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V historickom pohlade sa nachadzaju
dokazy uz v antickom obdobi, ktoré pou-
kazuju na snahy filozoficky vyjadrit javy
v prirode pomocou vztahov abstraktnych
»principov® - tepla, chladu, sucha a vlhkosti
(Empedokles, Aristoteles). Kombinaciou ich
dvojic a spojenim s prvopociato¢nou hmotou
odvodil Aristoteles $tyri zakladné prvky: zem
(kombindacia chladu a sucha), ohen (kombi-
nacia sucha a tepla), vzduch (kombinacia
tepla a vlhkosti) a vodu (kombindcia chladu
a vlhkosti). Neskor, v obdobi alchymie, sa uz
zacalo spajat teoretické myslenie s chemickou
praxou (Galenos, Avicenna). Cielom bola pre-
mena malo uslachtilych ,,nemocnych® kovov
na kovy uslachtilé, najmia zlato, v zmysle
Aristotelovych ,principov,, pomocou ,ka-
mena mudrcov® a zazra¢ného omladzujiceho
»elixiru vitae“ [1], [2], [3], [4].

Novy obsah alchymii dala iatrochémia, ktora
za hlavny ciel vytycila skimanie chemickych
latok, s ciefom ich uplatnenia v medicinskej
praxi. ,Uzdravovanie® kovov, resp. premenu
neuslachtilych kovov na uglachlilé (zlato) na-
hradila pripravou liec¢ivych latok, ¢im sa stala

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2015

neoddelitelnou sti¢astou stredovekej mediciny.
Hlavnym predstavitelom iatrochémie bol Pa-
racelsus (Philippus Aureolus Theophrastus
Bombastus von Hohenheim) - §vajciarsky
lekar a alchymista (1493-1541), ktory hlasal,
ze ,Zivotné javy zdravého i chorého ludského
tela st prejavom chemickych procesov, preto
poruchy zdravia su désledkom prevliddnutia
jedného alebo druhého prvku a musia sa daft
odstranit pomocou patricného chemického
prostriedku,,. Tymto svojim ucenim sa stal
Paracelsus zakladatelom nielen lekarskej, resp.
tyziologickej chémie, ale aj patologie a terapie,
a zavedenym novych liekov aj reformatorom
stredovekej farmacie [2], [3], [4], [5].

V dobe rozkvetu stredovekej iatrochémie
(v 16. az zaciatkom 19. storocia) sa vytvoril
uzky vztah medzi chémiou a medicinou, preto
vyznamnymi chemikmi v tomto obdobi sa
stavali lekari a lekdrnici (Becher, Kunckel,
Stahl, Hoffmann, Cavendish, Priestly, Scheele,
Berzelius, Wohler, Liebig a i.) [6]. Na sloven-
skom uzemi (v rdmci Rakusko-Uhorska) bol
v tomto obdobi aktualny vyskum prirodnych
minerdlnych vod, ich chemicka analyza a lie-
¢ivé ucinky (Paracelsus - vody v Smolniku,
Agricola-Bauer - vody v Sliaci, J. Wernher -
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vody Spisa, T. Jordan z Kluze - Trencianske
Teplice, PieStany a Korytnica, K. O. Moller
(tvorca Skoly pre analyzu mineralnych vod),
A.Hermann - Trencianske Teplice, Piestany,
J.]J. Torkos — vody Tekova, A.Rayman - vody
Sarisa, J. Lisschovini — Turé¢ianske Teplice a i.).
Boli to spravidla profesori Lekarskej fakulty
Trnavskej univerzity, Banickej akadémie v Ban-
skej Stiavnici, alebo absolventi Lekarskej fakulty
v Halle - Ziaci prof. FE Hoffmanna, velkej autority
balneologického vyskumu v Eurdpe [7], [8].
V 18.storoci tento vyskum vyplynul z naria-
denia panovnicky Marie Terézie (r.1763), podla
ktorého sa museli analyzovat a opisat liecivé
ucinky vsetkych mineralnych véd na tzemi
monarchie. Celkovy subor poznatkov potom
spracoval H.J.N. Crantz [9].

VZNIK LEKARSKE] (FYZIOLOGICKE])
CHEMIE

Hlavny podiel na vzniku samostatného
odboru - lekdrskej chémie (tiez fyziologickej,
patologickej alebo biologickej chémie) — mali
vysledky vedeckého badania najmé na lekar-
skych fakultach. Rozvoj klinickej mediciny
v 19. storo¢i a na zaciatku 20. storocia, ktory
vyplynul zo snahy objektivizovat symptomy
chorob, nastal uplatiiovanim laboratérnych
chemickych metéd v klinickej praxi. Tento
trend sucasne znamenal prirodovednu orien-
taciu mediciny najma k chémii. Pri klinikdch
vznikali chemické laboratérid a medicinska
prax si vynutila zavadzanie novych poznatkov
chemického vyskumu. Lekdrske fakulty tym
ziskali predstih v tejto oblasti pred fakultami
s prirodovednym zameranim.

Zriadenie prvych klinicko-chemickych la-
boratérii v Berline (F. Simon; Charité, r. 1840)
a vo Viedni (]. F. Heller; Allgemeine Kranken-
haus, r.1844) bolo spojené aj so zaloZenim
odbornych ¢asopisov zameranych prevazne na
vyuzitie chémie v praktickej medicine. Boli
to Casopisy Beitrage zur physiologischen und
pathologischen Chemie und Mikroskopie in ihrer
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Anwendung auf die praktische Medizin (Vieden)
a Archiv fiir physiologische und pathologische
Chemie und Mikroskopie (Berlin). Pribuznu
problematiku vsak prezentovali aj davnejsie
zalozené periodikd, napr. Liebigs Annalen,
Miillers Archiv a Virchows Archiv. Délezita
ulohu v dalSom vyvoji fyziologickej chémie
mali zborniky, ktoré vydaval F. Hoppe-Sayler
(od r. 1866) — Medizinische Untersuchungen aus
dem Laboratorium fiir angewandten Chemie zu
Tiibingen, neskdr premenovaného na Hoppe-Sey-
lers Zeitschrift fiir physiologische Chemie [10].

Na lekarskej fakulte v Prahe (Karolinum)
prvé samostatné pracovisko, ktoré zahrnulo
chémiu do vyucby predmetu ,,chémia zivoci-
chov*® vzniklo v r. 1811. Spojené bolo s menom
J. Ch. Freymutha (1786-1819), prvého profesora
vSeobecnej a farmaceutickej chémie. Na jeho
katedre posobilo viacero vyznamnych osob-
nosti, ktoré zabezpecovali vyucbu i vyskum
v odbore fyziologicko-patologickej chémie
(A. M. Pleischl - nastupca Freymutha, J. F. Heller,
J.Redtenbacher, J. U. Lerch, J. S. Presl, V. Safaiik,
A.Bélohoubek a i.). J. Redtenbacher (nastupca
Pleischla) ako prvy zacal prednasat fyziolo-
gicko-patologicku chémiu. Na jeho podnet
bolo v r.1845 zriadené laboratérium pre kli-
nicko-biochemické vySetrenia (veducim sa stal
J. U.Lerch). Na fyziologickom ustave Lekarskej
fakulty, J. E. Purkyné zaradil chemické metédy
na prvé miesto medzi fyziologickymi metédami.
V predmete ,S$pecialna fyzioldgia“ prednasal
tyziku, chémiu, dynamiku a farmakoloégiu.
Fyziologicki chémiu obohatil najmé svojim
objavom proteolytickej schopnosti pankreasu.
Niektoré jeho cytologické objavy dali neskor
zaklad pre skimanie biochemickych zakonitosti
na bunkovej urovni.

Aktualizaciu fyziologickej chémie znamenala
reforma $tadia v Rakasko-Uhorsku z. r.1872
s poziadavkou, aby na vsetkych lekarskych
takultach bolo zavedené vyucovanie ,uzitej
chémie,. Veducim prazskej katedry uzitej
(lekarskej) chémie sa vtedy stal K. H. Huppert,
ktory sa vyskumne zaoberal analyzou krvi
a mocu. Jeho medzinarodnu prestiz dokazuje




¢lenstvo v redakénej rade casopisu Hoppe-
-Seylers Zeitschrift fiir physiologische Chemie.
Na tejto katedre realizovali svoje vedecké ak-
tivity vyznamné osobnosti, napr., E. Meixner,
F. Hoffmeister, B. Rayman a i. [11].

Po rozdeleni prazskej univerzity na cesku
a nemecku (r.1882) chemicky trend v rdmci
tyzioldgie uplatnoval najmi prof. F. Mares,
zaoberajuci sa metabolizmom dusikatych
latok - mocoviny a kyseliny mocovej [11],
[12], [13], [14]. V roku 1883 vznikol prvy
Cesky ustav lekéarskej chémie — Ustav pro lucbu
lékatskou, a jeho prvym profesorom sa stal
J. Horbaczewski (1854-1942), ziak E. Ludwiga na
viedenskej univerzite, ktory sa preslavil synte-
tickou pripravou kyseliny mocovej. Na zaklade
svojich experimentalnych vyskumov prehlasil,
ze prekurzorom tejto kyseliny v organizme su
nukleové kyseliny bunkovych jadier. Touto
tedriou sa dostal do sporu s prof. E. Maresom,
zastancom tzv. ,fyziologickej energie,,, resp.
»fyziologického potencidlu,, ktoré sa uplat-
nuju pri biosyntetickych reakciach. Vzdjomna
neustupcivost a nezmieritelnost tychto dvoch
osobnosti zabranila zrejme prilezitosti v pred-
stihu skimat progresivnu problematiku nuk-
leovych kyslin [11].

Na Horbaczewského ustave posobilo viacero
vyznamnych klinickych pracovnikov, napr.
L. Haskovec (profesor neuropatoldgie), L. Syllaba
(profesor vnatorného lekarstva), V. Mrazek -
(balneoldg), dalej profesori lekarskej chémie
- K. Cerny, E. Formanek (nastupca Horbaczew-
ského), A. Hamsik (nastupca E. Formanka) a i.
Pre potrebu vyucby napisal J. Horbaczewski
trojdielnu ucebnicu lekarskej chémie, ktorej
3.diel - Chemie fysiologickd bola uz ucebnicou
biochémie, aj ked sa v nej termin ,,biochémia®
nevyskytuje. U¢ebnica znamenala vyvrcholenie
Horbaczewského snahy o presadenie chemic-
kého spdsobu myslenia do mediciny. Podarilo
sa mu dosiahnut, Ze vyucba lekdrskej chémie
presla ako samostatny predmet na lekdrsku
fakultu (medici predtym robili skusku z anor-
ganickej a organickej chémie na filozofickej
fakulte a fyziologickd chémia bola sucastou
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skugky z fyziologie na lekarskej fakulte) [11],
[12], [13], [14].

V tomto obdobi v USA uz vychddzal ¢asopis
Journal of Biological Chemistry, v Anglicku The
Journal of Biochemistry, vo Francuzsku Bulletin
de la Societé de Chemie Biologique, v Japonsku
The Journal of Biochemistry (Tokio) a v by-
valom Sovietskom Zvidze od r. 1937 Ukrajinskij
biochimicnyj Zurnal).

V roku 1945 vznikol na prazskej LF II. Ustav
pro lékarskou chemii, z byvalého chemického
ustavu nemeckej lekarskej fakulty, na ktorom
posobilo viacero vyznamnych nemeckych
profesorov (R.Ritter von Zeynek, E Lippich,
F.Haurowicz, Z.Stary). Prednostom nového
ustavu sa stal prof. A. Hamsik, vyznamny ba-
datel v oblasti chémie krvného farbiva a jeho
derivatov a autor osvedcenej 5-dielnej ucebnice
lekarskej chémie. Vedenie povodného ceského
ustavu, uz ako I ustavu lékarske chemie, pre-
vzal Hamsikov Ziak prof. K. Kécl. Dalsi dvaja
jeho Ziaci boli povereni vedenim novych
ustavov lekarskej chémie na LF v Olomouci
(A.F. Richter) a na LF v Plzni (J.Sula) [15],
[16], [17].

Klinicka biochémia na LF Univerzity Kar-
lovej v Prahe zapustila korene na I.internej
klinike zasluhou prof. MUDr. Jaroslava Horej-
$iho, ktory pociatocnu erudiciu v biochémii
a klinickej biochémii ziskal pocas $tudijného
pobytu u prof. E. C. Doddsa na Biochemickom
ustave v Middlesex-Hospital v Londyne. Zis-
kané skusenosti vyuzil pri budovani Ustavu
hematologie a krevni transfuse, na ktorom sa
s$kolilo a pdsobilo viacero vyznamnych osob-
nosti ¢eskej a slovenskej biochémie a klinickej
biochémie [45].

ZACIATKY BIOLOGICKEJ APLIKACIE
CHEMIE NA LF V BRATISLAVE

Je zrejmé, Ze zaciatky aplikacie chémie do bio-
logickych disciplin a mediciny na Slovensku
treba chdpat v kontexte s vy$Sie uvedenym
vyvojom, predovsetkym na prazskej lekarskej
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fakulte. V Bratislave v predvojnovom obdobi
existovala Alzbetinska univerzita s lekarskou
fakultou (na farmaceutickom ustave pdsobil
Albert Szent-Gyorgyi von Nagyrapolt, objavitel
vitaminu C a laureat Nobelovej ceny za medi-
cinu v r.1937). Po rozpade Rakusko-Uhorska
a vzniku Ceskoslovenska bola zalozend nova
univerzita v Bratislave — Univerzita Komenského
(1919). K prvym fakultam patrila Lekarska fa-
kulta, ktora prevzala cast klinickych pracovisk
Alzbetinskej univerzity. Vyucba v$ak mohla
zacat len vy$8imi ro¢nikmi, pretoze teoretické
ustavy boli dobudované az v $kolskom roku.
1922-1923 [18].

Prvym prednostom Ustavu pre lekdrsku
chémiu (1922-1938) sa stal olomoucky rodak
prof. MUDr. Jan Buchtala, absolvent Lekar-
skej fakulty univerzity v Stajerskom Hradci
(dnesny Graz). Po ukonceni $tidia mediciny
posobil na ustave lekarskej chémie ako asistent
a neskor docent u prof. Hoffmanna, neskor
sa stal veducim toxikologického laboratéria.
Medzinarodné uznanie ziskal vysledkami
stadia aminokyselinového zloZenia proteinov
(keratinu) a analyzy zl¢ovych kyselin. Spolu-
pracoval s F Preglom, neskor§im lauredtom
Nobelovej ceny za chémiu (v r. 1923), s ktorym
publikoval pracu ,O moznostiach izoldcie spe-
cifickych galénovych (Zlcovych) kyselin“ [19].
Pred nastupom na funkciu prednostu ustavu
poOsobil ako indpektor Ustavu pre skiimanie
potravin v Bratislave.

Historicky prva prednaska z lekarskej chémie
na LF v Bratislave odznela 18. oktébra 1923 pod
ndzvom ,Jaky vyznam md chemické studium
a chemické mysleni pro lékare” (v plnom zneni
bola publikovand v Bratislavskych lekarskych
listoch [20]. Prof. Buchtala vyklad organickej
chémie spajal s fyziologickou chémiou, pricom
zdoraznoval, ze ,jej hlavnou ilohou je stii-
dium ldtkovej vymeny ludského tela, pretoze
kazda nemoc je spojend so zmenou ldtkovou
v organizme,. V podmienkach pociato¢ného
budovania tstavu vyskum zameral na sadnu
chémiu a toxikoldgiu, a na analyzu niektorych
mineralnych pramenov na Slovensku [21], [22],
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[23], [24], [25]. Pozornost vzbudila jeho praca
o mechanizme periodickej eruptivnej ¢innosti
studenovodného gejziru v Herlanoch [26].

Ustav pre lekarsku chémiu LFUK v Brati-
slave bol v tom case jedinym vysokoskolskym
chemickym pracoviskom a prof. Buchtala
jedinym profesorom chémie na Slovensku.
V tejto suvislosti je pochopitelné, ze bol za-
pojeny aj do organizovanej ¢innosti chemikov
a zastaval funkciu predsedu bratislavskej Od-
bocky Ceskoslovenskej spolo¢nosti chemickej.
Organizoval celostatny zjazd chemikov v Bra-
tislave vr. 1938, ktory sa vsak neuskutocnil
v dosledku politicko-spolo¢enskych zmien.
Pdsobenie prof. Buchtalu na LFUK v Bratislave
skoncilo v r.1939, kedy odisiel na brnensku
univerzitu. Po zatvoreni ¢eskych vysokych §kol
sa vratil na Slovensko a pdsobil ako prakticky
lekar [23].

Zéaujem o biochémiu na LF v Bratislave v me-
dzivojnovych rokoch sa vyraznejsie prejavoval
na klinikach - propedeutickej (prof. Sumbal)
a internej (prof. Netousek), kde vyustil aj do pri-
slusného vedeckého badania. V tejto suvislosti
treba uviest najma ¢innost prof. MUDr. Fran-
tiska Simera (1899-1943), absolventa LFUK
v Bratislave, ktory uz v zaciatkoch svojej me-
dicinskej praxe prisiel k poznaniu, Ze bez do-
kladnejsich vedomosti z fyzioldgie a biochémie
nemozno uspe$ne pokracovat v medicinskom
vyskume, ani v medicinskej praxi.

Motivaciu k biochémii ziskal pocas $tudij-
ného pobytu na biochemickom ustave v Mi-
ddlesex-Hospital v Londyne (v r.1929-1931)
u vynikajuce predstavitela eurdpskej biochémie
prof. E. C. Doddsa. Vedecka biochemicka ¢in-
nost prof. Simera dodnes nestratila na aktu-
alnosti. Medzinarodny ohlas vzbudila najma
séria experimentalnych priac o metabolizme
sacharidov v normalnom a nddorovom tkanive,
ktoré publikoval ako spoluautor s E. Dickensom
z Middlesex-Hospital v medzinarodnom bioche-
mickom periodiku [27], [28], [29], [30], [31].
V klinickej praxi sa sustredil na metabolické
poruchy, regulaciu dychania a krvného obehu,
kde mohol vyuzit svoju vedecku erudiciu.




V roku 1938, v désledku politicko-spolocen-
skych zmien odchddza zo Slovenska a posobi
v plzenskej nemocnici ako oSetrujici lekar.
Zapaja sa do ilegalneho protifasistického
hnutia. Po odhaleni tejto ¢innosti bol v r. 1943
popraveny [32], [33], [34].

Pocas vojnovych rokov sa prednostom Ustavu
pre lekarsku chémiu na LFUK stal

prof. Ing. Dr. techn. Franti$ek Valentin, ab-
solvent Ceského vysokého uceni technického
v Prahe. Po promocii pracoval ako asistent
a blizky spolupracovnik prof. E. Votocku, vedca
svetového mena na Ustave vieobecnej, anor-
ganickej a organickej chémie. Medzindrodné
uznanie ziskal sériou prac (samostatne, alebo
v spoluautorstve s prof. Votockom) o sacha-
ridoch, za $tudie ich konstitucie a optickych
vlastnosti, ktorymi obohatil chémiu tychto latok
a ich derivatov o nové teoretické poznatky. Ako
prvy podal dokaz o krystalickej enantiomérii
u sacharidov (D- a L-ramnitolu) [35]. Pocas
posobenia na LF v Bratislave (1939-1947) sa
stal poprednym predstavitelom vedy a s$kolstva
na Slovensku, zastavajuc $pickové funkcie -
predsedu Slovenskej akadémie vied a umeni,
rektora SU a i. [36]. V prednaskach medikom,
okrem vsSeobecnej, anorganickej a organickej
chémie, prednasal aj fyziologicku chémiu,
kapitoly o prirodnych latkach, najmé sachari-
doch, ku ktorym mal velmi blizky vyskumny
vztah. Publikoval sériu ¢lankov o vitamine C,
latke $truktarne blizkej sacharidom, v ktorych
komplexne spracoval dovtedy zname po-
znatky. Charakterizoval aj biologicku funkciu
vitaminu C - vztah ku krvnému obrazu, pig-
mentovému metabolizmu, krvdcaniu, tvorbe
melanémov, pohlavnej funkcii a skorbutu [37].
V snahe zabezpecit jeho terapeutické vyuzitie
podielal sa na vypracovani metddy syntetickej
pripravy [38], ¢o sa viaze este k jeho Studij-
nému pobytu na Sorbonskej univerzite v Parizi,
Institut de Biologie Physico-chimique (1938).
Aktudlnou problematikou vitaminu C sa na LF
v Bratislave zaoberal aj J. Mélka, docent na fy-
ziologickom ustave (prednosta V.Hons).

V povojnovom obdobi v r.1948-1972) sa
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prednostom Ustavu pre lekarsku chémie (neskor
katedry chémie) stal prof. RNDr.Jan Kubis,
absolvent Prirodovedeckej fakulty UK v Prahe,
ziak a spolupracovnik prof. J. Kfepelku na tstave
pre vSeobecnt, anorganicku a sudnu chémiu.
Okrem vseobecnej, anorganickej a organickej
chémie sa prednasala v ramci predmetu lekarska
chémia kapitola o sacharidov a lipidoch. Vy-
skum ustavu bol zamerany v tom case prevazne
na sudnu chémiu a analyzu toxickych latok
v biologickom materiali, v neskor§om obdobi
aj na prirodné latky (N.Ligkovd, J. Carsky)
a neurochémiu (E. Porges).

V tomto obdobi zosilnela poziadavka uplat-
novania poznatkov biochémie na LF v klinickej
praxi i vo vyskume, ¢o uz malo ur¢itu tradiciu
na propedeutickej a internej klinike zasluhou
prof. F. Simera, a tieZ na dstave experimentalne;j
patofyzioldgie (R.Korec, G.Bdardos). Vznikla
snaha zaradit do teoretickej pripravy medikov
vyucbu biochémie. Z podnetu vtedajsieho
dekana fakulty prof. L. Dérera bola tato po-
ziadavka rieSena najprv vytvorenim oddelenia
biochémie v ramci ustavu pre lekarsku chémiu.
Vedenim oddelenia a vyuc¢bou biochémie, ako
samostatného predmetu od v sk.r.1949/50,
bol povereny MUDr. R. Korec, vtedy uz autor
dvoch experimentalnych biochemickych prac
[39], [40].

Vznikom lekdrskej fakulty v KoSiciach,
na vyzvu jej predstavitelov, preslo viacero pra-
covnikov z bratislavskych teoretickych tstavov
budovat novu fakultu, medzi nimi aj MUDr. R.
Korec, ktory sa stal profesorom a prednostom
ustavu patologickej fyzioldgie a autorom prvej
monografie biochémie na Slovensku [41]. Bol
aj iniciatorom pravidelnych diabetologicko-
-biochemickych konferencii v Bardejovskych
Kupeloch.

Z ustavu lekarskej chémie vtedy presiel
na LF v Kosiciach aj MUDr. Anton Neuwirth,
ako veduci rovnomenného ustavu, ktory uz
predtym absolvoval $tudijny pobyt na univerzite
v Ziirichu u prof. P. Karrera, laureata Nobelovej
ceny za chémiu, kde bol zapojeny do vyskumu
stavebnej jednotky karotenoidov a vitaminu A,
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z ¢oho vznikla spolo¢na publikacia v medzi-
narodnom vedeckom periodiku [42]. Nadejné
posobenia A.Neuwirtha na LF v Ko$iciach
bolo politicky znemoznené v r.1953, kedy
bol zatknuty a vo vykonstruovanom procese
odsudeny za protistatnu ¢innost na 12 rokov
vazenia. Po amnestii (1960) pdsobil ako klinicky
biochemik v nemocniciach v Martine a Cadci.

Veducim Ustavu lekdrskej chémie na LF
UPJS v Kosiciach sa stal MUDr. P. Misiar (¢len
vedeckej $koly prof. Niederlanda), ktory sa vratil
zo $tudijného pobyt na Ustave Maxa Plancka
v Mnichove, pocas ktorého urcil primarnu
struktiru hemoglobinu opice Macacus rhesus.
V désledku jeho odchodu do zahranicia, funkciu
prednostu tstavu prevzal prof. Konstantin Barna,
autor prvej slovenskej monografie lekdrskej
chémie [43].

VZNIK USTAVU VSEOBECNE]
A KLINICKEJ BIOCHEMIE NA LFUK
V BRATISLAVE

Po odchode MUDr. R. Korca na LF UPJS
v Kosiciach, vedenie oddelenia a vyucbu bio-
chémie na LF v Bratislave prevzal doc. MUDr.
T.R.Niederland, absolvent Lekarskej fakulty
UK v Prahe, ktory sa prave vratil zo $tudijného
pobytu na Washingtonovej univerzite v Saint
Louis, kde posobil v biochemicko-farmakolo-
gickom laboratériu u prof. C. F. Coriho a jeho
manzelky G.Coriovej, neskorsich lauredtov
Nobelovej ceny. Habilitoval v r.1949 v od-
bore patoldgia a terapia chorob vnutornych
a vr.1952 bol menovany profesorom vSeobecnej
a klinickej biochémie.

Zaradenie biochémie do teoretickej pripravy
medikov vytvorilo vhodné podmienky pre vznik
samostatného Ustavu vseobecnej a klinickej
biochémie, prvého s takymto zameranim na le-
kérskych fakultdch v Ceskoslovensku. Predpo-
kladalo sa, Ze vysokoskolsky pracovnici toho
ustavu, okrem teoreticko-biochemickej praxe,
budu vykonavat aj klinicku prax, s ciefom kom-
plexnejsieho chdpania existujtucich problémov
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mediciny. Na druhej strane i$lo o prendsanie
problémov klinickej praxe do vyskumnej bio-
chemickej ¢innosti. Prof. Niederland od zaciatku
existencie ustavu zabezpecil vykondvanie in-
tenzivnej pedagogickej i vedecko-vyskumnej
¢innosti. Napisal ucebné texty zo vSeobecnej
a klinickej biochémie a prirucku k laboratérnym
cvi¢eniam z biochémie. Ustav zabezpecoval
vyucbu biochémie aj na novovzniknutej Far-
maceutickej fakulte UK.

Prvymi spolupracovnikmi prof. Niederlanda
boli: MUDr. T. Tursky (ako jediny asistent) a este
ako posluchac¢i mediciny, neskorsi profesori:
E.Brixova, J. Gvozdjak, P. Midsiar a V. Mézes. Ako
absolventi pribudli MUDr. R. Dzurik a Ing. P.
Kovécs. Ustav mal vypracovany vyskumny
program zamerany na $tidium metabolizmu
salicylanov a ich uc¢inku na organizmus, tera-
peutického vyuzitia digitalisu a strofantinu,
hepatalnych patologickych stavov, standardi-
zacie biochemickych metdd, vyuzitie enzymov
v klinike a i. Profesor T. R. Niederland vytvoril
vyznamnu biochemicku $kolu na Slovensku,
ktorej ¢lenovia mali vyznamny podiel na bu-
dovani dal$ich biochemickych pracovisk -
na JLF UK v Martine (prof. V. Mézes), LF UPJS
v Kosiciach (prof. T. Tursky, ktorého zakratko
vystriedal prof. Mésiar), Farmaceutickej fakulte
UK v Bratislave (prof. P. Kovacs). Niektori sa
stali veducimi klinickych oddeleni (prof.].
Gvozdjak, prof. E. Brixovd) a klinickych la-
boratérii (prof.R.Dzurik) a pracovisk SAV.
Od r.1964 bol ustav $koliacim pracoviskom
postgradualneho studia (pre internu a externu
aSpirantdru) a pre diplomantov z farmaceutickej
a prirodovedeckej fakulty v odbore biochémia.
Clenovia biochemickej $koly prof. Niederlanda
sa podielali na vzniku odbornych spoloc¢-
nosti, v ktorych potom zastavali vrcholné
funkcie - v Slovenskej biochemickej spolo¢-
nosti (prof. Tursky, prof. Mézes, prof. Kovacs).
Vyznamnym pocinom bolo zalozenie a vedenie
¢asopisu Ceskoslovenskej lekdrskej spolo¢nosti
J. E. Purkyné: Biochemica Clinica Bohemoslo-
vaca, ktory vychdadzal na Slovensku (veducim
redaktorom sa stal prof. Niederland).




V 1.1954 bol tstav povereny zabezpecenim
pedagogickych a personalnych podmienok pre
konstituovanie katedry klinickych a vySetrova-
cich metdd, v ramci Institatu pre doskolovanie
lekarov a farmaceutov. Aby sa toto doskolovanie
mohlo realizovat pri 16zku pacienta, doslo
k prepojeniu ustavu na laboratérium II. Internej
kliniky LF UK v Bratislave. V roku 1957, ked
vznikli podmienky pre vznik samostatného
klinicko-biochemického pracoviska, prechodne
sa utvorila katedra lekarskej biochémie, ktora
sa v §k.1.1957/58 rozdelila na dve samostatné
pracoviska - katedru biochémie v ramci teo-
retickych astavov LF UK (veducim sa stal
doc. MUDr. T. Tursky) a katedru klinickej
biochémie v ramci novovzniknutej III. Internej
kliniky, pod vedenim prof. T.R. Niederlanda
[34], [44], [45]. Pod jeho vedenim vzniklo
na klinike niekolko oddeleni spojenych s la-
boratériami, ktoré zabezpecovali prepojenost
experimentalnej a klinickej prace, a umozno-
vali uplatnovat klinicko-biochemicky pristup
k rozvoju internej mediciny. Podla vyjadrenia
profesora Niederlanda: ,aplikacia biochémie
do medicinskych odborov neznamena len ista
tazu vyvoja, ale je to princip, ktory musi byt
trvalou sucastou biochémie i mediciny,,.

