavuje postihnutim obli¢iek
(predcasne narodené deti by mali byt suplementované
max. 200-4001IU vit. D/denne, deti do 6 mesiacov by
mali uzivat max. 10001U/denne, deti od 6-12 mesia-
cov max. 1 500IU vit. D/denne) (Hatun a kol., 2007,
Ferenczova a Podracka, 2010; Gallo a kol., 2010;
Mutlu a kol, 2011). Na Slovensku podla najnovsich
odporucani aplikujeme detom profylakticky 600-800 U
vit. D/denne uz od 2. tyZdna Zivota optimalne aZz do
3 rokov Zivota dietafa, o potvrdzuje aj nase vyhodno-
tenie hladin vit. D v jednotlivych vekovych kategoriach.
Opatrne je potrebné volif aj suplementaciu vit. D
u tehotnych, malo by to byt 400-8001IU vit. D/denne,
v poslednom trimestri aj 1000I1U/denne (Ringrose
a kol., 2011). Vedci z Juznej Karoliny sice zistili, Ze
ani uzivanie vit. D v mnozstve 2000-6 000 1U/denne
pre tehotné nemalo Ziadne negativne ucinky, napriek
tomu je vhodné pri tychto rizikovych kategoriach ako
su deti a tehotné zvazovat davkovanie vit. D vel'mi
triezvo. V tomto vyskume z roku 2009 vedci zistili, Ze
vit. D moze znizZit aj riziko pred¢asného porodu. Prvej
skupine tehotnych podavali 4 000 IU vit. D/denne pocas
troch mesiacov tehotnosti, druhej skupine len 400U/
denne podla odporucani vlad USA a Velkej Britanie.
Ucastnicky boli monitorované prostrednictvom krvnych
testov a vzoriek moca tak, aby sa zarucili hladiny vap-
nika a vit. D v ramci bezpecnych limitov. U Zien, ktoré
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uzivali 4 000 IU vit. D/denne sa znizli riziko pred¢asného
porodu o polovicu v porovnani s druhou skupinou,
ktora uzivala 400 jednotiek vit. D/denne (Finer a kol,
2011). Nadbytok resp. predavkovanie vit. D sa prejavuje
nechutenstvom, stratou hmotnosti, svalovou slabostou,
kovovou chutou v ustach, bolestami hlavy a brucha,
hnackou, apatiou, spavostou. Nadbytok vit. D v organizme
ma za nasledok nadmerné zadrZiavanie kalcia a fosfo-
ru a ukladanie vapenatych soli v méakkych tkanivach
(tepny, obli¢ky, srdce, plica), kde tvoria zvapenatené
loziska sposobujuce trvalé poskodenie tychto organov.

ZAVER

Zaverom mozno konStatovat, Ze vicSina celosvetovej
populacie vratane Slovenska (vid' tab. 1, 2, 3 a 4) trpi
nedostatkom vit. D, ktory je sposobeny najméi ,moder-
nym Zivotnym §tylom®, nespravnym slnenim a stravou
chudobnou na vit. D. Vitamin D by v kone¢nom dosledku
mohol sluzit ako jeden z viacerych potencialnych pre-
ventivnych markerov pri diagnostike viacerych ochorent,
resp. by mohol spolu s dalSimi faktormi zniZovat riziko
vzniku tychto ochoreni. Netreba vS§ak zabudat na pravi-
dlo ,VSetko s mierou!®, pretoze tak, ako je nebezpecné
slnenie v poludnajsich hodinach, tak je nebezpecné
aj nadmerné uzivanie vitaminov, preto je vhodnejSie
zamerat sa na prirodzenu formu suplementacie vit. D
vo forme stravy bohatej na vit. D a na zdravé slnenie
mimo poludnaj$ich hodin, vitamin D sa ¢asto ozna-
Cuje aj ako ,sunshine vitamin“. Na zaklade mnozZstva
citacii sa zda, ze vit.D by bol v skutocnosti lepSim
liekom, resp. prevenciou proti mnozstvu ochoreni ako
samotné lieky vyvinuté pre tento ucel, ale odstranenie
deficitu vit. D v populacii by pravdepodobne vyrazne
zredukovalo zisky farmaceutického priemyslu, ktory,
ako sa zda, dnes ovlada zapadnu medicinu. Len cCas
ukaze, i problematika vitaminu D je iba dalsi ,boom
v laboratérnej diagnostike“, alebo sa jedna v skuto¢nosti
o nedoceneny vitamin, ktory suvisi s mnozstvom ocho-
reni. Vitamin D niektori autori usmevne prirovnavaju
ok starému vinu v novej flasi“. Vzhladom na fakt, ze
deficit vitaminu D je rozSireny u ludi na celom svete,
je snahou roznych S$tudii zmapovat aky dopad moze
mat tento deficit na zdravie obyvatelstva. Je teda na
kazdom z nas, ako sa k vitaminu D postavime.

Na zaklade nameranych hladin vit. D v naSej populacii
a dalSich zisteni v odbornej literatire sa priklaname
k tomu, Ze je potrebné odporucat suplementaciu vita-
minu D nielen u deti, ale u celej populacie, pretoze
sa zda, ze vitamin D, spolu s dalSimi faktormi, moze
mat nezanedbatelny preventivny ucinok pri vzniku,
resp. rozvoji mnohych ochoreni a stanovovanie jeho
hladiny je mozné vyuzit pri predikcii moznych zdra-
votnych komplikacii.

Aj ked sa niekomu moze zdaf, Ze vit.D je ,liek
na vSetko®, netreba zabudaf na fakt, Ze samotny vit.
D nie je vSemocny a bez dodrziavania spravneho Zi-
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votného Stylu ako je zdrava strava, pravidelny pohyb
resp. cviCenie a minimalizovanie stresu by sme tazko
mohli ¢akat prevratné uspechy, na druhej strane vSak
mnoZzstvo Studii o vit. D len dokazuje skutoénost, Ze vit.
D mo6ze mat pre na§ organizmus neocenitel'ny uzitok.
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zistenia zmien hladin r6znych analytov v telovych teku-
tinach, prispieva ku stanoveniu diagnézy ochorenia, jeho
prognozy i monitorovania uspeSnosti liecby. Klinicka
biochémia tak zohrava dolezitu ulohu v diagnostickom
procese. Podiel informacii poskytovanych klinicko-bioche-
mickymi vySetreniami predstavuje az 70 % zo vSetkych
informacii ziskavanych laboratérnymi vySetreniami.

Klinicka biochémia bola v prvych obdobiach stucastou
internej mediciny. Pribudanim novych poznatkov, rozsi-
rovanim palety laboratornych vySetreni ako aj burlivym
rozvojom analytickych technik sa prejavila potreba osa-
mostatnenia sa klinickej biochémie ako samostatného
odboru. Tento trend sa vyraznejSie prejavil v 50-tych
a 60-tych rokoch. Klinicka biochémia sa sformovala ako
samostatny medicinsky odbor s vlastnymi oddeleniami
v zdravotnickych zariadeniach a s mozZnostou postgra-
dualneho vzdelavania a ziskania samostatnej atestacie
z odboru klinicka biochémia. Napriek vytvoreniu
samostatného medicinskeho odboru s postgradualnou
vychovou §pecialistov v tomto odbore sa vSak klinicka
biochémia nedostavala vyraznejSie do pregradualnej vy-
chovy novych lekarov. Jednym z faktorov, ktoré k tomu
prispievali bolo aj relativne malé zastipenie lekarov na
pracoviskach ustavov lekarskej biochémie na lekarskych
fakultach, a z toho aj vyplyvajuce viac prirodovedné
chapanie vyuky biochémie pri vyuébe medikov. Dalsim
faktorom bola nevola ucitelov klinickych predmetov pre
vytvorenie priestoru pre vyucbu klinickej biochémie ako
samostatného predmetu, lebo boli presvedceni, Ze oni
sami su schopni vyucovat klinickd biochémiu v ramci
svojich predmetov.
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V tomto svojom prispevku by som sa chcel v krat-
kosti venovaf analyze aktualnych znalosti Studentov
z vysSich ro¢nikov Lekarskej fakulty UK v Bratislave
o klinickej biochémii a kontrole kvality prace na od-
deleniach klinickej biochémie.

Prezentované vysledky sme ziskali formou pisomnej
anonymnej ankety, ktoriu sme uskutoc¢nili v oktobri
2011 medzi posluchaémi 4. a 5.ro¢nika vSeobecné-
ho lekarstva, ktori sa prihlasili na povinne volitel'ny
predmet ,Klinickd biochémia“. I§lo teda o Studentov,
ktori aktivne prejavili zaujem o problematiku klinickej
biochémie. Bolo odovzdanych 76 anketovych listkov,
ktoré boli vyhodnotené a v dalSej Casti by som si dovolil
prezentovat Cast vysledkov tejto analyzy.

nie
7%

Otazka ¢.1

S problematikou klinicko-biochemickych vySetreni som
sa stretol okrem biochémie aj na inych predmetoch.
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Otazka ¢. 2
O indikacii klinicko-biochemickych vySetreni nam hov-
orili aj na inych predmetoch.

Otazka ¢. 5
Ako ziskavame referenc¢né hodnoty ?

ano nie

viem

Otazka ¢. 3
Problematiku klinicko-biochemickych vySetreni nam
SirSie objasnili pocas letnej praxe.

Otazka ¢. 6
Co znamena presnost vySetrenia ?

viem pocul som
o tom, ale
neviem
29%

Otazka ¢. 4
Co je predanalyticka faza vysetrenia ?
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Otazka ¢. 7
Co je prediktivna hodnota vysetrenia ?




viem pocul
somo

13%
tom, ale
neviem
8%

neviem
49%

Otazka ¢. 8
Co je ,cito* vySetrenie ?

62% “ocul

neviem
somo
tom, ale
neviem
16%

Otazka ¢. 9
Co je interna kontrola kvality na oddeleni klinickej bio-
chémie?

nepocul viem

somo
tom
47%

Otazka ¢. 10
Co je externa kontrola kvality a ako sa robi?
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Ako vidno z prezentovanych vysledkov, vedomosti
studentov o pojmoch tykajucich sa klinicko-biochemic-
kych vySetreni si pomerne slabé a vedomosti o kontrole
kvality prace v klinicko-biochemickom laboratoriu su
prakticky mizivé (menej ako 10 % ma o tom predstavu).
Aj tieto fakty podporuju potrebu zabezpecit vyuku
klinickej biochémie v pregradualnej priprave novych
lekarov.

Na Lekarskej fakulte UK v Bratislave sme zacali
s vyucbou klinickej biochémie v §kolskom roku 1996/1997
vo forme povinne volitelného predmetu. Studenti 4.
a S.ro¢nika si povinne volia jeden volitelny predmet
v danom roc¢niku. Skuto¢nost, Ze aj samotni Studenti
povazuju klinicku biochémiu za predmet potrebny pre
svoje dalSie vzdelavanie, sa odraZza na pomerne znac-
nom pocte Studentov zapisanych na tento predmet.
V sucasnosti je k dispozicii posluchacom 4. a 5.ro¢nika
LFUK 22 rbéznych povinne volitelnych predmetov.
Pocet prihlasenych Studentov sa v poslednych Styroch
Skolskych rokoch pohybuje okolo 100-140 Studentov,
¢o predstavuje asi 20-25 % zo vSetkych Studentov zapi-
sujucich si povinne volite[ny predmet. V ramci vyuky
predmetu ,Klinicka biochémia“ ponukame posluchacom
zaklady vSeobecnej klinickej biochémie (predanalyticka
faza vySetrenia, hodnotenie vysledkov biochemického
vySetrenia a referencné hodnoty, interna a externa kon-
trola kvality) ako aj zaklady indikacie a interpretacie
jednotlivych laboratornych vySetreni (tab.l1). Vyuke
povinne volitelnych predmetov je vymedzeny 1 semester
v rozsahu 24 hodin prednasok.

Nasim dalSim cielom je presadit vyuku klinickej
biochémie ako povinného predmetu pre vSetkych po-
sluchacov vseobecného lekarstva. Bohuzial, tento ciel
je eSte znacne vzdialeny, lebo celkovy pocet vyucbo-
vych hodin je velmi problematické zvySovat a klinické
predmety si pomerne huzZevnato strazia svoje hodiny
a nejavia ochotu Cast tohto priestoru poskytnat pre
zaradenie nového predmetu. Zaroven postavenie klinic-
kej biochémie ako samostatného vyuc¢bového predmetu
zhorSuju aj sucasné trendy v naSom zdravotnictve, kde
oddelenia klinickej biochémie boli sprivatizované a po-
stupne stracaju charakter rovnocenného partnera pre
klinické oddelenia a menia sa na jednoduché servisné
zariadenia produkujuce len vysledky biochemickych
vySetreni.
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Tab. 1. Sylabus prednasok povinne volitelného predmetu ,Klinicka biochémia“

1. tyzden
Zaklady vSeobecnej klinickej biochémie. Predanalyticka faza vySetrenia. Sposoby hodnotenia vy-
sledkov vySetreni, referenéné hodnoty. Kontrola kvality prace.

2. tyzden
Plazmatické bielkoviny. Vyuzitie vySetrenia plazmatickych bielkovin v diagnostike.

3. tyzden
Zaklady klinickej enzymoldgie. Klinicky dolezité enzymy a ich vyznam v diagnostike.

4. tyzden
Poruchy metabolizmu lipoproteinov. Hyperlipoproteinémie a ich diagnostika. Rizikové faktory
aterosklerdzy a ich vySetrovanie.

5. tyzden
Poruchy regulacie glykémie. Vyuzitie laboratornych vySetreni pri diagnostike a monitorovani liecby
pacienta s diabetes mellitus.

6. tyzden
Laboratorne vysetrenia v diagnostike gastroenterologickych ochoreni.

7. tyzden
Laboratorne vySetrenia a ich vyznam v hepatologii.

8. tyzden
VySetrenie mocCu a laboratérne vySetrenia a ich vyznam pri ochoreniach obliciek.

9. tyzden
Vyznam laboratornych vySetreni u pacientov s onkologickymi ochoreniami. Onkomarkery.

10. tyzden
Poruchy acidobazickej rovnovahy a ich diagnostika.

11. tyzden
Vyznam laboratérnych vySetreni v kardioldgii. Enzymové a neenzymové kardiomarkery.

12. tyzden
Zaklady laboratornej diagnostiky v endokrinolégii.
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PANCREATIC BETA CELL REGENERATION AS A PERSPECTIVE
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ABSTRACT

The clinical manifestation pattern of both type 1 and
type 2 diabetes is progressive because of the continuous
decrease of pancreatic beta cell population. Although
recent therapeutic strategies do not offer solution for
arresting beta cell loss, several in vitro and preclinical
studies support the fact that endocrine pancreas has a
considerable ability of renewal and regeneration. Following
partial destruction of the pancreas intense neogenesis
of beta cells was observed in the remnant pancreas.
New beta cells can be formed by beta cell replication,
transdifferentiation of alpha cells or acinar cells, and
via neogenesis from periductal precursor cells.

This overview provides an insight into the cell biol-
ogy of the beta cell renewal in the pancreas. It can be
the basis of future therapeutic strategies facilitating
endogenous beta cell regeneration by pharmacological
means. Therapeutic approaches focusing on preservation
of the residual beta cells in already diabetic patients
have great importance, too.

Successful regenerative therapies of diabetes mellitus
are already on the horizont.

SUHRN

Klinicka manifestacia obidvoch hlavnych typov di-
abetes mellitus ma progresivny charakter zapricineny
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kontinualnym poklesom poctu beta buniek. Hoci dnesné
terapeutické stratégie neposkytuju riesenie na zastavenie
straty beta buniek, mnohé in vitro a preklinické sStudie
podporuju nazor, ze endokrinny pankreas ma vyznamnu
schopnost obnovy a regeneracie. Po ¢iastocnom znic¢eni
pankreasu je mozné pozorovat intenzivnu neogenézu beta
buniek v ponechanom tkanive. Nové beta bunky sa mozu
tvorit replikaciou beta buniek, transdiferenciaciou alfa
alebo acinarnych buniek, alebo neogenézou z periduk-
talnych prekurzorovych buniek.

Tento prehlad poskytuje obraz o bunkovej biologii
obnovy beta buniek v pankrease. Tento pochod moze byt
zakladom buducich terapeutickych stratégii umoznujucich
ich endogénnu regeneraciu farmakologickou cestou. Tera-
pia zamerana na zachovanie rezidualnych beta buniek
u uz diabetickych chorych ma takisto velky vyznam.

Uspe$na regenerativna lie¢ba diabetes mellitus je ui
na horizonte.

INTRODUCTION

Although the etiology and the clinical symptomatol-
ogy of type 1 and type 2 diabetes are different, both
are progressive pathophysiological conditions. In the
course of these diseases the number of islet beta cells
decrease gradually — the difference is in the etiology
and the rate of the decrease. Type 1 diabetes mellitus
manifests if more than 90 % of insulin-producing cells
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are destroyed. In patients with impaired glucose toler-
ance the degree of the beta cell loss accounts about
50 percent, which reaches 65 % in the case of type 2
diabetes. (Gepts ef al, 1965; Meier et al, 2005;
Butler et al., 2003)

Despite all recent progress in insulin treatment
(including closed-loop delivery systems) and of oral
antidiabetic therapy (introducing new types of drugs
as e.g. incretins) the overall situation in glycaemic
compensation of diabetic patients and in prevalence
of vascular complication is far from satisfactory. There
are many treatments of diabetes but the only cure is
pancreas or islet cell transplantation.

An unanswered old question and yet unexploited
possibility is the regeneration of islet cells. Several
experimental data have demonstrated the fact that the
pancreas has considerable regenerative capacity. In
healthy persons beta cells continuously decay through
apoptotic mechanism and the lost cells are replaced by
newly formed ones (Scaglia er al, 1997). Following
experimental diabetes induced by chemical agents (al-
loxan, streptozotocin) or partial pancreatectomy newly
formed beta cells have been observed in the remnant
pancreas of the animals recovered from hyperglycemia
(Gianini, 2011). The regeneration of the pancreas was
the probably culprit already in Brunner’s unsuccessful
experiments to produce any disease after pancreatectomy
in dogs in the 16™ century (Brunner, 1683). Obesity
and also physiologic pregnancy induce increase in the
beta cell mass triggered by the excessive metabolic re-
quirements in these conditions. The fact that regenerative
capacity of pancreas is retained even in human type
1 diabetes is supported by the phenomenon of insulin
independent “honeymoon” period shortly after onset
of the disease. Residual beta cells have been observed
in the autopsy specimens derived from long standing
diabetes. Even these residual beta cells associated with
minimal insulin secretion significantly decrease the risk
of both short and long-term complications (ketoacidosis,
hypoglycemia, nephropaty and neuropathy) of type 1
diabetes related to those patients lack of residual beta
cells. (Martin et al, 1992; Steffes et al, 2003)

Recently new approaches have been investigated
focusing on the restoration of endogenous insulin
production by means of the regeneration of beta cells
by administration of growth factors.

For this reason the main perspective goal of the
new therapeutic strategies in both type 1 and type 2
diabetes is preventing the destruction of residual beta
cell mass and if it is possible its restoration.

In this paper we review the cell biology of pan-
creatic regenerative processes and the preclinical and
clinical studies focusing on beta cell preservation and
regeneration.

Fetal and newborn pancreatic beta cell development
Beta cells can be detected as early as in the 9%
week of the fetus development in the primitive ductal
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epithelium. This observation suggests that new beta
cells originate from the ductal precursor cells. Beta cell
proliferation contributes also to the increasing beta cell
mass in the fetal pancreas. After birth intensive beta
cell proliferation can be observed for some time, which
is interrupted by apoptotic waves (Gianini, 2011).

Formation of new beta cells in later life

Origin of the new beta cells after the period of
their intensive postpartum proliferation is an object of
intense dispute. Different research groups have been
showed that beta cell proliferate by symmetric cell divi-
sion, are formed by neogenesis from ductal precursor
cells and also by transdifferentiation of alpha cells.
Beta cell prolifereation in the course of pancreatic
regenerative process have been detected by means of
BrDU incorporation (Dor et al, 2006).

Using tissue specific tracing method beta cell division
was also demonstrated following partial pancreatec-
tomy and treatment with incretin analogue Exendin-4
(Collombat et al, 2010). The role of cyclin-D2 (a
cell cycle regulatory protein) in beta cell prolifera-
tion has been clarified by means of using cyclin-D2
knock-out mice. In cyclin-D2 deficient mice smaller
islets and less beta cells have been observed with a
concomitant decrease in the regenerative capacity of
pancreas related to wild type counterparts. Cyclin
dependent kinase (Cdk4) deficiency in mice leads to
diabetes, in contrast those animals bearing constitutively
active form of Cdk4 showed beta cell hyperplasia and
hyperinsulinaemia (Georgia et al, 2004; Kushner
et al, 2005; Rane et al, 1999).

The proliferative capacity of islet beta cells drasti-
cally decreases during aging, however tenfold increase in
beta cell replication rate were detected in regenerating
pancreas after streptozotocin induced diabetes in mice.
These results indicate that proliferative capacity of beta
cells isn’t lost irreversibly by aging and this phenom-
enon could be exploited in regenerative therapeutical
strategies of diabetes (Teta et al, 2005).