Odborna ¢innost teoretického pracoviska sa
orientovala na zdkladny vyskum, najmé v oblasti
neurochémie, so zameranim na metabolizmus
aminokyselin, proteinov, nukleotidov a niekto-
rych skupin lipidov. Z iniciativy katedry bol
zriadeny Biochemicky ustav UK (v r.1967),
za Ucelom integrdcie a koordindcie bioche-
mického vyskumu biochemickych pracovisk
UK. Tento ustav sa konstituoval ako zakladna
pre rozvoj biochémie a kvalifika¢ny rast bio-
chemikov na Slovensku. Okrem toho, to bola
i¢ast na vytvoreni Pobocky Csl. spolo¢nosti
biochemickej pri CSAV na Slovensku (1957).
Vyskumom v oblasti neurochémie vytvorilo
pracovisko podmienky pre rozvoj tohto mla-
dého odboru v rémci Ceskoslovenska. Z jeho
iniciativy vznikla aj sekcia neurochémie v ramci
Csl. biochemickej spolo¢nosti, z ktorej sa ne-
skor vytvorila samostatna odborna spolo¢nost
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zdruzujica ceskych a slovenskych neuroche-
mikov [46].

Zaujem o biochémiu (teoreticky i prakticky)
v povojnovom obdobi sa zacal prejavovat aj
na inych pracoviskach, resp. institucidach na
Slovensku. V r.1951 vznikol v Bratislave Vy-
skumny ustav pre farmaciu a biochémiu, ktory
bol neskoér zacleneny do Chemického ustavu
SAV. Zriadenie a ¢innost tohto ustavu je spojené
s doc.Ing. J. Tamchynom. Biochemické zameranie
v ramci SAV v tom c¢ase malo aj laboratérium
pre vyskum hospodarskych zvierat v Ivanke pri
Dunaji (Dr. L. Landau, doc. M. Gazo), z ktorého
neskor vznikol Ustav fyzioldgie hospoddrskych
zvierat. Na Chemicko-technologickej fakulte
SVST v Bratislave bola v r. 1952 zriadena katedra
technickej mikrobiolégie a biochémie (prof. P.
Nemec), na ktorej sa vyprofilovalo viacero po-
prednych biochemikov (doc. L. Drobnica, prof. V.
Betina, prof. B. Skarka, prof.Ing. M. Miko). Na
Prirodovedeckej fakulte UK vznikol ustav, neskor
katedra biochémie (veduci Doc.]. Tamchyna),
na ktorej sa kreovala vyznamna biochemicka
$kola pod vedenim prof. RNDr. L. Kovaca. Uviest
treba aj vznik samostatnej katedry biochémie
na Farmaceutickej fakulte UK v Bratislave
(prof. A.Jindra, prof.Ing. P. Kovacs), dalej bio-
chemické pracovisko na Vysokej $kole veteri-
narskej v Kosiciach (prof. M. Bartik) a Vysokej
$kole polnohospodarskej v Nitre (prof.Ing.S.
Ivanko) [46].
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LABORATORNA MEDICINA
V PREGRADUALI?

KOVAC, G. PORUBENOVA, A.

Ustav chémie, klinickej biochémie
a laboratérnej mediciny (UCHKBLM), Lekdrska fakulta
Slovenska zdravotnicka univerzita (SZU), Bratislava

UVOD

Cielom prispevku je analyza sucasnej
situacie vyucby laboratérnej diagnostiky v
pregraduali na LF SZU v Bratislave a navrh
na jej mozné rieSenie.

METODA

Postupne diskutujeme:

« analyzu ucebnych ndplni

« existujuce medzery

o napln predmetu ,Laboratérna medicina
o zaradenie predmetu do sustavy predmetov.

VYSLEDKY

Analyza ucebnych naplni
Ucebnd ndpln laboratornej mediciny
v postgraduadli (1)

o Kklinické laboratérium

» molekuldrna patologia

o klinicka biochémia

« mikroskopia a analyza moca

« cytogenetika
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HLA
hematoldgia
koagaulacia
mikrobioldgia
imunopatologia
transfuziologia.

Oblasti zaradované do ucebnych ndplni
v predmete vniitorné lekdrstvo (2)

infektologia

molekularna bioldgia, genetika
Imunoldgia

VyZiva

gastroenterologia

pecen, pankreas

hematolédgia

onkologia

reumatologia

nefrolégia

vnuatorné prostredie a acidobaza
pneumologia

urgentnd medicina

toxikologia

environmentdlna medicina
endokrinologia

diabetes a metabolizmus
neuroldgia




» psychologickd medicina
« dermatolégia.

Tab. 1. POROVNANIE RELEVANTNYCH OBLASTI
UCEBNYCH NAPLNI LABORATORNE]J] MEDICINY
A VSEOBECNEHO LEKARSTVA

Laboratorna Vseobecné
medicina lekarstvo
Klinické laboratérium absentuje

Molekularna pato- N
P bioldgia

logia

Klinickd biochémia chémia, biochémia

histolégia, pat. ana-

Mikroskopia témia
Cytogenetika bioldgia, interna
HLA interna
Hematolégia imunolégia, interna

Koagulacia Interna
Mikrobiol6gia Infekoldgia
Imunopatoldgia Imunolégia

Transfuzioldgia interna

Existujuce medzery
Klinické laboratérium
Definicia
« biologicky materidl
 inStrumentdcia.

Aplikdacia vo vyucbe klinickej problematiky (3)
» indikdacia (4)
 interpretdcia.

Ucebna napln predmetu ,,Laboratérna
medicina,,
Laboratérne principy a operdcie
» vseobecné laboratérne postupy, techniky
a bezpecnost
 Dbiologicky material a iné predanalytické
veli¢iny
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 diagnosticka validita
« referen¢né hodnoty
o kvalita.

Instrumentdcia
o spektrofotometria
« emisné techniky
 radioizotopové techniky
« elektrochemické techniky
o elektroforéza
« chromatogragfa a MS
« enzymoldgia
« imunochémia
« nukleové kyseliny
« automatizacia.

Racionalna laboratérna diagnostika
Raciondlna indikdcia

e Co sa musi

« ¢o by sa malo

« ¢o by sa mohlo.

Interpretdcia
« laboratorny vysledok a klinicky kontext
« diagnosticka validita.

Zaradenie predmetu ,,Laboratérna medicina“
do sustavy existujucich predmetov

Predmet by sa vyucoval v ramci vyucby
vnatorného lekarstva v 5-6 ro¢niku v nasle-
dujicom rozsahu:

Laboratérne principy a operdcie
« 8 hodin
Instrumentdcia
« 8 hodin.
Raciondlna laboratérna diagnostika
o infektoldgia, molekularna bioldgia, ge-
netika, imunoldgia, gastroenterologia,
pecen, pankreas, hematolégia, onkoldgia,
reumatoldgia, nefroldgia, vnutorné pros-
tredie a acidobaza, pneumoldgia, urgentna
medicina, toxikolégia, endokrinoldgia,
diabetes a metabolizmus, neurolégia
« po 1 hodine: Spolu 12 hodin.
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DISKUSIA

K analyze ucebnych naplni

o Ucebna napln postgradualeho $tudia
laboratérnej mediciny je akreditovana
a v sulade s definiciou predmetu v ramci
EFLM/EUMS

« ucebna népln studia vseobecného lekar-
stva je akreditovana v stlade s kritériami
procesu akreditacie vSeobecného lekarstva.

Na oboch ucebnych naplniach v zasade
netreba ni¢ menit: je vSak potrebné vyplnit
existujicu medzeru vedomosti a zrucnosti
v oblasti vyuzitia klinického laboratéria v kli-
nickej praxi vnutorného lekarstva.

K existujicim medzeram

Skutoc¢nostou je, Ze absolventi $tudia vse-
obecného lekarstva nemaju uceleny pohlad
na klinické laboratérium: ako funguje a hlavne
na to ako ho v praxi ucelne vyuzivat: pritom
ho budu ako internisti, ¢i prakticki lekari vy-
uzivat cely zivot.

K ucebnej naplni predmetu laboratérna
medicina
Laboratérne principy a operdcie
« by mali poskytnut uceleny pohlad na prin-
cipy fungovania klinického laboratoéria.

Instrumentdcia
« by mala poskytnuat uceleny pohlad ako
a ¢im sa jednotlivé laboratérne parametre
vySetruju.
Raciondlna laboratorna diagnostika
o by mala poskytnut uceleny pohlad
na problematiku ako ucelne laboratérne
parametre v klinickej praxi pouzivat
a vyuzivat (ktoré, ako a ako casto).

K zaradeniu predmetu do sustavy
existujucich
Vyucba laboratornej mediciny
 si nevyzaduje zriadenie nového osobit-
ného predmetu: problematiku je mozné
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vyucovat v ramci vyucby vnuatorného
lekarstva (pripadne ostatnych ,velkych®
klinckych odborov).

Pokial'ide o ¢as - problematika je rozpocitana
na 28 hodin:
« ucebnice
« existuju vlastné materidly o klinickom
laboratériu a racionalnej indikacii [3], [4].

Harmonogram - existuju dve moznosti:
» osobitne vycleneny blok pre danu prob-
lematiku: zd4 sa nam ako nevhodny
« zaradenie problematiky laboratérnej diag-
nostiky vzdy na konci klinického bloku: v
trvani cca 1 hodiny: zda sa nam vhodny.

ZAVERY

Z analyzy ucebnych ndplni vyplyva, zZe
« postgradudlne studium laboratérnej me-
diciny ma najbliz$ie k $tudiu vnatorného
lekarstva v piatom a 6. ro¢niku $tudia
vSeobecného lekarstva v pregraduali.

Existujiice medzery

o Medzi obomi odbormi spocivaju v ab-
sencii vzdjomnej previazanosti ako aj
absencii ucelenej predstavy o principoch
funkcie a ucelného vyuzivania klinického
laboratdria v klinickej praxi, ktoré hlavne
internisti a vSeobecni lekari, ale aj lekari
z ostatnych klinickych odborov vyuzivajua
po cely zivot.

Ndpln predmetu ,,Laboratorna medicina,,
 sa sustreduje v ramci vyucby pregradualu
len v minimalnej miere na laboratérne
principy, operacie a inStrumentdciu, jeho
tazisko spociva v raciondlnej laboratdérne;
diagnostike a ucelnom vyuzivani klinic-
kého laboratdria v klinickej praxi.




Zaradenie predmetu ,,Laboratorna a medicina“
do systému existujucich predmetov
« sinevyzaduje zriadenie nového predmetu,
ale spociva v jeho vcleneni do vyucby
vnatorného lekdrstva (pripadne dal$ich
»velkych® klinickych disciplin - chirurgia,
gynekolégia, pediatria) na zaver jednot-
livych klinickych blokov.

DOPORUCENIA

V ramci dal$ieho postupu odportcame
diskusiu o

o definicii poloziek a ¢asovych ,tarifov®

« ich porovnani so zahrani¢nymi u¢ebnymi
naplnami

« daldej identifikdcii potencidlnych medzier
medzi laboratériom a klinikou

« redefinicii potrieb a nadvézujucej restruk-
turalizacii poloziek a naplne predmetu

« vclenovani predmetu do existujucich

klinickych blokov.
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Najdolezitejsie je uvedomit si, ze 50 %
vsetkych chemikalii tec¢ie v ramci laboratdrnej
diagnostiky v suc¢asnosti zbyto¢ne do umyvadla.
Zaradenie vyucby o problematike racionalneho
vyuzitia klinického laboratéria by prispelo
k zahataniu prietrze plytvania zdrojov na la-
boratérne vySerenia.

LITERATURA

1. Kovad, G., Pechan, I.: Klinickd biochémia
pre praktického lekara, 2 vydanie, Herba, Bratislava,
2002, 1-126.

2. Kova¢, G.: Manazment v laboratérnej me-
dicine, 1 vydanie, Herba Bratislava, 2005, 1-152.

3. Kovag, G., Porubenova, A., Drakulova, M.,
Trupl, J.: Laboratérna medicina: rozsirené sylaby
a poznamky, 1. vydanie, Slovenska zdravotnicka
univerzita, Bratislava, 2012, 1-381.

4. Kovac, G., Porubenova, A., Hrusovsky, S,
Gurtler, L.: Raciondlna indikacia laboratérnych pa-
rametrov, 1. vydanie, Herba, Bratislava, 2015, 1-184.

25



POZNAMKY K VYUCBE
MEDICINSKEJ CHEMIE A BIOCHEMIE
V PREGRADUALI NA LF SZU

KOVAC, G., PORUBENOVA, A., HERIBAN V.
ONDZIKOVA, J., KADLECIK, J., HUDECOVA, L.

Ustav chémie, klinickej biochémie
a laboratérnej mediciny (UCHKBLM), Lekdrska fakulta
Slovenské zdravotnicka univerzita (SZU), Bratislava

UVOD

Cielom prispevku je popis okolnosti vzniku
a sucasného stavu vyucby medicinskej chémie
a biochémie na Lekarskej fakulte Slovenskej
zdravotnickej univerzity v Bratislave. Nadva-
zujuce vysvetlujuce poznamky uvadzaju veci
na spravnu mieru.

METODA

V prispevku popisujeme:

 okolnosti vzniku

e sucasny stav

 vysvetlujuce poznamky k vyucbe medi-
cinskej chémie a biochémia v pregraduali.

VYSLEDKY

Okolnosti vzniku

Hlavnou ulohou SZU pocas takmer 70 rokov
jej ¢innosti bolo postgradudlne vzdeldvanie
lekarov, inych zdravotnickych pracovnikov a
laborantov v klinickej biochémii a pocas posled-
nych 10-15 rokov aj v laboratérnej medicine.
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K vyucbe medicinskej chémie a biochémie
v pregraduali nds prinutila zmena legislativ-
neho prostredia, ktora nastavila systém post-
gradualneho vzdelavania tak, Ze v stucasnosti
moze postgradualne vzdelavanie poskytovat
len ta institucia, ktorda v sucasne poskytuje
aj pregradualne vzdelavanie. Vy$sie uvedené
skuto¢nosti si za poslednych cca 10 rokov
vyziadali zmenu orientdcie a v nadvdznosti
nutnost vyvinut nesmierne usilie na vytvorenie
podmienok zabezpecenia pregradualneho studia
medicinskej chémie a biochémie v oblasti:

o personalneho zabezpecenia

 priestorového a pristrojového vybavenia

o ucebnych textov

v prostredi nedostatku personalnych, mate-
ridlnych a finan¢nych zdrojov: vetko na ukor
kvality postgradualnej vyucby.

Sucasny stav
Studijné programy

V sucasnosti zabezpecujeme $tudium:

» medicinskej chémie pre vseobecnych
lekarov, stomatologov v slovencine a za-
hrani¢nych Studentov v anglictine

« medicinskej biochémie pre vS§eobecnych




lekarov, stomatolégov v slovencine a za-
hrani¢nych Studentov v anglictine.

Priestorové a pristrojové vybavenie

T.¢. mame k dispozicii:

e 1 vyucbové laboratérium pre vyucbu
praktik v medicinskej chémii a biochémii
na UCHKBLM LF SZU vybavené zéklad-
nymi laboratérnymi pomdckami a pri-
strojovym vybavenim (pipety, laboratérne
sklo, centrifugy, trepacky, pH metre,
fotometre, POCT technika)

o 2 prednaskové miestnosti, ktoré zdielame
v ramci priestorového zabezpecenia vyucby
s ostatnymi predmetmi $tidia véeobecného
lekdrstva, stomatoldgia a zahrani¢nych
Studentov na LF SZU.

Ucebné texty
Za uplynulé obdobie sme stihli pripravit,
vypracovat, zohnat financie a vydat vlastné
ucebné texty z:
» medicinskej biochémie pre vyucbu v 2.ro¢-
niku [1]
o chémie pre prijmacie pohovory [2]
o chemické vypocty pre prijmacie poho-
vory [3].

V sucasnosti su v priprave na vydanie uceb-
né texty:

« medicinskej chémie,

o praktik z medicinskej chémie

o praktik z medicinskej biochémie

obsahujtce vysvetlenia na odpovede na 1200
otazok na prijmacie pohovory.

DISKUSIA

Vysvetlujuce poznamky
Na dokreslenie situdcie treba uviest tieto
skutoénosti:

Financné zabezpecenie cinnosti SZU
« za posledné 4 roky SZU ma k dispo-
zicii rozpocet cca 5 mil EUR na rok, ¢o
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je polovica z pdévodnych 10 milidnov,
na ktoré ,bola zvyknuta“ z predchadza-
juceho obdobia

« uvedend redukcia sa udiala ndhle, bez
pripravy a diskusie: to bola hruba chyba.
Druhou vecou je, ze SZU neprispdso-
bila za uplynulé svoje aktivity novému
finanénému rdmcu

o podotykam, ze SZU nema ziadne pri-
spevky na Studenta, ako je zvykom na LF
pod gesciou MS SR: LF SZU je odk4zan4
len na vyssie uvedené finan¢né zdroje.

Persondlne zabezpecenie ¢innosti UCHKBLM
LF SZU

Pregradualnu vyucbu pre 70 $tudentov
vSeobecného lekdrstva v slovencine, cca 20 Stu-
dentov stomatoldgie a cca 25 $tudentov vse-
obecného lekdrstva v anglictine v kazdom
ro¢niku zabezpecuju:

o prof. MUDr. RNDr. Gustav Kova¢, Csc

MBA
o RNDr. Jozef Kadleéik, asistent
o Ing.Lucia Hudecova, asistent.

Postgradualnu vyucbu, ktord prebieha
v 5 akreditovanych $tudijnych $pecializa¢nych
programoch:
« v klinickej biochémii pre povolanie lekar
« v laboratérnych a diagnostickych meté-
dach z klinickej biochémie pre povolanie
laboratérny diagnostik a laborant s vyso-
koskolskym vzdelanim
« v laboratérnej medicine pre povolanie
lekar
« v laboratérnej medicine pre povolanie
laboratorny diagnostik
« vo vySetrovacich metddach z klinickej
biochémie pre povolanie laborant s vyssim
odbornych vzdelanim a ,,laborant bakalar,,.

Pre cca 90 Studentov zaradenych do $pe-
cializa¢ného $tudia podla vyssie uvedenych
kategorii zabezpecuju:

o prof. MUDr. RNDr. Gustav Kova¢, CSc MBA
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« MUDr. Anna Porubenova MPH, odborny
asistent, $pecialista v laboratérnej me-
dicine a sucasne zastupkyna prednostu
ustavu.

Pre potreby postgradualneho studia boli
vypracované pripravené a vydané vlastné:

o ucebné texty ,Laboratérnej mediciny” [4]

« monografia o ,,Raciondlnej indikacii® [5],

Aj na vydanie vyssie uvedenych publikacii
si autori museli svojpomocne ziskat finan¢né
zdroje.

Oddelenia ,Toxickych polutantov®
a ,Metalomiky,

Tieto oddelenia boli zaradené administra-
tivnym opatrenim vedenia SZU do S$truktary
UCHKBLM LF SZU: zabezpecuju vedeckovy-
skumnu ¢innost na medzinarodnych projektoch
a siicasne zapasia s kazdodennym zabezpecenim
prevadzky vyplyvajucej z existujtcej financnej
situdcie a spominanej nepripravenej a nahlej
redukcie persondlu a financii spred 4 rokov:
z tychto dovodov sa na pedagogickej ¢innosti
UCHKBLM LF SZU v pre a postgraduali ne-
podielaju.

ZAVERY

UCHKBLM LF SZU zabezpecluje:

o pregradualne $tudium v 3 Studijnych
programoch a 6 predmetoch rozdelenych
do dvoch ro¢nikov pre viac ako 100 $tu-
dentov pre kazdy ro¢nik s 2 asistentmi na
plny tvdzok a 1 profesorom na 0,5 uvazku

 postgradudlne stidium v 5 akreditovanych
$tudijnych programoch pre cca 90 S$tu-
dentov s 1 odbornym asistentom na plny
uvdzok a 1 profesorom na 0,5 uvazku.

Zabezpecenie studia prebieha v kontexte
organizacnych zmdtkov a nedostatku

« finan¢nych

« materialnych

« personalnych

28

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2015

zdrojov vyplyvajucich jednak z existujicej
ekonomicko-politickej situdcie na strane jednej,
ale aj z neuvazenych rozhodnuti na urovni
MZ SR, vedenia SZU, ako aj vedenia LF SZU
za posledné 4 roky.

Napriek tomu sa podarilo za existujiicej
situdcie zabezpecit vydanie

e 4 ucebnych textov

« 1 monografie.

Zachovanie kontinuity stidia v pre a post-
gradudli
o povazujeme za danej situacie z osobitny
uspech sam o sebe.

DOPORUCENIA

Hlavné odporucanie: upozornovat na ne-
dostatky, ziadat vyvodenie zodpovednosti, ale
hlavne dalej koncep¢ne pracovat: vyssie uvedené
okolnosti (hlavne nedostatok financii a per-
sonalnych zdrojov) maju okrem spominanych
problémov a neprijemnosti v sebe aj nieco
pozitivne: prinutili nds maximalne efektivne
vyuzivat disponibilné zdroje v ramci:

Pedagogického procesu
o kde sa snazime o ¢o najvy$$i mozny
stupen univerzalnosti toho mala peda-
gogov, ktorych mame k dispozicii.

Pripravy ucebnych textov, kde sa usilujeme o:
« prepojenie tedrie a kliniky v ramci vy-
uc¢by medicinskej chémie a biochémie
pre pregradual
« maximalnu integraciu a konsolidaciu po-
stgradualnej vyucby klinickej biochémie,
molekuldrnej bioldgie, hematoldgie, imu-
nologie, klinickej mikrobiolégie v ramci
postgraduadlu.

Na podrobnosti odkazujeme na kapitoly:
» obsah, pedagogicky kontext, systém $tudia,
biochemicky a klinicky kontext z uceb-
nych textov ,,Medicinska biochémia,,




« na ucebné texty ,Laboratérna medicina,,

« na predslov, doslov a obsah monografie
»Raciondlna indikacia laboratérnych
parametrov,,.
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VYVOJ POSTAVENIA CHEMICKYCH VIED
V STUDIU VSEOBECNEHO LEKARSTVA NA LF V SR A CR
V POSLEDNOM DESATROCI

MAREKOVA M., GUZY J.

Ustav lekdrskej a klinickej biochémie
UPJS v Kosiciach, Lekérska fakulta

e-mail: maria.marekova@upjs.sk

Chemické vedy, ako sucast lekarskeho $tudia,
sa v kurikulach lekarskych fakult objavili za-
¢iatkom 20. storocia (pred viac ako 100 rokmi).
Od povodnej naplne predmetu, ktort predsta-
vovala predovsetkym anorganicka a organicka
chémia, sa postupne zdujem i napln predmetu
posuva k tzv. fyziologickej chémii ako sa po-
vodne biochémia na LF nazyvala. V druhej
polovici 20. storocia sa predovsetkym vdaka
obrovskému rozvoju biochémie napln $tadia
presuva a zameriava na biochemicku podstatu
fungovania ludského organizmu.

Predmet lekarska chémia nadvézuje vo svo-
jich osnovach na znalosti, ktoré $tudenti ziskali
na strednej $kole. Pre mnohych $tudentov
je to predmet narocny, pretoze nevidia jeho
bezprostredny klinicky vyznam. Posledné roky
charakterizuje snaha vynechat tento predmet,
predovietkym poukazujic na skutocnost, zZe
$tudenti mali chémiu na strednej $kole a ispesne
absolvovali prijimacie skusky. Tento trend je
viditelny aj z Tabulky 1, ktora jasne potvrdzuje
tato skutocnost. Je to ale naozaj tak? Vacsina
ucitelov LF by odpovedala, Ze predmet Lekarska
chémia nie je iba opakovanim stredoskolskej
latky. Sice stavia na vedomostiach ziskanych na
strednej Skole, ale rozsiruje ich smerom k ve-
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domostiam potrebnym pre lepsie pochopenie
procesov prebiehajicich v fudskom organizme.
Tvori tak staticku cast biochémie a v tejto po-
dobe sa vyucoval aj na LFE ktoré tento predmet
zrusili resp. ho vyucuju ako sucast biochémie.

Po velkych objavoch suvisiacich so Struk-
tarou NK a po identifikacii ludského genému,
celkovy vyvoj smeruje k zvyseniu podielu
$tadia biochemickych procesov na moleku-
lovej Grovni. V stucasnosti Lekarska biochémia
predstavuje dynamicky odbor predklinického
$tudia mediciny, ktory sa neustale vyvija na
zaklade novych poznatkov orientovanych
na hlbsie pochopenie molekulovej podstaty
mechanizmov fungovania zivych systémov.
Spolo¢ne s dal$imi predmetmi v ramci pr-
vych dvoch roc¢nikov $tudia vytvdra rdmec
pre ostatné predklinické a klinické predmety.
Ako vsak mame ucit molekulovi podstatu
procesov prebiehajicich v organizme ¢loveka,
ked mnohi Studenti netusia ¢o je napr. kyselina
hyalurénova, kolagén, ¢i zelatina?

Ak porovname pocty hodin lekarskej chémie
a biochémie v roku 2003 a v roku 2013, je
viditelny trend zaclenovania vyucby lekarskej
chémie do biochémie, ¢asto aj na ukor hodin
lekarskej biochémie (Tabulka 2).




TAB. 1. POCET HODIN LEKARSKE] CHEMIE A BIOCHEMIE
ZA SEMESTER NA JEDNOTLIVYCH LF

Lekarska chémia Biochémia
Fakulta

2003 2013 2003 2013
1. LF UK Praha 180 \Y% 150 270
2. LF UK Praha 75 - 225 224
3. LF UK Praha 89 209 162
LF UK Hradec 0 270 270
LF UK Plzen 84 90 204 210
LF UP Olomouc 60 75 210 195
LF MU Brno 75 75 150 165
LF OU Ostrava - 75 - 195
LF UK Bratislava 72 84 132 154
JLF Martin 70 84 182 182
LF UPJS Kosice 70 \'% 154 182
LF SZU Bratislava - 84 - 136

V - volitelny predmet

TAB. 2. POROVNANIE POCTU HODIN LEKARSKE]
CHEMIE A BIOCHEMIE ZA SEMESTER NA LF

Lekarska chémia a Biochémia
Fakulta

2003 2013
1. LF UK Praha 330 270
2. LF UK Praha 300 224
3. LF UK Praha 298 162
LF UK Hradec 270 270
LF UK Plzen 288 300
LF UP Olomouc 270 285
LF MU Brno 225 240
LF OU Ostrava - 270
LF UK Bratislava 204 238
JLF Martin 252 266
LF UPJS Kosice 224 182
LF SZU Bratislava - 220
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Zatial ¢o priemerny pocet hodin chemickych
predmetov v roku 2003 na LF v CR predsta-
voval 283 a na LF v SR 227 hodin, v roku 2013
poklesol priemerny pocet hodin na LF CR na
253 hodin a v SR sa prakticky nezmenil, najma
vdaka znaénému poklesu hodin na LF UPJS.
Kym v roku 2003 bola lekdrska chémia povinna
takmer na vSetkych LF (okrem LF v Hradci
Kralové), v sucasnosti je povinna iba na Sies-
tich z pévodnych 11 LE Najnizsi podiel vyucby
chemickych vied je uz dlhodobo na slovenskych
LE Zatial ¢o pred desiatimi rokmi viedla v naj-
nizSom pocte hodin LF UK v Bratislave, teraz
ziskala prvenstvo LF UPJS v Kosiciach.

Prudky rozvoj diagnostickych metod v oblasti
klinickej biochémie a poznanie biochemickych
zmien pocas patologickych stavov (aj na
molekulovej urovni) sa odrazil koncom 80.
rokov minulého storocia v zaradeni klinickej
biochémie a patobiochémie do vyucbovych
programov takmer na vsetkych lekarskych
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TAB. 3. POCET HODIN KLINICKE] BIOCHEMIE A PATOBIOCHEMIE
ZA SEMESTER NA JEDNOTLIVYCH LF

Klinicka biochémia Patobiochémia
Fakulta

2003 2013 2003 2013
1. LF UK Praha - 25 30 15
2. LF UK Praha 40 25 40 25
3. LF UK Praha 20 - 14 -
LF UK Hradec 30 15 30 30V
LF UK Plzen 30 30 30 30V
LF UP Olomouc 18 25 14 14V
LF MU Brno 30 30V 30 -
LF OU Ostrava - 42 - -
LF UK Bratislava 24 28 - -
JLF Martin - 18 28 28
LF UPJS Kosice 28 28 - -
LF SZU Bratislava - - - -

V - volitelny predmet

fakultach. Aktudlne je klinickd biochémia vy-
ucovand ako povinny alebo povinne volitelny
predmet takmer na vietkych LF v SR a CR
(Tabulka 3). Patobiochémia je vyucovana ako
predmet povinny na troch LF, ako volitelny
na dal$ich troch LF a nevyucuje sa na 4 LF
(vratane UPJS LF).

Udaje v tabulkach prezentovali zéstupcovia
jednotlivych fakult na pravidelnom stretnuti
ucitelov v roku 2003 v DaniSovciach a v roku
2013 v Plzni. Poc¢itané hodiny st za semester
a ak su predmety povinné alebo povinne voli-
telné, nie je to uvddzané. Vzhladom na odlisny
sposob vyucby a tym aj iny sposob pocitania
hodin na 3. LF UK v Prahe, niektoré udaje
nie su kompletne uvedené.

Stadium mediciny je stdle atraktivne aj
napriek tomu, Ze patri k tym najndro¢nejsim.
Na tato skutocnost poukazuje aj fakt, Ze
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v poslednom obdobi vznikli dalsie dve LF:
jedna v CR a jedna na Slovensku (LF OU
v Ostrave a LF SZU v Bratislave).