The age-related inhibition of beta cell division abil-
ity can be attributed to activation of some tumor sup-
pressor genes. One of this is pl6ink4a. The pl6ink4a
knock-out resulted in a significant increase of beta cell
proliferation. The expression of this gene is tightly
controlled by a gene silencing protein Bmi-1, which
binds to the silencing sequence upstream of pl6ink4a
sequence. Knock-out of Bmi-1 gene resulted in pl6ink4a
overexpression which in turn lead to total blockade of
beta cell proliferation (Dhawan er al., 2009).

Beta cell neogenesis from the panrceatic stem
like precursor cells and other cells

Recent studies strongly suggest that new beta cells
may develop from ductal or acinar progenitor cells. In
the course of beta cell neogenesis an array of genes are
reactivated which orchestrate the embryonic and fetal
development of the pancreas. One of this regulatory




peptide is the Neurogenin-3 (Ngn3). Ngn3 overexpression
have been detected in the ductal epithelium of injured
pancreas in mice. Ngn3 positive cells were isolated and
then engrafted to Ngn3 knock-out mice. Engrafted cells
differentiated to islet cells (Xu et al., 2008).

Pancreatic acinar precursor cells can be the source
of beta cell neogenesis, too. In a study acinar cancer
cell line (AR42) was cultured with activine and glu-
cagone from beta cells. The culture was transformed
following this treatment, as glucagone and insuline
producing cells were detected in the culture.

In another study primary culture of acinar cells
from rats was treated with epidermal growth factor
(EGF), and leucemia inhibitory factor (LIF). Three
days after treatment the culture showed C-peptide-1,
Pdx-1, Glut-2 positivity and produced insuline in a
glucose dependent manner. The cells were harvested
and implanted into alloxan treated diabetic mice, which
recovered from hyperglycaemia after cell engraftment
(Baeyens et al., 2010).

A recent study revealed that cell division is not in-
dispensable for beta cell neogeneis. Using tissue specific
tracing method direct conversion of mature alpha cells
were detected following chemically induced beta cell
damage, and partial destruction of pancreas by duct
ligation. (Thorel et al, 2010; Chung et al., 2010).

The phenomenon of intense cell proliferation in the
periductal areas after partial destruction of pancreas by
celophane wrapping had been known for a long time
(Rosenberg et al, 1983).

The key role of INGAP protein

Tha fact that an unidentified protein may have
a role in this regenerative process was proposed by
Terozano et al. in 1988. In a study in which they
performed quantitative mRNA analysis from regenerat-
ing and normal pancreas based on a pancreatic cDNA
library, they observed an mRNA overepression which
coded a protein consisting of 165 aminoacids in the
specimen of the regenerating pancreas but not in liver
or normal pancreas.

In a later study the cytosolic extract from duct
ligated pancreas of hamster was given intraperitone-
ally to animals with streptozotocin diabetes. The cell
extract treated animals recovered from hyperglycemia.
By immunohistochemical analysis glucagon and insu-
lin positive cells were found in the duct epithelium
(Rosenberg et al, 1996).

The gene of the growth factor islet neogenesis as-
sociated protein (INGAP) was cloned and sequenced
by Rafaeloff et al. in 1997. Structural analysis of
the protein revealed that its activity attributed to its
centrally positioned domain consisting of 15 aminoacids.
This pentadecapeptide portion showed the same regen-
erative characteristics as native INGAP (Rosenberg
et al., 2004).

The pentadecapeptide portion of INGAP enhances
the proliferation and endocrine differentiation of ductal

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2012

primary cell culture and increases beta cell neogenesis
from ductal precursors. Presence of INGAP in ductal
cell was confirmed by immunohistochemical staining.
INGAP were deteceted in acinar cells and non-endocrine
islet cells, too (Lipsett et al., 2007).

INGAP overexpression in transgenic mice potentiates
glucose-induced insulin release and delays the onset of
streptozotocin induced diabetes (Chang et al., 2011).
INGAP administration significanty improved glucose
metabolism as assessed by homeostatic model indexes.
Morphometric analyses of pancreatic tissue from IN-
GAP treated animals revealed increased number and
size of islets. An increase of Ngn-3 and PDX mRNA
were detected also in INGAP treated animals related
to the control. (Madrid et al, 2009).

Regenerative effect of glucagon like peptide-1 (GLP-1)

Glucagon like peptide-1 increase insulin release
through the activation of enteroinsular axis. In recent
years accumulating body of evidence arised about the
pivotal role of GLP-1 in the regeneration of beta cell
mass, too. It was demonstrated that GLP-1 increases
both beta cell proliferation and neogenesis and has also
antiapoptotic activity. Treatment of primary beta cell
cultures derived from both human and rodent speci-
mens with GLP-1 showed cytoprotective effect against
apoptotic agents like TNF-a, free fatty-acids, reactive
oxigene species, and dexamethason (Li et al, 2003).

The proliferative effect of GLP-1 was confirmed
in primary islet cell cultures. Following treatment of
the cultures with GLP-1 agonists cell proliferation was
detected, which was possible to block by mitogene ac-
tivated protein kinase (MAPK), phosphatidyl inositol-3
kinase (PI-3K) and PKA inhibitors (Friedrichsen
et al., 2006).

In addition beta cell neogenesis from ductal and
acinar precursor cells can be also induced by GLP-1.
Its receptors were detected in ductal cells derived from
both human and rodent specimens. Primary cell culture
of acinar and ductal cells treated with GLP-1 receptor
agonist Exendin-4 were transformed to islet like cells
which expressed PDX-1 transcription factor, beta cell
type glucokinase, and glucose transporter (GLUT2).
Furthermore they were able to produce insulin via
glucose dependent manner (Zhou et al, 1999).

In vivo estimation of beta cell mass function

Therapeutic strategies focusing on regeneration of
beta cell mass should be evaluated through measure-
ment or estimation of beta cell mass.

The main obstacles to direct visuallization of is-
lets with conventional image diagnostic methods (CT,
MMR) are the relatively little volume and size (2%
of total pancreatic tissue; cca 200mm in diameter)
as well as their scattered distribution in the pancreas.
Furthermore there is little difference in echogenity
between islet and exocrine tissue.

Under investigation are the possibilities of specific
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marker labelled beta cells detected by positron emis-
sion tomography (PET), magnetic resonance imaging
(MRI) or single photon emission CT. GLP-1 receptor,
sulphonyl urea receptor (SUR) and vesicular amine
transporter receptor-2 (VAMT-2) have been tested for
labelling beta cells. VAMT-2 labelling seems to be well
applicable and it was already tested in a clinical trial
(Malaisse et al, 2001).

Due to the inavailability of appropriate routine imag-
ing method functional assays are used to estimate beta
cell mass. In these assays insulin release is stimulated
by different ways. Intravenous arginine stimulation of
insulin secretion in hyperglycemia (IVAST) or glucagon
stimulated insulin secretion are the possibilities. In
these assays C-peptide is measured instead of insulin
because it is not cleared in the liver after secretion in
the portal circulation (Polonsky et al., 1988; Roth
et al., 2012).

Beta cell regeneration in human type-1 diabetes mellitus

That regenerative processes exist also in human
pancreas is suggested by a few case reports about
recovery from severe hyperglycemic or ketoacidotic
state although these old case reports are not fully
documented according to recent guidelines (Coplean
et al., 1963).

The transient remission of insulin dependent diabe-
tes within days or weeks following onset of the illness
is a common phenomenon. The honeymoon phase is
defined when the insulin requirement decreases bellow
0,5 U/kg/day, and hemoglobin A . is less or equal to
6 % (42 mmol/mol IFCC units).

Honeymoon phase is clearly an attempt of beta
cell regeneration. Its intensity and duration is age-
dependent (higher and longer in children older than 5
years at onset as compared with diabetes manifesting
in very young children). Another factor is the begin-
ning of therapy as soon as possible after appearance of
symptoms (Lombardo etal, 2002; Abdul-Rasoul
et al., 2006).

Signs of beta cell regeneration was observed also in
an analysis of tissue specimens derived from patients
with a history of long standing diabetes. Some residual
beta cells with insulin positivity were detected in the
sections. On the other side these residual beta cells
showed positivity for apoptotic markers and leukocyte
inflitration. The presence of residual beta cells with
high apoptotic rate even in the older age of the patients
suggests that new beta cells continously arise in the
pancreas of diabetic patients but they also die through
apoptosis caused by inflammatory reactions (Meier et
al., 2005; Butler et al, 2003; Gianini et al, 2011)

Strategies for preservation of residual beta cell function
in type-1 diabetes

Although restoration of endogenous insulin produc-
tion by regeneration of beta cell mass seems to be
feasible in the future but the preservation of residual
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beta cell function can be a realistic goal. The fact that
even the very low level of insulin secretion attributed
to the residual beta cell population can decrease the
development of diabetic complications have revealed
by a trial published in 2003 (Steffes et al, 2003).

Patients with type-1 diabetes in this trial were divided
into groups defined by glucagon stimulated C-peptide
secretion. (£0,03; 0,04—-0,20 and 0,21 —0,50nmol/l).
The study revealed that C-peptide secretion above
20nmol/l was associated with significantly lower oc-
curence of nephropaty and retinopathy but also fewer
hypoglycemic episodes.

For this reason the main goal of the new therapeutic
strategies is beta cell rescue, in other words preven-
tion of total beta cell loss. These strategies are parts
of primary, secondary and tertiary prevention phases
depending on the progression state of the illness at
the time of admission to the therapy. Application of
primary strategies are possible in children whose par-
ents have type-1 diabetes and the children are carriers
the illness associated HLA-DQ/DR alleles. Although
these alleles are associated with type-1 diabetes, further
environmental or dietary factors need to be present for
triggering the onset of the autoimmune reactions against
the islet cells. Consumption of gluten containing food
and cow milk before one year of age are supposed to
be among them.

In clinical follow-up studies the risk of type-1 diabetes
development is currently evaluated. The question is the
if the disease could be prevented by feeding diabetes
susceptible infants exclusively with human breast milk
or with hydrolysate of cow milk. Gluten omission is
examined. These studies have 10 years follow up dura-
tion (Rewers er al, 2009).

Secondary prevention can be applied when islet
antibodies are already present but the beta cell function
is yet retained. The main goal of these strategy is to
induce immune tolerance against islet antigens. Oral
administration of insulin for development of immune
tolerance have been tested. Although these trials were
not able to arrest the progression of type 1 diabetes,
they significanly reduced the frequency of ketoacidotic
episodes at the onset of the illness (Type 1 diabetes
study group).

Tertiary prevention can be applied in the case of
individuals after onset of type-1 diabetes. The realistic
aim can be the preservation of residual beta cell mass
and function rather than beta cell regeneration. Vaccina-
tion strategies ranging from inducing immunetolerance
against GADG65, proinsulin autoantigenes, to direct
inhibition of cytotoxic T cell functions via anti CD-3,
IL-1 receptor antibodies weretested in type-1 diabetes
immunotherapy trials. Application of GLP-1 receptor
agonist (Exenatid) and INGAP for treatment of type-
1 diabetes are being tested in clinical trials phase IV
and II respectively. The results are summarised in the
paper of Rewers et al (2009).
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ZNIZENIE PLAZMATICKYCH HLADIN BETA-KAROTENU U PACIENTOV
SO SKLEROZOU MULTIPLEX JE SPOJENE SO ZVYSENOU INTRATEKALNOU
TVORBOU IgG A ZVYSENOU LIPOPEROXIDACIOU
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SUHRN

Skleroza multiplex (SM) je chronické zapalové ocho-
renie centralneho nervového systému (CNS) asociované
s patologickou autoimunitnou reakciou vo¢i CNS myelinu.
Typickym biochemickym nalezom v cerebrospinalnom
likvore (CSF) u SM pacientov je intratekalna produkcia
imunoglobulinov IgG s dokazom pritomnosti oligoklonalnych
pasov (OP). V tejto suvislosti nas zaujimalo, ¢i zapalovy
proces prebiehajuci v CNS u SM pacientov v skorom
stadiu ochorenia sa odrazi v metabolizme purinovych
nukleotidov a v antioxida¢nej ochrane organizmu. U pa-
cientov so sklerozou multiplex (n=27) sme stanovovali
degradacné produkty purinovych nukleotidov (adenozin
inozin, hypoxantin, xantin a kyselina mocova) v CSF,
plazmatické hladiny lipofilnych vitaminov alfa-tokoferolu
a beta-karoténu a marker lipoperoxidacie malondialde-
hyd, vyjadreny ako TBARS (latky reagujuce s kyselinou
tiobarbiturovou). Vysledky sme porovnavali s kontrolnou
skupinou, ktoru tvorili neurologicki pacienti (n=17)
s negativnym likvorovym nalezom. Zistili sme, Ze v porov-
nani s kontrolnou skupinou maju SM pacienti vyznamne
vyssie likvorové hladiny inozinu, hypoxantinu a xantinu
a signifikantne nizsie hladiny adenozinu, zvysené hodnoty
TBARS v plazme a zniZené, alebo hrani¢né plazmatické
hodnoty beta-karoténu, Hladiny alfa-tokoferolu sa v plazme
vyznamne nelisili. SM pacienti so znizenymi plazmatic-
kymi hladinami beta-karoténu sa vyznacovali zvySenou
intratekalnou produkciou IgG a zvySenou lipoperoxidaciou.
Vysledky poukazuju, ze deficit beta-karoténu v plazme
u SM pacientov je asociovany so zvysenou lipoperoxidaciou
a moze byt indikatorom zvySenej intratekalnej tvorby IgG.

Klucové slova: plazma, TBARS, alfa-tokoferol, beta-
karotén, cerebrospinalny likvor, adenozin, inozin, hypo-
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xantin, xantin, kyselina mocova, intratekalna produkcia
IgG imunoglobulinov

SUMMARY

Multiple sclerosis is a chronic inflammatory disease
of the central nervous system (CNS) associated with
a pathological autoimmune reaction against CNS myelin.
Typical biochemical findings in cerebrospinal fluid (CSF)
of MS patients, intrathecal production of immunoglobulin
IgG indicates the presence of oligoclonal bands (OB).
In this regard, we wonder whether the ongoing inflam-
matory process in the CNS in MS patients with early
stage disease will be reflected in purine nucleotide
metabolism and antioxidant protection of organism. In
patients with multiple sclerosis (n=27), we determined
the degradation products of purine nucleotides (adenosine,
inosine, hypoxanthine, xanthine, uric acid) in CSF and
plasma levels of lipophilic vitamins alpha-tocopherol and
beta-carotene and lipid peroxidation marker malondialde-
hyde expressed as TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances). Results were compared with controls, which
included neurological patients (n=17, G43—G44) with
negative CSF findings. We found that compared with
the control group MS patients had significantly higher
cerebrospinal fluid levels of inosine, hypoxanthine and
xanthine and significantly lower levels of adenosine, in-
creased levels of TBARS in plasma and low or borderline
plasma levels of beta-carotene. Levels of alpha-tocopherol
in plasma did not differ significantly. MS patients with
lower plasma levels of beta-carotene are characterized
by increased intrathecal IgG production and increased
lipid peroxidation. The results indicate that the deficit
of beta-carotene in plasma of MS patients is associated
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with increased lipid peroxidation and may be an indicator
of increased intrathecal IgG production.

Key words: plasma, TBARS, alpha-tocopherol, beta-
carotene, cerebrospinal fluid, adenosine, inosine, hypo-
xanthine, xanthine, uric acid, intrathecal IgG production

UvVOD

Skleroza multiplex (SM) je chronické, zapalové
autoimunitné, neurodegenerativne ochorenie central-
neho nervového systému (CNS), pri ktorom dochadza
k demyelinizacii a k axonalnej strate v CNS.

V patogenéze zapalu a demyelinizacie zohrava
vyznamnu ulohu oxidaény stres (4,19). ZvySené ener-
getické poziadavky axonov, zlyhanie mitochondrii
spojené s naslednou depléciou makroergickych fosfatov
je jednou z moznych pri¢in axonalnej degeneracie

Tab. 1.

a disability pri SM. V tejto suvislosti nas zaujimalo
do akej miery sa prebiehajuci zapalovy proces u SM
pacientov odraza v metabolizme purinovych nukleotidov
a v antioxida¢nej ochrane organizmu proti prebiehajucim
vol'noradikalovym reakciam hodnotenej plazmatickymi
koncentraciami dvoch antioxida¢nych lipofilnych vita-
minov (alfa-tokoferol, beta-karotén) a plazmatickymi
hladinami produktov lipoperoxidacie.

PACIENTI A METODY

Analyzovany subor pozostaval z 27 pacientov
(21Z/6 M, priemerny vek 37, 31+ 11,6 (17-591.) s klinicky
a laboratorne potvrdenou diagnézou skler6oza multiplex
(SM) a z kontrolnej skupiny, ktora pozostavala zo 17
neurologickych pacientov (13Z/4M, priemerny vek
38,1 £11,0 s diagnozou G43-G44 migréna a in¢ syndro-
my bolesti hlavy) s negativnym likvorovym nalezom.

Likvorové hladiny degradacnych produktov purinovych nukleotidov a intratekalna tvorba IgG u pacientov

so sklerézou multiplex (SM) v porovnani s kontrolnou skupinou

Parameter Kontrola SM Statisticka vyznamnost
(= 17) (n=27) W
Kyselina mocova 17,358 25,2£16,4
v (mol/L) (4.8 -29,5) (11,3 - 83,7) p=0,0635
H MED = 15,8 MED = 19,2
+ +
Hypoxantin 24+ 1,0 3419 p=0,0377
(wmol/L) (0.8 - 4,1) (0,6 - 2.8)
H MED = 2,3 MED = 3,0
anin 1,6+ 0,6 26+15
(amol/L) (0,7-3.0) (0.1-65) p=0,0094
H MED = 1,5 MED = 2,2
) 1L0£0.5 1.3+0.4
Inozin
(0,3 - 2.4) 0,7 -2,2) p=0,0636
(umol/L)
MED = 0,9 MED = 1,2
Adenozin 0,5£0,3 0,3£02
(amol/L) 0,2 - 1,5) (0,1 -0,9) p = 0,0049
p MED = 0,4 MED = 0,2
5.4+ 1,6 6,2 43,6
Alb
ref holglot do 7 4 (3’4 - 7‘9) (2’6 - 10’7) NS
: yaods MED = 5,0 MED = 5,1
0.45+0.1 6.2+ 3.6
IgG ind : : o
: yeo s MED = 0,46 MED = 5.1
347 + 55,6
RIG : ’
0 (0,3-262) p = 0,0000
f. hodnoty 0 mg/L
ref. hodnoty 0 mg/ MED - 17.1
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Tab. 2. Plazmatické hladiny beta-karoténu a TBARS u pa-
cientov so skler6zou multiplex (SM) v porovnani
s referenénymi hodnotami
(-) percentualne vyjadrenie poctu znizenych
(+) zvysSenych hodnot

Referencné SM

Paramet
arameter hodnoty (n=27)

0,57 + 0,47
(0,05 - 1,68)
MED = 0,37

(-)11/27 (40%)

Beta-karotén 0,3 - 3,0 umol/L

22,1 £5,6
(14,9 - 38,3)
MED = 21,1

(-)1/24 (4,2%)

Alfa-tokoferol
alokolero 15 - 40 umol/L

5,0+0,7
(3,6 -6,7)
MED = 5,0
(+)22/27 (81 %)

TBARS <4,5 umol/L

Intratekalna syntéza IgG sa zistovala kvantitativne
(18) a kvalitativne vySetrenim pritomnosti oligoklonal-
nych IgG pasov v sére a v CSF metodou izoelektrickej
fokusacie na polyakrylamidovom géle. Kvantitativne
hodnotenie intratekailnej syntézy IgG sa vykonalo
pomocou IgG indexu (IgGI=1gG_ g /albumin_g: 1gG /
albumin ) a tiez pomocou Reiberovho vztahu (RIG)
(21). Funkcia hematolikvorovej bariéry sa hodnotila
pomocou albuminového kvocientu (Qalb=CSF albumin/
albumin v sére).

Likvorové hladiny degrada¢nych produktov purinovych
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 dihydrogénfosforeCnanu
draselného upraveného kyselinou trihydrogénfosfore¢nou
na pH 2,9 a 2% metanolu (v/v). Separované latky sa
detegovali spektrofotometricky pri vinovej dizke 254 nm.

Plazmatické hladiny alfa-tokoferolu a beta-karoténu
sme stanovili modifikovanou HPLC metodou s UV detek-
ciou pri 295 a 450 nm (11,14). Marker lipoperoxidacie
MDA, vyjadreny ako TBARS (latky reagujuce s kyselinou
thiobarbiturovou), sme stanovili spektrofotometricky pri
532 nm podla Janero a Burghardt (8).