Lekarska chémia ¢i biochémia na LF patri
stale skor k nutnému zlu ako k favorizovanému
predmetu, ktory by oslovil vac¢sinu studentov.
Napriek tejto skutoc¢nosti je miesto chemickych
predmetov v zvdzku teoretickych - predklinic-
kych disciplin neodskriepitelné a nezastupitelné.
Chemické vedy su tradi¢nou sucastou vyucby
buducich lekdarov uz viac ako jedno storocie
a je len na nas, ako sa nam podari pretavit do
vyucby zrychlujuci sa inovaény proces, ktory
vyrazne zvySuje naroky na kvalitu pripravy
absolventov univerzit. Trend je jasny od lekarskej
chémie ku klinickej biochémii a patobiochémii.
Nesmieme v$ak zabudnut, Ze prave poznanie
mechanizmov je nevyhnutné na to, aby sme
pochopili akiakolvek poruchu, ¢i zmenu.
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VYUZITI KLINICKYCH
DETEKTIVNICH PRIBEHU VE VYUCE
BIOCHEMIE V 1. A 2. ROCNIKU
NA 3. LF UK

BALINOVA, P.,, FONTANA, J.
KVASNICOVA, V., TRNKA, J.

Ustav biochemie, bunééné a molekularni biologie
3. LF UK, Praha

e-mail: pavla.balinova@lf3.cuni.cz

Klinické detektivni pribéhy (kazuistiky) na rtzna
biochemickd témata byly zavedeny do vyuky biochemie
v akademickém roce 2011/2012. Cilem téchto pribéhi je
samostatné feseni klinicky orientovaného problému s di-
razem na ziskani $ir§iho pohledu na metabolismus bunky
a na vyuziti biochemickych znalosti v klinické praxi.

V ramci modulu Buné¢né zaklady mediciny (1. ro¢nik)
se studenti zabyvaji detektivnimi ptibéhy na téma Mito-
chondrie, Metabolismus burnky, Signalizace, Glykémie
a Anémie. Modul Struktura a funkce téla (2. ro¢nik) obsa-
huje kazuistiky Poruchy acidobazické rovnovéahy a Bioche-
mie srdce a cév.

Skupina studentt je pfi feSeni zadaného tématu rozdé-
lena do dvou pracovnich podskupin, z nichz kazda fesi ji-
nou kazuistiku. V semindfi studenti aktivné prezentuji své
vysledky formou diskuze s vyucujicim a spoluzaky. Ucast
a aktivita studenta je monitorovana ucitelem a stala se jed-
nou z podminek pro udéleni zapoctu.

Z vysledku evaluace vyplyva, ze dulezitym aspektem
kazuistik je motivace studentti zabyvat se detailné bioche-
mickymi vztahy v organizmu. Kazuistiky jsou naplni uceb-
nich osnov i dalsich obort — molekularni biologie, geneti-

ky a histologie.
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RETROGRADNE HODNOTENIE VYUCBY
LEKARSKEJ BIOCHEMIE OCAMI LEKAROV

BIRKOVA A., HUBKOVA B.

Ustav lekédrskej a klinickej biochémie
UPJS v Kosiciach, Lekarska fakulta

e-mail: anna.birkova@upjs.sk

Lekér by za idealnych okolnosti mal byt neomylny pri-
rodovedno-technicky ladeny polyhistor. S narastajicim
mnozstvom informacii v oblasti mediciny sa tato predsta-
va Coraz viac vzdaluje od reality, ¢o v praxi vedie k stéle
uz$ej Specializacii. Vyucba $tudijnych predmetov by na
akejkolvek $kole mala zohladinovat potreby v neskorsej
praxi. Vyucba na lekarskych fakultach ma niekolko $peci-
fik, napriklad empiricky pristup a dogmatizmus. Niektoré
informacie podavané tudentom v redlnom case st neskor
inovované, zmenené, pripadne vyvratené, ¢o spolu s ne-
pisanym zakonom, ze v medicine neplati ni¢ na 100 per-
cent, vedie u absolventov lekdrskych fakalt k pocitu nepri-
pravenosti na svoje dalSie povolanie. Teoreticky predmet
lekarska biochémia by mal byt pre absolventov jednym
z dielikov skladac¢ky nazvanej v§eobecna medicina. Cielom
tudie je predovSetkym retrogradne hodnotenie vyucby
predmetu lekdrska biochémia lekdrmi a posudenie vyuzi-
vania ziskanych vedomosti v ich aktualnej praxi.

Vyskum prebiehal dotaznikovou metédou. Dotaznik
tvorilo 20 otazok a distribuovany bol formou elektronic-
kej komunikacie a socialnych sieti. Cielovou skupinou st
absolventi Lekérskej fakulty UPJS v Kosiciach, ktori pro-
movali v rokoch 2001-2007. Prevaznu Cast respondentov
tvorili uz atestovani lekari.

Za najvyznamnejsie zistenie mozno povazovat to, Ze vacsi-
na respondentov si z lekarskej biochémie pamata malo, v pra-
ci vedomosti z biochémie vyuziva mélo a to ¢o vyuziva, nevie
dostato¢ne. Predmet lekarska biochémia si vysluzil celkové
hodnotenie ,,potrebny pre lekara® Vzhladom na maly stubor
respondentov nie je mozné vyvodzovat dalekosiahle zavery,
ale je potrebné zamysliet sa nad obsahom a formou vyucby.

Predmet lekdrska biochémia ma svoje stale a nezastupi-
telné miesto v priprave medikov na ich budice povolanie
aje len na nds, ako sa bude vyvijat obsah i forma predovset-

kym po vzéjomnej diskusii ucitelov a samotnych lekarov.
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ASOCIACIA SRAGE S RIZIKOM VZNIKU
A RYCHLOSTOU PROGRESIE SCLEROSIS
MULTIPLEX

CIERNY, D.;, HANYSOVA, S.;, MICHALIK, J.2
KURCA, E.2, SKERENOVA, M.3, DOBROTA, D.!
LEHOTSKY, J.!

'Ustav lekdrskej biochémie, Jesseniova lekdrska fakulta
v Martine, UK v Bratislave
*Neurologicka klinika, Univerzitnd nemocnica
Martin, JLF v Martine, UK v Bratislave
3Ustav klinickej biochémie, Univerzitna nemocnica
Martin, JLF v Martine, UK v Bratislave

dacierny@gmail.com

Uvod

Receptor RAGE (receptor for advanced glycation end
products) je transmembranovy receptor zohravajuci ulo-
hu v signalnych drahach zapalu. Solubilna forma RAGE
(sRAGE) je schopna vychytavat cirkulujice ligandy RAGE,
¢im moze blokovat ich funkciu. Niektoré $tudie potvrdzuju
ulohu sRAGE v patogenéze sclerosis multiplex (SM), ale
aj inych zépalovych, autoimunitnych a neurodegenerativ-
nych ochoreni. Cielom nasej prace bolo analyzovat sérova
hladinu sRAGE vo vztahu k vzniku a priebehu SM.

Material a metédy

V nasej praci sme sérovu hladinu sRAGE vysetrili po-
mocou ELISA analyzy u 44 pacientov so sclerosis multi-
plex (16 Zzien, 28 muzov, priemerny vek : 44,6 + 8,9 rokov)
a u 32 kontrolnych jedincov (12 muzov, 20 zien, priemerny
vek:43,9+7,9 rokov). Rychlost progresie ochorenia bola
hodnotena pomocou skére zavaznosti sclerosis multiplex
(MSSS). Subor pacientov pozostaval z 22 jedincov s rych-
lou progresiou SM (MSSS=7,30+£1,00) a u 22 jedincov
s pomalou progresiou SM (MSSS=1,92+0,74).
Vysledky

Sérova hladina sSRAGE v celej skupine pacientov so SM
bola signifikantne vyssia v porovnani so skupinou kontrol-
nych jedincov (1071,2+519 pg/ml vs. 797,4 +460,3 pg/ml;
p=0,003), no neodlisovala sa medzi skupinou pacientov

s pomalou a rychlou progresiou ochorenia.
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Vysledky nasej prace svedcia pre ulohu sSRAGE v etio-
patogenéze SM a jeho mozné vyuzitie v klinickej praxi.
Vztah sRAGE k rychlosti progresie ochorenia sme nepo-
tvrdili. Predpokladame, Ze zvy$ena sérova hladina sSRAGE
moze byt markerom dobrej odpovede pacientov so SM

na imunomodulaénu lie¢bu.

Prdca bola podporend grantmi: VEGA 1/0213/12,
2012/30-UKMA-7.

MAGNETIC RESONANCE SPECTROSCOPY
IN PATIENTS WITH AMYOTROPHIC
LATERAL SCLEROSIS

DOBROTA D.}, BITTSANSKY M.},
SIVAK, S.2, KURCA E.?

'Department of Medical Biochemistry
*Clinic of Neurology, Jessenius Faculty of Medicine,
Comenius University, Martin, Slovakia

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive
neurodegenerative disease caused by degeneration of mo-
tor neurons in motor cortex, brainstem and spinal cord.
Proton magnetic resonance spectroscopy (‘H-MRS) allows
the quantitative assessment of neuronal integrity in chosen
CNS regions. Eleven patients with clinical diagnosis of ALS
underwent a single-voxel 'H-MRS of both precentral gyri,
pons, medulla oblongata, and occipital lobe. The amplitudes
of N-acetylaspartate (NAA), choline (Cho), creatine (Cr),
and their ratios were compared between the patient and
the control group. Patient clinical state was measured using
the Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rating Scale
(ALSFRS) and correlated with "H-MRS values. Significant
differences in the metabolite amplitudes between the patient
and the control groups were found in both motor cortices,
pons and medulla oblongata (p <0,05). No differences in oc-
cipital lobe were present (p>0,05). '"H-MRS is sensitive to de-
tect CNS metabolite changes in ALS patients. There is some
evidence of a significant correlation between 'H-MRS and
clinical findings. However, more patients must be studied

for more precise correlation between MRS and clinical state.




VYUCBA BIOCHEMIE, PATOBIOCHEMIE,

KLINICKEJ BIOCHEMIE A LABORATOR-

NEJ MEDICINY NA JESSENIOVEJ LEKAR-

SKEJ FAKULTE UNIVERZITY KOMENSKE-
HO V MARTINE

DOBROTA, D.

Ustav lekérskej biochémie JLF UK
Ustav klinickej biochémie UNM, Martin

Vyucba biochémie, patobiochémie a klinickej bioché-
mie predstavuje integralnu a velmi dolezitu sucast Studij-
nych programov véeobecného lekarstva v jazyku sloven-
skom, v jazyku anglickom, ako aj $tudijného programu
zubné lekarstvo. Predmet biochémia sa tiez vyucuje v ram-
ci nelekarskych $tudijnych programov, a to v o$etrovatel-
stve, pérodnej asistencii a verejnom zdravotnictve. Vyucba
biochémie v programe véeobecné lekarstvo za¢ina v prvom
ro¢niku predmetom lekdrska chémia v rozsahu 1,5 hodiny
prednasok a 1 hodina cviéeni tyzdenne v zimnom, ako aj
letnom semestri. Obsahom vyucby v zimnom semestri je
nadstavba anorganickej a organickej chémie na vedomos-
ti zo strednej $koly a obsahom vyucby v letnom semestri
je statickd biochémia a molekularna bioldgia. Predmet je
ukonceny skuskou po letnom semestri. V druhom ro¢niku
prebieha vyucba lekarskej biochémie v zimnom semestri
vrozsahu 2 hodiny prednadok a 3 hodiny cviceni tyzdenne.
V letnom semestri je rozsah vyucby 4 hodiny prednasok
a 4 hodiny cviceni tyzdenne. Obsahom vyucby v zimnom
semestri su jednotlivé metabolické drahy a obsahom vyucby
v letnom semestri je funkéna biochémia. Vyucba patobio-
chémie a klinickej biochémie a laboratdrnej je realizovana
v $tvrtom ro¢niku $tidia formou povinne volitelnych pred-
metov. Rozsah vyucby je jedna hodina prednasky a jedna
hodina cvicenia tyzdenne. Spdsob ukoncenia je udelenie
prislusného poctu kreditov s klasifikiciou podla priebez-
ného hodnotenia. V nelekdrskych $tudijnych odboroch sa
zéklady biochémie vyuéuju v ramci zdruzeného predmetu
spolo¢ne s biofyzikou a rddiolégiou. Vyucba je realizovana
v prvom ro¢niku $tddia v rozsahu 2 hodiny prednésok a 1
hodina cvi¢enia v zimnom semestri a 1 hodina prednasok
a1 hodina cvicenia v letnom semestri. Vyucba je ukoncena
skuskou. Na Jesseniovej lekarskej fakulte UK v roku 2012
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bol otvoreny $tudijny program zubné lekarstvo. Vyucba sa
uskutoc¢nuje v prvom ro¢niku pod nazvom predmetu Le-
karska chémia pre zubné lekdrstvo v zimnom semestri v
rozsahu 2 hodiny prednésok a 3 hodiny cvi¢eni. Predmet
je ukonéeny skdskou. Vyucba pokracuje v druhom ro¢-
niku $tadia pod nazvom predmetu Lekarska biochémia
pre zubné lekarstvo v zimnom aj v letnom semestri v rov-
nakom rozsahu 2 hodiny prednasok a 3 hodiny cviceni.
Predmet je ukonceny skuskou. Pre posudenie celkového
rozsahu a poc¢tu hodin vyucby biochémie, patobiochémie
a klinickej biochémie je potrebné uviest, ze dizka zimné-
ho aj letného semestra je 15 tyzdiov. Z toho 14 tyzdnov je
priama kontaktna vyucba (prednasky, cvicenia a semindre)
a jeden tyzden je venovany nahradnym cvi¢eniam. V ram-
ci 3.stupna vysokoskolského vzdelavania nasa fakulta ma
akreditovany Studijny odbor 7.1.28. lekarska, klinicka
a farmaceuticka biochémia. Stadiu tohto odboru v dennej
forme trvé 4 roky a externej forme 5 rokov. V juli 2013 bol
na Jesseniovej lekdrskej fakulte UK tiez akreditovany $pe-
cializa¢ny $tudijny program v zdravotnickom povolani le-

kar v $pecializa¢nom odbore klinicka biochémia.

PARAMETRE OXIDACNEHO STRESU
A NEURONALNEHO POSKODENIA
V LIKVORE PACIENTOV SO SKLEROZOU
MULTIPLEX

DURFINOVA M.!, ORESANSKA K.!
PROCHAZKOVA L.2, BARTOVA R.!, LISKA B.!

'Ustav lekdrskej chémie, biochémie a klinickej
biochémie, LF UK, Bratislava
I1. Neurologickd klinika LF UK a UNB, Bratislava

e-mail: monika.durfinova@fmed.uniba.sk

Uvod

Sklerdza multiplex (SM) je chronické zapalové ochore-
nie CNS charakterizované demyelinizaciou a poskodenim
neurénov. V patogenéze ochorenia hrd vyznamnud ulohu
oxidacny stres aktivovany volnymi kyslikovymi a dusikovy-
mi radikalmi (ROS/RNS), ktoré zapri¢inuji zmeny v prie-

pustnosti hematoencefalickej bariéry, nastup prozapalo-
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vych procesov a poskodenie lipidov, proteinov a nukleovych
kyselin v nervovom tkanive”. Prdca bola zamerand na posu-
denie hladin 8-izoprosténov (IsoF,) v CSL pacientov so SM
vo vztahu k hladine malondialdehydu (MDA) a antioxidac-
nej kapacity likvora. Postidené boli aj vybrané parametre
neuralneho poskodenia - 3,5’-cAMP-fosfodiesteraza (PDE)
- nespecificky marker, neurén-$pecifickd enolaza (NSE) -

$pecificky parameter poskodenia neurénov.

Material a metody

Vybrané parametre oxida¢ného stresu boli stanovené
v CSL pacientov s diagnostikovanou SM podla McDonal-
dovych kritérii a kontrolnej skupine neurologickych pa-
cientov s nezapalovymi ochoreniami. Koncentracia antioxi-
dantov bola stanovena spektrofotometricky metédou podla
Re a kol.”. Na stanovenie IsoF, a koncentracie NSE boli
pouzité $pecifické EIA kity od Cayman Chemical. Aktivita
PDE bola stanovena spektrofotometricky podla Cheung®.
Koncentracia MDA bola stanovend po reakcii s kyselinou
tiobarbiturovou podla Ohkawa® metédou HPLC.

Vysledky

Koncentracia MDA v likvore pacientov so SM bola
signifikantne zvy$end v porovnani s kontrolnymi vzorkami
(1,23nmol/ml vs. 0,6 nmol/ml). Hladina MDA sa $tatis-
ticky vyznamne liSila aj medzi formami ochorenia SP-SM
(3,27nmol/ml) a RR-SM (1,13 nmol/ml). Po 30 minutovej
inkubdcii pri zvySenej teplote v in vitro podmienkach nedo-
$lo k dalsej tvorbe MDA v likvore pacientov so SM. Tento
nélez viak nekorespondoval s hladinou IsoF, ktorych hla-
dina v CSL sa signifikantne neliila medzi kontrolami a pa-
cientami so SM, ani medzi jednotlivymi formami ochorenia.

Aktivita PDE - cytosolového enzymu metabolizmu
cAMP u pacientov so SM bola zvysena v porovnani s kon-
trolnou skupinou (38,8 pcat/ml vs. 13,5 picat/ml). Nezazna-
menali sa Ziadne vyrazné rozdiely koncentracie NSE medzi

experimentalnymi skupinami.
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Dva rozne parametre oxida¢ného poskodenia lipidov
stanovené v CSL neurologickych pacientov poukazuju
na ich rézne vyuzitie ako prognostického markera. Zda sa,
ze IsoF, mozu sluzit ako Specifické indikdtory nastupu SM,
zatial <o MDA je skor markerom priebehu ochorenia. Ulo-
hu moze zohréavat aj rézna biosyntéza tychto parametrov;
izoprostany mozu byt produkované taktiez indukovatelnou
formou cyklooxygendzy (COX2) z kyseliny arachidénovej
pocas zapalovej reakcie®. V patogenéze SM dochadza viac,
alebo menej aj k destrukcii inych buniek, a nie len neuré-
nov, na ¢o poukazuje signifikantny rozdiel v aktivite PDE
u pacientov so SM oproti pacientom bez zapalového demy-
eliniza¢ného procesu, zatial ¢o neboli zaznamenané zmeny

v aktivite $pecifického markera pre poskodenie neurénov.

Podakovanie

Projekt bol financne podporeny grantom MZ SR 2012/2-
UKBA-2.
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JE MOZNA SPOLUPRACA KLINICKEHO
LABORATORIA PRI VYUCBE STUDENTOV
MEDICINY?
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'MEDIREX, a.s., Magnezitarska 2/C, Kosice
?Ustav lekérskej a klinickej biochémie
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Tr. SNP 1, Kosice
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Laboratérna diagnostika je na UPJS LF sti¢astou inych
predmetov, najmd vnutorného lekarstva a pediatrie, niz-
ka aroven znalosti o spravnom vybere laboratérnych tes-
tov a najmai o ich interpretacii viedla pred pred deviatimi
rokmi k zavedeniu klinickej biochémie ako samostatného
predmetu. Klinick4 biochémia sa na UPJS LF vyuéuje ako
povinne volitelny predmet formou blokového vyuéovania
v 5. ro¢niku. Vyucovanie zabezpecuju v rdmci spolo¢nej
vyucbovej zakladne lekari s dlhoro¢nou klinickou aj labo-
ratérnou praxou. Blok pozostava zo 14-tich hodin predna-
$ok a 14-tich hodin semindrov orientovanych na prakticka
demonstraciu laboratérnych nalezov a ich interpretacie
formou klinickych kazuistik, ako aj samostatnych alebo
skupinovych rozborov problémovych nalezov. Vzhladom
na limitovany rozsah hodin sa vyucba zameriava na vybra-
né témy prevazne z oblasti vnitorného lekarstva a inten-
zivnej mediciny (voda a elektrolyty, acidobazické poruchy,
ochorenia obliciek, peCene, diabetes mellitus, srdcové a za-
palové markery a pod.). Ro¢ne tento predmet absolvuje
priemerne 200 slovenskych a 90 zahrani¢nych $tudentov. Je
potrebné konstatovat, Ze ndzory Studentov, ktori predmet
absolvovali, st viac ako pozitivne. Na zaklade nasich nie-
kolkoro¢nych skuisenosti a poziadaviek $tuidentov o dal-
$ie témy by bolo vhodné uvazovat o zvySeni poc¢tu hodin

a v suvislosti s tym aj o zvySenie poctu kreditov.
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FUNKCE BUNEK A LIDSKEHO TELA -
MULTIMEDIALNI SKRIPTA PRO VYUKU
LEKARSKE BIOCHEMIE, FYZIOLOGIE
A HISTOLOGIE CLOVEKA

FONTANA, J., LAVRIKOVA, P.
BALINOVA, P., KVASNICOVA, V., PAVLICEK, V.,
TRNKA, J., SAMCOVA, E.

Ustav biochemie, bunééné a molekuldrni biologie
3. LF UK, Praha

Kontaktni e-mail: josef.fontana@lf3.cuni.cz

V roce 2013 vznikla na 3. lékarské fakulté Univerzity
Karlovy v Praze spolupraci pedagogt a studentti multime-
dialni skripta Funkce bunék a lidského téla (FBLT), jez si
kladla za cil pokryt vybrané kapitoly z lékatské biochemie,
fyziologie a histologie ¢lovéka. Nasim zamérem bylo, aby
se stala dcelnym spojenim vyukového textu, ndzornych
schémat, obrazkd, animaci a doprovodnych vyukovych vi-
deonahréavek. Na zavér kapitol jsme umistili tlohy na pro-
cvicovani a hlubsi pochopeni dané problematiky.

Cilovou skupinou nasich skript jsou studenti magist-
erskych a bakalarskych obort, jez studuji lékafskou bio-
chemii, fyziologii ¢i histologii ¢lovéka. A to i v integrované
formé, jak jsou tyto pfedméty vyucovany na nékterych 1é-
katskych fakultdch. Skripta jsou volné pristupna na webo-
vych strankach www.fblt.cz a uzptisobena i pro prohlizeni
na mobilnich zafizenich. Diky jejich soubéznému prevede-
ni do anglického jazyka je mohou ke své pfipravé vyuzivat
i zahrani¢ni studenti, jeZ v hojném poétu studuji na lékar-
skych fakultdch v CR a SR.

Dle ohlast studentt z na$i i z nékterych dalsich 1é-
kafskych fakult se prezentovana skripta stala oblibenym
vyukovym materidlem studenti magisterského i bakalar-
ského studia. Tito ocenuji zejména uceleny pohled jed-
notlivych kapitol na probiranou oblast, coZ usnadnuje jeji
pochopeni. Skripta jsou vyuzivana nejen studenty prvnich
dvou ro¢niktl (kdy se zminéné predméty primarné probi-
raji), ale i studenty vys$$ich ro¢niki jako volné dostupny
souhrnny material slouzici ke zopakovani zakladnich po-
znatkil z teoretickych obort. V leto$nim roce jsme proto
ptistoupili k rozsifeni skript o deset novych podkapitol, jez
nebyly v prvni verzi skript dostate¢né pokryty.
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Podékovani

Kolektiv autorii skript dékuje za podporu grantovych
projektiy FRVS 637/2013 a 236078/IPUK/2015, jez umoz-
nily jejich vznik.

STIMULACIA STUDENTOV NA PRAKTIC-
KOM CVICENI LEKARSKEJ] BIOCHEMIE
PROSTREDNICTVOM E-LEARNINGU

kvalite vyucby, ¢im sa moze rozvijat kritické myslenie $tu-

dentov, ktoré je zasadné pre efektivne ucenie.

Podakovanie

Tdto prdca bola podporend projektom ,Virtudlna a si-
mulacnd vyucba ako nova forma vzdeldvania na JLF UK
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Ustav lekdrskej biochémie
JLF v Martine, UK v Bratislave

Moderné potitaéové technolégie umoznuju interak-
tivne ucenie a aktivnu ucast studentov vo vyucbe. Jednou
z moznosti je vyuzitie e-learningu, ktory motivuje studenta
k priebeznému $tudiu pocas semestra a dal$ou je vytvara-
nie virtudlnych experimentov, ktoré ulah¢uju $tudentom
pochopenie zdlhavych biochemickych metéd. V si¢asnos-
ti pouzivame vo vyu¢bovom procese tieto aplikacie:

o prezentdcia a tvorba vybranych biochemicky drah;

o demonstrécia laboratérnych postupov a technik virtualny
sposobom;

o+ tvorba tematickych otazok pomocou interaktivnej tabule;

« tvorba otazok pre kreditné testy v systéme moodle.

Pocas vyucbovej hodiny je $tudent vystaveny on line
kurzu, pri¢om hned ziskava spatni odpoved, ¢i zvladol
pozadované ucivo a je schopny pokracovat v praktickom
cviceni. Tento vysledok sa samozrejme nezaratava do jeho
celkového hodnotenia. Pocas cvicenia dalej vyuzivame aj
schematické on line biochemické procesy s pod otazka-
mi orientovanymi na ich regulaciu. Pri vysvetlovani nie-
ktorych molekuldrno-biochemickych metodik, ktoré su
¢asovo narolnejsie sme pouzivali aj ,interaktivne labora-
toriumS, ¢im si $tudent mohol dant metodiku $tudovat vir-
tudlne a komplexnejsie. Novinkou v klasifikacii studentov
je zavedenie elektronického systému vyberu otazok pocas
kreditnych testov. Z databazy velkého poétu otazok ma tak
kazdy $tudent individualny test a svoj vysledok sa dozvie
priamo po odoslani odpovedi do systému. Pouzitim mo-

dernych didaktickych prostriedkov tak prispievame ku
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STANOVENIEKYSELINY A-HYDROXYHIP-
PUROVE] V SKUPINE S VYSOKOU PREVA-
LENCIOU INFEKCIE HEPATITIDY B

HUBKOVA, B., MASLANKOVA, J., BIRKOVA, A,
BODY, G., BOLERAZSKA, B., GUZY, J.

Ustav lekédrskej a klinickej biochémie
UPJS v Kosiciach, Lekarska fakulta

e-mail: beata.hubkova@upjs.sk

Uvod

Cirhoza pecene je nezvratnym koneénym $tadiom ne-
lie¢eného akutneho alebo chronického ochorenia pecene.
Vyskyt cirhozy pecene ma celosvetovo stupajuci trend,
Castej$ie postihuje osoby zo socidlne slabsich vrstiev spo-
lo¢nosti, akymi st imunokompromitované a marginalizo-
vané romske skupiny. Najnovsie vedecké studie vyzdvihuju
vyznam stanovenia kyseliny a-hydroxyhippurovej v moci
ako vhodného markera cirhézy pecene po prekonani he-
patitidy typu B (Wang, et al,, 2012). Cielom nasej $tudie
bolo zistit vhodnost detekcie kyseliny a-hydroxyhippuro-
vej v moci probandov s potvrdenou hepatitidou typu B.

Material a metody

Experimentalna ¢ast prace vychadza z vysledkov prie-
rezovej $tudie realizovanej HEPA-META timom v roku
2011, ktorej hlavnym cielom bolo zmapovanie vyskytu vi-
rusovej hepatitidy B/C a metabolického syndrému v popu-
lacii Rémov Zzijicich v segregovanych rémskych osadach
v porovnani s vyskytom tychto zdravotnych ukazovatelov
u majoritnej populacie. Z pévodného poctu 843 ucha-

dzacov poskytlo kompletny potrebny biologicky material




770 probandov. VySetrenie markerov virusov hepatitid
bolo vykonané v akreditovanom a certifikovanom labora-
toriu Medirex a.s. Hladiny kyseliny a-hydroxyhippurovej
v moci sme stanovili vysokoucinnou kvapalinovou chro-
matografiou na reverznej faze (RP-HPLC, Schimadzu, Ja-

pan) s UV/Vis a fluorescen¢nou detekciou.

Vysledky

V nasej $tadii sme pre vysoky pocet Romov s prekona-
nou infekciou hepatitidy typu B (vySe 40 %; Veseliny et al.,
2014) predpokladali zmenenu koncentraciu kyseliny a-hyd-
roxyhippurovej v porovnani s majoritnou populdciou. Vys-
$ie hladiny kyseliny a-hydroxyhippurovej u Rémov oproti
majoritnej populdcii sme sice zaznamenali, neboli vSak $ta-

tisticky signifikantné.

Zaver

Z vysledkov vyplyva, ze kyselina a-hydroxyhippurova
nie je vhodnym markerom prekonania hepatitidy typu B.
V $tudii nam chybali udaje o tom, u akého podielu osob
s prekonanou hepatitidou sa vyvinula cirh6za. Vzhladom
na rozdiely v hladinach kyseliny a-hydroxyhippurovej
u ludi s vysokou prevalenciou hepatitidy B v porovnani
s majoritou by bolo vhodné hibsie stidium metabolizacie
kyseliny hippurovej v spojeni s patologickymi procesmi

prebiehajicimi v peceni.

Podakovanie
Prdca vznikla pri rieSeni projektov. CEMIO-ITMS:
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PRODUKTY LIPOPEROXIDACE JAKO
POTENCIALNI BIOMARKERY ALZHEI-
MEROVY CHOROBY

CHMATALOVA, Z.!, SKOUMALOVA, A.!
VYHNALEK, M.2, LACZO, J.2, HORT, J.?

'ULCHKB 2. LF UK, Praha
*Neurologicka klinika FN Motol, Praha

e-mail: zuzana.chmatalova@seznam.cz

Uvod

Alzheimerova choroba (ACH) je neurodegenerativ-
ni onemocnéni charakterizované postupnym zhorova-
nim kognitivnich funkei v dusledku odumirani neuront.
Stadium nesobéstacnosti zvané demence je predchazeno
stadiem mirné kognitivni poruchy (mild cognitive impair-
ment, MCI), kdy ma pacient objektivni naruseni kognitiv-
nich funkci, ale je jesté sobéstaény. Dle postiZzeni paméti
na neuropsychologickém vysetfeni délime MCI na 2 pod-
skupiny: amnestickou (aMCI) a neamnestickou (NaMCI).
Vznik i rozvoj ACH je doprovézen zvy$enym oxida¢nim
stresem v mozkové tkani, jehoZ disledkem je rozvoj oxi-
da¢niho poskozeni biomolekul a kumulace koncovych
produkti. Tyto koncové produkty oxida¢niho poskozeni
jsou oznacovany jako lipofuscinoidni pigmenty (LEP) a je
mozné je detekovat i v krvi. Cilem nasi prace bylo analyzo-
vat LFP z erytrocytti a plazmy u pacientt s MCI a demen-
ci pti ACH a zjistit, zda se mnozstvi LFP u jednotlivych
skupin pacienti a kontrolnich dobrovolniki lisi a bylo by
tedy mozné vyuzit méfeni LFP jako pomocny biochemicky

diagnosticky néstroj.