Vysledky boli hodnotené pomocou Standardnych
Statistickych postupov (Kolmogoroffov-Smirnoffov
test, Spearmanov korelacny test). Vyznamnost medzi
priemermi bola testovana pomocou #-testu.
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VYSLEDKY

Analyzovany subor pacientov so skler6zou multiplex
(SM) sa vyznacoval patologicky zvySenymi likvorovymi
hladinami IgG, s dokazom intratekalnej tvorby imunoglo-
bulinu IgG vyjadrenej zvySenymi hodnotami IgG indexu
a Reiberovho vztahu (Tab 1). V porovnani s kontrolnou
skupinou mali SM pacienti zvySené likvorové hladiny
kyseliny mocovej (p=0,063), xantinu (p=0,0094),
hypoxantinu (p=0,038), inozinu (p=0,064) a signifi-
kantne znizené likvorové hladiny adenozinu (p=0,005)
(Tab. 1). Plazmatické koncentracie beta-karoténu u SM
pacientov boli znizené (40 % pacientov), alebo sa
nachadzali v dolnom rozsahu referenénych hodnoét.
Hladiny alfa-tokoferolu v plazme sa vyznamne neliSili
(Tab.2). Hodnoty TBARS, markera lipoperoxidacie,
boli zvySené u 81 % SM pacientov (Tab.2) Hodnoty
TBARS signifikantne inverzne korelovali s likvorovymi
hladinami adenozinu (r=-0,478, p=0,045). Po rozdeleni
suboru SM pacientov na pacientov so znizenymi hladi-
nami beta-karoténu (skupina 1, n=11) a SM pacientov
s fyziologickymi hladinami beta-karoténu (skupina 2,
n=16) sa deficit beta-karoténu v skupine SM pacientov
odrazil vo zvySenych likvorovych hladinach IgG, zvyse-
nej hodnote RIG a vo vysSich plazmatickych hladinach
TBARS (Tab. 3). V skupine SM pacientov s deficitom
beta-karoténu sa pozorovala aj zmena v koreldcii me-
dzi llikvorovymi hladinami adenozinu a likvorovymi
hladinami inozinu (Obr. 1).

DISKUSIA

Charakteristickym likvorovym nalezom u pacientov
so sklerozou multiplex je pritomnost intratekalnej
syntézy imunoglobulinov triedy IgG, ktora sa moze
vyjadrif kvantitativne pomocou IgG indexu, alebo
inych navrhnutych vztahov, napr. podla Reibera (RIG)
(Reiber), a kvalitativne pomocou dokazu pritomnos-
ti oligoklonalnych IgG pasov (OP) (15). U vSetkych
prezentovanych SM pacientov sme v likvore detegovali
dva alebo viac OP, bez ich nalezu v krvnom sére, co
poukazuje, zZe u tychto pacientoch prebiecha v nervovom
tkanive chronicky imunopatologicky proces asociovany
s intratekalnou produkciou IgG kvantitativne vyjadreny
zvySenymi hodnotami IgG indexu a Reiberovho vztahu
(RIG) (Tab. 1).

Za jednu z pric¢in ochorenia SM sa povazuje insu-
ficiencia modulacného mechanizmu zabezpecujuceho
rovnovahu medzi prozapalovymi a protizdpalovymi
procesmi, ktora v konecnom dosledku vedie k demye-
linizacii axénov, ich strate a neurodegeneracii. Tieto
procesy su spojené s oxidacnym stresom a patologickou
tvorbou vol'nych radikalov (4,19). Jednou z pri¢in axo-
nalnej degeneracie a disabilty pri SM mo6zZu byt zvySené
energetické poziadavky remyelinizovanych axonov a
zlyhanie mitochondrii spojené s naslednym deficitom
ATP. V tejto suvislosti nas zaujimalo, ¢i sa imunopa-
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Tab. 3.

Likvorové hladiny degradacnych produktov purinovych nukleotidov, plazmatické hladiny TBARS a intra-
tekalna tvorba IgG u pacientov so sklerozou multiplex (SM) pri znizenych (skupina 1) a fyziologickych
(skupina 2) plazmatickych hladinach beta-karoténu.

Statisticka
Parameter Skupina 1 Skupina 2 'z?lzll?m:o:t’
(m=11) (n=16) W
Beta-karotén 0,22£0,07 0.85£0,5
(wmol/L) (0.1 -0,27) (0,30 - 1,7) p=0,00018
p MED = 0,24 MED = 0,94
38,0+ 12,0 38,5+ 11,1
Vek (roky) (22 - 56) (19 - 59) NS
MED = 36 MED = 37
55+0,7 47407
TBARS
(mol/l) (4,6 - 6,7) (3,6 - 5,6) p=0,0139
H MED = 5,45 MED = 4,8
Kyselina moc¢ova 24.1+14,2 22,7118
v (amol/L) (14,9 - 58.7) (11,3 - 57,0) NS
o MED = 17,7 MED = 20,4
Hypoxantin 2815 3216
(yp L) (0,6 - 5.3) (12-17.5) NS
pm MED = 2,7 MED = 2,7
23+1,1 22+1,2
Xanti 2EL == b
( ?:0;71) (0,1 - 4,0) (1,1 -6,1) NS
H MED = 2,1 MED = 1,8
Inoin 13:04 1204
(L) (0.8 -2.2) (0,7 - 2,0 NS
" MED = 1,1 MED = 1,1
) 02+0,1 03+02
Adenozin
(oL (0.1 - 0,4) (0.1 - 0,9) NS
o MED = 0,2 MED = 0,2
0,09 + 0,06 0,05 + 0,02
1gG v CSF H7ED, P2 =0,
g(mv n (0.03 - 0,23) (0,02 - 0,1) p=0,0254
& MED = 0,08 MED = 0,06
45.8 +50.2 10,6 + 10.4
RIG (mg/L) (0.3 -166.4) (1,9 - 38.2) p = 0,0009
MED = 41,1 MED = 5.6
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ATP > ADP — AMP
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Guanozin

Guanin —__» Xantin
antinovidiza

rs=0,6264 p=0,0392
r. =0,0871 p=0,7396

ri =0,5398 p =0,0860
r, =0,5510 p =0,0202

ry=0,7751 p =0,0051
r, =0,7290 p = 0,0009

ry=0,3738 p =0,2575
r, =0,2234 p = 0,3665

Kyselina mo¢ova

Obr. 1. Korelaéné vztahy medzi degradacnymi produktmi purino-
vych nukleotidov v cerebrospinalnom likvore v skupine SM pacien-
tov so znizenymi (r,) a fyziologickymi (r,) hladinami beta-karoténu

v plazme.
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Obr. 2. Schéma inhibicie lipoperoxidacie membran.
Vzajomna interakcia antioxida¢nych systémov - redukovany gluta-
tion (GSH) - Kkyselina L-askorbova (C) - alfa-tokoferol (E) - be-
ta-karotén (B) - pri ochrane bunky pred jej poskodenim voInymi

radikalmi

B* - radikal beta-karoténu, BO,* - peroxylovy radikal beta-ka-

roténu, BOOH - hydroperoxid beta-karoténu, E* - radikal alfa-

tokoferolu, C* - radikal kyseliny askorbovej, GS-SG - oxidovany

glutation, LH - nenasytena vysSia karboxylova kyselina (VKK),

L* - radikal VKK, LO,* - peroxyradikal VKK, LOOH - hydro-
peroxid VKK

34

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2012



tologické deje prebiehajuce v nervovom tkanive u SM
pacientov odrazia v degradacii purinovych nukleotidov
v CNS a v antioxida¢nej kapacite plazmy vyjadrenou
koncentraciou lipofilnych vitaminov alfa-tokoferolu
a beta-karoténu.

Vysledky poukazuju, Ze zvySena intratekalna tvorba
IgG ako odraz zapalového procesu prebiehajuceho v CNS
je vo vySetrovanej skupine SM pacientov asociovana
s alterdciami v metabolizme purinovych nukleotidov,
¢o sa odrazilo vo zvySeni likvorovych hladin kyseliny
mocovej (p=0,063),) hypoxantinu (p=0,038), xantinu
(p=0,009), inozinu (p=0,064) a Statisticky vyznamnym
znizenim likvorovych hladin adenozinu (p=0,005) (¢o
pravdepodobne suvisi s jeho vyuZzitim na resyntézu ATP).
(Tab. 1). U SM pacientov sme v porovnani s kontrolnou
skupinou dalej zaznamenali aj zvySenu lipoperoxidaciu
(zvySené plazmatické hladiny TBARS u 80 % pacientov)
a zniZené plazmatické hladiny beta-karoténu (40 %
pacientov) (Tab.2). Hladiny alfa-tokoferolu v plazme
sa pohybovali v ramci fyziologickych hodnoét (Tab.2).
K podobnym vysledkom dospeli Besler a spol (3)
ktori zistili u SM pacientov signifikantné zniZenie
sérovych hladin kyseliny askorbovej, alfa-tokoferolu,
retinolu a beta-karoténu.

Vitamin E, ktory sa vyskytuje vo forme alfa, beta,
gama a delta tokoferolov sa vyznacuje antioxidacnou,
protizapalovou a antikancerogénnou aktivitou (5,7).
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 oxidac¢nou dezinteg-
raciou. Na jeho recyklizacii sa zucastnuje vitamin C
a koenzym Q (16). Pri ochoreni SM ma alfa-tokoferol
okrem antioxida¢nych ucinkov, ktoré sa prejavuju v jeho
antiapoptickom efekte a ochrane axonov pred demyeli-
nizaciou, tieZ pozitivny efekt na proces remyelinizacie
endogénnymi progenitornymi bunkami (5).

Beta-karotén stabilizuje organické peroxidové volné
radikaly v ich konjugovanej alkylovej Strukture. Je Ili-
pofilnejsi ako alfa-tokoferol a preto vychytava radikaly
v lipofilnych kompartmentoch ucinnejSie ako alfa-toko-
ferol (17). Beta-karotén ma tieZ protizapalova aktivitu.
Zapalovy stimul, ako napr. IFN-gama aktivuje makrofagy
k produkcii rozlicnych proinflamacnych cytokinov (TN-
Falfa, IL-1beta) a tiez zapalovych mediatorov, ktoré su
syntetizované cyklooxygenazou (PGE2) a indukovanou
syntazou oxidu dusnatého (NO). Expresia tychto cytokinov
a enzymovych génov mozZe byt regulovana aktivaciou
transkripéného faktora NF-kapaB. Beta-karotén posobi
ako inhibitor redoxnej aktivacie tohto transkripéného
faktora (2).

V suvislosti s antioxidaénymi a imunoregulac¢nymi
vlastnostami beta-karoténu nas zaujimalo, Ci sa pokles
beta-karoténu u pacientov so sklerozou multiplex vyznam-
nejSie prejavi v metabolizme purinovych nukleotidov,
v intratekalnej tvorbe IgG a v stupni lipoperoxidacie
vyjadrenej plazmatickymi hladinami TBARS. Z toho
dovodu sme SM pacientov rozdelili na 2 skupiny.
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1. skupinu (n=11) tvorili SM pacienti s deficitom
beta-karoténu v plazme, 2.skupinu (n=16) tvorili SM
pacienti s nizkymi, ale eSte fyziologickymi plazmatic-
kymi hodnotami beta-karoténu. Vysledky poukazuju
(Tab. 3), ze v porovnani so skupinou 1 (normalne plaz-
matické hladiny beta-karoténu), v skupine 2 je deficit
beta-karoténu asociovany so zvySenou lipoperoxidaciou
(signifikantne zvySené plazmatické hladiny TBARS,
p=0,0144) a signifikantne zvySenou intratekalnou tvorbou
IgG vyjadrenou likvorovymi hladinami IgG (p=0,025)
a Reiberovym vztahom (RIG, p=0,0009) (Tab. 3). Zni-
zené hladiny beta-karoténu u SM pacientov mozZu byt
sposobené rozkladom beta-karoténu. Zistilo sa, Ze pocas
oxidaénych atakov sa tvoria rozkladné produkty karote-
noidov (CBPs), vratane vysoko reaktivnych aldehydov
a epoxidov (22). Stimulované neutrofily su schopné
degradovat beta-karotén a tvorit mnozstvo CBPs, ktoré
inhibuju mitochondrialnu respiraciu, ¢o je sprevadzané
redukciou obsahu proteinovych sulfhydrilov, znizenim
hladin redukovaného glutationu (GSH) a redoxného
stavu a zvySenou akumulaciou malondialdehydu (MDA).
Zmeny v mitochondridlnom membranovom potenciali
vedu k funkénému zhorSeniu translokatora adeninovych
nukleotidov (2). Asociaciu medzi zapalom a poklesom
beta-karoténu potvrdil aj van Herpen-Broekmans
a spol. (24), ktori zistili inverznu korelaciu medzi
plazmatickymi hladinami beta-karoténu a zapalovym
markerom CRP.

Hladiny degradacnych produktov purinovych nuk-
leotidov v CSF sa medzi sledovanymi skupinami SM
pacientov vyznamne neliSili (Tab. 3). V porovnani s SM
pacientmi s fyziologickymi hladinami beta-karoténu
(r=0,0871; p=0,739), v skupine SM pacientov s deficitom
beta-karoténu likvorové hladiny adenozinu signifikantne
korelovali s likvorovymi hladinami inozinu (r=0,626;
p=0,039) (Obr. 1.), ¢o nepriamo poukazuje na moznost
aktivacie procesu degradacie AMP prostrednictvom
enzymu 5 -nukleotidazy (Obr. 1).

Degradacia purinovych nukleotidov je aktivovana
v situaciach, ktoré su spojené s poklesom mnozstva ATP
a s tym suvisiacim vzostupom hladiny adenozinmonofos-
fatu (AMP). AMP sa moze v bunkach odburavat dvomi
sposobmi: a) deaminaciou pdésobenim enzymu adenyla-
tdeamindzy na IMP a defosforylaciou na inozin, alebo
b) defosforylaciou AMP enzymom 5 "-nukleotidaza na
adenozin, a naslednou deaminaciou adenozindeaminazou
na inozin (Obr. 1). Pri fyziologickych koncentraciach
ATP je preferovand deaminacia AMP na IMP, pretoze
ATP je silnym inhibitorom 5 "-nukleotidazy a aktivatorom
adenylatdeaminazy, ktora je inhibovana guaninovymi
nukleotidmi (GTP a GDP) (6).

V mozgu sa defosforylované produkty adeninovych
nukleotidov (adenozin, inozin, hypoxantin) neodplavuju
krvnym rieciskom, ale sa uvolnuju do cerebrospinalnej
tekutiny, odkial' sa za vhodnych podmienok vyuZivaju
na resyntézu nukleotidov Z degradaénych produktov
adeninovych nukleotidov sa na tieto procesy vyuZiva
prednostne adenozin. Inkorporacia adenozinu v mozgu
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je 7 nasobne vysSia ako inkorporacia dalSich dvoch de-
gradac¢nych produktov, inozinu a hypoxantinu (25). Tato
moznost resyntézy nukleotidov z adenozinu ma velky
vyznam vV situacii, ked dochadza k celkovému poklesu
celkovych zasob tychto latok za vzniku va¢Sieho mnoz-
stva adenozinu. Dolezitym faktom je, Ze adenozin, ktory
vznikol degradaciou nukleotidov v mozgovom tkanive
sa po uvolneni do CSF vyznamne nemeni na inozin
a vzhladom na nepriepustnost mozgovych kapilar pre
adenozin nedochadza ani k jeho odplaveniu krvnym obe-
hom. Adenozin ma okrem neuroprotektivnych vlastnosti
vplyv na mnohé §pecifické funkcie v CNS. V suvislosti
s ochorenim SM je zaujimavym faktom, Ze degradacné
produkty adeninovych nukleotidov ovplyviuju niektoré
procesy, ktoré moézu byt dolezité v imunologickej reak-
tivite organizmu (9,10,13) Pochopenie mechanizmov,
ktoré vedu k poklesu likvorovych hladin adenozinu
a plazmatickych hladin beta-karoténu u pacientov so
sklerozou multiplex mdze viest k hlbSiemu poznaniu
patogenézy tohto ochorenia a nasledne k ucinnejSim
terapeutickym intervenciam.

ZAVER

U pacientov so sklerozou multiplex (SM) chronicky
zapal v rannom S§tadiu ochorenia vedie k alteraciam
v metabolizme purinovych nukleotidov, k zniZeniu
plazmatickych hladin beta-karoténu a k zvySeniu
plazmatickych hladin TBARS. Deficit beta-karoténu
v plazme je asociovany so zvySenou intratekalnou
produkciou IgG, a nasledne v dosledku neadekvat-
nej antioxida¢nej ochrany s vys$Sou lipoperoxidacnou
aktivitou. Znizené plazmatické hladiny beta-karoténu
u pacientov so sklerézou multiplex moézu indikovat
intenzivnejSi zapalovy proces.
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ABSTRACT

Health status of individual groups of the population
creates a picture of the health status of the entire society,
which in turn reflects the development of the country.
The study is focused on the evaluation of health status
of marginalized Roma communities in Eastern Slovakia
generally regarded as the weakest link of society from
the health, social and economic conditions. The evalua-
tion was carried out on the basis of a comparison of the
biochemical parameters of urine of probands of Roma
ethnicity living in segregated settlements in Eastern
Slovakia and of probands of the ethnicity of the major-
ity living in — or outside — the Roma settlements. The
results of the study show impaired hygienic and eating
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habits of the Roma living in segregated settlements, which
are shown in the increase in values of pH, presence of
leukocytes without the deterioration of nitrites in the
urine of Roma women and in the increased concentrations
of urobilinogen especially in the urine of Roma men.

SUHRN

Zdravotny stav jednotlivych skupin populacie vytva-
ra obraz o zdravotnom stave celej spolo¢nosti, ktory
je odzrkadlenim vyvoja krajiny. Stidia je zamerana
na hodnotenie zdravotného stavu marginalizovanych
romskych komunit na vychodnom Slovensku, ktoré su
vSeobecne povazované za najslabsi clanok spolocnosti
zo zdravotného, socialneho ale aj ekonomického hladis-
ka. Hodnotenie bolo vykonané na zaklade porovnania
biochemickych parametrov mocu probandov romskeho
etnika zijucich v segregovanych osadach na vychodnom
Slovensku a probandov majoritného etnika zijucich v -
resp. mimo - romskych osad. Vysledky studie poukazuju
na zhorsené hygienické a stravovacie nmavyky Romov
zijucich v segregovanych osadach, ktoré su preukazané
zvySenim hodnot pH, Specifickej hmotnosti, pritomnostou
leukocytov bez zvySenia koncentracie dusitanov v moci
romskych zien a zvySenymi koncentraciami urobilinogénu
v moci romskych muzov.




UVOD A CIELE PRACE

Zdravotny stav obyvatelstva je vysledkom posobenia
roznych faktorov. Posobi nan nielen Zivotosprava, ale aj
ekonomicka a sociadlna situacia krajiny, od ktorej sa od-
vija uroven zdravotnej starostlivosti ale aj stav Zivotného
prostredia. Na druhej strane, zdravotny ¢i duSevny stav
populacie podmienuje vyvoj a ekonomicky rast krajiny.

Zo zdravotného hladiska predstavuju marginalizo-
vané skupiny obyvatelstva najviac ohrozeny clanok
spolo¢nosti. Spolo¢nou charakteristikou tychto skupin
je ich socialna izolacia sposobena ich odlisnostou od
majoritnej spolo¢nosti. Doévodom izolacie moze byt
prislusnost k urcitej etnickej skupine, strata domova,
zdravotné postihnutie, zavislost od navykovych latok,
nedostatoCna prispdsobivost prostrediu a mnohé iné
pri¢iny. V nasSom regione najpocetnejsiu skupinu tvoria
marginalizované romske komunity, u ktorych sa niektoré
vysSie menované Cinitele spravidla vyskytuju spolu.

VySetrenie mocu patri dodnes k zakladnym vySet-
reniam vykonavanym v ambulanciach lekarov prvého
kontaktu aj odbornych lekarov. Ked'Ze ide o vySetrenie
neinvazivne odobratého biologického materialu, je
preferované nie len zo strany lekarov, ale aj zo strany
samotnych pacientov. Vysledky vySetrenia mocu poskytuju
informacie nielen o ochoreniach urogenitalneho traktu,
ale do urcitej miery aj o celkovom stave organizmu.

Rychlym, pomerne spolahlivym a predovSetkym
komfortnym rieSenim je biochemické vySetrenie mocu
mocovymi pruzkami, ktoré umoznuju nielen kvalitativ-
ne ale aj semikvantitativne vyhodnotenie niektorych
biochemickych parametrov a bunkovych ukazovatelov
mocu. Medzi najcastejSie hodnotené znaky v mo¢i patri
vySetrenie pritomnosti glukdzy, bielkovin, bilirubinu,
urobilinogénu, ketolatok a dusitanov. K zakladnému
vySetreniu mocu patri okrem spomenutych aj stanovenie
jeho $pecifickej hmotnosti, pH a stanovenie pritomnosti
krvi a leukocytov.

Cielom predlozenej prace je poskytnut informacie
o zdravotnom stave marginalizovanych romskych ko-
munit na vychodnom Slovensku na zaklade vySetrenia
biochemickych parametrov mocu. Probandami Studie boli
Romovia zijuci na vychode Slovenska v segregovanych
osadach v KoSickom regione, ako aj neromovia zZijuci
v tej istej, resp. v nespadovej oblasti. Respondenti boli
osloveni v ambulanciach praktickych lekarov, pricom
Studia bola zamerana na populaciu vo veku od 18 do
55 rokov.

METODIKA

1. Vysetreni probandi

Do projektu boli zaradeni Romovia zijuci v segrego-
vanych osidlach v KoSickom regione, ako aj neromovia
pocas preventivnej prehliadky u svojho obvodného
lekara. Celkovy pocet probandov bol 864. KoneCny
pocet vyhodnotenych vysledkov bol 764, ostatni boli
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vyradeni kvoli nedodanému kompletnému biologickému
materialu.