Material a metody

Celkem bylo analyzovano 82 vzorki erytrocyti (ACH
19, aMCI 27, NaMCI 20, kontrolni 16) a 58 vzork plaz-
my (ACH 11, aMCI 17, NaMCI 14, kontrolni 16). LFP
v erytrocytech i v plazmé byly extrahovany do smési chlo-
roformu a 2propanolu. Extrakty LFP byly analyzovany
pomoci spektrofluorimetru AMINCO-Bowman Series 2.
Po podrobné kvantitativni analyze obsahu LFP v extrak-
tech byla vyznamnost rozdilt ve sledovanych parametrech
vyhodnocena statistickym programem StatView, ANOVA

metodou s post hoc testem a Bonferroni/Dunn kritériem.
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Vysledky

Vysettené skupiny se vyznamné statistiky lisily v mnoz-
stvi LFP v erytrocytech i v plazmé. Nejpatrnéjsi rozdily
byly u synchronnich spekter. Statisticky vyznamné rozdi-
ly v mnozstvi LFP v membranach erytrocyta byly naleze-
ny ve fluorescen¢nich maximech 285/335 nm (excitace/
emise) (ACH: 122% kontrol, P=0,0002; aMCI: 126%
kontrol, P<0,0001; NaMCI: 120% kontrol, P=0,0007) a
350/400nm (aMCI: 114% kontrol, P=0,0016; NaMCI:
113 % kontrol, P=0,0036). U LFP v plazmé bylo nalezeno
statisticky vyznamné maximum pro 330/380 nm (excitace/
emise) (NaMCI: 127 % kontrol, P=0,0025) a 350/400 nm
(aMCI: 127 % kontrol, P <0,0001).

Zavér

Z nasich vysledkl vyplyva, ze mnozstvi LFP se v pri-
béhu onemocnéni méni a Ze je u pacientis s MCI i ACH vy-
znamné zvySené v porovnani se zdravymi kontrolami jak
v erytrocytech, tak i v plazmé. Lze shrnout, ze ackoliv za-
tim nezname presné kvalitativni slozeni LFP, mohlo by byt
v budoucnu mozné vyuzit stanoveni LFP v erytrocytech
nebo plazmé jako pomocny biochemicky marker pfi urco-
vani diagnézy ACH a to predevs$im v jejich pocate¢nich
stadiich.

Podékovani
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HSP90B
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Uvod

Pochopenie biolégie nddorovej bunky je klucovym bo-
dom pre vyvoj novych lie¢iv s protinddorovym mechanizmom
ucinku. Jednym z cielov je zameranie sa na proteazomalny
systém nadorovej bunky. Prvym proteazomalnym inhibito-
rom schvalenym v roku 2003, ktory sa vyuziva v klinickej pra-
xi je Bortezomib (Velcade®, PS-341). Rezistencia nadorovych
buniek voci PS-341 ako inhibitora s chymotrypin podobnou
aktivitou, ktory inhibuje 20S podjednotku proteazému, je
ovplyviiovana aj zvySenou expresiou bielkovin tepelného
$oku (HSPs). Indukcia HSPs je jednou z bunkovych odpovedi
na proteazomalny stres alebo inhibiciu proteazomalneho sys-
tému indukovaného bortezomibom. PS-341 sa ukazal vhod-
nym lie¢ivom aj v liecbe relapsovanej a refraktdrnej akutnej
leukémie. Jednym z nasich cielov bolo sledovat vplyv borte-
zomibu na citlivost, prezivanie a na zmeny hladin vybranych
bielkovin u dvoch leukemickych linii HL-60 a K-562.

Material a metody

Leukemické bunky HL-60 s koncentraciou 0,5.10°b/
ml a K-562 s koncentraciou 0,2.10°b/ml sme kultivovali
v kultiva¢énom médiu IMDM s 10% prip. 20% FBS, 1%
PNC/STR pri $tandardnych kultivaénych podmienkach
37°Ca 5% CO,atmosfére. Vymenu média sme robili kaz-
dé 3 dni. Na sledovanie citlivosti a prezivania buniek sme
vyuzili MTT test, zmenu hladin vybranych bielkovin sme
sledovali western blotovou analyzou a ziskané vysledky
sme vyhodnotili prostrednictvom Standardnych Statistic-
kych metdd (ANOVA, Studentov t-test).

Vysledky

Kym bunky HL-60 reagovali na bortezomib pomerne
rychlo a citlivo, bunky K-562 boli vo¢i bortezomibu re-
zistentnejsie. U¢inok bortezomibu na indukciu bunkovej
smrti u oboch typov leukemickych buniek sa spajal s pro-
teolytickym Stiepenim bielkovin HSP90P na 50 kDa velky
fragment, proteolytickou aktivaciou prokaspazy 3 u HL-60
a proteolytickou degradaciou prokaspazy 3 u K-562 bez
tvorby p17 fragmentu aktivnej kaspazy 3. Z nasich vysled-
kov vyplyva, Ze inkubdcia bunkovej linie HL-60 s bortezo-
mibom sa spédja s aktivaciou kaspazy 3 sprostredkovanou
nielen kaspazou 9, nakolko inhibicia kaspazy 9 zabranila
aktivacii kaspazy 3, ale aj s kaspazou 8, ¢o je v stilade s na-
zorom, Ze iniciacia a nasledna exekucia mitochondrialnej
apoptdzy predstavuje hlavny mechanizmus bortezomibom

indukovanej smrti buniek.




Zaver

Rozdielna kinetika indukcie a exekucie bunkovej smrti
u leukemickych linii je pravdepodobne podmienena vyso-
kymi hladinami bielkovin HSP90, HSP70 a HSP27 v bun-
kach K-562. Nasa $tudia odhalila esencidlnu ulohu kaspa-
zy 8 v Stiepeni HSP90P indukovanom bortezomibom ako
u HL-60 tak aj u K-562.
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VLIV TERT-BUTYLHYDROPEROXIDU
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Uvod

Mitochondrie patfi mezi hlavni zdroje volnych radi-
kala v bunce. Produkovany superoxidovy radikal reaguje
s oxidem dusnatym za vzniku peroxynitritu (PeN). Roz-
klad peroxynitritu na hydroxylovy a NO, radikél hraje roli
v indukci membranové lipoperoxidace. Mezi sekundarni-
mi produkty peroxidace patfi reaktivni aldehydy malon-
dialdehyd a 4-hydroxynonenal. Membranové proteiny jsou
oxidovany za vzniku karbonylovanych derivati.

3-Nitrotyrozin (3-NT) je pouzivany jako marker oxi-
da¢niho poskozeni vyvolaného reaktivnimi molekulami

dusiku. Tert-butylhydroperoxid (tBHP) je zdrojem vol-
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nych radikala v in vitro studiich a vykazuje efekty srovna-

telné s peroxidem vodiku.

Material a metody

Suspenze izolovanych mitochondrii byla rozdélena
na dvé céasti a inkubovana s oxida¢nim ¢inidlem v fadé
0,05mM; 0,2mM; 0,5mM; 1mM; 2mM a 3mM. Reak-
tivni aldehydy byly stanoveny spektrofotometricky reakci
s kyselinou thiobarbitutovou (TBA) a karbonyly po deri-
vatizaci 2,4-dinitrofenylhydrazinem. Mnozstvi 3-NT bylo
stanoveno metodou ELISA. Po hydrolyze proteint byl sta-
noven podil 3-NT v rozpustné i nerozpustné frakci. Elek-
troforeticka separace byla provedena metodou SDS-PAGE.
Nitrované a oxidované proteiny byly detekovany metodou
western blot. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno me-
todou ANOVA.

Vysledky
Oxidace tBHP i PeN vedla k vyznamnému zvy$eni TBA

reaktivnich molekul pfi koncentraci oxida¢niho ¢inidla 1,
2,3mM a v pripadé tBHP i 0,05 mM. K maximalnimu né-
ristu dochazi pti koncentraci PeN 1 mM. Se zvysujici se
koncentraci PeN (2 a 3 mM) je mnozstvi produktii po 24h
srovnatelné s autooxidaci. 1 mM PeN zvysuje produkci kar-
bonylt okamzité, po 1h vice nez ¢tyfnasobné ve srovnani
s tBHP. V nerozpustné frakci pouze 3mM PeN indukoval
signifikantni zvy$eni koncentrace 3-NT okam?zité po pii-
dani oxida¢niho ¢inidla. Mnozstvi 3-NT v rozpustné frakci
bylo 10krat vyssi nez v nerozpustné. 2mM tBHP i PeN ved]l
k oxidaci a nitraci proteinii s vy$si molekulovou hmotnosti.
Po 24 h inkubace tyto proteiny vymizeli a zmény byly po-

zorovany u proteind s niz§i molekulovou hmotnosti.

Zaver

Rozdily v namérenych parametrech naznacuji variabli-
tu mechanizmi oxida¢niho poskozeni mitochondrii vyvo-
laného tBHP a PeN.
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VYUCBA PATOBIOCHEMICKYCH A KLI-
NICKO-BIOCHEMICKYCH PREDMETOV
NA UVLF V KOSICIACH

KOSTECKA, Z., HEINOVA, D.

Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie v KoSiciach
zuzana.kostecka@uvlf.sk

Vyucba patobiochemickych a klinicko-biochemickych
predmetov (Tab. 1) na Ustave biochémie Katedry chémie,
biochémie a biofyziky UVLF v KoSiciach ma svoje $peci-
fika z hladiska ro¢nika, $tudijného programu, typu studij-
ného predmetu, rozsahu a typu vyucby. Najviac skdsenosti
(od akademického roku 2005/2006) mame so zabezpeco-
vanim povinne volitelného predmetu Patologickd bioché-
mia (pre 3.VVL a 3.HP), ktory bol pévodne nazvany Mo-
lekulové mechanizmy metabolickych a vrodenych chorob.
Rok na to sme zavadzali povinne volitelny predmet Klinic-
ka biochémia (pre 4.VVL a 4.HP) a od roku 2009/2010
anglické verzie uvedenych predmetov.

Od budtceho akademického roku bude vyucba povin-
ného predmetu Klinicka a patologicka biochémia pre 2.F
uz v rézii pedagdgov nasho ustavu. Od zavedenia $tudij-
ného programu farmacia (2007/2008) rozbiehali vyucbu
tohto predmetu externi pedagdgovia - nasi kolegovia z Le-
kérskej fakulty UPJS v Kosiciach. Tento akademicky rok
predstavuje pomyselné odovzdavanie Stafetového kolika -
na zabezpecovani prednasok participovali externi ucitelia
a seminarne cviéenia uz vyucovali interni ucitelia.

Jednotlivé prezenticie vSetkych kapitol st k dispozi-
cii na intranetovej stranke univerzity http://intranet.uvlf.
sk/personal-pages/biochemistry/share.php. Studenti maju
moznost sa oboznamit s prezenticiou kazdej kapitoly vo-
pred, pripadne si ju vytlacit a vyklad na prednaske pocu-
vat aktivne, doplhat si pozndmky, komentére a stvislosti,
na ktoré upozornuje prednasajici. Nasim ciefom je note-
booky v semindrnej miestnosti vyuzit na ulozenie schém,
vyucbovych filmov a animdcii na popis patogenézy vrode-
nych a metabolickych poruch na molekulovej urovni, ¢o
umozni §tudentom pochopit sivislost medzi klinickym pri-

znakom pacienta a biochemickymi zmenami v organizme.
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Tabulka 1 Prehlad patobiochemickych
a klinicko-biochemickych predmetov

Roc¢nik/Studijny Studijny Typ predmeta Rozsyahv atyp
program predmet vyucby
3.VVL Patologickd PV 35
biochémia
3.GVM Pathological PV 3sc
Biochemistry
4. VVL Klinické bio- PV 3sc
chémia
4 GVM Chmca.l Bioche- PV 3¢
mistry
3. HP Patologick Py 35c
biochémia
4 HP Khmclka‘blo- PV 3sc
chémia
Klinicka
2 Farmdcia a patologicka p 2p/2sc
biochémia

VVL-vieobecné veterindrske lekarstvo; GVM-General Veterinary
Medicine; HP-hygiena potravin; P-povinny; PV-povinne volitelny;

p-prednaska; sc-semindrne cvi¢enie

Studenti povinne volitelného predmetu Klinicka bio-
chémia maju k dispozicii kazuistiky, t.j. pripady pacientov,
teda udaje z chorobopisov v elektronickej forme, ktoré
predstavuja vysledky klinického a laboratérneho vysetre-
nia pacienta, na zaklade ktorych potvrdzuju, resp. vylucuju
suspektné diagndzy. Tato forma pripadovej vyucby je velmi
obltibena a cenend, pretoze Studenti veterinarnej mediciny
st ,defacto po prvykrat v pozicii veterinarneho diagnosti-
ka, prehlbuju si takto schopnosti spajania nadobudnutych
vedomosti nielen z biochemickych disciplin (biochémia,
patologicka biochémia a klinicka biochémia), ale aj z pred-
metov prevazne biologického zamerania (anatémia, fyzio-
légia, vyziva, patologicka fyzioldgia, parazitologia, farma-
kolédgia a pod.).




PROTEKTIVNY UCINOK OLEJA Z VLAS-
SKYCH ORECHOV PRED HYPERGLY-
KEMIOU INDUKOVANYM OXIDACNYM
STRESOM

LAUBERTOVA, L., KONARIKOVA, K.
DURACKOVA, Z, ZITNANOVA, 1.

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie,
Lekarska fakulta, Univerzita Komenského, Sasinkova 2
813 72 Bratislava, Slovenska republika

e-mail: lucia.laubertova@fmed.uniba.sk

Uvod

Diabetes mellitus je hlavnym invalidizujicim meta-
bolickym ochorenim sucasnosti. Hyperglykémiou-in-
dukovany oxidacny stres a zapal zohravaju vyznamnu
ulohu v progresii tohto ochorenia a rozvoji diabetickych
komplikacii. Alternativne pristupy zaloZené na nutri¢nej
terapii mozu prestavovat jeden z moznych sposobov ako
zlepsit zivot diabetickych pacientov. Olej z vlasskych ore-
chov je zdrojom polynenasytenych mastnych kyselin (ky-
selina linolovd, kyselina linolénova) a antioxidantov ako
je a-tokoferol, kyselina elagova, kyselina galova, kyselina
kavova, vanilova a jabl¢nd. Taktiez obsahuje mikronut-
rienty ako je kyselina listova, med, hor¢ik, jod, vlaknina,
fytochemikalie a rastlinné steroly. Prezentovana $tidia po-
pisuje vplyv hyperglykémie na markery oxida¢ného stresu
a produkciu pro-zépalovych cytokinov, ako aj potencialne
protektivne vlastnosti oleja z vlasskych orechov pred hy-
perglykémiou-indukovanym oxida¢nym stresom a zépa-

lom v monocytoch/makrofagoch.

Material a metody

Ludské monocyty U937 a makrofagy diferencova-

né z monocytov U937 sme kultivovali po dobu 72 ho-
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din v normoglykemickych alebo hyperglykemickych
(35mmol/l glukézy) podmienkach, s/bez pritomnosti
oleja z vlasskych orechov. Proliferaciu buniek sme sledo-
vali MTT testom. Antioxida¢nd kapacitu buniek v normo-
a hyperglykemickych podmienok sme stanovili pomocou
TEAC metédy. Aktivitu superoxiddismutazy (SOD), glu-
tationperoxidazy (GPx) sme stanovili spektrofotometric-
ky, oxida¢né poskodenie DNA enzymovo modifikovanou
kométovou metédou, markery oxida¢ného poskodenia
proteinov ( karbonyly proteinov) a lipidov (izoprostany),
ako aj hladiny prozapalovych cytokinov (TNE, IL-6, IL-8,
MCP-1) produkovanych makrofagmi sme stanovili pomo-
cou ELISA metody.

Vysledky

Hyperglykémia znizila antioxida¢ni kapacitu bu-
niek, indukovala oxida¢né poskodenie DNA a znizila
GPx aktivitu. Na druhej strane nemala vplyv na bunko-
vu proliferaciu, superoxiddismutazovu aktivitu, oxida¢né
poskodenie proteinov a lipidov. Olej z vladskych orechov
signifikantne zvys$il antioxida¢nd kapacitu buniek, ako aj
SOD a GPx aktivitu, zniZil oxida¢né poskodenie lipidov,
ale nemal Ziadny vplyv na bunkovu proliferdciu a nepreja-
vil ziaden ochranny ucinok pred oxida¢nym poskodenim
DNA a proteinov. Hyperglykémia indukovala zvysend pro-
dukciu pro-zapalovych cytokinov. Olej z vlasskych orechov
preukazal prozapalové ako aj protizapalové vlastnosti za-

vislé od pouzitej koncentracie a ¢asu inkubacie s bunkami.

Zaver

Pre rozsirenie liecebnych moznosti diabetu je ddlezité
hladat nové latky modulujtce oxida¢ny stres a zapal. Nase
in vitro vysledky naznacuju, ze olej z vlasskych orechov
moze znizit oxidacny stres prostrednictvom svojich anti-
oxida¢nych vlastnosti. AvSak nemdzeme potvrdit, Ze dany
olej dokaze ochranit DNA a proteiny pred oxida¢nym po-
$kodenim. Dokézali sme vsak, Ze pri pouziti niz$ich kon-

centracii olej vykazuje proti-zdpalové vlastnosti.
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VYUZIVANIE GENOMIKY
V PERSONALIZOVANE] TERAPII

MATAKOVA, T.!, HALASOVA, E.2

UK v Bratislave, Jesseniova lekdrska fakulta
v Martine, Ustav lekdrskej biochémie, Martin
2UK v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta

v Martine, Ustav lekdrskej bioldgie, Martin
Kontakt: matakova@jfmed.uniba.sk

Suhrn

Personalizovana medicina je multidisciplinarny vedny
odbor, ktory sa (na roznych drovniach) zaobera optimali-
zaciou lie¢ebnych a diagnostickych postupov u konkrétne-
ho pacienta s vyuzitim modernych metdd. Personalizovana
medicina byva ¢asto uvddzand ako ,spravna diagnostika,
spravna liecba pre spravneho pacienta v spravnom case®
Intenzivny vyskum v klinickej oblasti priniesol za ostat-
né desatrocia nielen nové lieciva ale aj prediktori liec¢eb-
nej odpovede predovsetkym v onkoldgii. Tieto poznatky
umoziuju personalizovat terapiu na zaklade genetickych/
expresnych zmien. Markery ako HER2, EGFR, KRAS,
BRAF a ALK, su v st¢asnej dobe neoddelitelnou sucastou
rutinnej diagnostiky a ich testovanie ma zasadny vplyv na
volbu adekvatneho terapeutického postupu a skvalitnenia
Zivota konkrétneho pacienta.

Medicina sa teda stava vedou o informaciach, vyzaduja-
cich systémovy holisticky pristup, kde sa uz nezaobideme bez
metodiky analytickych technoldgii - matematickych pocita-
¢ovych a fyzikalnych. Vystupy novych vedeckych poznatkov
z oblasti genomiky, proteomiky, interaktomiky, metabolomi-
ky a v8etkych dalsich ,,-omics® je nevyhnutné spravne prepo-
jit a urobit z nich suvisly systém tdajov, ktory by s vyuzitim
informacdnych technoldgii mohli priniest nové pohlady na
celt situaciu v personalizovanej medicine. Genetika posky-
tuje cenné udaje avsak s prihliadnutim a vedomim, ze velmi
vela je mozné ovplyvnit environmentalnymi faktormi von-

kajs$im prostredim alebo fenotypovou expresiou.

Klucové slova: perssonalizovand medicina, molekulo-

va cielena terapia, polymorfizmus, onkomarkery toxicity
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VYUCBA LEKARSKE] CHEMIE NA LEKAR-
SKYCH FAKULTACH UNAS A VZAHRANICI

MUCHOVA, J., ANDREZALOVA L.
ORSZAGHOVA Z. A TURECKY, L.

Ustav lekérskej chémie, biochémie a klinickej biochémie
LF UK Bratislava

e-mail: jana.muchova@fmed.uniba.sk

Lekarska chémia je jednym z nosnych predmetov prvé-
ho ro¢nika $tudia mediciny na Lekarskej fakulte UK. Jej
cielom je osvojenie poznatkov o vztahu Struktary, vlast-
nosti a biologickych funkcii biogénnych latok k efektivne-
mu $tiudiu a komplexnému chapaniu metabolickych proce-
sov v ludskom organizme a ich regulécie, ako aj ziskavanie
praktickych skdsenosti v oblasti fyzikdlno-chemickych,
chemickych a biochemickych metéd vyuzivanych v labo-
ratérnej a klinickej praxi. Lekdrska chémia pre vSeobecné
aj zubné lekarstvo je podmienujicim predmetom pre kurz
Lekarska biochémia v danych odboroch, ktory prebieha
v oboch semestroch druhého ro¢nika $tadia.

Napriek tomu, ze si vSetci uvedomujeme vyznam vy-
ucby Lekdrskej chémie na lekarskych fakultach stdle sa
vracia navrh zrusSenia tohto predmetu. Podobna situacia
sa vyskytla na nasej fakulte minuly rok, kedy staré vedenie
LFUK za podpory klinickych pracovisk predlozilo a schva-
lilo navrh zmenit vyuc¢bu chemickych disciplin na fakulte
z hladiska zaradenia predmetu do programu vyucby, ako aj
z hladiska jeho hodinovej dotacie. Toto nas viedlo k tomu,
aby sme analyzovali vyucbu lekarskej chémie na lekarskych
fakultdch v nasom regione (stredoeurdpska oblast) a po-
rovnali ju so situdciou na nasdej fakulte.

Zosumarizovali sme nasledovné tdaje: vyucba Lekar-
skej chémie, ro¢niky a semester, v ktorych sa tento predmet
vyucuje a poskytnuta hodinova dotacia. Analyzovali sme
vyucbu na 31 lekarskych fakultdch v nasom regiéne, kde
je obdobna aj priprava na strednych $kolach. Vyhodnotili
sme situdciu na slovenskych a ¢eskych lekarskych fakultach
a zo zahranicia sme hodnotili vyu¢bu na fakultach v Polsku,
Madarsku, v krajinach byvalej Juhoslavie a v Nemecku.




Vyucba lekarskej chémie predchadzala vyucbu lekar-
skej biochémie na 28 fakultach, z toho na 24 fakultach bola
v rozsahu 1 semestra a na 4 fakultach v rozsahu 2 semes-
trov. Len na troch fakultdch nemali samostatny predmet
Lekarska chémia.

Vysledok nasej analyzy potvrdzuje vSeobecny ndzor, ze
vyucba predmetu Lekarska chémia ma na lekarskych fa-
kultach svoje opodstatnenie. Suvisi to aj so skuto¢nostou,
ze vyznamnou castou obsahu lekarskej chémie je chémia
prirodnych latok, ktord v skuto¢nosti predstavuje uvod
do biochémie a ulahc¢uje $tidium metabolickych drah in-
termediarneho metabolizmu v bunkach tkaniv Iudského
organizmu.

Tento nazor nakoniec akceptovalo aj nové vedenie LF
UK v Bratislave a sthlasilo so zachovanim predmetu Le-
karska chémia v plnom rozsahu, av§ak kurz bude presunu-
ty z letného do zimného semestra 1. ro¢nika.

PROTEAZOMALNY STRES:
KAT S DVOMI TVARAMI

PILCHOVA, I., KLIKOVA, K., STEFANIKOVA, A.
KLACANOVA, K., DIBDIAKOVA, K., SAKSONOVA S.,
RACAY, P.

Ustav lekérskej biochémie
Jesseniova lekdrska fakulta v Martine
UK v Bratislave, Martin

e-mail: iv.pilchova@gmail.com

Uvod

Oneskorend smrt selektivne citlivych neurénov
po ischemickom inzulte predstavuje atraktivny terapeutic-
ky ciel najma pre dostato¢ne dlhy ¢asovy interval nastupu
bunkovej smrti, ktory by mohol byt vyuzitelny pre terapiu.
Avsak napriek intenzivnemu $tadiu dodnes nie je objasne-
na podstata tohto mechanizmu. Ciefom nadej prace bolo
sledovat vplyv agregacie bielkovin na mechanizmus induk-
cie bunkovej smrti, ktora sa povazuje za jednu z moznych

pri¢in vzniku oneskorenej smrti neurénov.

Material a metody

Vplyv proteazomalneho stresu ucinkom bortezomi-
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bu bol testovany na bunkovych liniach SH-SY5Y a T98G.
Citlivost a viabilita buniek voci inhibitoru bola stanovena
MTT testom. V celobunkovych lyzatoch aj v mitochondri-
alnych frakciach boli metdédou western blot analyzy stano-
vené relativne hladiny vybranych bielkovin. Kvantitativnou
real-time PCR na TLDA platniach bola z celkovej RNA sta-
novend expresia génov zapojenych do mechanizmu apop-
tozy. Vysledky boli vyhodnotené standardnymi metédami
$tatistiky a bioinformatiky.

Vysledky

Vyrazny letalny efekt bortezomibu sa v bunkach SH-
-SY5Y bol pozorovany podstatne skor (20nmol/l, 48h)
v porovnani s liniou T98G (100 nmol/l, 72h). V obidvoch
linidch bola pritomnost polyubikvitinovanych agregatov
bielkovin potvrdena uz po 4h inkubdcii, kedy este nedo-
chadzalo ku zmenam vo viabilite buniek. V bunkach T98G
dochadzalo po 24h ku vyraznému zvy$eniu relativnych
hladin bielkovin Hsp70 (723%) a Hsp90 (362 %), zatial
¢o v bunkach SH-SY5Y sa po 24h hladina Hsp70 zvysila
len na 276 % a hladina Hsp90 sa zniZila (45%). V bunkach
SH-SY5Y sme zaznamenali aktivaciu kaspazy 3, zvysenie
hladiny bielkovin Noxa a Puma a uvolnenie cytochromu
¢ do cytoplazmy. Naopak v bunkach T98G nedochadzalo
ku aktivacii kaspaz 3 a 9, ale zvysila sa hladina prokaspa-
zy 4 a taktiezZ sme pozorovali hromadenie Ikb-a (inhibitor
NFkB). Ku uvolneniu cytochrému c do cytoplazmy v bun-
kach T98G nedochadzalo.

Zaver

Z nasich vysledkov vyplyva, Ze bortezomibom indu-
kovana agregicia bielkovin sposobuje iniciaciu bunko-
vej smrti s dlh$im ¢asovym odstupom. Bunky SH-SY5Y
na proteazomalny stres reaguju senzitivnejsie a predpokla-
dame, ze odumieraju mitochondridlnou drdhou apoptézy.
Naopak, bunky T98G, ktoré su rezistentnejsie, vykazuju
intenzivnejsiu stresovi odpoved a mechanizmus ich bun-
kovej smrti je od apopt6zy odkloneny. Predpokladame, Ze
k tomu prispieva inhibicia NFkB signalnej drahy. Za klaco-
vy regula¢ny komponent rozdielnej senzitivity testovanych

linii povazujeme bielkovinu tepelného $oku Hsp?70.

Podakovanie

Prica bola podporend grantom Agentiry na podporu
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VYUCBA LEKARSKEJ CHEMIE A BIOCHE-
MIE PRE STUDENTOV ZUBNEHO LEKAR-
STVA NA JLF UK MARTIN

RACAY, P., KAPLAN, P.
LEHOTSKY, J., DOBROTA D.

Ustav lekérskej biochémie JLF UK, Martin

e-mail: racay@jfmed.uniba.sk

Vyucba studentov odboru zubné lekarstvo na JLF UK
v Martine zacala v $kolskom roku 2012/13. Podobne ako
u $tudentov vseobecného lekarstva je vyucba chemickych
predmetov rozdelend do dvoch ro¢nikov. V prvom ro¢ni-
ku je orientovana na lekdrsku chémia a na rozdiel od vse-
obecného lekarstva je vyu¢ovana len v zimnom semestri
a ukoncend skaskou. Na vyucbu st vyclenené 2 hodiny
predndsok a 2 hodiny semindrov alebo praktickych cvi¢eni
za tyzden. Naplnou predndsok je vSeobecna chémia, static-
ka biochémia, enzymoldgia, biochémia membran a mem-
branového transportu a biochémia uchovavania a prenosu
genetickej informacia. V druhom roéniku pokracuje vyuc-
ba $tudentov odboru zubné lekarstvo predmetom lekarska
biochémia. V zimnom semestri je vyucba orientovana na
intermedidrny metabolizmus pri¢om sylabus a rozsah vy-
ucby je totozny so sylabom a rozsahom pre $tudentov od-
boru vieobecné lekarstvo a to 2 hodiny prednasok a 3 ho-
diny semindrov a praktickych cviceni za tyzden. Semester
je ukonceny klasifikovanym zapoctom. V letnom semestri,
ktory je ukonceny skaskou, sa rozsah a sylabus vyucby vy-
razne 1i$i od rozsahu a sylabu pre odbor v§eobecné lekar-
stvo. Pre odbor zubné lekérstvo je rozsah vyucby taky isty
ako v zimnom semestri (2/3) pricom je obsah prednasok
zamerany na signalne molekuly a hormondlnu regulaciu
ale hlavne na tkanivovi biochémiu s dérazom na bioché-
miu ustnej dutiny. Vzhladom na kratkost vyucby a tym
padom nizku spétnu vézbu, je v sicasnosti rozsah a syla-
bus vyucby chemickych predmetov pre $tudentov JLF UK
odboru zubné lekarstvo stabilny pricom nie je vylucenad ich

mozna modifikdcia v budicnosti.
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VYUCBA CHEMICKY ORIENTOVANYCH
PREDMETOV V ODBORE VEREJNE ZDRA-
VOTNICTVO

RABAJDOVA M., MAREKOVA M.

'Ustav lekarskej a klinickej biochémie
UPJS LF v Kosiciach

Stadium odboru verejné zdravotnictvo zacalo na Le-
karskej fakulte UPJS v Kosiciach v ak. roku 2005/2006.
Vyucujeme predmety Zéklady biochémie a VySetrovacie
metody vo verejnom zdravotnictve pre bakalarsky $tudij-
ny program a Klinickd biochémia pre magistersky $tudijny
program. Predmet Zaklady biochémie je vyucovany v let-
nom semestri 1. ro¢nika v rozsahu 1 hodina prednasok
a 2hodiny praktickych cviceni tyzdenne. Po tspesnom
zvladnuti skusky ziskavaju Studenti 3 kredity. Studijna lite-
raturu pre dany predmet tvoria knizné publikacie Zaklady
bioorganickej chémie autorov: Marekova, Guzy, Chova-
nova a Zaklady biochémie a klinickej biochémie autorov:
Marekova, Birkova, Guzy, Kron. Vedomosti z predmetu
zaklady biochémie moézu $tudenti vyuzit pri stadiu dalsich
predklinickych a klinickych predmetov.

V 3.ro¢niku bakalarskeho stadia prebieha vyucba
predmetu Laboratérne vysetrovacie metédy vo verejnom
zdravotnictve v rozsahu 1 hodina prednasky, 2 hodiny
praktickych cvi¢eni a 1 hodina kontrolovanych praktic-
kych vystupov. Napliou predndsok a cviceni je poskytnut
$tudentom teoretické a praktické vedomosti o laboratdr-
nych metddach a technikéch, spracovani biologického ma-
terialu a interpretdcii dosiahnutych vysledkov. Po uspesne
absolvovanej skuste (pisomnou formou) ziskavaju studenti
2 kredity. Absolvovanim predmetu $tudenti ziskaju zdklad-
né informdcie o laboratérnych metddach vyuzivanych vo
verejnom zdravotnictve (napr. aplikdcia biologickych ex-

pozi¢nych testov, objektivizacia faktorov prostredia).




V prvom roku magisterského stupna je vyulovany
predmet Klinicka biochémia v rozsahu 1 hodina predna-
$ok a jedna hodina praktickych cvi¢eni tyzdenne. Predmet
sa zameriava na aplikovanu biochémiu pre praktické po-

treby absolventov verejného zdravotnictva.

EFEKTIVNI VYUKA MEDICINY - MUZE
NAM POMOCI E-LEARNING ?

RAJDL D., RACEK J., DASTYCH M.
SAFARCIK K., PRUSA R., FEBEROVA J., ZIMA T.

Univerzita Karlova v PrazeMasarykova univerzita v Brné
Ostravskd univerzita v Ostravé

e-mail: rajdl@fnplzen.cz

Ve vyuce klinickych 1ékarskych oborti (napf. vnitfni
lékatstvi, chirurgie, pediatrie...) jsou logicky preferovany
pedagogické metody zalozené na pfimém kontaktu s pa-
cientem. E-learning byva v tomto kontextu povazovan
za neprinosny, podfadny a neadekvatni. Na 3 praktickych
prikladech (vyuka kritického mysleni a zdravého zivotniho
stylu ve vyukové kuchyni, pregradualni kurz Klinické bio-
chemie a postgradualni vzdélavani v portalu CEVA [http://
www.ceva-edu.cz]) si budeme demonstrovat vyhody a ne-

vyhody pouziti e-learningovych metod pii vyuce mediciny.

LEKARSKA CHEMIA A BIOCHEMIA
VO VYUCBE STUDENTOV ZUBNEHO
LEKARSTVA NA LF UPJS V KOSICIACH

STUPAK, M., MASLANKOVA, J.
TOMECKOVA, V., MAREKOVA, M.

Ustav lekarskej a klinickej biochémie UPJS LF, Kosice

e-mail: marek.stupak@upjs.sk
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Lekarska chémia a Biochémia ustnej dutiny 1 a 2 je pre
$tudentov odboru Zubné lekarstvo a Dental medicine po-
vinna. Vyucba Lekarskej chémie prebieha v zimnom semes-
tri v rozsahu 2 hodin prednasok a 3 hodin praktickych cvi-
¢eni za tyzden, ¢o predstavuje spolu 70 hodin v semestri. Je
ukoncena skuskou. Néapliiou prednasok je vieobecna ché-
mia, vlastnosti roztokov, prvky, chemicka stavba kosti a zu-
bov, zubné cementy, zaklady organickej chémie a staticka
biochémia. Od akademického roku 2011/2012 su sucastou
néplne prednasok kovové prvky a zliatiny v zubnom lekar-
stve, dentalne plasty a odtlackové hmoty, vdaka ¢omu méozu
Studenti lepsie pochopit chemickd podstatu dejov prebie-
hajucich pri pouzivani dentélnych materialov. Okrem toho
si Studenti v prvom ro¢niku mézu zvolit vyberovy predmet
Bioorganicka chémia v medicine, ktorého napliou je roz-
$§irené $tadium organickej chémie, s dérazom na hetero-
cyklické zluéeniny a organické lie¢iva. Vyucba Bioorganic-
kej chémie prebieha v letnom semestri v rozsahu 1 hodina
prednéasok a 1 hodina praktickych cvi¢eni za tyzden. V let-
nom semestri prvého roku $tudia prebieha vyucba predme-
tu Biochémia tustnej dutiny 1. Rozsah vyucby predstavuje
2 hodiny prednasok a 3 hodiny praktickych cvic¢eni tyzden-
ne. Népli prednasok Biochémie tstnej dutiny 1 predstavuje
uvod do $tudia biochémie, zaklady enzymoldgie, metabo-
lizmus sacharidov a lipidov. Semester je ukonceny kolok-
viom, na ktorom je na zaklade vysledkov troch priebeznych
testov pisanych v rdmci semestra a zvlddnutia vylosovanej
praktickej tlohy Studentom pridelené zavere¢né hodnote-
nie. Stadium biochémie pokracuje v nasledujticom semestri
v nezmenenom rozsahu a je ukonc¢ené skuskou. Tematicky
je prvej polovici orientované na metabolizmus aminoky-
selin a nukleovych kyselin, nasledne pokracuje $pecializo-
vanymi metabolickymi pochodmi vo vybranych tkanivach
so zameranim na biochémiu a patobiochémiu tstnej dutiny
a tvrdych tkanfv. Vyueba uvedenych predmetov na LF UPJS
prebieha s va¢$imi alebo mensimi obmenami tykajucimi uz
niekolko rokov a na zaklade spétnej vizby predstavuje dob-
ry zaklad do $tadia dentalne orientovanych predmetov vo

vyssich ro¢nikoch.
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KAZUISTIKY VE VYUCE
LEKARSKE BIOCHEMIE

VEJRAZKA, M.

Ustav 1ékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky
1. 1ékarska fakulta UK v Praze

e-mail: martin.vejrazka@lfl.cuni.cz

Uvod

Na konferenci ucitelti biochemie v r. 2004 v Danisovcich
jsme prezentovali zkuSenosti s tehdy novym volitelnym bio-
chemickym predmétem pro preklinické roéniky zaloZzenym
na redlnych kazuistikdch. Kazuisticka vyuka v preklinickych
ro¢nicich tehdy byla vnimana jako kontroverzni.

Za vice nez deset let absolvovalo volitelny predmét vice
nez 200 studentd. Kazuisticky orientované seminéfte jsou
urceny pro posluchace, kteti absolvovali povinnou vyuku
1ékat'ské biochemie. Ptivodné byl pfedmét urcen pouze pro
studenty 3. ro¢niku. Pro znacny zajem studentti z vyssich

ro¢niki byl pozdéji otevien posluchactm 3.-6. roéniku.

Metody

Cilem predmétu je integrovat a prohloubit dosavadni
znalosti z biochemie a pfipravit studenty pro podrobnéj-
$i studium klinické biochemie a dal$ich klinickych obort.
Pfedmét se nesnazi vyuku klinické biochemie suplovat,
spise jdo o prohlubovani a doplnovani informaci ziskanych
v ramci praktickych cvi¢eni z 1ékarské biochemie ve dru-
hém roc¢niku studia.

Vyuka probiha ve skupindch po nejvyse 10 studentech.
Zakladem je realna kazuistika pacienta, jehoz stav vyzado-
val hospitalizaci. V prvni fazi se studenti pod vedenim ui-
tele pokouseji o rozvahu, jaka onemocnéni nebo poruchy
jakych systémut by mohly vést k prezentovanym obtizim
nemocného. Poté se pokusi navrhnout laboratorni vyset-
feni, jez by méla vést k diagndze. Nésleduje vyklad vybrané
biochemické problematiky a hodnoceni laboratornich na-
lezti. Ty slouzi jako podklad pro opakovani biovhemické

podstaty laboratornich odchylek u konkrétnich stavtL.

Vysledky
Kazuisticky orientované seminare z 1ékarské biochemie

zisklay mezi studenty znac¢nou oblibu, predmét ziskava
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pravidelné velmi dobrd hodnoceni ve studentské anke-
té a zajem o néj prevySuje nabizenou kapacitu. Zavedeni
kazuistik do vyuky ptsobi jako vyrazny motivacni faktor,
ktery usnadni vyuku podrobnéjsich biochemickych témat.

Zaver

Pouziti kazuistik ve vyuce ptsobi jako vyrazny motivac-
ni faktor, ktery usnadni vyuku podrobnéjsich biochemic-
kych témat. Studenti vyhledavaji kauzisticky orientovanou
vyuku, diky cemuz je 1ze motivovat i ke studiu dosud méné

oblibenych kapitol.
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Uvod

Rakovina prsnika je najcastejsie diagnostikované ne-
oplastické ochorenia u Zien. Pochopenie mechanizmov
vzniku rakoviny by mohlo poméct v rozvoji viacerych
prevencnych stratégii. Resveratrol (RES) je prirodzene sa
vyskytujtci polyfenol s antioxida¢nymi a protinadorovymi
uc¢inkami.V nasej praci sme testovali preventivny potenci-
al resveratrolu na priebeh chemicky indukovanej rakoviny

prsnika samic potkanov kmena Sprague-Dawley.

Material a metody
V experimente (16 tyzdnov) boli pouZité samice pot-

kanov Sprague-Dawley (n=22). Zvierata boli rozdelené




do troch skupin. Prvti skupinu predstavovali zdravé jedin-
ce (INT; n =6). Karcinogenéza zvy$nym jedincom bola
indukovand chemickym karcinogénom N-metyl-N-nitro-
zourea (NMU) v davke 50 mg/kg telesnej hmotnosti na 43.
a 50. postnatalny den. Neliecena skupina s podanym kar-
cinogénom bola nazvana NMU (n=8), poslednej skupine
s podanym NMU bol denne podavany resveratrol v davke
100 mg/kg hmotnosti (RES; n=8).

Mitochondrie boli izolované z tkaniva mlie¢nej zlazy
metédou podla Johnsona a Lardyho (1967) a rozriedené
v respira¢nom médiu (pH7,4) na kone¢nd koncentraciu
2ug/ml. Autofluorescence mitochondrii bola nasledne
stanovend metodou synchrénneho fluorescen¢ného fin-
gerprintu, pomocou Perkin-Elmer LS 55. Tato metdda je
vhodna k odhaleniu zmien tykajucich sa autofluoreskujua-

cich latok pri formovani mikroprostredia nddoru.

Vysledky
Celkové mnozstvo proteinov v nadorovom tkanive
zvierat NMU skupiny bolo podla oc¢akavani vyznamne

zvy$ené v porovnani s INT mlie¢nou Zzlazou (p<0,001).

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2015

Aj napriek zvysenej hladine proteinov v nadoroch RES
skupiny oproti INT (p <0,05), vyrazné znizenie mnozZstva
proteinov o 40 % po dennom podavani RES nastalo opro-
ti NMU skupine. Fluorescencia NADH +H* bola vyssia
v oboch experimentalnych skupindch v porovnani s INT
skupinou (p<0,01 NMU a RES p<0,001).

Zaver

RES je znamy svojimi chemoterapeutickymi tc¢inkami
v réznych typoch nddorovych ochoreni vratane rakoviny
prsnika. Nase vysledky ukazali, Ze RES v koncentracii 100
mg/kg hmotnosti zniZuje celkové mnozstvo proteinov, ¢im
by mohol prispievat k znizeniu objemu nadorov a v konec¢-

nom désledku znizit metastaticky potencial nddorov.
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OPTIMALIZACIA RP-HPLC METODY NA STANOVENIE
ZVOLENYCH NEUROTRANSMITEROV AMINOKYSELINOVE]
POVAHY V CEREBROSPINALNOM LIKVORE
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SUHRN

Praca je zamerana na optimalizaciu a $tan-
dardizaciu gradientovej metédy RP-HPLC
(vysokoucinna kvapalinova chromatografia na
obratenych fazach) s fluorescen¢nou detekciou
na simultannu detekciu neurotransmiterovych
aminokyselin - kyselina asparagova, kyselina
glutamova, glycin, kyselina y-aminomaslova
(GABA). Aminokyseliny boli derivatizované
s o-ftaldialdehydom v pritomnosti 2-merkap-
toetanolu v alkalickom prostredi. Metdda je
jednoducha a rychla - umoznuje dokonala
separaciu vetkych 4 aminokyselin za menej
ako 40 min. Reproducibilita v ramci jedného
dna bola 98,8 %; 98,2 %; 99,0% a 97,4%
pre aspartat, glutamat, glycin a GABA. Vdaka
limitu detekcie 5pmol/mL je aplikovatelna
na cerebrospinalny likvor so stopovymi kon-
centraciami aminokyselin.

Klacové slova: HPLC, cerebrospinalny likvor,
aspartat, glutamat, glycin, GABA
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SUMMARY

The paper is focused on optimization and
standardization of the gradient RP-HPLC
method (reversed-phase high-performance
liquid chromatography) with fluorescence
detection for the simultaneous detection of
neurotransmitters — aspartate, glutamate,
glycine, y-aminobutyrate (GABA). Amino
acids were derivatized with o-phthaldialdehyde
in the presence of 2-mercaptoethanol under
alkaline conditions. The method is quick and
easy — allows perfect separation of all four
amino acids in less than 40 minutes. Intraday
reproducibility was 98,8 %; 98,2 %; 99,0 %
a 97,4 % for aspartate, glutamate, glycine and
GABA, respectively. With the detection limit
of 5 pmol/mL is applicable to the cerebrospinal
fluid with trace concentrations of amino acids.

Key words: HPLC, cerebrospinal fluid,
aspartate, glutamate, glycine, GABA
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UvVOoD

Skleréza multiplex (SM) je autoimunitné
chronické ochorenie centrdlneho nervového
systému s charakteristickymi znakmi zapalu,
demyelinizacie a astrogliézy. U pacientov s SM
sa pravidelne vyskytuju aj jemné psychické
priznaky, najmad labilita ndlady a eufédria.
V neskorsich $tadiach sa vsak vyvija, ako
pri vSetkych organickych poskodeniach mozgu
aj demencia. Prave tieto psychické poruchy
by mohli byt vysledkom zmenenych hladin
neurotransmiterov v.CNS. Vhodnym mé-
diom, ktoré najlepsie odraza pripadné zmeny
v metabolizme ¢i $truktdre nervovych buniek
je cerebrospinalny likvor. Zmeny hladin ex-
cita¢nych a inhibi¢nych neurotransmiterov
resp. ich pomeru by mohli byt zaujimavé napr.
pri monitorovani priebehu progresie ochorenia
resp. ako prognosticky marker. Cielom studie
bolo optimalizovat metédu RP-HPLC na stano-
venie aminokyselin v biologickych tekutinach
neurologickych pacientov.

Castou volbou analytickych chemikov zao-

rozklad

berajucich sa analyzou aminokyselin (AMK)
alebo aminov je vysokoucinna kvapalinova
chromatografia (HPLC) analytov po deriva-
tizacii s o-ftaldialdehydom (OPA) (Hanczké,
2006). Aminokyseliny reaguju s OPA svojou
primarnou aminoskupinou v pritomnosti tiolo-
vého aditiva v alkalickom prostredi - v nasom
pripade 2-merkaptoetanolu (ME) v prostredi
tlmivého roztoku boraxu (Schéma 1). Uloha
ME je stabilizovat vzniknuty derivat, ktory
je inak nestabilny a podlieha spontdnnej
hydrolyze rovnako ako samotny OPA (Dor-
resteijn a kol., 1996). Tento zlozity reakény
mechanizmus naznacuje, ze na zabezpecenie
optimalnych podmienok pre tvorbu derivatu
je potrebné kalibrovat viacero parametrov
(Hanczkd a Molnar-Perl, 2003). Pri prvotnom
nastaveni podmienok derivatizacie a separacie
derivatov sme vychddzali zo $tudie Dousu
a kol. (2012), v ktorej bola tato metdda pou-
Zitd na stanovenie aliskirénu (inhibitor reninu)
a jeho degradacnych produktov pomocou
metddy HILIC (hydrophilic interaction liquid
chromatography).

rozklad

stabilny komplex

Schéma 1. ZjednodusSena schéma moznych reakcii o-ftalaldehydu (OPA) s aminokyselinami (H,NR) a 2-merkaptoeta-
nolom (RSH = ME): hydrolyza OPA, stabilizacia OPA ME a reakcia OPA s ME a aminokyselinami produkujtica nesta-
bilné fluorescencné derivaty, ktoré podliehaju spontannemu rozkladu (modifikované podla Dorresteijn a kol., 1996)
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PACIENTI A METODY

Spracovanie vzoriek CSL

Pacienti II. Neurologickej kliniky LF UK
boli po odbere vzorky CSL (cerebrospinalny
likvor) rozdeleni do dvoch skupin:

A)pacienti s SM a inymi demyeliniza¢nymi
ochoreniami, ktorych neurologicka diag-
nostika bola robena podla McDonaldo-
vych kritérii revidovanych v roku 2010,

B) pacienti zaradeni do skupiny neurolo-
gickych kontrol, pacienti s blizsie ne-
$pecifikovanymi bolestami hlavy, chrbta,
otrasmi mozgu, ochrnutim mozgu, dusev-
nymi poruchami, svalovymi poruchami,
zlomeninou stehnovej kosti, poruchami
vestibularnej funkcie a inymi poruchami
mozgu, miechy a nervového systému.
Lumbalnou punkciou odobraty CSL bol cen-
trifugovany 10 min. pri 1000 rpm, usklad-
neny pri -80°C az do pouzitia na analyzu.

HPLC suprava

Na HPLC analyzy $tandardnej zmesi AMK
a vzoriek CSL bol pouzity chromatograficky
systém LaChrom (Merck-Hitachi, SRN), ktory
sa skladal z dvoch pamp L-7100, FL detektora
s menitelnou vlnovou dlzkou L-7480, nastreko-
vacieho ventilu s davkovacou sluckou 20ml, typ
77251 (Rheodyne, USA) a vyhodnocovacieho
programu Clarity Lite pre PC (AzetChrom
s.r.0., SR). Na delenie bola pouzita koléna
Purospher Star RP-18e (5um; Merck, SRN)
s naplnou LiChroCART (250 mm x 4 mm)
spojenu s predkolénou a zakolénou.

Stanovenie aminokyselin metédou HPLC
Aminokyseliny boli analyzované modi-
fikovanou HPLC metédou s gradientovou
eliciou (Dousa a kol., 2012). Zo zasobnych
roztokov AMK GABA (9,7 mM), Glu (10 mM),
Gly (10mM), Asp (10mM), Gln (10 mM)
boli pripravené pracovné roztoky v koncen-
tracnom rozsahu 0,04 uM-30 uM. K 20 mL
metanolického roztoku 6 mM o-ftaldialdehydu
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(OPA) bolo pridanych 20 puL 28 mM 2-mer-
kaptoetanolu (RSH) a 960 uL 50 mM boraxu
pH 10 (prefiltrovany). Takto pripravené deriva-
tiza¢né ¢inidlo (DC) bolo zmie$ané v pomere
1:1 (v/v) s pracovnym roztokom zmesi vset-
kych aminokyselin/vzorkou/vodou. Roztok bol
nasledne inkubovany 15 min. pri laboratérnej
teplote a ndsledne bolo 20 uL injektovanych
na kolénu. Derivaty aminokyselin boli sepa-
rované po optimalizacii metodiky v nadich
podmienkach na chromatografickej koldne.
Aplikovana bola technika gradientovej elucie,
zlozenie mobilnej fazy pri prietoku 1 mL/min.
bolo dosiahnuté mieSanim (A) acetonitrilu
a (B) 10 mM fosfore¢nanového tlmivého roz-
toku KH,PO, (pH 5,8) podla programu: min.
(% B): 0 (95); 5 (95); 25 (70); 28 (30); 29 (30);
32 (95); 38 (95). Na detekciu bol pouzity flu-
orescencny detektor s excitacnou a emisnou
vlnovou dlzkou 330 nm a 440 nm.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Optimalizdcia podmienok separdcie
a detekcie derivitov

Zmes Standardov kyseliny asparagovej
(Asp), kyseliny glutamovej (Glu), glutaminu
(Gln), glycinu (Gly) a kyseliny y-aminomas-
lovej (GABA) bola derivatizovana 1/1 (v/v)
s DC s pomerom [ME]/[OPA]=0,47 (Dousa
a kol., 2012) v alkalickom prostredi 50 mM
boraxu pH 9,5 (Egger a kol., 1994). Produkty
derivatizacie boli spociatku eluované mobilnou
fdzou 10 mM KH, PO, pH7,2 (7,4)/ACN v po-
mere 4/1 pri prietoku 0,8 mL/min. Fluores-
cencny detektor bol po premerani excita¢nych
a emisnych spektier nastaveny na 330/440 nm
(Busto a kol., 1995). Nevyhodou takto nasta-
venych podmienok bola dlzka jednej analyzy
(55 min.) Po pripojeni dalsej pumpy do HPLC
systému bola izokraticka technika eltcie nahra-
dena gradientovou (Lookhart a Jones, 1985),
pri ktorej boli jednotlivé zlozky mobilnej fazy,
po optimalizacii s ohladom na dostato¢né
rozliSenie pikov (R>1,5), mie$ané v pomeroch
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uvedenych v casti Pacienti a metody (Graf 6).
Tento aspekt po optimalizacii umoznil skratit
dobu analyzy z 55min. na 38 min.

Optimalizované bolo pH fosfatového pufru
v mobilnej fize (10 mM KH_PO,) v rozmedzi
pH 5,34-7,4 (s ohladom na disocia¢né kon-
stanty AMK), pricom najoptimalnej$ia odozva
GABA bola zaznamenana pri pH 5,8 (vysledky
nie su spracované graficky).

Po zostrojeni kalibra¢nej krivky v koncen-
tra¢nom rozpéti 1-100 uM bolo mnozstvo
glutaminu v CSL pacientov s SM nachddzal
v koncentracii priblizne 2x vyssej ako najvyssi
bod krivky (1826,75ng/mL). Aj tento fakt
mohol byt pri¢inou neschopnosti detekovat
sucasne v CSL stopové koncentracie GABA
krivky. Nasim cielom bolo stanovit hladiny
zvolenych excita¢nych a inhibi¢nych neuro-
transmiterov ako aj ostatnych AMK v CSL,
a preto boli dal$ie podmienky (derivatizacia
aminokyselin) met6dy optimalizované bez

glutaminu, aby sme boli schopni detekovat aj
nizke hladiny GABA.

Optimalizdcia podmienok derivatizdcie
aminokyselin

Koncentracia ME je dolezitym faktorom
stability komplexu OPA-ME, a teda aj miery
interferencie produktov hydrolyzy OPA. Jedna
sa o rovnovaznu reakciu, pri ktorej pridavok
ME redukuje mnozstvo OPA, ktor¢ je k dispo-
zicii pre reakciu s aminokyselinami, a zaroven
redukuje interferenciu pozadia (Dorresteijn
a kol., 1996). Dousa a kol. (2012) pouzili ako
DC zmes 6mM OPA a 28 mM ME v 50 mM
boraxe pH 10,5 s molarnym pomerom [ME]/
[OPA] = 0,47. S vekom DC sice klesala in-
terferencia pozadia, ale zaroven klesala aj
koncentracia vznikajucich derivatov (Graf 1),
preto bolo pripravované Cerstvé pred kazdou
derivatizaciou. Po¢nuic tymto pomerom (0,47)
boli na zaklade literdrnych udajov (Hanczké
a Molnar-Perl, 2003) testované dalsie pomery
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= X
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]
% & % * Gly
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4 2] X
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Graf 1. Zavislost plochy derivatov 10 uM Asp, Glu, Gln, Gly a 9,7 uM GABA od veku derivatiza¢ného ¢inidla. Zmesi

AMK boli derivatizované 1/1 (v/v) ¢inidlom, ktoré obsahovalo 6 mM OPA a 28 mM ME ([ME]/[OPA]=0,47) a 50 mM

borax pH9,5. Analyty boli eluované zmesou acetonitril (A)/10mM KH,PO, pH 5,8 (B), ktoré boli miesané v pomere

- min. (% B): 0 (95); 5 (95); 25 (70); 28 (30); 29 (30); 32 (95); 38 (95) pri prietoku mobilnej fazy kolénou 1 mL/min
a davkovanym objemom 20 pL. Detekcia prebiehala pri exc./emis. vinovej dizke 330/440 nm
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Graf 2. Zavislost plochy derivatov 4,85uM GABA a 5uM Glu od pomeru [ME]/[OPA] (50 mM borax pH10,4;
GABA+Glu+H20/DC (v/v)=1). Analyty boli eluované mobilnou fizou 10mM KH,PO, (pH 7,2)/ACN v pomere
4/1 pri prietoku 0,8 mL/min. Na kolénu bolo injektovanych 20 uL roztoku. Detekcia prebiehala pri exc./emis. vlnovej

dizke 330/440 nm
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Graf 3. Zavislost plochy derivatov 4,85uM GABA a 5uM Glu od pH boraxu (50 mM; [ME]/[OPA] =4,67). Analyty
boli eluované mobilnou faizou 10mM KH,PO, (pH7,2)/ACN v pomere 4/1 pri prietoku 0,8 mL/min. Na kolénu bolo
injektovanych 20 uL roztoku. Detekcia prebiehala pri exc./emis. vinovej dizke 330/440 nm

[ME]/[OPA] v rozpiti 0,058-95,9 na $tandarde = meroch [OPA]/[GABA] 1,237; 2,474; 12,371.
GABA pri jej koncentracii v nastrekovom Najviac derivatu (16042mV/s) pri danom
roztoku 48,5 uM; 24,25 uM a 4,85uM a pri po-  pH boraxu (9,4) sa vytvorilo pri pouziti DC
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Graf 4. Zavislost plochy derivatov 4,85 uM GABA a 5uM Glu od dizky doby derivatizacie (50 mM borax pH 10, [ME]/

[OPA]=4,67). Analyty boli eluované zmesou acetonitril (A)/10 mM KH,PO, pH 5,8 (B), ktoré boli miesané v pome-

re - min. (% B): 0 (95); 5 (95); 25 (70); 28 (30); 29 (30); 32 (95); 38 (95) pri prietoku mobilnej fazy kolénou 1 mL/min
a davkovanym objemom 20 uL. Detekcia prebiehala pri exc./emis. vinovej dizke 330/440 nm

S +Gly BGlu
= 25000 AAsp GABA
E
= v (Glu) = 3,989x + 144,227
%_ e R*=0,999
£ 15000 v (Asp) = 2,629x + 159,289
= R: = 0,999
10 000 v (Gly) = 59655+ 738,634
R*=0,999
2o 3 y (GABA)= 5.8367x+ 153,83
R2=0,999

1000 1500 2000 2500 3000 2500 4000

koncentricia [pmol/mL]

Graf 5. Kalibra¢na krivka zmesi aminokyselin. (50 mM borax pH 10, [ME]/[OPA]=4,67). Analyty boli eluova-

né zmesou acetonitril (A)/10mM KH,PO, pH5,8 (B), ktoré boli miesané v pomere — min. (% B): 0 (95); 5 (95);

25 (70); 28 (30); 29 (30); 32 (95); 38 (95) pri prietoku mobilnej fazy kolénou 1 mL/min a divkovanym objemom 20 pL.
Detekcia prebiehala pri exc./emis. vinovej dizke 330/440 nm

s pomerom [ME]/[OPA]=1,49, nasledne so
stipajucim mnozstvom ME plocha derivatu
klesala (pri pomere 2,33 takmer o 14 %). Op-
timalizacia pomeru [ME]/[OPA] pokracovala
pridanim daldej aminokyseliny - Glu pri pH
boraxu aj 10,4 (Buteau a kol., 1984). Odozva
bola najvyssia pri pH 10,4 a pomere 4,67
(Graf 2).
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Rychlost kazdej z predpokladanych reakcii
je pravdepodobne optimalna pri urc¢itom pH.
HIadané bolo také pH tlmivého systému (50 mM
borax), pri ktorom bude rychlost produkcie flu-
oreskujucich derivatov ovela vyssia ako rychlost
ich hydrolyzy. Pri optimalizovanom pomere
[ME]/[OPA] 4,67 bolo testované pH boraxu
v rozmedzi 8,5-10,4 (Hanczko a Molnar-Perl,




mnn 3
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Graf 6. Chromatograficky zaznam zmesi $tandardov 3,75 uM Asp, Glu, Gly a 3,64 uM GABA a CSL pacienta s SM.