Probandi boli na zaklade prislusnosti alebo nepri-
slu§nosti k romskemu etniku zaradeni do jednotlivych
kategorii nasledovne:

e Kategoria 1: Romovia, s trvalym pobytom v segre-
govanom osidli Rémskej komunity.

e Kategoria 2: Neromovia, s trvalym pobytom v spa-
dovej oblasti segregovaného osidlia Rémskej komunity
(dalej len spadova oblast).

e Kategoria 3: Neroémovia, s trvalym pobytom
mimo spadovej oblasti segregovaného osidlia Rémskej
komunity (dalej len nespadova oblast).

Vysledky vyhodnotenych parametrov probandov z
kategorii 2 a 3 sluzili ako porovnavacie hodnoty oproti
kategérii Romov.

Probandi zaradeni do projektu vyjadrili svoj suhlas
so zaradenim do projektu podpisanim informovaného
suhlasu. Vypracovanie dotaznikov a odbery biologického
materialu boli realizované v sulade s pravidlami etickej
komisie UPJS LF.

2. Odber materialu a prehlad vySetrenych parametrov

Vzorky prvého ranného mocu boli odobraté po
dokladnom pouceni probanda a do stanovenia boli
uchovavané v chlade. Analyza mocu bola vykonana
10-parametrovymi mocovymi pruzkami Dekaphan Leuco
od firmy Lachema do 4 hodin od odberu.

Semikvantitativne boli hodnotené nasledujuce para-
metre: Specificka hmotnost, pH, pritomnost leukocytov,
bielkovin, glukézy, ketolatok, urobilinogénu a krvi.
Pritomnost dusitanov a bilirubinu bola vyhodnotena
kvalitativne.

Specificka hmotnost moc¢u (SG): vyjadruje pomer
hmotnosti mocu k jeho objemu, ¢o poukazuje na stav
hydratacie organizmu a na koncentracnu schopnost
obli¢iek. Fyziologické hodnoty Specifickej hmotnosti
prvého ranného mocu sa pohybuju v rozmedzi 1,015
az 1,025 g/m?.

Nizka hodnota Specifickej hmotnosti mocu (pod
1,010 g/m?*) moze poukazovat na diabetes, alebo na
poskodenie tubulointersticia obli¢iek (pyelonefritida,
akutna tubularna nekroza). Vysoké hodnoty mozu sig-
nalizovat dehydrataciu, najCastejSie v dosledku hnacky
alebo zvracania.

Hodnota pH mocu: je zna¢ne ovplyvnena zloZenim
stravy, ako aj metabolickou ¢innostou organizmu, pri-
¢om moze indikovat aj infekcie urogenitalneho traktu.
Fyziologické hodnoty mocu sa v priebehu dina pohybuju
v rozmedzi od 5,5 az 7,0; v prvom rannom mo¢i su
hodnoty nizSie, v rozsahu od 5,0 do 6,0.

Nizke hodnoty pH (pod 5,0) signalizuji pritomnost
systémovej acidozy, napr. pocas hladovania, nekompen-
zovaného diabetu alebo zavaznych hnaciek, poukazovat
mozu aj na mykobakterialne infekcie. Kyslé pH mocu
moze viest k vzniku uratovej alebo cystinovej litiazy.
Ked'ze vidcsina indika¢nych papierikov meria pH mocu
v rozmedzi od pH 5,0, litiazy ako ani mykobakterialne
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infekcie nie su tymto sposobom detegovatelné. Vysoké
hodnoty pH mozu byt vysledkom prevazne vegetarianskej
stravy, ako aj vysledkom tvorby amoniaku v doésledku
premnozenia baktérii Stiepiacich mocovinu (najma rodu
Proteus a Pseudomonas) pri uroinfekciach alebo pri
nevhodnom skladovani mocu pred vySetrenim.

Pritomnost leukocytov v moci: indikuje infekcie
mocovych ciest, prostaty, Zenskych pohlavnych orga-
nov alebo aj ochorenia obli¢iek. Leukocyty sa v moci
bezne nenachadzaju, do mocu sa dostavaju jedine ako
nasledok infekcie, pri nespravne vykonanom odbere
mocu alebo v pripade obStrukcii v mocovom trakte.

Za pozitivne nalezy sa povazuju hodnoty nad 10
leukocytov v 1 pl.

Pritomnost bielkovin v mo¢i: podobne ako pritomnost
leukocytov, signalizuje najmid ochorenia obliCiek, ale
aj hemodynamické poruchy pri hypertenzii a infekcie
mocovych ciest. UrCité mnozstvo najmé nizkomolekulo-
vych bielkovin sa mocom vylucuje aj za fyziologickych
podmienok, za pozitivny nalez sa pri vySetreni mocu
diagnostickymi pruzkami povazuju hodnoty nad 0,3 g
bielkovin na 11 mocu. Prechodne zvySené hodnoty sa
objavuju aj pri telesnom a emoénom strese.

Pritomnost glukozy v moc¢i: je jednoznaénym indi-
katorom glykozurie, ktora moze byt renalneho alebo
extrarenalneho povodu. Glukoza sa v moc€i objavuje
az po prekroceni tzv. renalneho prahu pre glukozu, ¢o
predstavuje individualne variabilnu koncentraciu glukozy
v krvi. Kym za renalnou glykozuriou stoji najcastejSie
zniZzeny exkrecny prah obli¢iek pre samotnu glukozu,
toxické poskodenie obliciek alebo niektoré zriedkavé
dedi¢né choroby, extrarenalna glykozuria sa objavuje pri
zle kompenzovanom diabetes mellizus - pri glykémiach
10 mmol/1 a vysSich. Hodnoty glukozy pod 1,4 mmol/l
mocu sa povazuju za negativne.

Pritomnost ketonov v moéi: sa oznacuje ako keto-
nuria. Vyskytuje sa pri hladovani, horuckach, alebo pri
celkovom metabolickom rozvrate organizmu, napriklad
pri nekompenzovanom diabetes. Za pozitivny nalez sa
povazuju hodnoty nad 0,19 mmol/l mocu.

Pritomnost urobilinogénu v mo¢i: pod 17 umol/l
nie je patologickym stavom. AZ hodnoty nad touto
hladinou poukazuji na ochorenia pecene (akutna ale-
bo chronicka cirhoza pecCene, hepatitida) nadmernu
destrukciu cervenych krviniek (hemolytickd anémia)
alebo patologické zmeny v traviacom trakte.

Koncentracia bilirubinu v mo¢i zdravého cloveka
je nizka. Hladiny nad 3,4 umol/l poukazuju na mozné
ochorenia pecCene (cirhéza pecene, obStrukéna zltacka,
polycystdza pecene), ktoré su sprevadzané konjugovanou
hyperbilirubinémiou alebo na blokovanie mocovych
ciest mocovymi kamenmi.

Pritomnost krvi v moéi: je za fyziologickych podmie-
nok cCastejSie detegovana u Zien ako neziaduca kontami-
nacia (pri menStruacii). Za patologickych podmienok
moze poukazovat na infekcie obliciek, mocovych ciest,
na pritomnost nadorovych ochoreni mocového mechura,
alebo na pritomnost mocovych kamenov.
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Pritomnost dusitanov v moci: signalizuje konverziu
dusi¢nanov na dusitany najmi pésobenim Gram-negativ-
nych baktérii obsiahnutych v mo¢i. Mnozstvo dusitanov
v moc€i je zavislé nie len od mnozstva patogénov, ale aj
od druhu, doby posobenia a od povodnej koncentracii
dusi¢nanov.

VYSLEDKY

Etnické a vekové zlozenie probandoy

Do projektu bolo zaradenych 764 probandov,
z toho 419 romskeho povodu, ¢o predstavovalo 55 %
vSetkych zucastnenych. Kontrolné skupiny tvorilo 345
probandov, z toho 125 s trvalym pobytom v spadovej
oblasti romskej komunity, 220 mimo spadovej oblasti.

Priemerny vek zucastnenych bol 33 rokov, s minimom
18 a maximom 55 rokov. Vekové zlozenie probandov
v jednotlivych kategoriach je znazornené v Tab. 1.

V skupine Romov mierne prevladalo zastupenie
zenského pohlavia (vySe 63 %), Co bolo spdsobené
vacsim zaujmom Zzien romskeho pdvodu zucastnitf sa
projektu. V porovnavacich skupinach bolo zastupenie
oboch pohlavi vyrovnang.

Prehlad vyhodnotenych biochemickych parametrov mocu

Rozsah stanovenych biochemickych parametrov
na zaklade Specifikacie vyrobcu mocovych pruzkov
je zhrnuty v Tab.2. Fyziologické hodnoty udavané
vyrobcom su zvyraznené, pricom fyziologickda hodnota
pH prvého ranného mocu bola stanovena na zaklade
udajov z dostupnej literatury (Balla, 2007).

Po vyhodnoteni jednotlivych biochemickych para-
metrov v moci sa stanovil presny pocet probandov s
fyziologickymi hodnotami mocu vSetkych skimanych
parametrov (Tab. 3). NajvicSie zastupenie probandov
s vyhovujucimi parametrami mocu (15 %) bolo stanovené
v kontrolnej skupine 2. Najviac vzoriek s pozitivhymi

Tab. 1. Vekové zlozenie probandov

Pocet Prie- Mini- Maxi-
Kate- . , .
oria proban- merny malny malny
& dov vek vek vek
1.M 155 34 18 53
1.7 264 35 18 55
2.M 61 33 20 55
2.7 64 36 21 55
3.M 112 33 20 44
3.Z 108 33 19 46

Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muzi a Zeny




Tab. 2.

Biochemické parametre stanovené mocovymi pruzkami Dekaphan Leuco

Semikvantitativne hodnotené fyzikalne parametre
Parameter Fyziologicka hodnota
C .f- k I3
Specificka 1,000 1,005 1,010 1,015 1,020 1,025 1,030
hmotnost
Fyziologicka hodnota
PH 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9
Semikvantitativne hodnotené biochemické parametre
Parameter jednotka fyziol. hodnota
Leukocyt; leu/ul Neg ca. 10-25 ca. 75 ca. 500
y et (< 10 leu/l) ' ' '
Bielkovin /1; mg/dl Neg 0,3/30 1/100 5/500
A (<0,15g/1) ’
Glukéza 1/1; mg/dl Neg 2,8/50 5,5/100 17/300 55/1000
mm s m s 5
OVEMEIE 1 (< 1,4 mmol/1)
Keton mmol/l; mg/dl Neg 1,5/16 5/52 15/156
v > MEE (< 0,19 mmol/1) :
Urobilinogé 1/1; mg/dl Normal 17/1 51/3 102/6 203/12
roobuinogen N
gen | wmol/ mg (< 17 pmol/l)
Neg
Krv Ery/ul ca. 5-10 ca. 50 ca. 250
v (<5 Ery/ul)
- hemoglobin Ery/ul - ca. 10 ca. 50 ca. 250
Kvalitativne hodnotené biochemické parametre
Dusitany pritomnost Neg Poz
Bilirubin itomnost Neg -+ -
pritomnos (< 3.4 pmol/l)

nalezmi (len 2% vzoriek s vyhovujucimi parametrami
mocu) bolo stanovenych v skupine romskych Zien.
Najviac hodnot mimo fyziologické hodnoty bolo
stanovenych pri vyhodnoteni §pecifickej hmotnosti mocu
(Tab.4). Ani v jednej z kategorii sa nedosiahlo 50%
vyhovujucich vzoriek s fyziologickou hodnotou tohto
parametra. Naopak, napriek uzkej Specifikacii normal-
neho pH prvého ranného mocu v rozmedzi pH 5,0 az
6,0 fyziologické hodnoty boli najdené vo vyse 80 %-ach
vzoriek (Tab. 5). Pritomnost leukocytov v moci sa potvrdila
len u 21 % probandov, najviac v kategorii Zien rémskeho
etnika. Vyskyt leukocytov v moci u probandov muzského
pohlavia bol nizky, len 5 %-ny (Tab.6). Prekvapujuco

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2012

vysoké bolo zastupenie pozitivnej proteinurie, ktoré sa
vo vsetkych kategoriach probandov vyskytovalo nad 43 %.
Koncentracia bielkovin v moéi probandov nerémskeho
povodu bola maximalne do 1g/l; v kategorii Roémov sa
vyskytovali aj hodnoty nad 1g/1 (Tab.7).

Krv bola detegovana prevazne vo vzorkach mocu
Zien, a to v rozsahu 48 az 55% v jednotlivych kate-
goriach. U muzov ma pritomnost krvi v moci vacsiu
vypovednu hodnotu, ked'Ze vyskyt faloSne pozitivnych
nalezov je niz§i. Najviac vzoriek s pozitivnou hema-
turiou u muzov bolo stanovenych v kategdrii Romov
(32 %), zaujimavé je ale aj vysoké Cislo 26 % v pripade
kontrolnych skupin (Tab. 11; kategoria 2 a 3 spolu).
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Tab. 3.

Tab. 4.

Tab. S.

Zastupenie probandov s vyhovujucimi vSetkymi skumanymi parametrami mocu

kategoria n v ¢islach v%
1.M 155 15 10%
1.Z 264 6 2%
2.M 61 9 15%
2.Z 64 8 13%
M 112 10 9%
3.Z 108 7 6%

Vyhodnotenie hodnot Specifickej hmotnosti mocu

Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muzi a Zeny

Kate Pocet Pocet probandov/percentualne zastupenie Priemerna hodnota

au proban- v danom v rozsahu + smerodajna
soria d dchylka

ov 1,000-1,010 1,015-1,025 1,025-1,030 odehy!

1.M 155 17 11% 64 41% 74 48 % 1,024+0,007
1.7 264 21 8% 113 43% 130 49 % 1,025+0,007
2. M 61 7 11% 29 48 % 25 41 % 1,023+0,008
2.7 64 13 20% 26 41 % 25 39% 1,022+0,009
3. M 112 25 22% 44 39% 43 39% 1,021 +£0,009
3.7 108 26 24 % 41 38% 41 38% 1,021 0,009

Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muZi a Zeny

Vyhodnotenie hodnét pH mocu

Pocet probandov/percentualne zastupenie ]
Kaegorn | “LE0 oo o + merodan ol
5,0-6,0 nad 6,0
1M 155 135 87 % 20 13% 6,0+0,5
1.Z 264 242 92% 22 8% 5,9+0,5
2.M 61 51 84 % 10 16 % 6,1£0,7
2.Z 64 57 89% 7 11% 59+0,5
.M 112 94 84 % 18 16 % 6,0+0,7
3.2 108 87 81% 21 19% 5,9£0,7

Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z -
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muzi a Zeny




Tab. 6. Vyhodnotenie hodndt leukocytov v moci

Tab. 8.

Pocet probandov/percentualne zastupenie

Kategoria pr:l:)::;ov v danom v rozsahu
0 leu/ul ca 10-25 leu/ul ca 75 leu/ul ca 500 leu/ul
1.M 155 146 94 % 6 4% 2 1% 1 1
1.Z 264 162 61% 33 13% 35 13% 34 13 %
2.M 61 59 97 % 2 3% 0 0% 0 0%
2.7 64 47 74 % 6 9% 9 14 % 2 3%
3. M 112 106 95% 4 3% 2 2% 0 0%
3.Z 108 86 80% 7 7% 8 7% 7 6%
Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muZi a Zeny
Tab. 7. Vyhodnotenie hodnodt bielkovin v moci
Pocet probandov/percentualne zastupenie
Kategoria pr([)’ [:)::‘tiov v danom v rozsahu
0 g/l Nad 0,3 g/1 1¢g/l 5¢g/l
1.M 155 87 56% 66 43 % 2 1% 0 0%
1.Z 264 113 43% 145 55% 1 0% 5 2%
2.M 61 42 69% 18 30% 1 2% 0 0%
2.7 64 38 59% 26 41% 0 0% 0 0%
3. M 112 59 53% 53 47 % 0 0% 0 0%
3.7 108 60 56 % 48 44 % 0 0% 0 0%
Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muzi a Zeny
Vyhodnotenie hodnot glukozy v moci
Pocet probandov/percentualne zastupenie
Kategoria Pr;:’::::lov v danom v rozsahu
0 mmol/l 2,8 mmol/l 5,5 mmol/l 17 mmol/l 55 mmol/l
1.M 155 148 95 % 2 1% 2 1% 0 0% 3 2%
1.7 264 258 98 % 2 1% 1 0% 1 0% 2 1%
2.M 61 60 98 % 1 2% 0 0% 0 0% 0 0%
2.7 64 64 100 % 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
3. M 112 111 99% 0 0% 0 0% 1 1% 0 0%
3.7 108 108 100 % 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muzi a Zeny
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Tab. 9.

Vyhodnotenie hodnét keténov v moci

Pocet probandov/percentualne zastupenie

Kategéria Pocet v danom v rozsahu
probandov
0 mmol/l 1,5 mmol/l 5 mmol/l 15 mmol/l
1.M 155 150 97 % 2 1% 1 1% 2 1%
1.7 264 258 98 % 6 2% 0 0% 0 0%
2.M 61 58 95% 3 5% 0 0% 0 0%
2.7 64 63 98 % 0 0% 1 2% 0 0%
.M 112 109 97 % 3 3% 0 0% 0 0%
3.7 108 105 97 % 2 2% 0 0% 1 1%
Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muZi a Zeny
Tab. 10. Vyhodnotenie pritomnosti urobilinogénu v mo¢i
Pocet probandov/percentualne zastupenie
Kategori Pocet pro- v danom v rozsahu
ategoria
bandov
0 umol/l 17 pumol/l 51 pmol/l 102 pmol/l 203 umol/l
1.M 155 104 67 % 46 30% 4 3% 1 1% 0 0%
1.Z 264 177 67% 70 27% 15 6% 2 1% 0 0%
2. M 61 55 90 % 5 8% 1 2% 0 0% 0 0%
2.7 64 58 91 % 6 9% 0 0% 0 0% 0 0%
3. M 112 89 79 % 22 20% 0 0% 1 1% 0 0%
3.Z 108 90 83% 16 15% 1 1% 1 1% 0 0%
Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muZi a Zeny
Tab. 11. Vyhodnotenie pritomnosti krvi v moci
Pocet probandov / percentualne zastiipenie
Kategoria Pocet v danom v rozsahu
probandov
0 Ery/ul ca 5-10 Ery/ul ca 50 Ery/ul ca 250 Ery/ul
1.M 155 105 68 % 41 26 % 7 5% 2 1%
1.7 264 128 48 % 68 26 % 39 15% 29 11%
2.M 61 45 74 % 13 21% 2 3% 1 2%
2.7 64 29 45% 24 38% 8 13% 3 5%
.M 112 83 74 % 27 24% 2 2% 0 0%
3.Z 108 56 52% 27 25% 15 14 % 10 9%

Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muzi a Zeny
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Tab. 12. Vyhodnotenie pritomnosti dusitanov v mo¢i

Pocet probandov / percentualne zastupenie
Kategoria Pocet v danom v rozsahu
probandov
0 + ++
1.M 155 152 98 % 3 2% 0 0%
1.Z 264 241 91% 6 2% 17 6%
2. M 61 60 98 % 1 2% 0 0%
2.7 64 63 98 % 1 2% 0 0%
.M 112 112 100 % 0 0% 0 0%
3.7 108 104 96 % 4 4% 0 0%

Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muZi a Zeny

Tab. 13. Vyhodnotenie pritomnosti bilirubinu v mo¢i

Pocet probandov/percentualne zastupenie
Kategoria Pocet pro- v danom v rozsahu
bandov
0 + ++ +++
1.M 155 110 71% 41 26% 3 2% 1 1%
1.7 264 179 68 % 77 29% 8 3% 0 0%
2.M 61 46 75% 15 25% 0 0% 0 0%
2.7 64 49 77 % 15 23% 0 0% 0 0%
3. M 112 73 65% 35 31% 4 4% 0 0%
3.Z 108 68 63% 34 31% 6 6% 0 0%

Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muZi a Zeny

Pritomnost glukézy bola potvrdena len v 3 % Romov
a vyskyt v kontrolnych skupinach bol mensi ako 1 %.
Ketolatky boli dokdzané v 3 % probandov romskeho aj
neromskeho etnika (Tab. 8 a 9). Fyziologické hodnoty
urobilinogénu boli zistené u 67 % Romov oproti 85 %
vyskytu v kontrolnych skupinach (Tab. 10; kategoéria
2 a 3 spolu).

Dusitany sa potvrdili len v pripade 4 % vzoriek
v§etkych probandov. Fyziologické koncentracie dusitanov
v moci sa nachadzali v 70 %-ach vzoriek, s rozptylom
od 64 % (kategoria 3) do 76 % (kategoria 2) (Tab. 12).

Korelacna a chi kvadratova analyza

Pri Statistickom vyhodnoteni vzoriek sa stanovili
hodnoty korelacie medzi jednotlivymi parametrami
navzajom pouzitim Pearsonovho korela¢ného koefi-
cienta. Vysledky su zhrnuté v Tab. 14, pricom Statis-
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ticky vyznamné korelacie nad 0,2 su vyznaCené. Pre
vyhodnotenie pravdepodobnosti nahodného vyskytu
rozdielu v parametroch v jednotlivych kategodriach
bola pouzita metoda vyhodnotenia chi-kvadratovym
Statistickym signifikanénym testom, ktorym sa urcili
hodnoty pravdepodobnosti nahodného vzniku daného
rozdielu (p hodnoty, Tab.15) (Weber, 1956).