Aminokyseliny, CSL a voda boli derivatizované 1/1 (v/v) ¢inidlom, ktoré obsahovalo 6 mM OPA a 28 mM ME ([ME]/

[OPA] =4,67) a 50 mM borax pH 10. Vysledny roztok bol inkubovany 15 min. prilab, tep. a nasledne v objeme 20 uL in-

jektovany na kolénu. Analyty boli eluované zmesou acetonitril (A)/10 mM KH_ PO, pH 5,8 (B), ktoré boli mieSané v po-

mere - min. (% B): 0 (95); 5 (95); 25 (70); 28 (30); 29 (30); 32 (95); 38 (95) pri prietoku mobilnej fazy kolonou 1 mL/min.
Detekcia prebiehala pri exc./emis. 330/440 nm

2003) s najvyssou plochou piku GABA pri
pH 10,4 a Glu pri pH 10,0 (Graf 3). Zvolené
bolo pH 10, pri ktorom bola vyska piku Glu
a GABA priblizne rovnaka.

Pre zabezpecenie priebehu kompletnej re-
akcie OPA s aminokyselinami je dolezity aj
reakény cas. Zmes bola inkubovana 0-10, 15
a 20min. pri laboratérnej teplote (Hanczké
a Molnar-Perl, 2003). Najviac derivatu sa vy-
tvorilo ak derivatizacia prebiehala 15 minut
pri laboratornej teplote (Graf 4). V tomto
kroku sme zacali pracovat s dal$imi dvomi
aminokyselinami - Asp a Gly (Graf 6).

Za podmienok optimalizovanych uvedenymi
krokmi:

« DC: 20uL 6 mM OPA +20pL 28 mM

ME + 960 uL 50 mM borax pH 10

o 100pL $t. Asp+100puL st. Glu+100uL

$t. Gly + 100 uL $t. GABA +400 uL DC

o inkubdcia 15min. pri lab. tep. (25°C)

+ mobilnd faza: A: ACN, B: 10 mM KH, PO,

pH 5,8; prietok 1 mL/min
« gradientovy program: min. (% B): 0 (95);
5 (95); 25 (70); 28 (30); 29 (30); 32 (95);
38 (95)

o fluorescen¢ny detektor: excitacia/emisia
330/440 nm
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bola zostrojena kalibra¢na krivka pre ami-
nokyseliny Asp, Glu, Gly GABA v rozsahu
0,04-30 uM zodpovedajuca 5-3750 nM = pmol/mL
v nastreku (Graf 5). Néasledne bola meto-
dika testovana aj na vzorkach CSL pacientov
s SM a kontrolnej skupiny neurologickych
pacientov (Graf 6). Z predbeznych vysledkov
mozno konstatovat, ze koncentriacie Gly su
v CSL priblizne 2x vyssie u SM (asi 1,8 pM),
GABA priblizne 3x vyssie u SM (150 nM), Asp
priblizne rovnaké u oboch skupin (20 nM),
glutamat nedetekovatelny u SM, u kontrol
priblizne 10 nM.

ZAVER

Optimalizovana bola metéda RP-HPLC
na stanovenie aminokyselin v ludskom likvore
s fluorescen¢nou detekciou a gradientovou
elaciou. Stanovenie AMK v biologickom ma-
teridli sa zvycajne robi v krvi, resp. v tka-
nivach experimentdlnych zvierat (de Freitas
Silva a kol., 2009). CSL vdaka svojej tesnej
interakcii s mozgovym tkanivom lep$ie ako
krv odrdza situaciu v mozgu, no napriek tomu
metdd na stanovenie stopovych koncentracii
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aminokyselin v CSL je malo (Spreux-Varoquaux
a kol., 2002; Eckstein a kol., 2008) a v suvis-
losti s SM e$te menej (Sarchielli a kol., 2003).
V CSL sa nam podarilo po optimalizacii
stanovit 2 excitacné (Asp, Glu) a 2 inhibi¢né
neurotransmitery (Gly, GABA).

GABA je jeden z hlavnych inhibi¢nych neu-
rotransmiterov v CNS, ktory ma klacovu tlohu
pri normalnej ¢innosti mozgu (Klueva a kol.,
2008). Poruchy metabolizmu GABAergného
systému boli demonstrované pri mnohych ne-
urologickych a neuropsychickych ochoreniach
napr. v patofyziologii depresie a anxiety (Mann
a kol., 2014). Stadii spajajucich GABA s SM je
pomerne malo (Tajouri a kol., 2003; Kuroda
a kol., 1982). Koncentracia GABA v CSL zdra-
vych Tudi sa uvadza rddovo v desiatkach az
stovkach pmol/mL (nM) (Mann a kol., 2014;
Kuroda a kol., 1982; Naini a kol., 1993), ¢o je
v stlade s nasimi vysledkami (50 nM).

Glycin je hlavny inhibi¢ny neurotransmiter
v mieche a zdroven umocnuje ucinok exci-
tacnych AMK na trovni NMDA receptorov
(Davidoft, 1990).

V CSL sa nam podarilo identifikovat aj
pik s obrovskou plochou nad detekénym li-
mitom met6dy - glutamin, ktory moze spolu
s pyroglutamatom do velkej miery prispievat
k metabolizmu glutamatu (Eckstein a kol., 2008).

Glutamat je hlavny excita¢ny neurotransmiter
v CNS (Ozawa a kol., 1998), okrem toho ma
mnozstvo funkcii spojenych s metabolickou
regulaciou a zanikom neurénov na podklade
excitotoxicity (Yi a Hazell, 2006). Intracelu-
larna koncentracia glutamatu za fyziologickych
podmienok je 100 mM, ale len 1-3 uM v extra-
celuldrnom priestore (Storm-Mathisen a kol,,
1992). Hladina glutamatu v CSL neurologic-
kych kontrol (bolest hlavy, krénej a driekovej
chrbtice) sa pohybuje okolo 1,2+0,1 uM (Stover
a kol., 1997). Hladina glutamatu a aspartatu
je v CSL pacientov bez ochorenia CNS a PNS
3,399+ 1,16 uM a 2,63 +0,68 uM (Sarchielli
a kol., 2003). Tieto hodnoty st o dva rady
vyssie ako v pripade nasich vzoriek CSL, ¢o
moze byt spdsobené niekolkymi mechaniz-
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mami (Goldsmith a kol., 1987), ktorymi sa
v buducnosti planujeme zaoberat.

K tymto odchylkam mohol prispiet aj pri-
blizne polovi¢ny spdtny navrat pri koncentracii
$tandardov 5-50 nmol/L oproti 98,4 %, 101,1 %,
98,7 %, 105,5% pre Asp, Glu, Gly a GABA pre
koncentracie 125-3750 nmol/L. V budutcnosti
preto planujeme pokracovat v optimalizacii
metodiky pre dosiahnutie pozadovanej presnosti
aj pri stopovych koncentraciach Asp a Glu.
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ABSTRAKT

Proteomika, zaoberajuca sa $tudiom pro-
teinov pritomnych v telesnych tkanivach
a tekutinach, si v sicasnej dobe ziskava
Coraz vic$iu pozornost, pretoze mnozstvo
a typ proteinov nachadzajucich sa v teles-
nych tkanivach a tekutinach odzrkadluje
fyziologické resp. patofyziologické pod-
mienky v organizme. Zaujem o proteomicku
analyzu mocu v poslednych rokoch neustale
rastie, pretoZe na rozdiel od telesnych tkaniv
a inych telesnych tekutin, mdze byt mo¢
ziskavany neinvazivnym spdsobom, vo velkych
mnozstvach a jeho odber sa da velmi lahko
zopakovat. Velky zaujem sa zadina venovat
aj proteomickej analyze exozomov, pretoze
proteiny obsiahnuté v tychto malych vezikulach
mdzu byt potencialnymi biomarkermi nielen
ochoreni obli¢iek a urogenitalneho traktu ale
aj roznych distalnych organov.

Klucové slova: proteomika, biomarker,
moc¢, exozomy,
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ABSTRACT

Proteomics, dealing with the study of proteins
present in body tissues and fluids, is gaining
more and more attention because the amount
and type of proteins found in body tissues
and fluids reflect physiological or pathophysi-
ological conditions in the organism. In recent
years the interest about proteomic analysis of
urine is growing because unlike body tissues
and other body fluids, urine can be obtained
non-invasively, in large quantities and its col-
lection can be easily repeated. Great interest
has started to focus on the proteomic analysis
of exosomes because proteins present in these
small vesicles may be potential biomarkers of
kidney diseases and diseases of urogenital tract
as well as various diseases of distal organs.

Key words: proteomics, biomarker, urine,
exosomes

UvoD

Proteomika je vedna disciplina, ktora sa za-
obera $tudiom proteinov, ktoré su pritomné




v réznych tkanivach a telesnych tekutinach
v ur¢itom case a za urcitych podmienok (Bar-
bosa a kol., 2012; Mauri a Scigelova, 2009).
Kazda bunka pritomna v zZivych organizmoch
vytvara tisicky proteinov, ktorych subor sa
oznacuje ako proteom (Ali a kol., 2010). Pro-
teom je ¢asovo a bunkovo $pecificky a zahfna
vSetky proteiny pritomné v bunke v danom
¢ase, vratane proteinovych izoforiem a rov-
nako aj ko- a post-transla¢cne modifikované
formy proteinov (Neverova a Van Eyk, 2005).
Mnozstvo a typ pritomnych proteinov sa meni
s fyziologickym stavom bunky alebo tkaniva
v ktorom sa proteiny nachadzaju (Mitulovic¢
a Mechtler, 2006). Zmeny v koncentraciach
a $truktarach proteinov pravdepodobne odzr-
kadluju zmeny v ochoreni, a tym sa proteiny
stavaju atraktivnymi kandidatmi v procese
objavovania biomarkerov (Zhao a Lin, 2014).
Biomarkery su biologické molekuly, ktoré
mozu byt sledované kvoli zisteniu pritomnosti
alebo absencie patologickych procesov. Idealny
tumorovy marker by mal mat vysoku citlivost
a $pecificitu, mal by byt prakticky, financ¢ne
nendro¢ny a minimdlne invazivny na testo-
vanie. Av3ak nie je mozné aby jeden biomarker
splnal véetky idedlne kritérid a preto moze byt
nevyhnutné pouzitie viacerych biomarkerov
na detekciu ochorenia (Larkin a kol., 2010).
V budtcnosti by cielend proteomicka analyza
mala umoznovat rychlu verifikaciu a validaciu
biomarkerov aplikovand na dostato¢ne velku
skupinu vzoriek, ktora je potrebna v rozsiahlych
klinickych $tadiach (Mauri a Scigelova, 2009).
Cielom proteomiky je komplexnd iden-
tifikacia proteinov, ktoré poskytuju pohlad
do bunkovych signalnych ciest ochoreni a na-
pomaha pri objavovani novych biomarkerov,
ktoré by boli prospesné pri skorej detekcii
ochorenia, pri ur¢ovani progndzy a predpove-
dani odpovedi organizmu na $pecificka liec¢bu.
Skora diagnostika ochorenia je neraz rozho-
dujlica pre zvySenie miery prezitia pacientov
a objavovanie $pecifickych biomarkerov moze
byt preto pouzivané pri zlepSovani presnosti
klinickej diagnézy (Zhao a Lin, 2014).
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V poslednych rokoch sa proteomika coraz
viac sustreduje na objavovanie potencialnych
biomarkerov ochoreni v telovych tekutinach,
pretoze v porovnani s analyzou tkaniv, ana-
lyza biologickych tekutin poskytuje moznost
pracovat s va¢simi mnozstvami vzoriek, ktoré
su ziskavané neinvazivnymi alebo menej in-
vazivnymi postupmi (Pin a kol., 2013). Preto
sledovanie biomarkerov ochoreni v telovych
tekutindch, ktoré su ziskavané neinvazivnym
sposobom, sa javi byt dobrou alternativou pre
mozny skrining (Hessels a Schalken, 2013).

Komplexnost proteému a velky dynamicky
koncentra¢ny rozsah proteinov v biologickej
vzorke predstavuji problém pri proteomickej
analyze. Na odkrytie proteinov pritomnych
v komplexnych vzorkach v malych mnozstvach
je potrebna separacia proteinov najcastejsie pro-
strednictvom metdd jedno- a dvoj- rozmernej
gélovej elektroforézy alebo metdd kvapalinovej
chromatografie (Mauri a Scigelova, 2009).
Na identifikdaciu rozseparovanych proteinov
pritomnych v biologickej vzorke sa najcastejsie
pouziva hmotnostna spektrometria. Viacero
identifikovanych proteinov ma casto potencial
biomarkerov ochoreni (Barbosa a kol., 2012).

PROTEOMICKA ANALYZA MOCU

Mo¢ je pravdepodobne druhd najvyznam-
nejsia telova tekutina po krvi, ktord sa vyuziva
vo vSeobecnych proteomickych $tudiach (Thon-
gboonkerd, 2007 a). Mo¢ je velmi atraktivny
zdroj potenciadlnych klinickych biomarkerov,
pretoze vzorky mocu su ziskavané neinva-
zivhym sposobom, vo velkych mnozstvach
a su stabilnejsie ako vzorky tkaniv alebo krvi
(Giusti a Dolo, 2014; Mistry a kol., 2013).
Proteomicka analyza mocu poskytuje pohlad
nielen na biologické procesy prebiehajuce
v ramci obli¢iek a urogenitalneho traktu, ale
vzhladom ku glomeruldrnej filtracii krvi mozu
byt v nom identifikované aj cirkulujice biomar-
kery (Mistry a kol., 2013). Proteiny pritomné
v moci boli pouzité ako markery pre ochorenia
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obli¢iek (diabetickej nefropatie, akutneho po-
skodenia obli¢iek, obstruktivnej nefropatie),
urogenitalneho traktu (karcinému prostaty,
karcindmu mocového mechura), rovnako ako aj
pre ochorenia distalnych, periférnych organov,
akymi su mozog a creva (Kentsis a kol., 2009;
Marimuthu a kol., 2011). Okrem kvantitativnych
zmien v exkrécii mocovych proteinov, niektoré
oblickové alebo systémové ochorenia mdzu
zapricinit aj kvalitativne zmeny vo vylucovani
mocovych proteinov (Thongboonkerd, 2007 b).
Analyza protedmu moc¢u moze byt takto pouzita
pri diagnostike ochorenia, liecebnom sledovani
a pri prognéze (Sun a kol., 2005).

Pretoze zbieranie mocu je neinvazivne, za-
ujem lekarskej spolo¢nosti sa sustreduje na po-
uzivanie mocu ako diagnostického prostriedku
pre identifikdciu proteinovych a peptidovych
biomarkerov (Khan a Packer, 2006). Nanestastie
existuje niekolko bariér, ktoré brzdia uspech
v tejto oblasti a analyza proteému mocu nie
je jednoduchou ulohou, pretoze mo¢ obsahuje
nizku koncentraciu proteinov, vysoké mnoz-
stva soli alebo inych interferujucich zloziek
a najdolezitejsie, je charakterizovany vysokym
stupniom intra- aj inter- individudlnej variabi-
lity. Napriek tomu, proteomika mocu je jednou
z najatraktivnejsich sub-disciplin v klinickej
proteomike (Thongboonkerd, 2007 c). Hlavnymi
cielmi neddvnych mocovych proteomickych
studii su: 1. charakterizacia normalneho mo-
¢ového proteomu (snaha identifikovat vietky
typy a tvary mocovych proteinov) a zhoto-
venie mapy proteému mocu, 2.objavovanie
biomarkerov a diagnostika ochoreni a 3. lepsie
pochopenie (pato)fyziologie obli¢iek (Thong-
boonkerd, 2007 b).

Zlozenie mocu nie je konstantné a koncen-
tracia proteinov pritomnych v moci sa moze
menit a pohybovat sa od mg/L az g/L v zavis-
losti od ¢asu odberu vzorky, stravy, cvicenia
a zdravotného stavu. Taktiez je velmi dolezité
spomenut dennu intra- a inter- individudlnu
variabilitu proteému mocu (Rodriguez-Sudre-
zova a kol., 2014). Molina a kol. vo svojej praci
poukazali na skuto¢nost, ze popri ,verejnom"

66

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2015

protedme mocu, ktory je spolo¢ny u zdravych
jedincov sucasne ko-existuje ,,sukromny”
mocovy protedm, ktory je viac $pecificky pre
kazdého jedinca (Molina a kol., 2011).

Komplexnost mocového proteému sa rychlo
rozvija s vyvojom MS metdd a doteraz bolo
detegovanych viac ako 3500 proteinov, ktoré
boli vylu¢ované za réoznych podmienok (Mistry
a kol., 2013).

CHARAKTERISTIKA EXOZOMOV
A INYCH EXTRACELULARNYCH
VEZIKUL

Eukaryotické bunky okrem intracelularnych
organel obsahuju aj extracelularne organely
(vezikuly), ktoré su uvolnované do extracelular-
neho priestoru a medzi ktoré patria exozémy,
ektozédmy a apoptické pluzgieriky. Tieto rozne
typy extracelularnych vezikdl sa navzajom od
seba li§ia mechanizmom, ktorym si uvoliiované
do extraceluldarneho priestoru (Mathivanan
a kol., 2010; Akers a kol., 2013). V tabulke 1
sa nachadza prehlad vlastnosti jednotlivych
extracelularnych vezikul.

Exozémy su malé vezikuly (priemer 30-
100 nm) endozomadlneho povodu, ktoré su
uvolnované do extracelularneho priestoru
rozmanitymi typmi buniek za fyziologickych
aj patofyziologickych podmienok (Fang a kol.,
2013; Dimov a kol., 2009). Tieto nanovezi-
kuly st pritomné v Sirokom rozsahu telovych
tekutin, ako je mo¢, plazma, sliny, materské
mlieko, synovialna tekutina, plodova voda
a v mnohych daldich (Fang a kol., 2013; Moon
a kol., 2011). Exozémy su zlozené z lipidovej
dvojvrstvy s transmembranovymi proteinmi
a z hydrofilného jadra, ktoré obsahuje proteiny,
mRNA a mikroRNA (miRNA) (Fang a kol,,
2013). Proteomicka analyza exozémov sa ¢oraz
Castejsie stava ciefom viacerych vyskumnych
skupin, pretoze proteiny pritomné v exozd-
moch modzu byt potencidlnymi biomarkermi
roznych ochoreni.




TAB. 1. VLASTNOSTI EXTRACELULARNYCH VEZIKUL
(Akers a kol., 2013; Fang a kol., 2013; Mathivanan a kol., 2010; Moon a kol., 2011)

mRNA, mikroRNA

’ ' ' A ickeé
Vlastnost Exozomy Ektozomy ,POP,UC, ¢
pluzgieriky
velkost (priemer) 30-100 nm 100-1000 nm 500-4000 nm
. homogénne - . R .
morfolégia . heterogénne-rozne tvary heterogénne
v tvare pohéra
sposob uvolnenia
do extracelularneho regulovany regulovany regulovany
priestoru
Jodenie proteiny, lipidy, proteiny, mRNA, proteiny, mRNA,

mikroRNA mikroRNA, DNA

Alix, TSG101, HSC70,

proteinové markery CD63. CD81. CD9

selektiny, integriny,
CD40, metaloproteinazy

histony, anexin V,
trombospondin

Biogenéza exozémov

Mechanizmus vylu¢ovania exozémov moze
byt popisany niekolkymi krokmi. V prvom
kroku procesu, apikdlne membranové pro-
teiny podliehaju endocytéze. V druhej faze je
endozém nasmerovany do multivezikularnej
organely (MVB). Signadl, ktory md na starosti
oznacovanie plazmatickych membranovych
proteinov pre ich zac¢lenenie do MVB je mo-
noubiquitindcia. V tretej faze sa endozdém
spaja s MVB. Nasledne su apikalne plazmatické
membranové proteiny segregované vo von-
kajSej membrane MVB a nasledne su interna-
lizované membranovou invaginaciou. V tejto
taze vznikajuce intralumenalne vezikuly (ILV)
zachytavaju proteiny, mRNA a mikroRNA cy-
toplazmy bunky. V poslednej faze sa vonkajsia
membrana MVB spdja s apikalnou plazmatickou
membranou a dochddza k uvolneniu ILV, ktoré
sa po uvolneni do priestoru mocu nazyvaju
exozémy. Exozémy obsahuju membranové aj
cytosolické proteiny bunky (Hoorn a kol., 2005;
Moon a kol., 2011; Mathivanan a kol., 2010).
Mechanizmus tvorby a uvolnovania exozémov
z buniek je zobrazeny na obrazku 1.

Zlozenie exozémov zavisi od povodnej
bunky. Avsak, vSetky exozémy obsahuju ur-
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¢ité mnozstvo spolo¢nych proteinov, medzi
ktoré patria CD63, CD9, Alix a TSG101. Alix
a TSG101 su cytosolické proteiny zapojené
v multivezikularnej endozomalnej biogenéze.
CD63 a CD9 st molekuly, ktoré sa zucastnuju
pri bunka-bunka adhézii a fuzii. V exozémoch
taktieZ boli objavené proteiny, ktoré su $pecifické
pre konkrétne bunky a ktoré pravdepodobne
odzkadluju biologicku funkciu rodic¢ovskej
bunky (Man a Flores, 2012; Chen a kol., 2013;
Moon a kol., 2011).

Uloha exozémov v medzibunkovej komu-
nikacii a dalsie funkcie exozémov

Exozémy zohravaju kltucovu ulohu pri me-
dzibunkovej komunikdcii, pri ktorej dochadza
k prenosu genetickej informacie z jednej bunky
do druhej bunky (Fang a kol., 2013; Akers
a kol., 2013; Valadi a kol., 2007). V sucasnosti
je znamych niekolko mechanizmov, ktoré sa
uplatnuju pri interakcii exozémov s cielovymi
bunkami: 1) exozomalne membranové proteiny
mozu interagovat s receptormi ciefovych bu-
niek a tak vyvolat intraceluldrnu signalizaciu;
2) exozomalne membranové proteiny mozu
byt rozstiepené protézami v extracelularnom
priestore a odstiepené fragmenty mozu potom
vystupovat ako rozpustné ligandy, ktoré sa
viazu na povrchovy receptor cielovej bunky.
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Obr. 2. Mozné mechanizmy uplatiiované pri medzibunkovej komunikacii sprostredkovanej exozomami
(upravené podla Mathivanana a kol., 2010)

Nasledne sa tymto mechanizmom aktivuje membrdna cielovych buniek moze byt takto
signaliza¢na kaskada v cielovej bunke; 3) exo- modifikovana pridanim novych membranovych
zémy sa moOzu spojit s membranami cielovych  receptorov (z membran exozémov) a réznych
buniek a uvolnia svoj obsah do prijemcovskej lipidov. Exozémové molekuly (proteiny, mRNA
bunky neselektivnym spdsobom. Povrchova a mikroRNA) moézu nasledne aktivovat viacero
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signaliza¢nych udalosti v prijemcovskej cielovej
bunke (Mathivanan a kol., 2010; Camussi a kol.,
2010). Spomenuté mechanizmy medzibunkovej
komunikacie uskuto¢novanej prostrednictvom
exozOémov su znazornené na obrazku 2.

Exozémy taktiez zohravaju dolezitu ulohu
pri neklasickom sposobe vylu¢ovania réznych
tyziologicky dolezitych proteinov (napr. -ka-
teninu) a pri vylucovani nepotrebnych alebo
poskodenych proteinov. Exozémy uvolnované
bunkami imunitného systému zohravaju do-
lezité ulohy v ramci normdlneho imunitného
systému ale aj pri tumorovej imunomoduldcii,
pretoze exozémy su schopné poskytovat an-
tigény ziskané z patogénov alebo vykonavat
imunosupresivne alebo cytotoxické funkcie.
Patogény mozu vyuzivat exozémy ako pros-
triedok medzibunkového $irenia a komunikacie,
pretoze exozdmy su schopné prenasat virusové
proteiny, ktoré mozu podporovat patogenézu
alebo tnik bunky z imunitného systému. Pocas
vyvoja tumoru interaguju tumorové bunky
so svojim okolitym mikroprostredim tak, Ze
podporuju rast, prezitie a invaziu tumoru.
Exozémy ziskané z tumorovych buniek su
dolezitymi sprostredkovatelmi mnohych tychto
procesov, vratane proliferacie tumorovych bu-
niek, angiogenézy, metastaz, prestavby stromy
a modulacie imunitného systému (Fang a kol,,
2013). Objavujuce sa udaje poukazuju aj
na spojenie exozdmov s réznymi ochoreniami,
vratane zdpalu, oblickovych ochoreni, Alzhei-
merovho ochorenia, bakteridlnych a virovych
infekcif a alergii (Man a Flores, 2012; Camussi
a kol., 2010).

Proteomicka analyza exozémov

Proteomicka analyza exozémov mocu
(LC-MS/MS) identifikovala proteiny pocha-
dzajuce z oblickovych epitélii, konkrétne glome-
rularnych podocytov (podocin, podokalyxin),
proximalneho tubulu (napr. megalin, AQPI,
y-glutamyltransferdza), vzostupného ramena
Henleho slucky (napr. THP, CD9), distalneho
stoceného kanalika a zberného kanalika (napr.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2015

AQP2, mucin-1). Navyse, boli identifikované
aj vysoko abudantné proteiny pochadzajuce
z prechodového epitélia mocového mechira
(uroplakin-1 a uroplakin-2). Preto proteomicka
analyza mocu moze potencidlne poskytovat
pohlad na fyziologické alebo patofyziologické
procesy prebiehajuce vo vietkych typoch
epitelovych buniek, ktoré su sucastou vyluco-
vacej sustavy (Pisitkun a kol., 2004). Izolacia
mocovych exozémov mdze napomoct analyze
dolezitych latok, pretoze zvysuje koncentraciu
mocovych proteinov, mRNA a miRNA, ktoré su
pritomné v mo¢i v malych mnozstvach a ktoré
maju potencialny patofyziologicky vyznam.
Preto analyza mocovych exozémov moze po-
skytovat informacie o patofyziologickom stave
buniek mocového traktu (Fang a kol., 2013).
Exozdémy izolované z mo¢u mozu byt dobrym
materialom pre objavovanie biomarkerov ocho-
reni vylu¢ovacej ststavy v klinickych vzorkach
vdaka ich atraktivhym charakteristikam ako
je ich povod z buniek lemujicich mocovy
trakt, nizka komplexnost proteinov a obsah
cytosolickych a membranovych proteinov dar-
covskych buniek. Avsak jednym z problémov
s ktorym sa stretdvame pri exozémoch je ten,
ze proteiny pritomné v exozémoch sa izoluju
tazSie v porovnani s rozpustnymi proteinmi
pritomnymi v moci (Moon a kol., 2011).

Metddy izolacie a Cistenia exozémov

Na izolaciu mocovych exozémov sa naj-
CastejSie pouzivaju bezné metody akymi su
ultracentrifugacia alebo filtracia, alebo kom-
bindcia oboch metod. Véadsina stadii vyuziva
dvojkrokovu diferencialnu centrifugaciu, pri
ktorej sa v prvom kroku pouziva nizkorych-
lostna sekvencna centrifugdcia, pri ktorej
dochddza k odstranovaniu buniek a bunko-
vych suti (mocovy sediment) z mocu, pricom
exozomy zostavaju v supernatante. V druhom
kroku sa pouzije ultracentrifugacia superna-
tantu pri 100 000-200 000 g rychlosti, kedy
dochddza k sedimentacii exozomov. Hlavnymi
nedostatkami tohto postupu je vysoka troven
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kontaminacie sposobend uromodulinom a nedo-
statocnd separdcia exozomov od ostatnych EV
a membranovych castic (Man a Flores, 2012).
TaktieZ sa na izoldciu exozémov velmi casto
pouziva imunoizolacia, pri ktorej sa pouzivaju
magnetické gulicky s naviazanymi protilatkami,
ktoré su Specifické pre proteiny nachadzajtce
sa na exozomoch (imunoafinitny pricip) (Akers
a kol., 2013; Mathivanan a kol., 2010).
Exozomy su casto znecistené inymi mem-
branovymi vezikulami, akymi st ektozémy
a apoptické pluzgieriky (Mathivanan a kol.,
2010; Akers a kol., 2013). Na ziskavanie (is-
tejsich frakcii mocovych exozomov je vzorka,
ktora je ziskana po pouziti metédy dvojkrokove;
diferencidlnej centrifugacie, dalej spracovana
pouzitim sacharézovej gradientovej centrifu-
gacie. Sacharozova gradientova centrifugacia
moze byt vykonand v linedrnych alebo v kroko-
vych gradientoch a typicky pouzivané koncen-
tracie sachardzy su v rozmedzi 2,0 M-0,25 M.
Sachar6zova gradientova centrifugdcia takto
vedie k lepsej separacii exozémov od vezikul
s roznymi hustotami (ektozomy, apoptické
pluzgieriky) v porovnani s diferencidlnou
centrifuga¢nou metéddou. Avsak tdto metdda
nerie$i problém suvisiaci s odstranovanim
uromodulinu (Man a Flores, 2012).
Uromodulin, nazyvany aj Tamm-Horsfallov
glykoprotein (THP), je vylu¢ovany bunkami
obli¢iek, konkrétne vzostupnym ramenom
Henleho sluc¢ky (Man a Flores, 2012; Pisitkun
a kol., 2006). Uromodulin je najabundantnej$im
proteinom v moci a mdze dosiahnut koncen-
tracie az 1,5 mg/mL mocu a jeho ulohou je
chranit mocovy trakt pred patogénmi a taktiez
moze zohravat ulohu pri potlacani tvorby
kamenov v presytenom moci (Chen a kol.,
2013; Pisitkun a kol., 2006). Uromodulin
sa v moci zhromazduje do intracelularnych
vlakien, ktoré maju tendenciu vytvarat troj-
rozmernu vldknovu siet. Tato vldknova siet
zachytava exozémy a zabranuje ich ucinnej
izolacii a cisteniu pri pouzivani tradi¢nych
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metdd a tak znacne znizuje vytaznost vzorky
a reprodukovatelnost analyzy (Man a Flores,
2012). Na depolymerizaciu a odstranenie uro-
modulinu mézu byt pouzité redukéné ¢inidla,
akym je (Pisitkun a kol., 2006) ditiotreitol
(DTT), ktory redukuje intermolekuldrne di-
sulfidické viazby uromodulinu (Man a Flores,
2012), alebo CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)
dimetylamonio]-1-propansulfonat). CHAPS je
jemnej$im detergentom v porovnani s DTT
a je lepsi v udrziavani funkénej proteinovej
integrity (Musante a kol., 2012).