DISKUSIA

Historia Rémov a rémskej kultury na Slovensku
siaha do obdobia po presidleni chudobnych ko¢ovnikov
z indického polostrova do Europy v 9. az 13. storoci.
Prijatie Romov v Europe bolo spociatku pohostinné.
Situacia sa zmenila po exkomunikacii Rémov cirkvou
v 15. storoci. Prenasledovanie vyvrcholilo pocas druhej
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Tab. 14. Korelacie biochemickych parametrov mocu II.

vorelacné | $pecificks _
ore.a'c Y| sectlie i‘ pH leukocyty bielkoviny glukoza ketony ”uro i krv dusitany bilirubin
koeficient hmotnost bilinogén
$pecificka
, 1,00 -0,43% 0,00 0,14 0,06 0,09 0,20 0,08 0,03 0,20*
hmotnost
pH -0,43* 1,00 -0,01 0,01 -0,02 -0,03 0,04 -0,11 0,01 0,02
leukocyty 0,00 -0,01 1,00 0,08 -0,01 -0,02 0,02 0,15 0,27* 0,05
bielkoviny 0,14 0,01 0,08 1,00 0,04 0,08 0,26* 0,05 0,09 0,26
glukoza 0,06 -0,02 -0,01 0,04 1,00 0,05 0,09 -0,04 -0,02 0,08
ketony 0,09 -0,03 -0,02 0,08 0,05 1,00 0,08 0,03 -0,03 0,12
Uro-
e 0,20 0,04 0,02 0,26* 0,09 0,08 1,00 -0,02 0,04 0,60*
bilinogén
krv 0,08 -0,11 0,15 0,05 -0,04 0,03 -0,02 1,00 0,07 0,03
dusitany 0,03 0,01 0,27* 0,09 -0,02 -0,03 0,04 0,07 1,00 0,00
bilirubin 0,20% 0,02 0,05 0,26* 0,08 0,12 0,60* 0,03 0,00 1,00
Legenda: * - statisticky vyznamna korelacia nad 0,2 pri n = 764
Tab. 15. Statistické vyhodnotenie vyznamnosti rozdielov biochemickych parametrov medzi kategoriami
fyziolo- e fyzio- R X , , uro- . T
.| specificka ... | Leukocyty | Bielkoviny | Glukoza Ketony e Krv Dusitany | Bilirubin
p hodnota | gicky mo¢ .| logické bilinogén
hmotnost ynorme | vnorme | vnorme | Vnorme vnorme | vnorme | Vnorme
- celkovo pH v norme
1M:2M 0,285 0,849 0,504 0,447 0,086 0,314 0,553 0,001 0,387 0,884 0,512
1M:3M 0,836 0,038 0,465 0,875 0,576 0,087 0,796 0,026" 0,261 0,139 0,315
1Z:2Z | 0,000™" | 0,015%* 0,510 0,071 0,017 0,224 0,724 0,000 0,649 0,049° 0,172
12:32 0,045° 0,000 | 0,002 | 0,001 0,025 0,114 0,774 0,002 0,555 0,091 0,370

Legenda: 1, 2, 3 - kategorie; M a Z - muZi a Zeny

p hodnota: hladina vyznamnosti: * - p<0,05; ** - p < 0,025; *** -

svetovej vojny, no nasilné a casto neodborné pokusy
o asimilaciu Rémov po roku 1945 ich situaciu nezlepsi-
lo. Rémovia boli oznacovani ako ,socialne retardovana
skupina, ktoru je potrebné prevychovat“ (Kumanvova
a kol., 2006). Presny pocet Romov Zijucich na Slovensku
nie je znamy, a to najmé z dovodu, Ze vdacSina Romov
rémsky povod neudava, alebo sa hlasi k inym menSi-
nam. Na zaklade Suhrnnej spravy o Rémoch z roku
2002 sa ich pocet v Slovenskej Republike odhadoval
na 365 tisic, s predpokladom narastu ich poctu na
515 tisic lTudi do roku 2020 pri sucasnej populacnej
krivke (Kumanova a kol, 2006; Vasecka a kol,
2003). V ramci Slovenska Zije z geografického hladis-
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p < 0,0I; **** - p < 0,001

ka najviac Romov na juhu stredného a vychodného
Slovenska, vdcSinou v separovanych a segregovanych
osidlach (Kolarcik et al.,, 2009; Rimarova, 2010;
Vano, 2002).

Jednotlivé biochemické parametre alebo ich kombi-
nacie stanovené v moci predstavuju uzito¢né skriningove
vySetrenie pre oblickové aj mimooblickové ochorenia.
Napriek tomu, ze vypovedna hodnota mocovych para-
metrov je nizSia ako u parametrov meranych v Krvi,
mozu poskytovat doélezité informacie najmé v Studiach
o celkovom stave obyvatelstva (Racek, 1999). Bioche-
mické vySetrenie moCu moze odhalit zvySeny vyskyt
vysSie spominanych ochoreni v §tudovanej populacii




najma v dosledku nedostato¢nej alebo v nespravnej hy-
gieny, nedostato¢nej frekvencii mocenia pri nespravnom
pitnom a stravovacom rezime, ktoré su determinované
aj nizkou socialnou uroviiou. Specifikom nasej prace je
aj to, Ze parametre u marginalizovanych skupin Rémov
boli porovnané s vysledkami podobne marginalizovanymi
probandmi majoritnej etnickej skupiny (kategoria 2)
ako aj s vysledkami probandov majoritnej populacie
Zijucej mimo romskych osad (kategoria 3).

Statisticky vyznamné rozdiely (p=0,002) boli pozoro-
vané po vyhodnoteni poctu probandov s fyziologickymi
hodnotami pH mocu romskych Zien a Zien v kategorii
3. Podobné vysledky boli potvrdené aj pri vyhodnote-
ni fyziologickych parametrov leukocytov (p=0,001),
bielkovin (p=0,025) a urobilinogénu (p=0,002) medzi
Zenami v kategoriach 1 a 3. V kategoérii 1 malo vyho-
vujuce skumané biochemické parametre mocu 6 Zien
(2% v ramci kategorie), v kategorii 3 len 7 Zien (6 %
v ramci kategorie), ¢o bolo vyhodnotené ako Statistic-
ky vyznamny rozdiel (p=0,045), pricom v kategorii
2 bolo s rovnakymi parametrami zistenych az 8 Zien
(13 % v ramci kategoérie), Co predstavovalo Statisticky
vyznamny rozdiel s hodnotou pod p=0,001. Medzi
Zenami z kategorie 1 a 2 sa zistili Statistické rozdiely
aj vo fyziologickych hodnotach bielkovin, urobilinogénu
a dusitanov.

Pri porovnani fyziologickych hodnot sledovanych
parametrov sa U muzov romskej a nerémskej populacie
Statisticky vyznamny rozdiel potvrdil len v rozdieloch
poctu probandov s fyziologickymi hodnotami urobili-
nogénu (p=0,001 kategoéria 1 oproti kategorii 2, resp
p=0,026 kategoria 1 oproti kategorii 3).

Zaujimavé su vysledky korelacie jednotlivych para-
metrov v subore vSetkych probandov, ktoré poukazuju
na asociacie medzi hodnotami §pecifickej hmotnosti
a pH, resp. bilirubinu (r=-0,43, resp r=0,20) (prav-
depodobnost zachytu patologickej koncentracie analytu
v koncentrovanom moc¢i je vysSia) a na korelaciu medzi
hodnotami leukocytov a dusitanov (r=0,27); bielkovin
a urobilinogénu resp. bilirubinu (r=0,26 v oboch
pripadoch) a vyznamnu korelaciu medzi hodnotami
urobilinogénu a bilirubinu (r=0,60).

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2012

LITERATURA

1. Balla, J. a kol., 2007: Laboratorna prirucka. PreSov:
EUROMED-SLOVAKIA, s.r.0., 2007. 323 s. ISBN
978-80-969818-0-9.

2. Kolarcik, P. ez al., 2009: To what extent does
socioeconomic status explain differences in health
between Roma and non-Roma adolescents in Slo-
vakia? Social Sci. Med. (2009), 68: 1279—1284.

3. Kumanova a kol., 2006: Rémovia. [online]. Brati-
slava: Nadacia Milana Simecku, 2006. 46s. [cit.
2012.03.05.] Dostupné na internete: http://www.
multikulti.sk/dok/kapitola-3.pdf.

4. Racek, J.: Preanalytické vlivy na vysledek laborator-
niho vySetfeni. In Racek, J. (Ed): Klinickda biochemie.
Galén-Karolinum 1999, 23—31 ISBN 80-7262-023-1.

5. Rimarova, K. 2010: The Health of the Roma People
in Central and Eastern Europe. KoSice: Pavol Jozef
Safarik University, Slovakia, 2010. 100 s. ISBN
978-80-7097-822-1.

6. Vasecka, M. a kol., 2003: Cacipen pal o Roma.
Stthrnnd sprava o Romoch na Slovensku. Bratislava:
IVO, 2003. 911 s. ISBN 80-88935-41-5.

7. Vano, B., 2002: Projection of Roma population in
Slovakia until 2025. Bratislava: Institute of Infor-
matics and Statistics, 2002. 38 s. 35-2002-A/10e.

8. Weber, E., 1956: Grundriss der Biologischen Statistik.
Jena: VEB Gustav Fischer Verlag, 1956, Lizenznum-
mer 261 215/11/55.

* k%

Publikdcia vznikla so 100 % podporou projektu CEMIO:
Centrum excelentnosti pre vyskum faktorov ovplyviujicich
zdravie so zameranim na skupinu marginalizovanych
a imunokompromitovanych osob; ITMS kod projektu:
26220120058.

47



HYPOXIA NOVORODENCA
A BIOCHEMICKE MOZNOSTI JEJ POSUDENIA

Denisa Macekova®, Oliver Racz, Peter Dombrovsky

Ustav patologickej fyziologie, Lekarska fakulta UPJS, Kosice

*Kontakt: macekova@gmail.com

ABSTRACT

Hypoxia of newborn is a serious medical problem
also in present time, which can cause severe damage of
various organs or even death of the newborn. The authors
present some biochemical parameters in umbilical cord
and in newborn’s blood, maternal blood and amniotic
fluid, which could indicate changes in fetal organism
during pregnancy and newborn in perinatal period.

SUHRN

Hypoxia novorodenca je dodnes zavaznym problémom
mediciny. Jej nasledky mozu zapri¢init vazne poskodenie
organov, pripadne aj smrt novorodenca. Autori uvadzaju
niektoré biochemické parametre v pupocnikovej Kkrvi
a krvi novorodencov, pripadne krvi matky a plodovej vode,
ktoré by mohli poukazovat na zmeny v organizme plodu
pocas tehotenstva a novorodenca v perinatalnom obdobi.

HYPOXIA NOVORODENCA

Hypoxia novorodenca, vzhladom na jej nasledky pre
zZivot a fyziologicky vyvoj novorodenca, je zavaznym
problémom sucasnej mediciny.

Jej nasledky mo6zu zapricinit vazne poSkodenie,
pripadne smrt novorodenca. Tieto dévody su pri¢inou
staleho hladania dostatoéného mnozstvo informacii,
ktoré by umoznili presné posudenie stavu a zavaznosti
zmien v organizme novorodenca v perinatalnom obdobi.

V tomto pristupe ma dolezitu ulohu aj sledovanie
biochemickych parametrov, ktoré mézu informovat o
rozvijajucich sa poruchach v obdobi pred porodom,
pocas porodu alebo po porode.
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Samostatné posudzovanie zmien v uvedenych troch
stadiach perinatalneho Zivota novorodenca ma svoje
opodstatnenie z teoretického i praktického hladiska.
Prechod z intrauterinného Zivota do prostredia, v kto-
rom sa musi uplatnit rychla adaptacia na zasobovanie
organizmu novorodenca kyslikom, moZe byt kritickym
obdobim (Stipek a Méchurova, 1995). Je to tak preto,
Ze cas tesne pred poérodom, samotny pdrod a obdobie
tesne po porode na seba uzko nadvizuju. V rychlom
¢asovom slede dochadza v organizme novorodenca, ale i
matky k zmenam funkcie organov, ktoré su podmienkou
dalsieho fyziologického vyvoja novorodenca.

Tkaniva a organizmus diefata si v tomto obdobi
ovela viac odolné voci nedostatku kyslika ako tkaniva
dospelého organizmu. PoruSenie fyziologickych pro-
cesov organizmu matky, ale aj v samotnom organiz-
me novorodenca, moze viest ku zmenam spojenych
s nedostatkom kyslika. Toto mdze zapriCinit poruchy
vyvoja organizmu novorodenca po porode, kedy uz je
dostatoény privod kyslika.

Z hladiska oznacenia poruch sa ako hypoxia ozna-
Cuje stav zniZeného privodu kyslika, anoxia je jeho
nepritomnost. Zasobovanie plodu kyslikom je rovnaké
ako zasobovanie koncovych tkaniv. V placente dochadza
k vymene plynov difuziou (Tomasova, 1990).

Transport kyslika krvou je za patologickych podmie-
nok ovplyvneny koncentraciou hemoglobinu, teplotou,
obsahom 2,3-difosfoglyceratu v erytrocytoch a zmenou
pH. Alkaléza zhorSuje uvolnenie kyslika a acidéza
zlepSuje jeho odovzdavanie do tkaniv.

Pri nedostatku kyslika sa za¢inaju zmeny na mole-
kulovej urovni potlacenim aerobnej oxidacie glukozy
a aktivacie anaerobnej glykolyzy. Toto vSak neumoZzni
tvorbu dostatocného mnozstva ATP potrebného pre
normalne funkcie buniek a tkaniv novorodenca. Po vy-
Cerpani energetickych zasob, ¢o pri uplnom nedostatku




kyslika trva niekol'ko minut, dochadza v nasledujuicom
¢asovom useku k poruche funkcie a poSkodeniu jed-
notlivych buniek a tkaniv.

Rozne typy buniek nie si rovnako poskodzované
hypoxiou. Neurony su poskodené uz pri trvani 10 mi-
nutovej anoxie, oproti tomu svalové bunky preZiju aj
niekol'ko hodin bez kyslika. V tkanivach prebieha ana-
erobna glykolyza, produktom ktorej je kyselina mliecna
(laktat). Hromadenim laktatu v tkanivach sposobuje
metabolicku acidozu a zmenu pH, ktorda ovplyviuje
funkény stav organizmu a nasledne celkovy stav dietata.

Nedostatok kyslika v tkanivach dietata mozZe byt
zapri€ineny poruchami cirkulacie, ale v obdobi po
porode aj poruchami dychania. Na nedostatok kyslika
organizmus reaguje zmenou pO, v krvi.

Pri fyziologickej hodnote parcialneho tlaku kyslika
(p0O,), ktora je od 8 do 9 kPa, je saturacia krvi kyslikom
90%. Pri poklese pO, na 3,46 kPa klesne saturacia na
polovicu. Desaturacia krvi je rézna v roznych tkanivach,
najvyssia je v krvi, mozgu a niZ§ia je v kostrovych
svaloch a oblickach (Tomasova, 1990).

U novorodenca moze dojst k poklesu pO,, ktory ma
viaceré priciny: poruchy adaptacie po porode, vrodené
chyby, opakované apnoické pauzy, pneumonia. ZniZzena
hodnota pO, ovplyviuje dychanie. Jeho pokles je spo-
jeny so snahou o zvySenu ventilaciu, t.j. aj redukciu
parcialneho tlaku CO, (pCO,). Ak je tento proces
znemozneny, primarnou pri¢inou poskodenia dychania
dochadza k vzostupu pCO,, na o reaguje novorodenec
hyperventilaciou. Vzostup pCO, vedie k respiracnej
acidoze. Pri velkom zvyseni pCO, a zniZuje ventilacia
cv a dojde k inhibicii dychacieho centra a tym sa moze
potenciovat asfyxia (Javorka a kol., 1996).

Ako asfyxiu oznacCujeme stav dusenia, spojeny
s nedostato¢nou funkciou pltuc. Perinatalna asfyxia
predstavuje klinicku jednotku, pri ktorej je plod alebo
novorodenec v stave porusSenej vymeny dychacich ply-
nov. Moze byt Uplna alebo ¢iastoéna. Uplna znamena
zastavenie privodu kyslika a vylucovanie CO,, Ciastocna,
znamena, ze vymena dychacich plynov je iba reduko-
vana, ¢o vSak moze sposobit poskodenie novorodenca
(Tomasova, 1990).

Pricinou asfyxie mozu byt: zlyhanie respiracnych
centier, respiracné obStruktivne choroby, primarne
poruchy (nervovy systém, dychacie svaly, neuromusku-
larne spojenie), infekcia (Banagale a Donn, 1986).

Nasledkom nedostatku kyslika dochadza k zmenam,
ktoré postihuju tkaniva dietata, priCom je najviac
posSkodené tkanivo CNS. Nasledky poskodenia CNS
mo6zu mat réznu formu a lokalizaciu.

Z hladiska lokalizacie zmien su poSkodené hlavne
nasledovné oblasti tkaniva CNS: korova a podkorova
hmota, subependymalna zarodoéna matrix, periventri-
kularna biela hmota.

Tazka hypoxia vyvolava nekrozu mozgovej kory
a mozoCku a ischemické zmeny, odumretie korovych
neuronov, motorickej a asociacnej oblasti u donosenych
deti. U nedonosenych ide hlavne o nekrozu bielej
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hmoty. VSetky zmeny, ktoré tieto stavy navodzuju su
v klinike zahrnuté pod nazvom ,hypoxicka ischemicka
encefalopatia® (Mydlil a kol, 1990).

Klinicky sa takéto poskodenie mo6zZe prejavit ako:
porucha motoriky, porucha senzoricka - zrak, sluch,
mentalna retardacia, rozne formy epilepsie.

I ked sa podarilo znizit nebezpecenstvo niektorych
poruch motoriky u nedonosenych deti, zatial sa nepoda-
rilo vyriesit tieto problémy u donosenych novorodencov
a zaroven do popredia vystupili poruchy v psychickej
oblasti, priCom sa daju len tazko rozliSit poskodenia
sposobené pred porodom a po podrode.

Najvicsie riziko sa vyskytuje u novorodencov s
anamnézou: dlhodobej umelej plucnej ventilacie, asfyxie
s neurologickymi prejavmi, vnutromaternicovej hypotrofie
s asfyxiou, vnutrokomorového krvacania, neonatalnej
meningitidy, neadekvatneho lieCenia hyperbilirubinémie
s hypoxiou (Mydlil a kol., 1990).

Tazka porodna asfyxia postihuje nielen predcasne
narodenych, ale aj donosenych a prenosenych jedincov.
Existuje Siroka paleta moznych poSkodeni organizmu,
pricom najvacsim klinickym problémom je sekundarne
poskodenie alebo odumretie funkéne dolezitych Struktur
CNS (Banagale a Donn, 1986).

BIOCHEMICKE PARAMETRE POUKAZUJUCE
NA HYPOXIU NOVORODENCA

V tejto Casti je uvedeny prehlad tych biochemickych
parametrov, ktoré odrdzaju energeticky metabolizmus
tkaniv a mozu tak poukazovat aj na hypoxicky resp.
asfykticky stav novorodenca. Tieto parametre sa mézu
stanovovat v krvi novorodenca, pupoénikovej krvi, plo-
dovej vode, krvi matky a mozgovomiechovej tekutine.

Kyslik a jeho parcialny tlak - pO,

Na nedostatocné zasobovanie kyslikom organizmus
reaguje takmer okamzite zmenou pO, v krvi.

Parcialny tlak kyslika v arterialnej krvi novorodencov
hned po porode dosahuje hodnotu v rozpiti od 1,1 do
3,2kPa. 5 minut po porode moze stupat na hodnotu
od 4,4 do 10kPa. Hodinu po poérode by mal byt pO,
v rozpati od 7,3 do 10,6 kPa (MesSko a kol., 1998).
V pupocnikovej krvi zdravych novorodencov je pO,
priblizne 1,65kPa (Tomasova, 1990).

Za fyziologickych podmienok je hodnota pO, v plo-
dovej vode okolo 1,82kPa a zavisi od prietoku krvi
periférnymi Zilami plodu a placenty. Tato hodnota sa
v§ak nemeni vyraznejSie ani pri smrti plodu. MnoZstvo
kyslika v plodovej vode preto nepredstavuje vcasnu
informaciu o oxygenacii plodu (Mydlil a kol, 1975).

CO, a jeho parcialny tlak - pCO,

Oxid uhli¢ity je koncovym produktom metabolizmu,
ktory ovplyviuje regulaciu dychania a funkciu kardi-
ovaskularneho systému prostrednictvom parcialneho
tlaku v arteridlnej krvi.
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V krvi novorodencov sa za fyziologickych podmienok
hodnota pCO, pohybuje od 2,8 do 5,5kPa. V plodovej
vode sa uvadza koncentracia CO, v 11. az 14. tyzdni
gravidity 18,6 mmol.I"a v 36. az 40. tyzdni 14,9 mmol.1",
pricom hodnoty pCO, dosahuju fyziologické hodnoty
v 11. az 14. tyZdni gravidity 7,37kPa a v 36. az 40.
tyzdni 7,63kPa (Tomasova a kol, 1990).

Krvné plyny O, a CO, sa do plodovej vody dostavaju
z krvného obehu plodu alebo krvného obehu matky
cez placentu. Z tohto dévodu sa musi brat do uvahy
pri interpretacii zmien hodnot tychto parametrov nielen
stav novorodenca, ale aj stav krvného obehu matky
a placenty, ¢o do urcitej miery komplikuje interpretaciu
hodnét pO, a pCO, vo vztahu k hypoxii novorodenca
(Mydlil a kol, 1975).

pH krvi

Fyziologicka hodnota pH v arterialnej pupocnikovej
krvi je po porode okolo 7,26. V krvi novorodenca 1 ho-
dinu po porode hodnota pH stipa na 7,3 a 24 hodin
po porode dosahuje hodnotu 7,4. pH krvi novorodencov
starSich ako 24 hodin sa pohybuje uz v intervale od
7,35 do 7,45.

pH v arteridlnej pupoc¢nikovej krvi nizs§ie ako 7,2
je vo vSeobecnosti povazované za acidémiu. Napriek
tomu, Ze sa pri tejto hodnote pH predpoklada perina-
talna asfyxia, nemusi byt u novorodencov tento stav
sprevadzany komplikaciami. Ani hodnota pH medzi 7,0
a 7,2, ktora predstavuje klinicky vyznamnu acidozu,
nemusi znamenaf hypoxické poSkodenie organizmu
novorodenca. Hodnota pH v pupoc¢nikovej krvi nizZsia
ako 6,9 sa uz povazuje za hodnotu nezlucitelnu so Zi-
votom novorodenca (Carter a kol., 1993). V plodovej
vode dosahuje pH hodnoty v 1. trimestri 7,1 a v 3. tri-
mestri 6,9. PocCas gravidity sa teda pH v plodovej vode
vyraznejSie nemeni.

Na zaciatku pdérodu koncentracia H* v krvi matky
stupa, Co sa prejavuje miernou acidémiou a pH dosa-
huje hodnoty 7,33 a moze klesat nadalej pocas porodu.
Na konci poérodu modze pH dosiahnut hodnotu 7,3,
priCom sa metabolicka acidoza kompenzuje respiraéne
(Mydlil a kol., 1975).

Bikarbonaty

Koncentracia bikarbonatov (HCO;) suvisi s pH
prostredim organizmu. Pri respiranej acidoze stupa
ich koncentracia s klesajucim pH krvi. V pripade res-
pira¢nej alkalozy ich koncentracia klesa so stupajucim
pH. Pri metabolickej acidoze klesa koncentracia bikar-
bonatov s klesajucim pH a pri metabolickej alkaloze
ich koncentracia stupa so stupajucim pH (Javorka
a kol., 1996).

V plodovej vode sa koncentracia HCO, pocas teho-
tenstva v jednotlivych trimestroch gravidity meni nasle-
dovne. V 1. trimestri dosahuje hodnoty 19,8 mmol.l",
v 2. trimestri 16,08 mmol.I" a v 3. trimestri 15,5 mmol.I"!
(Tomasova, 1990).
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V krvi matky koncentracia HCO, dosahuje hodnoty
v 1. trimestri 22 mmol.I'a v 3. trimestri 20,4 mmol.l"".
Pocas porodu koncentracia HCO, v krvi matky klesa
z 19,6 mmol.I'' na hodnotu 14,8 mmol.I"' na konci porodu
(Pap a kol., 1980).

Kyselina mlie¢na - laktat

Laktat je dobrym ukazovatelom anaerébneho odbura-
vania glukdzy. Glykolyza prebieha za ucasti oxidovaného
NAD?, ktory sa v tomto procese redukuje na NADH,.
Pri hypoxii sa NADH, hromadi v dosledku znizeného
transportu elektréonov na kyslik v terminalnej oxidacii.
Pyruvat, koncovy produkt glykolyzy, sa premiena ucin-
kom laktatdehydrogenazy na laktat a tym opéif vznika
oxidovany NAD*, aby mohla prebiehat glykolyza.

V krvi jednodinovych novorodencov sa koncentracia
laktatu pohybuje od 0,4 do 2,9 mmol.l' (Tomasova,
1990). U donosenych novorodencov bez priznakov
hypoxie v krvi klesa laktat z hodnoty 2mmol.l" z pr-
vého dna po narodeni na hodnotu 1,6 mmol.l"' na
treti den po narodeni. Na piaty den sa uz tato hod-
nota (1,50 mmol.I") vyraznejSie nemeni (Jung a kol,
1985). U novorodencov so silnou hypoxiou je hladina
laktatu 3,8 mmol.l!, ¢o je vySsia hodnota v porovnani
so zdravymi novorodencami (Ruth a Raivio, 1984).

V pupocnikovej krvi novorodenca sa moze koncen-
tracia laktatu pohybovat od 1,1 do 3,3 mmol.I" (T om a-
Sova, 1990). Pokial sa vyskytuju organické kyseliny
v plodovej vode, nebol zatial objasneny ich pdvod.
Vys$sie mnozstvo laktatu v plodovej vode v porovnani
s krvou pupocCnika mo6ze byt sposobené vylucovanim
z plodu alebo z placenty.

V jednotlivych trimestroch sa koncentracia laktatu meni
nasledovne. V prvom trimestri dosahuje laktat priemerné
hodnoty 81,8 mg/100 ml plodovej vody. V druhom trimestri
klesa mnozstvo laktatu na 66,9 mg/100 ml a v trefom
trimestri znovu stupa na hodnotu 102,4 mg/100 ml
plodovej vody. Toto zvySenie v trefom trimestri v porov-
nani s druhym je mozné vysvetlit vylucovanim laktatu do
plodovej vody samotnym plodom. AvSak diagnostikovanie
asfyxie plodu na zaklade mnozstva laktatu v plodovej
vode naraza na problémy variability hodn6t a sama
zvySena hodnota je malo spolahliva

V krvi matky sa mnozstvo laktatu v prvych dvoch
trimestroch nemeni (10 mg/100 ml). V tretom trimestri
moze stupnut na 20mg/100 ml krvi (Mydlil a kol,
1975).

Pomer laktatu ku pyruvatu

Pomer hodndt laktatu ku pyruvatu (L/P) v krvi je
dolezitym ukazovatelom energetického metabolizmu
buniek. Fyziologicka hodnota L/P pomeru v krvi je 10
(Mesko a kol, 1998).

Pri¢inou zvySeného kvocientu L/P moze byt: zmena
pomeru (NADH+H")/NAD" v cytoplazme bunky, Sokovy
stav, kardiopulmoralny bypas, akitna hypoxémia, tazka
anémia, traumatické poskodenie mozgu (Tomasova,
1990).




Triacylglyceroly - TAG

Za fyziologickych podmienok sa koncentracia
TAG v pupocnikovej krvi moze pohybovat od 0,45
do 1,00 mmol.I".

Hypertriglyceridémia sa hodnoti ak je hladina
TAG vyssia ako 0,8 mmol.lI'. ZvySena hladina TAG
v pupocnikovej krvi sa vysvetluje ako jav sprevadzajuci
asfyxiu nedonosenych jedincov. Pri hypoxii plodu pred
porodom sa tato zvySena hladina povazuje len za Cast
metabolického obrazu, pretoZe okrem TAG sa zistila
v pupocnikovej krvi aj vysoka hladina glycerolu a VKK
a preto sa tieto zmeny vysvetluju nasledovne.

Pri hypoxii klesa pH fetalnej krvi, stapa CO,, sti-
muluje sa sekrécia katecholaminov, ktoré sposobuju
lipolyzu TAG v tukovom tkanive. V cirkulacii stapaju
hladiny VKK a glycerolu, ktoré sa neoxiduju v dosta-
tocnej miere a mozu sa dostat do cirkulacie matky
alebo sa vychytavat pecenou plodu. Po porode, kedy sa
na metabolizme VKK uZ nepodiela organizmus matky,
dochadza preto k ich vzostupu v pupocnikovej krvi
spolu s glycerolom. Feto-maternalny transport VKK
je preruSeny, a ich hladina dalej stupa spolu s TAG
(Grossmann a kol., 1984).

Fyziologické hodnoty VKK sa pohybuju v krvi
novorodenca okolo 0,62 umol.I" a v pupocnikovej krvi
okolo 0,38 umolL.I' (Tomasova, 1990).

Ketolatky

Pri zvySenej lipolyze sa zvySuje ponuka VKK v krvi
a v peceni novorodencov vznika vo zvySenej miere
acetylkoenzym A, ktory sa potom dalej premiena na
ketolatky. V krvi novorodencov je priblizne 10 nasobne
vysS§ia koncentracia ketolatok ako v krvi dospelych.
Za fyziologickych podmienok je hladina ketolatok
v krvi novorodencov v podobe beta-hydroxymaslovej
kyseliny 260 - 1064 umol.lI' a acetooctovej kyseliny
143 - 355 umol.I' (Tomasova, 1990).

Bielkoviny

Za fyziologickych podmienok sa v pupo¢nikovej krvi
pohybuje hladina bielkovin od 52 do 91g.l'. V krvi
zdravych novorodencov sa ich hladina pohybuje od 46
do 70g.1"' (Dzurik a kol, 1996).

U novorodencov s intrauterinnou hypoxiou sa
uvadzaju nizSie hladiny bielkovin a tento pokles sa
vysvetluje zvySenym katabolizmom za stresovych pod-
mienok a hypoxickym poSkodenim ciev s naslednym
extravazalnym unikom (Grossmann a kol., 1984).

V plodovej vode sa mnoZstvo bielkovin v jednotli-
vych trimestroch meni. V prvom trimestri sa pohybuje
hodnota okolo 154,4 mg/100 ml plodovej vody, v druhom
trimestri okolo 256 mg/100 ml a v trefom trimestri okolo
206 mg/100 ml plodovej vody (TomasSova a kol., 1971).

V pripade patologického priebehu tehotenstva
resp. hypoxie plodu boli pozorované slabé korelacie
proteinogramu matky a novorodenca, ¢o poukazuje na
znaénu nezavislost syntézy bielkovin u plodu od matky
(Grossmann a kol., 1984).
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Vapnik

V pupocnikovej krvi sa fyziologické hodnoty vapnika
pohybuju v intervale od 2,25 do 2,75 mmol.l'". Koncen-
tracia vapnika nizsia ako 2 mmol.I" v pupoénikovej krvi
donosenych a nizsia ako 1,75 mmol.I"' v krvi nedonose-
nych novorodencov sa hodnoti ako hypokalciémia a ak
je vyssia ako 2,75 mmol.l" sa hodnoti ako hyperkalciémia
(Grossmann a kol., 1984).

V plodovej vode sa koncentracia vapnika pocas te-
hotenstva v jednotlivych trimestroch meni nasledovne:
v prvom trimestri dosahuje hodnoty okolo 8,6 mg/100 ml,
v druhom trimestri okolo 7,4mg/100ml a v trefom
trimestri okolo 6,7 mg/100 ml plodovej vody (Mydlil
a kol., 1975).

Z tychto hodndt vyplyva, Ze hladina vapnika v plo-
dovej vode klesa so stupajucim gestaénym vekom.

Grossmann a kol (1984) zistili u 40 % asfyk-
tickych novorodencov hyperkalciémiu, ¢o by mohlo
poukazovat na to, Ze vapnik by mohol byt jednym
z moznych indikatorov hypoxického alebo asfyktické-
ho stavu novorodenca. Po podrode nastava vyraznejsi
pokles vapnika u ohrozenych novorodencov, tak ako aj
u novorodencov bez perinatalnej asfyxie. U niektorych
jedincov bola zistend hypokalciémia, ktorej pri¢inou
bol podla tychto autorov pravdepodobne funkcény
hyperparatyroidizmus vplyvom hypoxie priStitnych
teliesok. Sprievodnym javom porodnej asfyxie bola
hyperfosfatémia a hypermagneziémia.

Anorganicky fosfat

Hladina anorganického fosfatu v pupocénikovej krvi
novorodencov sa za fyziologickych podmienok pohy-
buje v rozpiti od 1,3 do 3,0 mmol.l", pricom je vyssia
ako v krvi dospelych. Tento rozdiel sa vysvetluje ako
odraz rastu kosti plodu pocas intrauterinného vyvoja
(Racek a kol., 2006).

Hyperfosfatémia, ktora bola zistena u niektorych
hypoxickych novorodencov, sa vysvetluje ako suvis
s obmedzenou funkciou novorodeneckych obliciek,
ktoré mohli byt postihnuté hypoxiou (Grossmann
a kol., 1984).

V plodovej vode sa pocas tehotenstva koncentracia
anorganického fosfatu meni v jednotlivych trimestroch
nasledovne: v prvom trimestri dosahuje hodnotu okolo
4mg/100 ml, v druhom okolo 2,7 mg/100 ml a trefom
okolo 2,1 mg/100 ml plodovej vody.

Z tychto hodnot vyplyva, Ze hladina anorganického
fosfatu v plodovej vode klesa s gestanym vekom, pri-
¢om je pribliZzne o polovicu nizsia v trefom trimestri
v porovnani s prvym (Mydlil a kol, 1975).

ZAVER

Napriek tomu, Ze v suCasnosti su pomerne dobre
zname patofyziologické zmeny v organizme novorodencov
vyvolanych hypoxiou, ostavaju eSte nevyrieSené bioche-
mické zmeny v organizme plodu pocas intrauterinného
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vyvoja ako aj pocas perinatalneho obdobia. Vysledky
studii niektorych autorov sice naznacuju moznosti
vyuzitia niektorych biochemickych parametrov (para-
metre acidobazickej rovnovahy, biekoviny, laktat, TAG,
vapnik a anorganicky fosfat) v pupocnikovej krvi a krvi
novorodencov pre posudenie hypoxie, avSak ostava
nadalej nevyrieSena klinickobiochemicka diagnostika
perinatalnej hypoxie resp. asfyxie novorodenca a jej
vyuzitie v klinickej praxi.
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SUHRN

Rakovina koze patri k najc¢astejSim typom malignych
ochoreni. Fluorescencna spektroskopia poskytuje uzitoc¢né
morfologické a biochemické informacie, vyuziteIné na
rozliSenie benignych a malignych koznych lézii. Tato
neinvazivna metoda je zalozena na interakcii svetla
s hmotou a ako ukazuju nedavne sStudie, fluorescencna
spektroskopia moze byt vyuzita ako vhodny diagnosticky
nastroj pre identifikaciu malignit in vivo a doplnit tak
ostatné diagnostické metody.

SUMMARY

Skin cancer is one of the most common types of
malignant diseases. Fluorescence spectroscopy provides
useful morphological and biochemical information that
can be used to distinguish between benign and malignant
skin lesions. It is a non-invasive method based on the
interaction of light with matter, and as it is shown in
published studies, fluorescence spectroscopy can be used
as a suitable diagnostic tool for identifying cancers in
vivo and to supply other diagnostic tools.

UVOD

Autofluorescencia koze sa uz dlhu dobu pouZiva
v diagnostike ochoreni, akymi su napriklad tinea hlavy,
porfyrie, erytrazma alebo niektoré ochorenia pigmentacie
(Fitzpatrick, 1987). Nedavno sa zacala koZza pomo-
cou fluorescencnej spektroskopie skumat v suvislosti
so starnutim, na odliSenie biologického starnutia od
starnutia vplyvom UV ziarenia (Leffel, 1988; Kollias,
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1998). Kvoli zvySujucemu sa vyskytu rakoviny koze je
zaujem vyuzit autofluorescenciu kozného tkaniva ako
neinvazivnu finanéne nenaro¢nu metodu pre véasnu
diagnostiku. Obrovskym prinosom by bolo, ak by sa
dali tymto sposobom odli§it maligne 1ézie od zdravej
koze. Na tuto tému uz existuje niekol'ko pilotnych prac
(Lohman, 1988; Lohmann, 1991; Sterenborg,
1994; Sterenborg, 19995).

Rakovina koze
V sucasnej dobe je rakovina kozZe jednym z najcas-

tejSich typov maligneho ochorenia. Prejavy rastu vo
forme hrbolCekov, ktoré mozu predstavovat neSkodné
zmeny alebo nezhubné nadory koze, mozu byt zaroven
priznakmi vznikajuceho maligneho nadora. V¢asna dia-
gnostika zhubnych nadorov koze je dolezita z hladiska
lieCby aj prognozy pacienta. Zmeny povrchu a farby
koZe su preto prvymi priznakmi, ktoré je mozné odhalit
uz samotnou inspekciou.

Najcastejsie sa vyskytujucimi druhmi nadorov koze su:
1. nemelanomové nadory, ktoré su najrozsSirenejSimi

malignitami v kaukazskej populacii. Delime ich na:

¢ bazocelularny karcinom (BCC) - nador vznika z ba-
zalnych buniek epidermy, vlasovych folikulov a ma-
zovych zliaz,

¢ spinocelularny karcinom (SCC) - nador vznika z bu-

niek pokozky - keratinocytov,

2. melanomové nadory, ktorych je 18-20-krat menej
ako nemelanomovych nadorov (Simaljakova,
2007) - vznikaju z buniek produkujucich pigment
v pokozke - melanocytov.

Na zvySené riziko vzniku maligneho ochorenia kozZe
poukazuje pritomnost prekanceroznych zmien. Velmi
C¢astym druhom prekancerdzy je aktinicka keratdza
(AK, Obr. 1, vid' str. 67), ktora sa vyskytuje az u 50 %
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populacie (Chu, 1999). Prejavuje sa malymi cervenymi
alebo ruzovymi Skvrnkami s drsnym povrchom. Vyskytuje
sa najmd na miestach, ktoré boli vystavené Castému
slnecnému Ziareniu. AK sa moéZe maligne zvrhnut
(Jorizzo a kol, 2004), ¢o je zvyCajne sprevadzané
pocitom napditia, zhrubnutim, rastom, exulceraciou.
Tento druh prekancerozy sa zvyCajne podari diagnos-
tikovat vcas. Skoré oSetrenie a prevencia AK moze
zabranit jej transformovaniu do prognosticky ovela
zavaznejSieho spinocelularneho karcinému. Z tohto
hladiska by mala byt AK uznavana ako zacinajuci SCC
(Ceilly, 2004, Oppel a kol, 2004). Odhaduje sa, ze
6-10% nalezov AK sa méze rozvinut do invazivneho
SCC (Rossi a kol, 2007). Invazivny spinocelularny
karcinom (spinaliém, skvamocelularny karcindm) sa
vyskytuje CastejSie u muzov ako u zien. Je dokazany
vztah medzi jeho vyskytom, expoziciou intenzivnemu
ultrafialovému Ziareniu a koZnym fototypom. Postihuje
predovSetkym pred slnkom nechranené Casti tela, ako
su tvar, uSnice, koZu hlavy, chrbat ruky, predlaktie.
Spinaliom prerasta do okolia, poSkodzuje miesto vzniku
a po dosiahnuti urcitej vel'kosti metastazuje, najprv
do regionalnych lymfatickych uzlin a neskor aj do
vzdialenych orgéanov.

Bazocelularny karcindm je najCastejSie sa vyskytujuci
nador spomedzi vSetkych druhov rakoviny koze a tiez
sa vyskytuje najméd na miestach pravidelne vystavenych
slne€nému Ziareniu. Vyskyt u muzZov aj Zien je priblizne
rovnaky. Zvyc€ajne vyzera ako maly ruzovy uzlik alebo
§kvrna, no méze tiez napodobovat koznu atrofiu alebo
jazvy. Ak sa nelieCi, obnazi sa povrch 1ézie (eroduje),
krvaca, vytvaraju sa chrasty. Bazocelularny karciném
vznika de novo, rastie pomaly a do inych oblasti tela
sa §iri zriedkavo. Prejavuje sa lokalne infiltrativnhym a
desStruktivnym rastom, ale nemetastazuje a zvyCajne
nepredstavuje Zivot ohrozujuce riziko. Nelieceny BCC
vSak moze spdsobit rozsiahle poskodenie v mieste
svojho vyskytu a zdvaznost ochorenia zavisi od lokality
destrukcie (Trakatelli a kol, 2007).