Na proteomickud analyzu exozémov pocha-
dzajucich z roznych typov buniek a telovych
tekutin sa zvyknu pouzivat hmotnostna spektro-
metria, Western bloting, fluorescenc¢ne aktivo-
vané triedenie buniek, FACS s imunoznacenim
a imunoelektréonova mikroskopia (Mathivanan
a kol., 2010; Man a Flores, 2012).

V poslednom case badat velky zdujem
o pouzivanie mocovych exozémov v klinickej
proteomike ako novy zdroj pri objavovani
biomarkerov: na skoru detekciu ochorenia,
klasifikaciu, na predpovedanie zavaznosti
ochorenia, zaverov a odpovede na liecbu. Po-
uzivanie mocovych exozémov pri objavovani
biomarkerov ma viacero dolezitych vyhod:
1. izolacia exozémov redukuje komplexnost
protedmu mocu, pretoze napomdha minima-
lizovat vysokoabundantné proteiny v moci
a tiez obohatit sub-protedm o proteiny, ktoré
su pritomné v exozomoch, 2. exozémy ob-
sahuju dolezité informadcie o roznych typoch
epitelovych buniek mocovej ststavy a mozu byt
preto pouzité pri skimani fyziologickych alebo
patofyziologickych procesov prebiehajtcich
prakticky v kazdom type epitelovych buniek,
ktoré celia mocovému priestoru a 3. exozémy
obsahuju mnoho proteinov spajanych s ocho-
renim (biomarkery) a preto sa proteomicky
vyskum mocovych exozémov stava jednym
z novych trendov v oblasti objavovania bio-
markerov v mo¢i (Hoorn a kol., 2005; Moon
a kol., 2011).




SUCASNY STAV PROTEOMICKE]
ANALYZY MOCU A EXOZOMOV

Sucasny stav analyzy protedému mocu

Prehlad doteraz najuspesnejsich studii zao-
berajucich sa proteomickou analyzou mocu, ¢o
sa tyka mnozstva identifikovanych proteinov,
sa nachadza v tabulke 2. Vo vsetkych tychto
studiach boli proteiny identifikované prostred-
nictvom hmotnostnej spektrometrie, pri ktorej
bol pouzity tandem 2 hmotnostnych analyza-
torov, LTQ-Orbitrap alebo LTQ-FT, ktoré sa
prezentuju vysokym rozliSenim a hmotnostnou
presnostou.

Adachi a kol. vo svojej praci na separaciu
a frakcionaciu proteinov pouzili jednorozmernu
elektroforézu v polyakrylamidovom gély ob-
sahujucom dodecylsiran sodny a HPLC na
reverznych fazach. Frakcionované proteiny boli
Stiepené v gély alebo v roztoku a vzniknuté
peptidy boli analyzované s LTQ-FT a LTQ-
-Orbitrapom. Podarilo sa im identifikovat
1543 proteinov z mocu 10 zdravych Tudskych
jedincov. Takmer polovica identifikovanych
proteinov patrila podla génovej ontoldgie (GO)
k membranovym proteinom. Navyse boli v moci
identifikované aj extraceluldrne, lyzozomaélne
proteiny a proteiny plazmatickej membrany.
Proteiny pochadzajuice z plazmatickej membrany
buniek st pravdepodobne pritomné v moci
v exozomoch (Adachi a kol., 2006).

Li a kol. pouzili na identifikaciu proteému
a fosfoprotedému mocu hmotnostny spektro-
meter s LTQ-Orbitrap analyzatormi a podarilo
sa im identifikovat 1310 proteinov zo vzoriek
zdravych ludi. Tato praca rozsifila poznanie
modifikacii mocovych proteinov a ich poten-
cidlny biologicky vyznam (Li a kol., 2010).

Marimuthu a kol. vykonali komplexnu analyzu
proteému Iudského mocu zdravych jedincov. Na
separaciu peptidov pouzili HPLC na reverznych
fizach (C,,) s nano prietokom a na identifi-
kaciu bol pouzity hmotnostny spektrometer
s ESI ionizdciou a s tandemom hmotnostnych
analyzatorov, konkrétne LTQ-Orbitrap. Dokopy
sa im podarilo identifikovat 1823 proteinov,
z ktorych 671 proteinov nebolo predtym iden-
tifikovanych v ludskom moci. Vytvorili tak
komplexny referen¢ny zoznam proteinov pre
dalsie studie, ktoré by sa zaoberali identifika-
ciou a charakterizdciou mocovych biomarkerov
roznych ochoreni (Marimuthu a kol., 2011).

Kentsis a kol. rozsirili proteém Tudského
mocu pouzitim rozsiahlej frakciondcie mocu,
pri ktorej pouzili ultracentrifugaciu, gélovu
elektroforézu, iénovo-vymennu chromatogratiu
a chromatografiu na reverznych fazach a tym
znizili komplexnost zmesi. Na identifikaciu
pouzili hmostnostny spektrometer s LTQ-
-Orbitrapom a podarilo sa im identifikovat
2362 proteinov v 12 vzorkach ziskanych od
deti a mladych ludi (1-18 rokov), pricom
vzorky pochddzali od zdravych kontrolnych

TAB. 2. PREHLAD DOTERAZ NAJUSPESNEJSICH STUDII TYKAJUCICH SA
KOMPLEXNEJ PROTEOMICKEJ ANALYZY MOCU

Vyskumné Pocet identifikovanych | Pouzité proteomické Hmotnostny
skupiny proteinov postupy spektrometer

Kentsis a kol. (2009) 2362 SDS-PAGE-LC-MS/MS LTQ-Orbitrap
Marimuthu a kol. (2011) 1823 LC-MS/MS LTQ-Orbitrap
Adachi a kol. (2006) 1543 SDS-PAGE-LC-MS/MS LZQL'%]???P
Li a kol. (2010) 1310 LC-MS/MS LTQ-Orbitrap
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jedincov, pacientov s akutnou apendicitidou
a pacientov s abdominalnou bolestou ale bez
dokazu apendicitidy (Kentsis a kol., 2009).

Na charakterizaciu proteému ludského mocu
bolo pouzitych viacero roznych analytickych
postupov a metdd a pocet identifikovanych
proteinov vo vzorkach mocu zdravych Iudskych
jedincov postupne rastol.

Thongboonkerd a kolektiv porovnavali vo
svojej praci 2 metody na izolaciu proteinov
z mocu zdravych lTudskych jedincov: metédu
zrazania proteinov aceténom a metddu ultracen-
trifugacie. Ndsledne boli vyizolované proteiny
separované dvojrozmernou polyakrylami-
dovou gélovou elektroforézou (2D-PAGE) a na
identifikaciu proteinov bola pouzita hmotnostna
spektrometria (MALDI-TOF). Celkovo sa im
podarilo identifikovat 67 proteinovych foriem

47 unikatnych proteinov pricom zistili, Ze
pri zrazani acetébnom dochadzalo prednostne
k zrazaniu kyslych a hydrofilnych proteinov,
zatial ¢o pri ultracentrifugacii dochadzalo
skor k frakciondcii zasaditych, hydrofébnych
a membranovych proteinov (Thongboonkerd
a kol., 2002).

Smith a kol. opisali metédu pre spracovanie
vzoriek mocu pre dvojrozmernud gélovu elek-
troforézu. Pri priprave vzoriek mocu pouzili
SPE koldény. 2D gély vytvorené pri tejto me-
tdde boli vysoko kvalitné a bolo detegovanych
takmer 500 spotov. Na identifikaciu rozsepa-
rovanych proteinov bola pouzitd hmotnostna
spektrometria (MALDI-TOF/TOF) a podarilo
sa im identifikovat takmer 50 proteinov, ktoré
ponukli pohlad na proteém mocu zdravych
ludi (Smith a kol., 2005).

TAB. 3. PREHLAD STUDII ZAOBERAJUCICH SA OBJAVOVANIM
BIOMARKEROV OCHORENI V MOCI

Ochorenie Pouu'ta z’aklad’n a Referencie
analyticka metoda
2DE Varghese a kol. (2010)
Akutne poskodenie obliciek
CE-MS Metzger a kol. (2010)
CE-MS Ziirbigova a kol. (2012)
Diabetickd nefropatia
MALDI-MS Lapollova a kol. (2009)
IgA nefropatia 2DE Rocchettiova a kol. (2008)
Urolitidza LC-MS/MS Wright a kol. (2011)
2D-DIGE Li a kol. (2012)
Karciném mocového mechiira LC-MS/MS Yang a kol. (2011)
CE-MS Schiffer a kol. (2009)
2DE Kiprijanovska a kol. (2014)
Karciném prostaty
2D-DIGE Davalievova a kol. (2015)
Mozgovd prihoda CE-MS Dawson a kol. (2012)
Preeklampsia CE-MS Carty a kol. (2011)
Akutna apendicitida u deti LC-MS/MS Kentsis a kol. (2010)
Ochorenie korondrnej artérie CE-MS Delles a kol. (2010)
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Sun a kol. vo svojej praci pouzili na cha-
rakterizaciu proteému mocu zdravych jedincov
tri rozne metédy: 1D SDS-PAGE separiciu za
ktorou nasledovala RPLC-MS/MS, 1D LC-MS/
MS (RP) a 2D LC-MS/MS (SCX-RP). Celkovo
sa im podarilo identifikovat 226 proteinov
(Sun a kol., 2005).

Tyan a kol. pouzili pri priprave vzoriek mocu
zdravych jedincov rdzne cistiace metddy a na
separaciu a identifikaciu proteinov pritomnych
v moci bola pouzita RP-HPLC s nano prie-
tokom, ktord bola napojend na hmotnostny
spektrometer s ESI ionizdciou a ako analy-
zator bola pouzita idonova pasca. Podarilo sa
im pozorovat 2283 peptidov, ktoré odpovedali
311 unikatnym proteinom (Tyan a kol., 2006).

Khan a Packer vyvinuli jednoduchu a a¢innu
metoédu na pripravu vzoriek mocu pre dvoj-
rozmernu gélova elektroforézu, ktora zahfnala
zrazanie proteinov so sucasnym odsolovanim.
Ak sa na zrazanie pouzil acetonitril, vznikali 2D
mapy, ktoré mali najvyssie rozliSenie a najvacsi
pocet proteinovych spotov v porovnani s inymi
organickymi rozpustadlami. Tato met6éda bola
pouzita na sledovanie zmien v protedéme mocu
pocas 6 tyzdnov a na vytvorenie referencnej mapy
zdravého jedinca. Celkovo sa im podarilo iden-
tifikovat 339 proteinov zo 159 génov vo vzorke
mocu zdravého muza pouzitim metddy odtlacku
prsta (MALDI-TOF) (Khan a Packer, 2006).

V sacasnej dobe sa pozornost vedeckej
spolo¢nosti sustreduje na $tadium protedmu
mocu s ciefom identifikovat a validovat bio-
markery roéznych ochoreni. V tabulke 3 sa
nachadza prehlad niektorych $tadii, ktoré sa
venovali objavovaniu biomarkerov oblickovych,
urogenitalnych a neurogenitalnych ochoreni.

Sucasny stav proteomickej analyzy
exozémov

Prva zmienka o exozémoch bola zazname-
nana v roku 1983 Johnstonovou a jej kolegami,
ktori zistili, ze pri dozrievani retikulocytov z
oviec dochadza k selektivnemu uvolnovaniu
transferinového receptora a dal$ich membra-
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novych proteinov v cirkulujucich vezikulach
ziskanych z multivezikuldrnej organely bunky
a tieto cirkulujuce vezikuly nazvali exozémy
(Pan a Johnstonova, 1983; Lin a kol., 2015).
Exozémy pritomné v moci boli prvykrat
identifikované Pisitkunom a jeho spolupra-
covnikmi v roku 2004. Pisitkun a kol. pouzili
na izoldciu exozémov z mocu diferencidlnu
centrifugaciu a na proteomicku analyzu exo-
zémov pouzili imunoelektronovi mikroskopiu
a LC-MS/MS a dokazali, ze aquaporin-2 (AQP2)
a iné apikalne plazmatické membranové pro-
teiny su vylucované z buniek v exozémoch.
Celkovo sa im podarilo identifikovat 295
proteinov a niektoré z tychto proteinov boli
spajané so $pecifickymi renalnymi ochoreniami
alebo s regulaciou krvného tlaku. Tato $tadia
poukazuje na potencial pouzitia exozémov
izolovanych z mocu pri objavovani biomarkerov
ochoreni (Pisitkun a kol., 2004).
Gonzalesova a kol. na analyzu protedmu
exozémov z ludského mocu pouzili LC-MS/MS
s LTQ hmotnostnym analyzitorom a podarilo sa
im identifikovat 1132 proteinov. Taktiez svoju
pracu roz$irili o fosfoproteomicku analyzu.
Na demonstrovanie potencidlneho vyuzitia
analyzy exozémov na identifikaciu genetického
rendlneho ochorenia, Gonzalesova a kolektiv
vykonali imunobloting exozémov ziskanych zo
vzoriek mocu pacientov s klinickou diagnézou
Bartterovho syndréomu typu I a pozorovali
absenciu Na-K-Cl kotransportéra (NKCC2)
u pacientov s tymto ochoreni v porovanani
so vzorkami mocu ziskanych od zdravych
jedincov (Gonzalesova a kol., 2009).
Alvarezova a kol. sa usilovali ndjst najlepsie
metody pre izolaciu exozémov z mocu zdra-
vych jedincov pre proteomicku analyzu a RNA
profilovanie. V praci porovnali u¢innost 6 roz-
nych protokolov, z ktorych tri boli zalozené
na ultracentrifugicii, jeden protokol vyuzival
nanomembranovy ultrafiltra¢ny koncentrator
a dva protokoly pouzivali komerény reagent pre
zrazanie exozdmov. Najvacsi vytazok exozomov
bol ziskany pri pouziti nimi modifikovaného
protokolu pre zrazanie exozémov a tato me-
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téda poskytla najvdcsie mnozstva mikroRNA
a mRNA a preto je tato metdda najvhodnejsia
pre sekven¢né RNA profilovanie. Dva proto-
koly zalozené na pouziti ultracentrifuga¢nych
metdd boli lepsou volbou pri izolacii exo-
zémov pre proteomicku analyzu v porovnani
s ich modifikovanym protokolom pre zrazanie
exozomov a na zaver zhodnotili, Ze tento
nimi modifikovany protokol mo6ze poskytovat
jednoduchu, rychlu a ucinnu alternativu pre
izolaciu exozomov a moze ulahcit identifikaciu
exozomalnych biomarkerov pritomnych v moci
(Alvarezova a kol., 2012).

Wang a kolektiv vykonali proteomicku
analyzu mocovych exozémov metéddou viacroz-
mernej proteinovej identifika¢nej technolégie
(MudPIT) a porovnavali Stiepenie proteinov
trypsinom v roztoku s trifluéretanolom (TFE) so
Stiepenim proteinov trypsinom v gély. Celkovo
sa im podarilo identifikovat 3280 proteinov vo
vzorkach 9 zdravych Tudskych jedincov. Tato
praca poskytla velmi cenné informacie o pro-
teinoch pritomnych v exozémoch v Iudskom
moci a poskytla hodnotny referen¢ny material
pre buduce $tadie (Wang a kol., 2012).

ZAVER

Moderné a neustale sa vyvijajice proteomické
metddy ndm poskytuji obrovské mnozstvo in-
formacii o proteémoch telovych tekutin a tkaniv.
Ochorenia su c¢asto objavované v pokrocilych
stadiach kvoli nedostatoc¢nej citlivosti a Specifi-
city biomarkerov. Skora diagnostika ochorenia
je neraz rozhodujuca pre zvySenie Sance na
prezitie pacienta a preto je potrebné venovat
pozornost objavovaniu novych biomarkerov
ochoreni. Pretoze sa choroba casto prejavuje
kvalitativnymi a kvantitativnymi zmenami pro-
teinov, vyznam proteomickej analyzy klinickych
vzorek neustdle rastie. V nasledujtcich rokoch
by mala proteomika zaznamenat dal$i vyvoj
nielen ¢o sa tyka vylepSenia metdd pripravy
biologickych vzoriek a pristrojového vybavenia
ale aj pri objavovani novych biomarkerov,
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ktoré by nasli svoje uplatnenie pri diagnostike
a progndze ochorenia v klinickej praxi.
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,GELRED™“ VERZUS
ETIDIUM BROMID PRI GELOVEJ ELEKTROFORETICKE]
ANALYZE DNA

CIZMARIKOVA, M.

Ustav farmakolégie UPJS LF v Kosiciach

ABSTRAKT

Gélova elektroforéza je zakladnou biolo-
gicko-molekularnou metédou na separaiciu
a analyzu DNA, pri ktorej sa na naslednu
vizualizaciu separovanych fragmentov DNA
pouziva najcastejSie fluorescencné farbivo
zname pod nazvom etidium bromid (EtBr).
Tato latka posobi ako interkala¢né cinidlo,
ktoré po oziareni UV svetlom emituje oranzovu
fluorescenciu. EtBr patri vdaka tejto vlastnosti
zaroven k silnym mutagénom. Tento nedostatok
vyvolal v stcasnosti zvySeny zaujem o alter-
nativne farbiva DNA, ktoré by boli pri praci
s nimi bezpecnejsie pre samotnych vedeckych
pracovnikov, ale aj pre Zivotné prostredie. Ne-
davno bolo na trh uvedené nové fluorescencné
farbivo ,,GelRed™,,, ktoré predstavuje senzi-
tivnu, stabilnu a environmentalne bezpecnu
nahradu EtBr-u pre farbenie dsDNA, ssDNA
a RNA. Hlavnym cielom prace bolo posudenie
vhodnosti farbiva ,,GelRed™* ako potencialnej
nahrady EtBr-u pri analyzach genetickych
polymorfizmov s vyuZitim polymerazovej
retazovej reakcie s naslednou analyzou dizky
restrik¢nych fragmentov (PCR-RFLP) pomocou
agarozovej gélovej elektroforézy.
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V predkladanej stadii predstavoval ,,Gel-
Red™“ vysoko senzitivhu nahradu EtBr-u
pri hodnoteni vSetkych troch sledovanych
polymorfizmoch (MDR1 G2677T, GSTP1
A313G and XRCCI G399A) pri mozZnosti
ponechania uz existujucich protokolov pre
jednotlivé PCR-RFLP analyzy.

Klucové slova: elektroforéza, etidium bromid,
bezpecnost, farbivo, ,,GelRed™,,, polymerazova
retazova reakcia s naslednou analyzou dlzky
reStrikénych fragmentov

ABSTRACT

Gel electrophoresis is a basic moloecular
biological method for separation and analysis
of DNA and ethidium bromide (EtBr) is the
most widely used stain for consecutive DNA
visualisation of DNA fragments. This compound
acts as an intercalating agent to stain nucleic
acids by marked florescent (orange) during
exposure to UV light. However, EtBr is also a
known powerful mutagen. Therefore, there has
been increased interest in the use of alternative
DNA stains that are considered to be safer for




research workers as well as for environment.
Recently, ,GelRed™“ stain was developed as
a sensitive, stable and environmentally safe
fluorescent nucleic acid dye designed to re-
place EtBr for staining dsDNA, ssDNA a RNA.
The main aim was to evaluate the using of
»GelRed™ as suitable alternative to EtBr in
polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism (PCRR-RFLP) analysis
of DNA using agarose gel electrophoresis.

In our study the ,,GelRed™“ was a highly
sensitive alternative to EtBr for genotyping
of all tested polymorphisms (MDRI1 G2677T,
GSTP1 A313G and XRCCI G399A), that can
directly replace EtBr without changing existing
protocols for PCR-RFLP analysis.

Keywords: electrophoresis, ethidium bro-
mide, safety, stain, ,GelRed™,,, polymerase
chain reaction-restriction fragment length
polymorphism analysis

UVvVoD

Gélova elektroforéza je jednoduchad, pomerne
rychla fyzikalno-chemicka metéda vhodna pre
separaciu a identifikdciu nukleovych kyselin
(DNA, RNA) a proteinov v zavislosti od ich
velkosti, usporiadania a naboja, ako aj od pod-
mienok prostredia a sily elektrického pola.
Najcastejsie pouzivanym typom horizontalnej
gélovej elektroforézy pre analyzy DNA je tzv.
elektroforéza v agaroze, kedy sa zdporne nabité
molekuly DNA pohybujui v agarézovom géli
v jednosmernom elektrickom poli od zaporne
nabitej katody ku kladne nabitej andde [1], [2].
Gél tvori pomerne hustu siet, cez ktoru vacsie
molekuly prechadzaji pomal$ie v porovnani
s mensimi molekulami. Jednu z hlavnych vyhod
tejto metddy predstavuje moznost priamej de-
tekcie DNA a jej fragmentov v ultrafialovom
(UV) svetle po ich ofarbeni s fluorescenénymi
¢inidlami.

V molekularnych laboratériach je na farbenie
DNA najcastejsie pouzivana interkala¢na latka
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znama pod nazvom etidium bromid (EtBr),
ktord umoznuje vizualizovat v agarézovom géli
uz 10ng DNA. Ide o interkala¢né ¢inidlo, ktoré
sa dokdze pevne v¢lenit medzi nukleotidy mo-
lekuly DNA [3], [4]. Zény jednotlivych frakcii
DNA st po ofarbeni s EtBr-om a oziareni UV
svetlom z translumindtora vizualizované ako
oranzové pasy na svetlooranzovom pozadi [5].
EtBr moze byt pridavany bud priamo do roz-
toku gélu alebo sa farbenie uskutocnuje az
po elektroforetickej separacii produktov DNA
a naslednom ponoreni gélu na niekolko minut
do zriedeného pracovného roztoku EtBr-u (tzv.
»post gel staining,,). Na druhej strane schopnost
interkaldcie do dvojzavitnice DNA mdze viest
k vzniku ré6znych mutdcii a nasledne k vzniku
rakoviny, ¢o vyzaduje dodrziavanie bezpec¢nost-
nych opatreni pri manipulacii s touto latkou
(ochranné pracovné prostriedky, $pecificka
dekontaminacia vSetkych roztokov obsahuju-
cich EtBr) [6, 7]. Vysoké riziko toxicity preto
podnietilo hladanie novych, environmentélne
bezpecnejsich farbiacich latok.

Farbicka 5,5°-(6,22-dioxo-11,14,17-trioxa-7,21-
-diazaheptakosan-1,27-diyl)bis(3,8-diamino-
-6-fenylfenantridin-5-ium) jodid (,GelRed™,,)
od firmy Biotium sa dnes povazuje za vysoko
citliva, menej toxicki nahradu EtBr-u [8],
[9]. Ide takisto o oranzovo fluoreskujuce
interkalacné cinidlo, ktoré plne nahradzuje
EtBr pri farbeni dsDNA, ssDNA aj RNA.
Elimindcia vzniku genetickych mutdcii bola
docielena zmenou chemickej $truktary EtBr-u
(2 podjednotky EtBr-u premostené linearnym
retazcom), ¢im sa zminimalizovala moznost
prestupu ,,GelRed™-u“ latexovymi rukavicami,
ale takisto aj bunkovymi membranami (mini-
malizovanie Sanci na interakcie s genomickou
DNA v zivych bunkach) [10]. Nemutagénne
a necytotoxické vlastnosti ,GelRed™-u“ do-
voluju okrem bezpecnejsej prace tiez bez-
problémovu likvidaciu jeho roztokov priamo
do kanalizacie alebo komunalneho odpadu.
EtBr a ,GelRed™“ maju podobné absorbéné
spektra a na vizualizdciu NK sa preto pou-
zivaju $tandardné UV translumindtory alebo
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gél dokumentacné systémy s vyuzitim filtrov
odporucanych pre EtBr. Udava sa, Ze senzitivita
a fotostabilita ,,GelRed™-u“ je dokonca vyssia
ako u EtBr-u. Farbivo je stabilné, o umoznuje
skladovanie jeho roztokov pri izbovej teplote.
Vdaka vysokej termostabilite a stabilite vo
vode moze byt ,,GelRed™“ pridavany priamo
do hortceho gélu alebo sa pouziva na ,,post gel
staining“ podobne ako EtBr. Zasobny koncen-
trovany roztok sa odporuca 10000 krat zriedit
na pouzitie pre priame farbenie gélu alebo
3300krat pre ,post gel staining,. Na rozdiel
od EtBr-u nie je nevyhnutné nasledné odfar-
bovanie gélov. Nespotrebovany zriedeny far-
biaci roztok pre ,post gel staining® je mozné
podla pokynov vyrobcu skladovat na tmavom
mieste a znovu pouzit najmenej 2-3x. Pred
svetlom musi byt chraneny rovnako aj zdsobny
roztok. Farbenie pomocou ,GelRed™-u“ je
vo vSeobecnosti kompatibilné s dal$imi mo-
lekuldrno-biologickymi postupmi.
Senzitivita farbenia DNA, ako aj niek-
toré dalSie vlastnosti tohto nového ¢inidla boli
v predkladanej praci sledované pri polymera-
zovej retazovej reakcii s naslednou analyzou
polymorfizmov dizky restrikénych fragmentov
(PCR-RFLP). Tato metdda sa vyuziva napriklad
pri mapovani génov, pri detekcii mutacii alebo
polymorfizmov a v humannej a veterindrnej
medicine aj pri studiu asociaénych vztahov
kandidatskych génov k riziku vzniku ocho-
renia alebo k liecebnej odpovedi (tc¢innost
a bezpecnost farmakoterapie). Podstata PCR-
-RFLP analyzy spociva v prvotnej amplifikacii
cielovych usekov genémovej DNA (napr. s hla-
danou mutéciou alebo polymorfizmom), pricom
ziskané produkty PCR st ndsledne vystavené
ucinku restrikénych endonukleaz, ktoré stiepia
molekulu DNA len v pozadovanych $pecific-
kych cielovych sekvenciach [11]. Restrikénym
Stiepenim vznikaju v zavislosti od genotypu
rozne dlhé fragmenty DNA. Velkost a pocet
fragmentov, ktoré charakterizuju jednotlivé alely
sa deteguju elektroforézou v agar6zovom géle.
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MATERIAL A METODY

Vhodnost pouzitia ,GelRed™-u“ ako na-
hrady EtBr-u sa v predkladanej praci hodnotila
pri genotypizacii troch jednonukleotidovych
polymorfizmov (SNP): MDRI G2677T (Ala/
Ser), GSTP1 A313G (Ile/Val) a XRCCI G399A
(Arg/Gln).

Celkovo bola genotypizacia ludskej DNA
uskutoc¢novand v rdmci viacerych etickou
komisiou schvalenych klinickych projektov,
pricom vsetci jedinci podpisali informovany
suhlas. DNA sa ziskavala pomocou komer¢-
ného izola¢ného kitu (Wizard® Genomic DNA
Purification Kit; Promega) zo vzoriek periférnej
venoznej krvi odoberanej do ependorfiek
s protizrazavym cinidlom (1% Na EDTA).

Na detekciu polymorfizmov bola vo vsetkych
pripadoch pouzita vyssie popisana metdda
PCR-RFLP. Reak¢né zmesi pre PCR reakcie
(primery - Sigma-Aldrich; termostabilna DNA
polymeraza: HOT FIREPol* DNA Polymerase-
-Solis BioDyne; PCR pufor s MgCl - Solis
BioDyne; zmes nukleotidov: dNTP mix - Jena
Bioscience; cca 200ng gendmovej DNA; ste-
rilna voda) a pre Stiepenie produktov PCR
(PCR produkty; restrikéné enzymy a prislusny
pufor - New England BioLabs; sterilnd voda)
obsahovali jednotlivé zlozky v objemoch a kon-
centraciach $pecifickych pre jednotlivé SNP.
Rovnako $pecifické boli aj teplotné rezimy pre
PCR reakcie a restrik¢né Stiepenie. Sekvencie
primerov pouzitych na amplifikaciu pozadova-
nych oblasti genémovej DNA, nazvy pouzitych
restrikénych enzymov, ako aj dlzky fragmentov
DNA vzniknutych po restrikénom Stiepeni su pre
sledované polymorfizmy uvedené v tabulke 1.

Vzniknuté produkty Stiepenia zmieSané
s nanasacou zmesou obsahujicou bromfeno-
lovia modru (20 pl Stiepneho produktu + 2pl
nanagacej zmesi) boli nand$ané do jamiek 3%
agarozového gélu (velkost gélu: 140 x 110 mm;
2 rady po 14 jamiek). Pre posudenie velkosti
jednotlivych fragmentov sa do jednej z jamiek
gélu pridaval vhodny molekularny marker
(DNA 100 bp ladder; Invitrogen).