Maligny melaném patri medzi najnebezpecnejsie
typy rakoviny koZe. Pokial nie je lieceny zavcasu,
mozZe sa rozSirif do inych organov a sposobit smrt.
Normalne pigmentové bunky - melanocyty, ktoré vy-
tvaraju melanin, su zvyCajne rovhomerne lokalizované
v hlbokej vrstve pokozky. Ak sa vyskytuju v hustejSom
zoskupeni, vytvaraju rozne formy materskych znamie-
nok, tzv. névy, ktoré pocas Zivota mdzu menit tvar.
Z plochych sa neskér mozu staf vyCnievajuce benigne
nadory kozZe. Od beznych pigmentovych névov sa liSia
tvarom, ohranienim a zafarbenim dysplastické névy.
Jedincov s dysplastickymi névami, ale aj ich pokrvnych
pribuznych, treba povazovat za rizikovych, a preto by
z dovodu mozného rychleho vyvoja zhubného mela-
noému mali byt pod pravidelnym lekarskym dozorom.
Maligny melaném sa spociatku prejavuje nepravidelne
ohrani¢enou modrociernou, niekedy ruzovou alebo
Sedou Skvrnou, alebo ako znamienko, ktoré meni svoj
tvar (Obr. 2, vid str. 67). Jeho povrch byva ¢asto hr-
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bolaty, lalo¢naty, ale moze byt aj uplne plochy. Casto
je mokvajuci a v pokrocilejSom S§tadiu exulceruje a
krvaca. Melaném sa sprava agresivne. Na zacCiatku
rastie ploSne - ma horizontalnu fazu rastu (Obr. 3,
vid' str. 67), neskor prechadza do vertikalnej fazy ras-
tu, vytvara nodulus (Obr. 4, vid str. 67), zasahuje do
hlbSich vrstiev koze a $§iri sa lymfatickymi a krvnymi
cestami aj do inych organov. Vyskyt melanému na
celom svete narasta a podla Statistickych udajov sa
pocet diagnostikovanych melanomov kazdych 10-20
rokov zdvojnasobuje (Garbe a Leiter, 2009). Naj-
dolezitejsi prognosticky determinant je diagnostikovat
melandm v horizontalnej faze rastu, t.j. kym je tenky.
Presna klinicka diagnostika pigmentovych nadorov
nie je vZdy jednoducha. Je zaloZena predovSetkym na
subore viacerych morfologickych znakov (Chwirot
a kol, 2001). Melaném ma sice typické znaky, ako
Cierna farba, velkost, asymetria, nepravidelné okraje
l1ézie, ale rovnako moze svojim vzhladom imitovat iny
typ benigneho alebo maligneho kozného nadoru.

Fluorescencia zdravej koze a koze
pri nenadorovych ochoreniach

Fluorescencia patri medzi univerzalne a spolahlivé
metody Studia zivej hmoty a procesov v nej prebiehaju-
cich. Ide o neinvazivnu metodu zaloZenu na interakcii
svetla s hmotou. Nedavne Studie ukazali, Ze optické
metddy, zvlast fluorescencna spektroskopia, ktora patri
medzi najcitlivejSie spektroskopické techniky, mozu
byt pouzité pre vCasnu detekciu nadorov a doplnit
tak ostatné diagnostické metody (Svanberg, 2004).
Okrem citlivosti je dalSou vyhodou optickych metdd ich
objektivnost a reprodukovatel'nost kvalitativnych merani.

Fluorescencna spektroskopia Tudskej koze poskytuje
uzitotné morfologické a biochemické informacie. En-
dogénna fluorescencia koze je spdsobena pritomnostou
Specifickych fluoroférov ako su aminokyseliny (napr.
tryptofan a tyrozin), Strukturalne proteiny (napr. kolagén
a elastin), koenzymy (NADH - redukovany nikotina-
midadenin dinukleotid a FAD - flavinadenin dinukle-
otid), ¢i porfyriny (Zeng a kol, 1998). Tieto latky
po absorbovani svetla s uréitou vinovou dizkou dokazu
absorbované svetlo opét vyziarit. Kazdy fluorofér ma
charakteristické excitacné aj emisné spektrum. Fluores-
cencné spektrum kazdého z fluoroforov sa moze zmenit,
ak sa zmeni jeho molekulova Struktara alebo prostredie
fluoroforu. Autofluorescencéné spektrum koze sa sklada
z prekryvajucich sa spektier jednotlivych fluoroforov
a v dosledku prekrytia je narocné rozliSit a identifiko-
vat zmeny v celkovom spektre (Richards-Kortum
a kol., 1996). Problematika autofluorescencie je o to
zlozitejSia, Ze niektoré molekuly, napriklad melanin alebo
hemoglobin narusaju fluorescencny signal absorpciou
(Anderson, 1989). Na fluorescenénom spektre koze
sa podiela signal z epidermis aj dermis. Na a kol
(2000) studovali variabilitu autofluorescencie zdravej
Iudskej koZze na réznych miestach tela a zistili, Ze sa
podla lokality vyrazne odliSuje. Autofluorescencné




spektra ziskali in vivo od 17 pacientov z oblasti Cela
a zadku, s pouzitim piatich excitaénych vinovych dizok:
340, 350, 360, 370 a 380nm. Spektra boli namerané
v rozsahu od 400 do 800nm a obsahovali tri domi-
nantné piky s maximami pri vinovych dizkach 450,
520 a 625 nm, ktoré by mohli odpovedat fluoroférom
NADH, FAD a porfyrinom. V nameranych spektrach
st viak pri pouzitych excitaénych vinovych dizkach
pravdepodobne skryté aj iné fluorofory, napriklad ko-
lagén, elastin, Ci lipofuscin. Medzi autofluorescenciou
koze Cela a zadku boli zistené vyrazné rozdiely. Na cele
bola omnoho vyraznejsia fluorescencia pri vinovej diz-
ke 625nm spdsobena pravdepodobne fluorescenciou
porfyrinov produkovanych baktériami pritomnymi
v mazovych zlazach (napr. Propionibacterium acnes).
Nizsi fluorescenény signal koze cela v porovnani so
zadkom v oblastiach 450 a 520 nm autori pripisuju
vysSej pigmentacii tvare. Pritomné melaniny by mohli
sposobovat zhasenie fluorescencie.

Noordzij a kol (2011) testovali vplyv hydratacie,
vazokonstrikcie, hyperémie a roznych kozmetickych pri-
pravkov na autofluorescenciu koze, ktora bola merana
pred a po miestnej aplikacii telovym mliekom, krémom,
opalovacim krémom a tiezZ samoopalovacim krémom. Na
odstranenie tychto kozmetickych pripravkov boli pouzité
alkoholové tampony a samotné umytie mydlom. Vysledky
ukazali, ze telové mlieko fluorescenciu zvysilo o 18 %.
Denny krém, krém na opalovanie aj samoopalovaci
krém sposobil narast o >100%. AZ na telové mlieko,
nasledné cCistenie alkoholovymi tamponmi a umytie
mydlom, nevratilo hodnoty fluorescencie na povodngé.
Vplyv samopalovacieho krému pretrvaval po dobu
2 tyzdnov a krému na opalovanie 4 dni. Hyperémia
sposobena hortucim kupelom, paprikovou pastou a po
postokluzivnej reaktivnej hyperémii sposobili pokles
fluorescencie o 18 %, 22 % a 2,3 %. Vazokonstrikcia v do-
sledku ponorenia ruky do studenej vody sposobila 10 %
narast intenzity fluorescencie. Hydratacia fluorescenciu
koze neovplyvinuje. Meranie fluorescencie koze je teda
silne ovplyvnené niektorymi typmi pletovych priprav-
kov. Tento ucinok casto pretrvava niekol'ko dni aj po
aplikacii Cistiacich alkoholovych tamponov a naslednom
umyti mydlom. Oznacena hyperémia a vazokonstrikcia
tiez ovplyviiuje autofluorescenciu koze.

Okrem doteraz spominanych excitacnych vinovych
dizok je mozné na §tudium pouzivat aj nizsie vlnové
dizky z UV oblasti, ktoré absorbuju proteiny obsahujiice
tryptofan. Studie preukazali, Ze tryptofan a kolagény
v kozi mozu sluzit ako kvantitativne ukazovatele pre
normalnu, choru, chronicky stard a slnkom poskodenu
kozu. Excitacné spektrum s maximom 295nm je cha-
rakteristické pre tryptofan v koznej vrstve epidermis.
Excitacné spektra pri 340nm a 360nm zodpovedaju
kolagénu (http://www.jobinyvon.com/usadivisions/Fluo-
rescence/applications/F19_App_Note_ Human_Skin.pdf).

Endogénna fluorescencia kozZe bola skimana aj
u pacientov so psoriazou (Gillies a kol, 2000).
Signal bol snimany na volarnej strane predlaktia u 12
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zdravych dobrovol'nikov a 12 pacientov s psoriazou na
psoriatickom plaku aj mimo neho. VSetci dobrovolnici
mali kozny typ II alebo III. Studia bola doplnena aj
o merania vzoriek ziskanych ex vivo z kadaverov na
blizsie studium epidermis a dermis. Studia ukazala, Ze
charakteristické znaky je mozné vizualizovat vo fluo-
rescencnom spektre, ktoré su spojené so Specifickymi
fluoroférmi nachadzajucich sa v kozi. Fluorescenéné
excitacné spektra boli namerané v oblasti 260-480 nm.
V kazdom fluorescenénom spektre koze je pritomné
excitatné maximum pri 295nm, ktoré je charakteris-
tické pre tryptofan a pochadza z epidermis a dalSie
dve excitaéné maxima pri 335 a 370 nm, prisluchajuce
kolagénu pritomnému v dermis. Fluorescenéné spektra
ziskané zo zdravej koZe sa odliSovali od spektier zis-
kanych z koZe pacientov s psoriazou, u ktorych bol
signifikantne zvySeny signal tryptofanu.

Fluorescencia koznych narodov

Fluorescencna spektroskopia moéze byt v kombi-
nacii s novymi diagnostickymi algoritmami pouzita
na rozliSenie medzi benignymi a malignymi koZnymi
léziami (Borisova, 2006). Pre rozliSenie fluorescencie
normalneho a neoplastického tkaniva sa zvolila ako
najvhodnejsia excitaéna vinova dizka 340 nm. Samotné
studium predchadzali klinické vySetrenia 1ézii skusenymi
dermatologmi pomocou digitalneho epiluminescen¢ného
mikroskopu, histologicka klasifikacia 1ézii a overenie
studovanych vysledkov. Ziskané spektra endogénnej
fluorescencie normalneho tkaniva, benigneho névu,
dysplastického névu a maligneho melanému ukazali
signifikantné zmeny v intenzitach fluorescencie. In-
tenzity fluorescencie (maxima pri 480-490 nm) benig-
nych a dysplastickych névov boli podobné, ale Tahko
odliSitelné od melanomovych 1ézii (Obr. 5, vid str.
67). Hypervaskularizacia malignej neoplazie sa stala
diagnostickym kritériom (Young, 1997) a ma za na-
sledok zvySené detegovanie pritomnosti hemoglobinu.
Dokonca aj pri slabej fluorescencii malignych melano-
movych 1ézii bola pozorovana pritomnost hemoglobinu.
Efekt nativnych absorbérov nachadzajucich sa v tkanive
bol pri hodnoteni nameranych spektier z dovodu ich
skreslenia akceptovany. Algoritmus bol zaloZeny na
hodnotach intenzity hlavného fluorescenéného maxima
(480-490nm) a vysledky z neho su porovnatel'né, ak
nie lepSie, s vysledkami z inych neinvazivnych der-
matologickych diagnostickych metod. Fluorescenéna
detekcia benignych a malignych pigmentovych 1€zii
mozZe byt vyuZzita ako vhodny neinvazivny diagnosticky
nastroj pre identifikaciu malignit in vivo.

Nemelanémova rakovina koze (NMSC) je najcas-
tejSou rakovinou u kaukazskej populacie a jej vyskyt
ma epidemické rozmery po celom svete (English
a kol., 1997; Salasche, 2000; Diepgen a kol, 2002;
Trakatelli a kol, 2007). Na zistenie skorych NMSC
na tvari, krku, hrudniku, chrbte a rukach u pacientov,
ktori boli vystaveni dlhodobému UV Ziareniu, bola
pouzita fluorescencna detekcia v kombinacii s kyseli-
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nou 5-aminolevulénovou (5-ALA) (de Leeuw a kol,
2009). U 93 pacientov s potvrdenymi koznymi 1éziami
bola pozitivna fluorescencia detegovana u 61 pacientov.
Po histologickej verifikacii i§lo o 28 benignych 1ézii
a 33 (pre-)malignych 1ézii (29 pripadov AK, 3 BCC
a 1 SCC). Diagnostika koZe pomocou fluorescencie
s pouzitim 5-ALA a Specializovany pocitacovy detekc-
ny a vizualiza¢ny systém pontika mozZnost detekcie
NMSC v rannej, predklinickej faze. Technika je vhodna
na skumanie velkych ploch koZe a je pouZzitelna pri
kontrole a sledovani lieCby rakoviny koze.

In vivo a ex vivo autofluorescencia tkaniv (endo-
génna fluorescencia) boli pouzité na zistenie pritom-
nosti markerov, ktoré by mohli detegovat abnormality
tkaniv a/alebo malignity (Brancaleon a kol, 2001).
Autofluorescencia normalnej koze a nadorov in vivo
bola realizovana na 18 pacientoch s diagnozou NMSC.
Zistilo sa, Ze v bunkach bazocelularneho karcinomu
(BCC) a v spinocelularnom karcinome (SCC) bola
endogénna fluorescencia tryptofanu silnejSia v nadore
ako v normalnych tkanivach, pravdepodobne v dosledku
zosilnenia/zhrubnutia pokozky a/alebo hyperproliferacie.
Naopak, intenzita fluorescencie suvisiaca s koznym
kolagénom bola nizSia pri nadoroch ako v okolitych
zdravych tkanivach. Pravdepodobne je to spOsobené
degradaciou a erdziou spojivového tkaniva vzhladom
na podsobenie kolagenazy uvolnenej z tumorovych
tkaniv (Yuan a Relue, 2008). Vysledky ukazali, Ze
endogénna fluorescencia pri NMSC s excitaciou v UV
oblasti, ma charakteristické ¢rty, ktoré sa liSia od nor-
malneho tkaniva a moézu byt vyuZzité pre neinvazivnu
diagnostiku a detekciu nadoru.

Van der Beek a kol (2011) vo svojej Studii na
identifikaciu NMSC pouzili fluorescenciu protoporfyrinu
IX (PpIX). Lipozomalne viazana kyselina 5-aminolevulé-
nova (5-ALA) bola pouzita ako fotosenzitizér. Ich Studia
bola vykonana na tridsiatich pacientoch podozrivych
na NMSC, z toho 14 Zien a 16 muZov, priemerny vek
62, typ koze I az III. Vysledky analyzy boli potvrdené
dermatoskopicky a ukazali, ze autofluorescencia PpIX
mozZe byt vyznamnym markerom pre detekciu NMSC
so senzitivitou 97 % a Specificitou 100 %. 5-ALA pouZili
pri jednoduchom fluorescenénom diagnostikovani rako-
viny koze aj Hewett a kol (2000). Krém obsahujuci
5-ALA sa nanasali v postihnutej oblasti, ¢im doSslo
k hromadeniu PpIX v nadorovom tkanive. Pri exci-
tacii v oblasti 400nm PpIX fluoreskoval pri 635nm.
Detekciou spominanej fluorescencie bolo mozné urcit
presnu lokalizaciu a rozsah nadoru.

Maligna transformacia melanocytov je spojena so
zmenami pocas melanogenézy (Obr. 6, vid str. 68),
preto by zmena autofluorescencie melaninu mohla byt
informativnym ukazovatelom (Leupold a kol, 2011).
Melanin v koznych tkanivach fluoreskuje velmi slabo
a jeho emisia je prekryta emisiou inych endogénnych
fluoroforov, ako su napriklad NAD(P)H a flavonoidy
(Teuchner a kol, 1999; Zeng a kol, 1995). Na
zaklade toho bola vyvinuta nova metoda, pri ktorej
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sa selektivne excituje melanin kozného tkaniva tzv.
dvojfotonovou excitaciou. Eichhorn a kol (2009)
Studovali fluorescenciu melaninu touto metédou s cie-
lom diferencovat rozne pigmentové lézie. V porovnani
s benignou melanocytarnou léziou (napr. bezny névus)
zaznamenali zretelny rozdiel vo fluorescencii maligne-
ho melanému (vratane melanoma in situ). Specificka
fluorescencia bola zaznamenana aj pre dysplasticky
névus. Podobné vysledky ziskali aj v studii na 167 pa-
cientoch, ktoru vykonali Leupold a kol (2011). Po
dvojfoténovej excitacii melaninu pri melanome a beznych
melanocytarnych névoch zaznamenali vyrazne rozdiely
v spektrach. Pre vSetky typy beznych melanocytarnych
névov ma melanin fluorescenéné maximum pri 590 nm.
Charakteristické fluorescenéné maximum melaninu pri
melanome namerali pri 640 nm, bez ohladu na typ me-
lanéomu. V sérii 167 pripadov bola citlivost tejto novej
metddy na diagnostiku melanomu 93,5 %, Specificita
80,0 % a diagnosticka presnost 82,6 %. Tieto rozdiely vo
fluorescenénych spektrach su pravdepodobne sposobené
inymi pomermi eumelaninu a pheomelaninu (Simon
a kol., 2009). Fluorescenéna dvojfoténova excitacia je
novou a unikatnou diagnostickou metédou, ktora moze
v buducnosti dopifiat dermatohistopatologiu.

ZAVER

V sucasnosti je problematika vzniku zhubnych
nadorov stale velmi aktualna téma. Statistiky vyskytu
zhubnych koZnych nadorov maju vzostupnu tendenciu.
Stupajuci trend je sposobeny predovSetkym trvalou re-
dukciou ozoénovej vrstvy zemskej atmosféry, Co umoznuje
prienik vaéSieho mnozstva ultrafialového Ziarenia na
zemsky povrch a tiez zmenou Zivotného Stylu, ktory
sa spaja s dlhodobou expoziciou na slnku. Medicinske
aplikacie fluorescencnej spektroskopie zahrnaju véasné
odhalenie zhubnych nadorov, detegovanie zmien na
cievach, kozi alebo slizniciach. V sucasnosti je eSte
diskutabilné, ktora z metodik je najvhodnejSia pre de-
tekciu a diferenciaciu koznych malignych 1ézii. Vel'mi
intenzivne a podrobne sa skuma metabolizmus a Struk-
tura melaninov. Doterajsie vysledky ukazuju, ze odlisné
optické vlastnosti roznych koznych nalezov by mohli
byt podkladom ich v¢asnej neinvazivnej diagnostiky.
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SUHRN

V prezentovanej praci uvadzame metodu pripravy fos-
folipidovych vezikul s obsahom cytochrom ¢ oxidazy bez
pouzitia detergentu. Podstatou tejto metody oproti doteraz
pouzivanym je priama fuzia izolovanych mitochondrialnych
membran s vopred pripravenymi vezikulami azolektinu.
V nasej studii sme stanovili respiracny kontrolny pomer
tychto vezikul v zavislosti od koncentracie pouzitého
azolektinu a sledovali vplyv zmeny pH na hodnotu tohto
pomeru. Takto pripravené proteolipozomy je mozné na-
sledne pouzit pri Stadiu procesu protonového transportu.

SUMMARY

We present a method of preparation of cytochrome
¢ oxidase vesicles based on the fusion of isolated mi-
tochondrial membranes with small preformed asolectin
vesicles. In this study we have determined respiratory
control ratio of these vesicles as a function of asolectin
concentration. We have followed also the effect of the
pH changes on this ratio. These proteoliposomes can be
potentially used in studies of the proton translocation
processes.

Key words: cytochrome ¢ oxidase (CcQ), respiratory
control ratio (RCR), vesicles, asolectin
UVOD

Mitochondrialna bioldgia a biochémia, §tudium

vlastnosti a funkcii mitochondrii na molekulovej urov-
ni, je najrychlejSie sa rozvijajucou oblastou genetiky
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a mediciny, spajajucou vedecké discipliny zaoberajuce
sa embryoldgiou, jednotlivymi stupnami vyvoja, ktoré
mozu vyustif do rozli¢nych patologickych stavov, najmé
rakoviny. Dnes uz vieme, Ze poruchy mitochondrialneho
metabolizmu nehraju vyznamnu ulohu len v detstve,
ale prejavuju sa aj v inych obdobiach rastu organizmu
a zahfnaju rozne formy, napr. srdcovych chordb, diabetu,
Parkinsonovej choroby, ¢i demencie (Naviaux, R.,
1997). Detailné pochopenie metabolizmu mitochondrii
a schopnost ovplyviovat ho ma potencial podstatne
ovplyvnit aj stratégiu terapie.

Mitochondrie su energetické centra a druhé najvéacsie
organely bunky. Podielaju sa na roznych fyziologickych
procesoch: termoregulacii, bunkovej signalizacii, udrziava-
ni redoxného potencialu. Su zdrojom reaktivnych foriem
kyslika, spustaju a reguluju bunkova smrf (Wallace,
1999). Predstavuju unikatne bunkové organely gulovitého
alebo elipsovitého tvaru lokalizované v cytosole vSetkych
eukaryotickych buniek, ktoré obsahuju vlastna DNA,
tzv. mitochondrialnu DNA (mtDNA). MnozZstvo mito-
chondrii v jednotlivych bunkach zavisi od typu bunky
a momentalnej potreby energie, meni sa od desiatok
az po tisicky. Pri elektronoptickom vySetreni sa mozu
javit ako samostatné organely s velkostou 0,5-4 um,
ale v skutoCnosti tvoria v bunkach mitochondrialnu
siet (Mannella, 2006).

Hlavnou ulohou mitochondrii je premena energie
uvol'nenej po¢as metabolickych procesov v mitochondri-
alnej matrix do formy ATP. Transmembranové proteinové
komplexy dychacieho retazca vytvaraju elektrochemicky
gradient pozdiz vnutornej mitochondrialnej membrany.
Elektrony su transportované z molekuly NADH na
komplex I (NADH-CoQ-reduktdzu) a odtial na koen-
zym Q; v pripade sukcinatu su prenaSané na komplex
II (sukcindt-CoQ-reduktdzu) a odtial na koenzym Q.
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Z koenzymu Q prechadzaju na komplex III (CoQ- cy-
tochrom c-reduktdzu), dalej na periférny elektronovy
prenasa¢ cytochrom c a nasledne na komplex IV (cy-
tochrom c¢ oxiddzu), z ktorej prechadzaju na konecny
akceptor, molekulovy kyslik. Komplexy I, III a IV su
tieZ protonovymi pumpami, o znamend, Ze spolocne
vytvaraju elektrochemicky protonovy gradient, ktory
vyuziva komplex V (FIF0-ATP syntdza) k produkcii
ATP. Tento spriahnuty prenos elektronov a protonov
zohrava primarnu ulohu pri premenach energie v Zi-
vych systémoch a je povazovany za kluCovy proces
v bioenergetike dychania (obr. 1).

V ostatnych rokoch sa dosiahol znacény pokrok
v pochopeni Struktury a funkcii viacerych mitochon-
dridlnych a bakteridlnych protonovych prenasacov na
molekulovej urovni. Pravdepodobne najviacSou vyzvou
v tejto oblasti je Studium vlastnosti koncovych enzymov
dychacieho retazca, med obsahujucich hemovych oxidaz.
Tieto molekulové komplexy su ,skonStruované“ nielen
za ucelom katalyzovania redukcie molekul kyslika na
molekuly vody, ale zaroven aj na tvorbu membranového
protonového gradientu vyuzitim volnej energie uvol-
nenej pri redukcii kyslika, priCom v tychto procesoch
nenastava uvolnovanie toxickych kyslikovych interme-
diatov do okolia (Hosler a kol, 2006; Branden
a kol, 2006; Yoshikawa a kol, 2006). Koncovym
komplexom mitochondridlneho a va¢Siny bakterialnych
dychacich retazcov je cytochrom ¢ oxiddza (CcO), ktora
katalyzuje reakciu: 4 cytc* +8H'+O,—4cytc* +2H O+
4H", kde H" reprezentuje protony pochadzajuce zo
zaporne nabitej (N-strana) strany vnutornej mitochon-

drialnej membrany (mitochondridlny matrix) a cyto-
plazmatickej oblasti bakteridlnej membrany, H' sa
vztahuje k protonom, ktoré si uvolnené na pozitivnu
stranu (P-strana) vnutornej mitochondridlnej membrany
(medzimembranovy priestor v mitochondriach), alebo
do periplazmatického priestoru v baktériach, cyt ¢**
a cyt ¢** predstavuju oxidovanu a redukovanu formu
cytochromu c. Kazdy prenos elektronu prostrednictvom
CcO na O, je spriahnuty s odobratim dvoch protonov
z N-strany membrany a uvolnenim jedného protonu
na P-stranu (obr.2). Protony transportované pozdiz
membrany sa nazyvaju pumpované protony a protony
pouzité v procese vzniku vody sa oznacuju ako ska-
larne, alebo chemické protony (Hosler a kol, 2006;
Branden a kol, 2006; Yoshikawa a kol, 20006).

CcO je integralny membranovy protein majuci rozny
pocet subjednotiek v zavislosti od zdroja, z ktorého
pochadza (od 3 subjednotiek vo vidcSine baktérii
(Saraste, 1990; Trumpover a Gennis, 1994), az
po 13 polypeptidov u cicavcov (Kadenbach a kol,
1983). Aminokyselinové zlozZenie subjednotiek I a II,
ktoré obsahuju aktivne redoxné centrd, je znacne
podobné pre rézne druhy. V minulom desatro¢i bola
urcena krystalova Struktura pre CcO z hovadzich sfdc
(Tsukihara a kol, 1995, 1996).

Pri Studiu metabolizmu mitochondrii, najma pri
popise terminalnych Casti dychacieho retazca, sa voli
postup prace s vhodnymi modelmi so zabudovanou CcO
do lipidovych vezikul, ktoré takto simulujui membranu
mitochondrie. Na rozdiel od popisovanych spdsobov,
ktoré pri priprave vezikul s CcO vyzaduju pritomnost

Komplex | komplex Il komplex IV komplex V
NADH-CoQ-reduktaza CoQ-cyt c-reduktaza H*-ATP-syntaza
4H* 4H*

+ + +
+

intermembranouwi
+

L

er
vnitorna " '
mitoch.

membrana “

©

prestor i

matrix NADH + H*

sukcinat fumarat

i komplex Il

sukcinat-CoQ-reduktaza

cyt c-oxidaza
" ’ 0 ‘ “‘ :2 H ‘ I

Obr. 1. Znazornenie komplexov dychacieho refazca
a oxidacnej fosforylacie v mitochondriach
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Obr. 2. Cesta elektronu z cytochromu c je najprv do binuklearneho

mednatého centra (CuA). Elektron potom prechadza cez hém na

hém a3, kde hém a3 predstavuje druhé binuklearne centrum s ionom

medi CuB. V binuklearnych centrach je elektron delokalizovany.

Kyslik ako terminalny akceptor elektronu sa viaze v blizkosti CuB

centra. Otazkou s velkou vyzvou je, ako je tato redoxna reakcia
spojena s prenosom protonu cez membranu.

detergentu (Hinkle a kol, 1972), zvolili sme stratégiu
bez neho a sledovali zavislost takto pripravenych vezikul
od koncetracie pouZitého lipidu (azolektin) a od pH.
V tychto spomenutych pripadoch sme pouzili metodu
stanovenia hodnoty respiraéného kontrolného pomeru
(RCR). Stanovenie hodnoty RCR sa povazuje za vhodnu
metodu overenia uspeSného zabudovania CcO do vezikul
(Mills a Ferguson-Miller, 2002). RCR vezikul so
zabudovanou CcO sa 1i§i v zavislosti od zdroja enzy-
mu. Je zname, Ze napr. pri pouziti CcO z Paracoccus
denitrificans a E. coli bo, sa dosahuji nizke hodnoty
RCR okolo 3-5 (Ludwig, 1992, Verkhovskaya
a kol., 1997), zatial ¢o napr. vezikuly so zabudovanou
CcO z Thermus thermophilus maju RCR na urovni okolo
40 (Kannt a kol, 1998). Pri vysvetlovani rozdielov

sa uprednostiuju skor Strukturne zmeny medzi tymito
oxidazami, nez technické tazkosti spojené s ich zabu-
dovanim do vezikul (Mills a Ferguson-Miller
2002). V naSej praci sme pouzili CcO z mitochondrii
z kravskych sfdc, najma kvoli lahkej dostupnosti zdroja.

MATERIAL A METODY

Vsetky pouZzité chemikalie boli od firmy Sigma-Al-
drich. Jednotlivé roztoky boli pripravené vzdy Cerstvé
pred jednotlivymi experimentmi.

Mitochondrie a cytochrém c¢ oxiddza boli izolované
modifikovanou metodou podla Soulimana a Buseho
(1995) z cerstvych kravskych stdc.

Tab. 1. RCR vezikul so zabudovanou CcO v zavislosti
od koncentracie azolektinu Tab. 2. Zavislost RCR vezikul CcO od pH

Koncentracia azolektinu oxidaza 8.5 76

oxidiza [mg/ml] [umol/1]/pH ' '

[umol/1]

20 | 40 | 60 | 80 | 100 | 120 | 140 | 160 | 180 1 3.2 5.8
1 1.5(241(132(140|43|49(44|3.4]3.7 2 3.5 8.5

2 1.4(22125(12913.3|3.8[3.0]3.2]3.0 4 3.5 7.3
4 1.1 |14 16]1.6]21[29(23[25]|2.6 6 3.7 3.3
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Vezikuly cytochrém c oxiddzy (COV) boli pripravené
metodou prudkého zmrazenia a rozmrazenia z vopred
izolovaného proteinu ako aj z Cistych mitochondrii
pouzitim rozlicnych koncentracii azolektinu. Potrebné
mnoZstvo azolektinu bolo rozsuspendované v prislus-
nom objeme 10 mmol// MOPS, prip. 10 mmol// TAPS
-tlmivého roztoku obsahujuceho 0,1 mmol// EDTA, pH
7,6; resp. 8,5. Nasledne bol tento roztok sonikovany
ponornym typom sonikatora poc¢as 3min (2% 1,5 min)
pri 20 °C. Sonikaciou doSlo spravidla k poklesu hodnoty
pH, ktora bola upravena pouZzitim minimalneho objemu
koncentrovanej kyseliny na povodnu hodnotu. K také-
muto roztoku bol pridany izolovany enzym, resp. Cisté
mitochondrie do vyslednej koncentracie 1, 2, 4 a 6 umol//
cytochrom c oxiddzy, po ¢om nasledovala kratka, 10-pul-
zova sonikacia. Koncentracia enzymu bola sledovana
spektrofotometricky. Zmes bola po rychlom zmrazeni
(pocas 20 sekund) v kvapalnom dusiku a rozmrazeni
pri izbovej teplote znova sonikovana 20 pulzami. Cely
proces zmrazenia/rozmrazenia/sonikacie sa zopakoval
eSte raz (Stupak, 2011). Takto pripravené vezikuly
boli pouzité v dalSom Studiu.

RCR sme sledovali spektrofotometricky ako pomer
rychlosti rozpojenej a spojenej oxidacie ferrocytochro-
mu ¢ pouzitim spektrofotometra Hewlett Packard
HP 8452A. RCR je definovany ako pomer rychlosti
oxidacie ferrocytochromu ¢ v ustdlenom stave v pri-
tomnosti ionoférov - akymi su napr. nigericin alebo
karbonylkyanid-m-chlorfenylhydrazin a valinomycin
(rozpojeny stav) - a stavu bez pritomnosti ionoférov
(spojeny stav), t.j. pomer rychlosti pozorovanych
v podmienkach, ked je membrana totalne priepustna
pre iony oproti situacii, ked je permeabilita membrany
rychlost limitujucim faktorom elektronového transportu
(Hinkle a kol, 1972).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Myslienka zabudovat CcO do vezikul nie je nova.
Hinkle a kol v roku 1972 prvykrat navrhli takyto
postup a ukazali, ze takto pripravené vezikuly su
vynikajucim modelom pre kvantitativne vySetrenie
respiracie mitochondrii. Respiracny kontrolny pomer
(RCR) vezikul pripravenych s izolovanym enzymom sa
pohybuje okolo 10 (Brunori a kol, 1985). My sme na
pripravu vezikul pouZili na jednej strane vopred izolovany
enzym, ako aj membranové komponenty mitochondrii.
NavysSe sme sa pokusili pripravit ich bez pritomnosti
detergentu, kedZe ani v samotnych, prirodzene sa vy-
skytujucich mitochondriach, sa detergent nenachadza.
Vie sa, ze CcO sa v pritomnosti detergentu vyskytuje
v dimérnej forme, majucej Styri rozlicné kovové centra
na kazdu monomérnu jednotku (Wikstréom a kol,
1981; Malmstrom, 1979; Brunori a Wilson, 1982).

V naSom pripade boli izolované mitochondrie
z kravskych sfdc intenzivne premyté v izotonickom
a hypotonickom tlmivom roztoku za ucelom ziskania
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¢istych membranovych komponentov. Respiracény
kontrolny pomer takychto membran sa pohybuje
okolo hodnoty 1. Ak su tieto, pre protény priepustné
mitochondrialne membrany, sonikované v pritomnosti
vopred pripravenych fosfolipidovych azolektinovych
vezikul, je vysledkom vznik vezikul s pozorovanym
narastom RCR (Tab.1). Stanovenie hodnoty RCR
sa povazuje za vhodnu metodu overenia uspeSného
zabudovania CcO do vezikul (Mills a Ferguson-
Miller, 2002). Pre detailné nasledné sledovanie pro-
tonového pumpovania sa vyzaduje RCR s ¢o najvysSou
hodnotou. V naSom experimente zameranom na vplyv
zvysujucej sa koncentracie lipidovej Casti (azolektinu)
pozorujeme narast hodnoty RCR az do hodnoty kon-
centracie azolektinu 120 mg/ml, za ktorou pozorujeme
pokles RCR. Samotny azolektin predstavuje lipid, ktory
obsahuje zhruba rovnaké mnozstva lecitinu, kefalinu
a fosfatidylinozitolu spolu s malym mnozstvom inych
fosfolipidov a polarnych lipidov. Je dobrym zdrojom
mastnych kyselin, obsahuje priblizne 24 % nasytenych
mastnych kyselin, 14 % nenasytenych mastnych kyselin
s jednou dvojitou védzbou a 62 % polynenasytenych
mastnych kyselin. Pozorovany pokles hodnoty RCR
nad 120 mg/ml azolektinu moze suvisiet so zvySovanim
nepolarnej oblasti vezikuly, ktord vyrazne zniZi rych-
lost elektronu prichadzajuceho z ferrocytochrému c
ako donoru a takto ovplyvni pomer rychlosti spojenej
a rozpojenej oxidacie ferrocytochrému c. Na druhej
strane, pri nizkych koncentraciach azolektinu je mozné
uvazovat nedostatocné ukotvenie CcO v membrane,
¢o sa prejavuje nizkym RCR. So zvySujucou sa kon-
centraciou azolektinu sa ukotvenie CcO v membrane
zlepSuje a RCR sa zvySuje. Pri vysokych koncentraciach
azolektinu je pravdepodobne enzym natol'ko vnoreny
v lipidovej vrstve, Ze je nedostatoéne pristupny pre
tvorbu komplexu s cyt ¢, ¢o sa v konecnom dosledku
manifestuje zniZovanim respiracného kontrolného pome-
ru. Idealna hodnota RCR pre sledovanie protonového
pumpovania a metabolizmu mitochondrii sa pohybuje
v rozmedzi hodnodt 4-5.

Zaujimavym pozorovanim bolo zniZovanie RCR
s rastom koncentracie CcO pri akomkolvek pomere
azolektin/oxiddza. V tomto pripade by bol ocCakava-
nym skor opak. Uvedeny jav si vyZaduje v buducnosti
samostatné preskimanie.

V nasej Studii sme sa zamerali aj na vplyv pH na
RCR vezikul so zabudovanou CcO. Je zname, Ze aktivi-
ta enzymu pumpujuceho protony cez mitochondrialnu
membranu je ovplyvnena hodnotou pH. Zo §tudie dvo-
jice Faxén a Brzezinski (2007) sa vie, Ze hodnota
pH v rozmedzi 6-9,5 na vnutornej strane vezikul vyrazne
ovplyvinuje rychlost proténového pumpovania a kinetiku
katalytického cyklu CcO. Vo vSeobecnosti katalyticka
aktivita CcO s poklesom pH rastie. Tato zavislost je
v§ak relativne veI'mi komplikovana a predpoklada sa, Ze
existuju minimalne tri protolytické skupiny s rozdielnymi
hodnotami pK, ktoré kontroluju resp. reguluja rychlost
protonového transportu a kinetiku katalytického cyklu




v CcO. Nase vysledky tykajuce sa zavislosti RCR na
pH a koncentracii CcO su prezentované v tabulke 2.
Vyber hodnoty pH=7,6 suvisi so snahou ¢o najviac
sa priblizit fyziologickym podmienkam a hodnota 8,5
sluzi na porovnanie. Je evidentné, ze zmena pH o 1
ma vyrazny vplyv na hodnotu RCR, ktora z relativne
vysokej hodnoty (5-6), vhodnej pre sledovanie pro-
tonového pumpovania (vid vysSie), klesa na hodnotu
okolo 3 pri pH=38,5. Tento rozdiel je mozné vysvetlit
nasledujucim spésobom. Pri pH=8.,5 je na vonkajSej
strane vezikul koncentracia proténov priblizne desatkrat
nizSia ako pri pH=7,6. Pocas katalytického cyklu CcO
pumpuje protony zvnutra vezikuly do vonkajSieho oko-
lia, pricom pri vy$Som pH toto pumpovanie prebieha
»proti“ nizSej koncentracii protonov. Tato skutocnost
vedie k tomu, Ze rychlost oxidacie cyt ¢, ktora suvisi
s rychlostou protonového transportu v CcO, v spoje-
nych a rozpojenych vezikulach bude menej rozdielna
v pripade pH=38,5 ako pri pH=7,6, kedy k pumpovaniu
protonov dochadza ,proti“ vysSej koncentracii proto-
nov. Tento fenomén sa manifestuje niz§im pomerom
rychlosti oxidacie cyt ¢ v ,rozpojenych“ a ,spojenych®
vezikulach a teda niZSou hodnotou RCR pri pH=28.5.

ZAVER

V prezentovanej praci uvadzame metodu pripravy
vezikal cytochréom c oxiddzy bez detergentu, ktorym je
najcastejSie cholat. Pouzitie detergentu v§ak pri modelova-
ni procesov prebiehajucich za fyziologickych podmienok
predstavuje zavedenie urcitej poruchy do fyziologického
systému. Nami prezentovana metdda zjednodusuje dany
proces na priamu fuziu mitochondridlnych membran
s malymi, vopred pripravenymi azolektinovymi vezi-
kulami. Takto, bez detergentu pripravené vezikuly sa
vyznacuju hodnotami RCR v rozmedzi 6-8 a je mozné
ich pouzit pri stadiu protéonového transportu. Ukazali
sme aj znacnu zavislost RCR takto pripravenych ve-
zikual od pH. Verime, ze aj tieto vysledky pomo6zu pri
detailnejSom Studiu katalytického mechanizmu CcO.
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Obr. 1. Solarna aktinicka keratoza (Klinika plastickej
a rekonstrukénej chirurgie UPJS LF v Kosiciach)

Obr. 3. Povrchovo rastiuci melanom (Klinika plastickej
a rekonstrukénej chirurgie UPJS LF v Kosiciach)

Intensity (a.u.)

Obr. 2. Lentigo maligny melanom (Klinika plastickej
a rekonstrukénej chirurgie UPJS LF v Kosiciach)

Obr. 4. Nodularny melanom (Klinika plastickej
a rekonstrukénej chirurgie UPJS LF v Kosiciach)

Obr. 5. Fluorescencné spektra zdravej koze
a roznych pigmentovanych lézii (Borisova, 2006)
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Obr. 6. Melanogenéza (Maslankova a kol., 2011)
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kontrél a validacii.

MRAZIACE A CHLADIACE BOXY
VYHRADNY ZASTUPCA FIRIEM PRE SR A CR:

TERMOSTATY, VODNE KUPELE
SUSIARNE, AUTOKLAVY THERMO SCIENTIFIC - divizia laboratérnych produktov

(Jouan / Heto-Holten / Heraeus / H+P / Forma / Savant

BOXY S ANAEROBNOU / Sorvall / Barnstead / TKA / Labsystems / Finnzymes)
ATMOSFEROU EVERmed - ARCTIKO - LANCER - RUSKINN
- SYNGENE - SYNBIOSIS - ERLAB

LABORATORNE UMYVAGKY, SUSICKY 4 BT COMET System
! - TUTTNAUER
MOLEKULARNA BIOLOGIA

MIKROPLATNICKOVA
INSTRUMENTACIA

BIOIMAGING a ANALYZA
KONCENTRATORY, LYOFILIZATORY

POCITACE KOLONIi a INHIBICNYCH
ZON

MONITORING TEPLOTY, VLHKOSTI

PURIFIKACIA VODY

TRIGON, s.r.o. tel.: 02 635 31 241, 0905 728 896
Stefunkova 13 e—mail: mail@trigon—plus.sk
PIPETY, PLASTY 821 03 Bratislava 2 web: www.trigon—plus.sk



MEDICINSKATECHNIKA

DIASYS

- biochemické reagencie nemeckej kvality
- biochemické analyzatory Response 910, Response 920 a BioMajesty
- technicka a aplikacna podpora

TECAN

- spektrofotometre, ELISA premyvacky

- multifunkéné pristroje (fluorescencia, absorbancia, luminiscencia)
- microarray systémy - hybridizacna stanica, skenery

- robotické pipetovacie automaty

@ TECAN.

INTERLAB

- automatizované elektroforetické systémy Easy Interlab G26 a Interlab G26
- novy kompaktny automaticky elektroforeticky systém Interlab pretty
- agarozové gély na sérové proteiny, imunofixacia acid blue, acid violet
- Sirokda paleta dalSich vySetreni vratane proteinurie a CSF
- moznost porovnania starSieho vySetrenia pacienta s aktualnym
v jednom grafe

53] INTERUAS .

SIEMENS

- distribucia kompletného portfélia SIEMENS pre biochémiu, imunochémiu,
hematologiu, koagulaciu a POCT
- dlhoro¢né skusenosti a expertna podpora aplikacii

SIEMENS

Si Medical Soluti Diag

Distribitor pre SR Bio G, spol. sr.o., T/F: +421-2-45 52 63 80/82, biog@biog.sk, www.biog.sk



E Kto mi naozaj dokaze
pomdoct rast?
g

Len Siemens ma inovativne rieSenia, ktoré potrebuje vase
laboratorium, aby dosiahlo na vrchol a viziu, ktora vas
na nom udrzi.

Planovanie budtcnosti vasho laboratéria zacina uz dnes vyberom spravneho partnera pre diagnostiku. Siemens poskytuje
komplexné riesenia prispdsobitelné potrebam zakaznikov, takze laboratérni a klinicki pracovnici dokazu kazdodenne zlepsovat’
svoju produktivitu. Vdaka 130-ro¢nej tradicii v inovaciach ndm mozete déverovat' — stale stojime na Cele najnovsich trendov

www.siemens.com/diagnostics

Answers for life. SIEMENS