TAB.1. PRIMERY, RESTRIKCNE ENZYMY A DLZKY FRAGMENTOV CHARAKTERISTICKE
PRE GENOTYPIZACIU SLEDOVANYCH POLYMORFIZMOV

Polymorfizmus (Reétril:rlzezzzymy) Genotypy
F: 5"-TTACCCAGAATATAGCAAATCTTGG-3’ GG: 198 bp

MDRIG2677T R: 5"-CATATTTAGTTTGACTCACCTTCTCAG-3’ GT: 198 bp, 173 bp
(Hpy188I) TT: 173 bp
F: 5"-GTAGTTTGCCCAAGGTCAAG-3’ AA: 329 bp

GSTPI1 A313G

R: 5"-AGCCACCTGAGGGGTAAG-3"’

AG: 329 bp, 222 bp, 107 bp

(BsmAI)

GG: 222 bp, 107 bp

F: 5"-TTGTGCTTTCTCTGTGTCCA-3’

GG: 374 bp, 221 bp

XRCCI G399A

R: 5"-TCCTCCAGCCTTTTCTGATA-3’

GA: 615 bp, 374 bp, 221 bp

(MspI)

AA: 615 bp

Elektroforéza prebiehala v 1x koncentro-
vanom TAE (tris-acetat-EDTA pufer), pri 140
V priblizne 60 min. Po ukonceni separacie
sa fragmenty DNA ofarbili ponorenim gélu
(cca 10-15 min.) do fluorescen¢ného farbiva
EtBr-u (AMRESCO; koncentracia pracovného
roztoku: 0,5 pg/ml) s naslednym opakovanym
vymyvanim EtBr-u v zavislosti od intenzity
ziarenia na pozadi gélu (cca 30 min) alebo
ponorenim gélu (cca 15-30 min) do roztoku
,GelRed™-u“ (GelRed™ Nucleic Acid Gel
Stain, 10,000X in Water; 0,5 ml; Biotium;
zlozenie pracovného roztoku: 20 ul/200 ml -
roztok obsahoval 20 ml 1 molarneho NaCl)
bez nutnosti vymyvania. Zriedené pracovné
roztoky oboch farbiv boli skladované v skle-
nenych nadobach obalenych alobalom, ktory
zabranoval pristupu svetla. Samotna vizualizacia
a zdokumentovanie ziskanych fragmentov DNA
boli vykondvané pomocou UV transluminatora
a fotodokumenta¢ného systému Kodak EDAS
120. Postupy a podmienky izoldcie DNA, PCR
reakcii, restrikéného Stiepenia a elektroforetickej
separacie boli pre jednotlivé polymorfizmy vzdy
totozné pri oboch spdsoboch farbenia DNA.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Genotypizacia pomocou metédy PCR-RFLP
bola tspes$ne uskuto¢nend u vietkych nami sle-
dovanych polymorfizmov pri oboch spdsoboch
tarbenia agarézovych gélov, pricom senzitivita
farbenia s ,,GelRed™-om“ bola porovnatelna
s EtBr-om (obr. 1, obr.2 a obr.3). I ked v pra-
covnych protokoloch vyrobcu inovativneho
farbiva ,GelRed™ je na ,post-gel staining®
odporucané ofarbovanie gélov s roztokom
3300x zriedenym (3x ,,GelRed™,,), v predkla-
danej praci sme vzhladom na vysledky testo-
vani medzinarodnej siete laboratérii PulseNet
[12] pouzili roztok zriedeny az 10 000 krat (1x
»,GelRed™,)). Toto riedenie bolo na vizualizaciu
fragmentov DNA postacujtce aj pri analyzach
pomocou metéddy PCR-RFLP pri vsetkych
testovanych polymorfizmoch.

Pri nutnosti presnej$ej identifikacie velkosti
fragmentov sa vsak v literatire odporuca roztok
s vysSou koncentraciou (100x ,,GelRed™,,), ktory
negativne neovplyviuje motilitu bandov [13].

Cerstvo pripraveny roztok ,,GelRed™-u“ si
pri izbovej teplote zachovaval stabilitu 7-10 dni
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Obr. 1. Agardzova elektroforéza PCR produktu génu MDRI po $tiepeni Hpy188I
(A = farbenie pomocou etidium bromidu, B = farbenie pomocou ,,GelRed™-u,,, M = marker: DNA 100 bp ladder)

M

Obr. 2. Agarézova elektroforéza PCR produktu génu GSTPI po stiepeni BsmAI
(A = farbenie pomocou etidium bromidu, B = farbenie pomocou ,,GelRed™-u,,, M = marker: DNA 100 bp ladder)

Obr. 3. Agarozova elektroforéza PCR produktu génu XRCCI po Stiepeni Mspl
(A = farbenie pomocou etidium bromidu, B = farbenie pomocou ,,GelRed™-u,,, M = marker: DNA 100 bp ladder)
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v zavislosti od poctu farbeni, ¢o je oproti
EtBr-u mensia nevyhoda, kedZe jeho roztok
bol stabilny aj niekolko tyzdnov. Pre EtBr je
tiez typicka nespecificka fluorescencia pozadia,
ktora si vyzaduje niekolko minutové vymyvanie
gélu. Fluorescencia pozadia vyrazne zavisi
od &erstvosti roztoku a dlzky expozicie, preto
¢as expozicie a vymyvania musi byt niekolko-
krat upravovany. ,,GelRed™" nevytvara takmer
ziadne pozadie aj pri vyssich ¢asoch expozicie,
¢im su gély uniformnejsie a nevyzaduju pred
vizualizaciou a dokumentdaciou vymyvanie. Pri
nedostato¢nom ofarbeni je mozné expoziciu
zvys$it dodatoénym ponorenim gélu do pra-
covného roztoku ¢inidla. Cerstvo pripraveny
roztok ,GelRed™-u“ sme pri nasich analyzach
pouzili s rovnakou uspe$nostou vzdy minimalne
7x. NajdolezitejSou vyhodou tohto nového
farbiva je jeho nizka toxicita, ktora umoznuje
odstranovanie roztokov a gélov obsahujucich
toto ¢inidlo do bezného odpadu. Tym dochadza
k dal$iemu Setreniu ¢asu inak nevyhnutného
na dekontaminaciu EtBr-u. Hlavnym nedo-
statkom, ktory sme pozorovali pri nasej praci
bola vyssia cena ,GelRed™-u“ (cca 100 EUR
bez DPH) v porovnani s EtBr-om (cca 12 EUR
bez DPH), ktoru sme sa snazili kompenzovat
pouzitim nizsej koncentracie roztoku, ako aj
jeho viacnasobnym opakovanym pouzivanim
pri ofarbovani. KedZe nase analyzy sa usku-
tocnovali len v urcitych obdobiach, kedy bol
nazberany dostato¢ny pocet vzoriek, preferovali
sme tiez pripravu pracovného roztoku ,Gel-
Red™-u“ s men$im objemom (200ml), aby
nedochadzalo k zbyto¢nému plytvaniu farbiva.
Roztoky oboch farbiv vyzadovali uskladnenie
mimo dosahu svetla.

»,GelRed™* je s uspechom pouzivany pri
PCR-RFLP analyzach aj v dalsich slovenskych
a zahrani¢nych laboratdriach [14], [15], [16],
[17].

Hoci na trhu existuju aj dal$ie environmen-
talne bezpecnejsie farbiva (ako napr. SYBR®
Green I, GoldView®), najlepsia citlivost bez
ovplyvnenia motility fragmentov DNA v porov-
nani s EtBr-om je pozorovana prave pri farbicke
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»-GelRed™* [13], [18]. Pre polyakrylamidové
gély bola vyvinuta podobna farbicka PAGE
GelRed (Biotium) [19].

ZAVER

V nasej praci sa pri analyzach PCR-RFLP
potvrdila senzitivita ,GelRed™-u” porovnatelna
s EtBr-om pri vSetkych troch nami sledovanych
polymorfizmov (MDR1 G2677T, GSTP1 A313G
a XRCC1 G399A) za stcasnej moznosti zacho-
vania Standardnych protokolov pre prislusné
PCR reakcie, restrikéné Stiepenie, elektrofo-
retickd separdciu a vizualizaciu pomocou UV
transluminatora pouzivanych pri ofarbovani po-
mocou EtBr-u. Za hlavna nevyhodu pouzivania
~GelRed™-u“ bola povazovana nevyhnutnost
CastejSej pripravy pracovnych roztokov, ako
aj vyssia cena tohto cinidla. Napriek tymto
nedostatkom je farbivo ,,GelRed™* s oblubou
pouzivané vo viacerych laboratériach hlavne pre
svoju nizku toxicitu, vysoku senzitivitu so sta-
bilnej$im pozadim gélu, lahkd manipulaciu bez
potreby vymyvacich krokov a bezproblémovu
likvidaciu jeho roztokov priamo do odpadu.
Cenovy rozdiel medzi oboma farbivami je
mozné znizit pouzivanim niz§ich koncentracii
»GelRed™-u,,, ktoré su pri vizualizacii DNA
rovnako uc¢inné, ako aj ¢astejsim opakovanym
pouzivanim pripravenych roztokov.
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VYZNAM P-GLYKOPROTEINU
A JEHO JEDNONUKLEOTIDOVYCH POLYMORFIZMOV
V LIECBE DEPRESIE

CIZMARIKOVA, M.

Ustav farmakoldgie
UPJS LF v Kogiciach

ABSTRAKT

Na zaklade vysledkov nedavnych $tudii sa
predpoklada, ze za ¢ast interindividualnych
rozdielov v liecebnej odpovedi su zodpo-
vedné membranové transportéry. Jednym
z nich je aj P-glykoprotein (P-gp). P-gp je
efluxnou pumpou, ktora plni délezita ulohu
v bariérovych tkanivach organizmu, vratane
hematoencefalickej bariéry, prostrednictvom
selektivneho vypudzovania urcitych endogén-
nych a exogénnych molekul, ¢im obmedzuje
ich vstup do mozgu a dal$ich organov. V su-
casnosti sa viaceré antidepresiva povazuju
za P-gp substraty a/alebo P-gp inhibitory.
Predkladany ¢lanok sumarizuje sucasné po-
znatky o funkcii P-glykoproteinu a vyzname
jeho jednonukleotidovych polymorfizmov vo
vztahu k liecbe depresie.

Klucové slova: P-glykoprotein, polymor-
fizmus, MDR-1, depresia, liecebna odpoved
ABSTRACT

Recent studies have demonstrated that

members of membrane transporters can con-
tribute to inter-individual differences in drug
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response. One of them, P-glycoprotein (P-gp)
is a an eflux pump and plays an important role
in the function of the blood-brain barrier and
other barrier tisssues by selectively extruding
certain endogenous and exogenous molecules,
thus limiting the ability of its substrates to
reach the brain or other organs. Currently,
several antidepressants have been confirmed
as P-gp substrates and/or P-gp inhibitors. The
present article summarizes a current knowledge
about the function of P-gp and the role of its
single nucleotide polymorphisms in relation
to depression therapy.

Keywords: P-glycoprotein, polymorphism,
MDR-1, depression, therapeutic outcome

UvoD

Pre ucinok antidepresiv je nevyhnutny ich
prestup do centralnej nervovej stustavy (CNS),
ktory sa uskuto¢nuje cez hematoencefalicku
bariéru (HEB). Ta predstavuje fyziologické
rozhranie medzi krvnym obehom a CNS. Je tvo-
rena jednou vrstvou endotelovych buniek, ktoré
vytvaraju tzv. tesné spojenia (tight junctions).
Navyse zvonka na obvod kapilar tesne priliehaja
pericyty a vybezky astrocytov, ¢im je pohyb latok
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medzi krvou a nervovym tkanivom obmedzeny.
Toto usporiadanie za normalnych okolnosti
neumoznuje prienik latok cez intercelularne
priestory, a preto molekuly mozu prechadzat
iba cez membrany endotélii. Endotelové bunky
obsahuju mnozstvo Specifickych transportérov,
ktoré umoznuju regulovany prenos latok do
tkaniva mozgu, ale aj opa¢nym smerom, z moz-
gového tkaniva do systémovej cirkuldcie, kedy
hovorime o efluxe (vypudzovani) latok von
z bunky. Existencia efluxnych transportérov
v HEB, ktoré vyznamne ovplyviujui prestup
lieciv a dalSich latok do CNS, je preto jednou
z moznych pricin zodpovednych za nedostatocnu
odpoved na antidepresiva. Latky pouzivané
v liecbe depresie su predovsetkym substratom
transportéra nazyvaného P-glykoprotein (P-gp).

Funkcia P-glykoproteinu
P-gp (ABCBI) je najzndmej$im a najlepsie

charakterizovanym c¢lenom z radu tzv. ABC
transportérov (,ATP-Binding Cassette,,).

Hematoencefalicka
bariéra

Z1¢ové kanaliky
v peceni

Tenké a
hrubé ¢revo

Semenniky

Ide o superrodinu 49 bunkovych proteinov
(7 podskupin: A-G) ulozenych v plazmaticke;
membrane (pripadne v intracelularnych mem-
branach), ktoré su zodpovedné za transport
S$irokého spektra endogénnych a exogénnych
zlu¢enin cez membrany proti koncentra¢nému
gradientu s vyuzitim energie vznikajicej hyd-
rolyzou ATP [1].

Medzi substraty P-gp zaradujeme spomedzi
xenobiotik aj mnohé chemickou $truktirou
a funkciou réznorodé lied¢iva (niektoré anti-
neoplastikd, antidepresiva, antiemetika, blo-
katory kalciovych kanalov, imunosupresiva,
kardiotonika a antidysrytmika, opiaty, steroidné
hormény). Niektoré zo substratov moézu byt
zaroven inhibitormi P-gp.

Pritomnost a funkcia P-gp boli potvrdené
v mnohych tkanivach vratane HEB [2] (obr. 1).

Na zdklade poznatkov o anatomickej loka-
lizacii P-gp na lumindlnej membrane buniek
organov a tkaniv s elimina¢nou a bariérovou
funkciou sa predpoklada, ze hlavnou fyziolo-
gickou ulohou tohto membranového transpor-

DalSie tkanivé s expresiou P-gp:
* prsnik

* pankreas

* nadobli¢ky

* svalové tkanivo

* leukocyty

Proximalne
tubuly obli¢iek

Oviria

Placenta

Obr. 1. Anatomicka lokalizacia P-glykoproteinu
Upravené podla [2]
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téra je detoxikacia a ochrana organizmu voci
xenobiotikdm, ktoré s prostrednictvom P-gp
vylucené do zl¢e, mocu alebo ¢revného lumenu.
Pritomnost P-gp v bariérovych S$truktirach
zaroven chrani $pecifické tkaniva organizmu
(mozog, semenniky, ovéria, plod). Celkovo vSak
P-gp plni tlohu vo viacerych fyziologickych
a patologickych procesoch [3], [4]. Dava sa
do savisu s tzv. fenoménom mnohopocetnej
liekovej rezistencie, ovplyvnuje farmakokinetiku
a farmakodynamiku liec¢iv, vdaka bohatej sub-
stratovej $pecifickosti je zodpovedny za mnohé
farmakologické interakcie, ¢o v kone¢nom
dosledku moze viest k interindividudlnym roz-
dielom v liecebnom ucinku a vo vyskyte nezia-
ducich ucinkov. P-gp ovplyvnuje tiez apoptdézu
a imunitné procesy a modze byt tiez zodpovedny
za zvySenu nachylnost na niektoré ochorenia.
Experimentalne a klinické studie poukazali,
ze génova expresia a aktivita P-gp mozu byt
ovplyvnené mnohymi exogénnymi a endo-
génnymi Cinitelmi, a to v zavislosti od druhu
jednotlivych tkaniv, patologickych podmienok
a etnicity. V literattre sa okrem farmakologic-
kych interakcii podrobnejsie popisuje predo-
vSetkym vplyv genetiky a epigenetiky.

Genetické polymorfizmy P-glykoproteinu

P-gp je produktom génu pre mnohopo-
¢etnu liekovu rezistenciu 1 (MDR-1), ktory
je lokalizovany na dlhom ramene 7. chro-
mozému (7q21.1). Je zlozeny z 29 exénov
a 32 intrénov (celkovo 209 kb). Ide o vysoko
polymorfny gén, pricom doposial bolo iden-
tifikovanych viac ako 100 mutdcii respektive
polymorfizmov. Iba cast tychto genetickych
variantov ovplyviuje expresiu génu MDR-I,
syntézu, mnozstvo, stabilitu, ¢i funkciu P-gp.
V suvislosti so zmenenou funkciou P-gp sa
popisuju predovsetkym 3 jednonukleotidové
polymorfizmy (SNP) génu MDR-1 (C3435T,
G2677T/A a C1236T).

Najznamej$im a najviac Studovanym SNP
je substitucia cytozinu za tymin v exdne 26
(C3435T). Ide o tzv ,silent” SNP (nemy SNP,
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polymorfizmus nemeniaci zmysel). Napriek
tomu sa zistilo, ze v urcitych pripadoch
ovplyviuje expresiu génu MDR-1, mnozstvo a/
alebo transportnu funkciu P-gp. Po prvy krat
bol tento suvis potvrdeny v bunkach tenkého
¢reva, kedy u jedincov s genotypom CC boli
zaznamenané priblizne 2 ndsobne zvysené
hladiny P-gp v porovnani s genotypom TT [5].
Ini autori dokazali alelovo Specifické zmeny
sekundarnej $truktury mRNA, ktoré ovplyv-
nuju jej stabilitu, procesy zostrihu, spracovania
a translacnej kontroly [6]. Nedavno publikovana
praca poukazala na rozdiely konformacie P-gp
u jedincov homozygotnych pre standardnu
alelu. Odlisné usporiadanie proteinu sposobilo
zmeny v Struktire vdzbovych miest pre jed-
notlivé substrity P-gp [7]. Dal$im z moznych
vysvetleni je existencia vdzbovej nerovnovahy
s inym funkénym SNP akym je G2677T, kedze
SNP C3435T, G2677 a C1236T su sucastou
spolo¢ného haplotypu [8].

V dalom S$tudovanom polymorfizme
G2677T/A, ktory sa vyskytuje v exéne 21 do-
chadza zmenou tripletu k zdmene aminokyselin
(Ala893Ser/Thr). Rovnako variantné alely tohto
polymorfizmu sa davaji do stvisu so zmenenou
expresiou, aktivitou a funkciou P-gp [9]. Zistilo
sa, ze jedinci nesuci alely T alebo A su tiez
CastejSie rezistentni na lieciva [10].

Polymorfizmus v exéne 21 C1236T je nemym
SNP podobne ako C3435T. Moze ovplyviovat
regulaciu translacie, stabilitu RNA pripadne
dalsie molekularne mechanizmy alebo je
vo vdzbovej nerovnovahe s inym funkénym
SNP génu MDR-1. V literature sa tiez popisuje
znizena aktivita P-gp u genotypu TT v zavis-
losti od druhu substratu [11].

Z literatury su zname etnické rozdiely v ge-
notypovej a alelovej distribtcii jednotlivych
genotypov a alel danych SNP [12].

Vztah P-glykoproteinu k uc¢inku
antidepresiv

Podla niektorych in vitro $tadii sa medzi
substraty P-gp spomedzi antidepresiv zaraduje
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fluvoxamin, sertralin a jeho metabolit desme-
tylsertralin, paroxetin, fluoxetin, citalopram
a nortryptilin. Schopnost inhibicie P-gp bola
dokazana pre amitryptilin, citalopram, klo-
mipramin, desipramin, doxepin, fluoxetin,
imipramin, maprotilin, mianserin, nefazodon,
paroxetin, sertralin a trimipramin. Udaje
z in vitro §tadii st vSak mnohokrat proti-
chodné, ¢o sa pripisuje rozdielom v pouzitych
metodikach ako aj v nedostatoc¢nej senzitivite
tychto metodik pre posudenie komplexnosti
funkcie HEB vo vztahu ku P-gp [13].

In vivo §tudie preto predstavuju vhodnejsi
sposob sledovania funkcie P-gp. Najcastejsie
sa v tychto analyzach vyuzivala inhibicia génu
MDR-1 (knock-out), ktora potvrdila vplyv P-gp
na koncentrdcie antidepresiv u amitryptilinu
a jeho metabolitu, citalopramu, doxepinu
a jeho metabolitu, fluoxetinu, fluvoxaminu,
nortryptilinu, paroxetinu, trimipraminu a jeho
metabolitu, venlafaxinu a jeho metabolitu, i ked
boli publikované aj negativne zavery [14], [15],
[16], [17]. Nejednoznacnost vysledkov tychto
analyz je vysvetlovand rozdielnou dizkou po-
dévania antidepresiv a tiez rozdielmi v pocte
knock-outovanych génov. Vyznam P-gp sa
nepotvrdil u mirtazapinu a sertralinu. Vplyv
P-gp na antidepresiva sa in vivo hodnotil tiez
pri sicasnom podavani znamych inhibitorov
P-gp (verapamil, cyklosporin), pricom sa zistili
rozdiely v pomere koncentracii antidepresiv
v mozgu a plazme v zavislosti od typu lieciva
a anatomickej lokalizdcie vySetrovanej ¢asti CNS
[18, 19]. Navyse boli pozorované rozdiely v pe-
netracii dcérskych molekul a ich metabolitov.

V literature sa pri vzniku depresie casto
popisuje vyznam hyperaktivity hypotalamo-
-hypofyzo-adrendlnej (HHA) osi v dosledku
porusenej spatnej vizby na hlavné endogénne
kortikoidy (¢lovek - kortizol, hlodavce - kor-
tikosterén). Na zaklade star$ich prac, kde sa
u mysi po inaktivacii génu pre P-gp pozorovali
nizsie plazmatické hladiny ACTH a kortikos-
terénu vznikla hypotéza, Ze v regulacii funkcie
HHA osi ma vyznamnu ulohu prave P-gp.
Predpokladalo sa, Ze za hyperaktivitu HHA
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osi je zodpovedny znizeny prienik endogén-
nych glukokortikoidov do CNS v doésledku
nedostato¢nej funkcie P-gp v HEB [20]. Podla
niektorych autorov sa inhibicia P-gp v HEB
povazovala dokonca za jeden z moznych me-
chanizmov uc¢inku niektorych antidepresiv [21].
Novsie prace tuto hypotézu nepotvrdzuju [22],
[23], [24]. V jednej klinickej studii u pacientov
s chronickou liecbou antidepresivami sa v po-
rovnani so zdravymi kontrolami pozorovala
naopak zvysena funkcia P-gp [25].

Vztah polymorfizmov P-glykoproteinu
k uc¢inku antidepresiv

Vyznam vztahu SNP génu MDR-1 k liecebnej
ucinnosti antidepresiv a k vyskytu ich nezia-
ducich ucinkov bol potvrdeny v niekolkych
klinickych $tudiach. V japonskej populacii
sa signifikantne castejSia liecebna odpoved
pozorovala u jedincov s genotypmi MDR-1
2677 TT, TA a AA v porovnani s homozygotmi
2677 AA a heterozygotmi 2677 GT a GA [26].
V rovnakej $tudii sa pri haplotypovej analyze
zistila signifikantne Castejsia rezistencia na pa-
roxetin pri haplotype 3435C-2677G-1236T.
V slovenskej populdcii bola lie¢ebna odpoved
na paroxetin takisto CastejSie zaznamenana
u nositelov aspon jednej alely T polymorfizmu
G2677T/A [27]. Nemecki autori potvrdili
u depresivnych pacientov z 95 vySetrovanych
SNP signifikantny vplyv na dosiahnutie remisie
v dvoch intrénovych polymorfizmov MDR-1
(rs2032583 a rs2235015) iba u substratov P-gp
(citalopram, venlafaxin, amitryptilin) na rozdiel
od mirtazapinu, ktory sa v danej studii pri
knock-out analyzach neprejavil ako substrat
P-gp [16]. Vyznam intrénovych SNP (rs2032583
a rs2235040) bol najdeny aj pri analyzach lie-
cebnej odpovede na paroxetin [28]. V studii
hodnotiacej u¢innost escitalopramu sa castejsia
remisia pozorovala pri alele G (rs10256836)
a pri alele T (polymorfizmy rs1045642 = C3435T
a rs1882478) [29]. Signifikantne vyssi vyskyt
remisie v danej $tudii bol tiez ndjdeny u je-
dincov s haplotypom T-T-T-C-C pri hodnoteni




haplotypového bloku obsahujiceho 5 SNP
(rs1882478-rs2235048-rs2235047-rs1045642-
rs6949448). Alela T polymorfizmu rs1882478
sa spdjala s vyraznejSim vyskytom insomnie
pocas 1. tyzdna terapie. V australskej popu-
lacii sa pri terapii escitalopramom pozoroval
vztah polymorfizmu MDR-1 C3435T k davke
nevyhnutnej na dosiahnutie remisie. Jedinci
s genotypmi TC a CC potrebovali na dosiahnutie
remisie davky 24 a 19 mg, zatial ¢o nositelia
genotypu TT iba 11 mg [30]. V dal3ej $tudii
homozygoti pre alelu T polymorfizmu C3435T
mali pri liecbe nortryptilinom signifikantne
vys$ie riziko vzniku posturalnej hypotenzie
[31]. Ini autori vztah polymorfizmov MDR-I
vo vztahu k lie¢be antidepresivami nepotvrdili
[32, 33, 34]. Je mozné, Ze za protichodné roz-
diely vo vplyve polymorfizmov génu MDR-1
mozu byt zodpovedné interetnické rozdiely,
ako aj rozdiely v dizajne jednotlivych analyz.

ZAVER

Vzhladom na protichodné zavery jednotlivych
studii musi byt skutoény vyznam P-gp a jeho
polymorfizmov objasneny v novsich a uni-
formnejsie $tandardizovanych in vitro a in vivo
analyzach, ako aj vo vacsich prospektivnych
klinickych stadiach uskuto¢nenych vo viacerych
populaciach a prostrednictvom metaanalyz.
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ABSTRAKT

Vitalna zubna dren je pre Zivotnost zubov
s neukonc¢enym vyvinom nesmierne doélezita,
pretoZe zabezpecuje potrebnu vyzivu, sluzi ako
biosenzor na detekciu posobenia patogénnych
stimulov a umoznuje dokoncenie ich fyziolo-
gického vyvinu. Zubna dren ma prirodzeny
potencial odolavat miernym patologickym
podnetom a v pripade zavaznejSich stimulov
je potrebna vhodna terapia pre stimulaciu jej
reparativnych procesov. Nekroza zubnej drene
vSak znac¢ne zhorsuje prognozu zubov s ne-
ukonc¢enym vyvinom hlavne komplikaciami
vyplyvajuicimi z konvecného endodontického
oSetrenia. Apexifikiacia umoznuje zaplnenie
korenového systému avsak z dlhodobého
hladiska sa spajaju tieto zuby s rizikom
vyplyvajucim z predc¢asného ukoncenia ich
vyvinu. Regenerativne endodontické postupy
predstavuja biologicky zalozené konzervacné
oSetrenia zubov s neukoncenym vyvinom
s nekrézou zubnej drene navrhnuté pre rege-
neraciu zubnej drene s obnovenim vsetkych
jej funkcii. Klinické aj radiologické vysledky
poukazuju na dokoncenie vyvinu korena
s vysokou uspesnostou a mierou prezitia
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oSetrovanych zubov nasvedcujuce tspesnej
regeneracii zubnej drene, av§ak histologické
vysledky sa znacne roznia, ¢o poukazuje na
potrebu vicSieho riadenia regeneracie zubnej
drene pre dosiahnutie predvidatelnejsich
vysledkov.

Klucové slova: zuby s neukonc¢enym vy-
vinom, vitalne oSetrenie zubnej drene, ape-
xifikacia, revaskularizacia, regenerativna
endodoncia

ABSTRACT

Vital pulp of immature teeth is extremely
important for its viability, since it provides
nutrition, acts as biosensor to detect pathogenic
stimuli and allows to complete its physiological
tooth development. Dental pulp has natural
potential to withstand mild pathological sti-
muli, however, in case of progressive stimulus
appropriate therapy is needed to stimulate
its reparative processes. Necrosis of the pulp
compromises prognosis of immature teeth
challenging success of conventional endodontic
treatment. Apexification allows filling of the root
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canal system of immature teeth, however, in
the long therm prognosis those teeth represents
risks from early termination of development.
Regenerative endodontic procedures presents
biologicly based conservative treatment of im-
mature teeth after pulpal necrosis designed for
pulp regeneration with the renewall of all its
functions. Clinical and radiological outcomes
shows accomplishement of continued root de-
velopment and increased success and survival
rate of treated teeth indicating successful pulp
regeneration, but histological outcomes vary
considerably, suggesting the need for more
controled regeneration for more predictable
outcomes achievement.

Key words: immature teeth, vital pulp
therapy, apexification, revascularization, re-
generative endodontics

UVOD

Cielom tejto prace je prezentovat nové
moznosti liecby trvalych zubov s neukoné¢enym
vyvinom potom, ako ddjde k strate ich vitality.
Nekroéza zubnej drene vedie k zastaveniu vyvinu
korena zuba. Dlhodoba prognéza v zmysle za-
chovania zuba s kratkym korenom a krehkymi
stenami je podstatne horsia ako u zubov, ktoré
presli kompletnym vyvinom. V najnovsich od-
bornych casopisoch sa stretdvame s terminmi
ako je revaskularizacia, revitalizacia ¢i regene-
racia zubnej drene, ktorych spolo¢nym cielom
je to isté, a teda obnovenie fyzioldgie zubnej
drene tychto zubov s dokoncenim zastaveného
vyvinu korenov zubov, ¢im sa progndza tychto
zubov znacne zlepsi.

Charakteristika zubov s neukoncenym
vyvinom

Zuby od prerezania do ustnej dutiny po uza-
tvorenie apexu korena su charakterizované ako
zuby s neukoncenym vyvinom. Predstavuju
vyvyjajuci sa organ, v ktorého apikalnej casti
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dochddza k proliferdcii a diferenciacii réznych
buniek, ktorych ulohou je dokoncenie vyvinu
korena zuba. Histologicky obraz vykazuje
cievami bohato zdsobenu mladu zubnu dren,
¢o umoznuje vacsi prisun obrannych latok
a rychlejsie odstranovanie $kodlivin. V ranom
§tadiu ma charakter mezodermalnej zubnej
papily s mnozstvom nediferencovanych kme-
novych buniek, vdaka ¢omu md zubna dren
tychto zubov velkd reparativnu schopnost
po poskodeni (Hargreaves, K. M. 2011).

Biologické zaklady regenerativne;j
endodoncie

Regenerativna endodoncia sa vyvinula
zo skorych pokusov opierajucich sa o vyznam
krvnej zrazeniny v endodontickej terapii
(Ostby, B.N. 1961), v spojeni s pochopenim,
ze revaskularizdcia, alebo obnovenie cievneho
zasobovania existujicej drene, je nevyhnutné
pre pokracovanie vyvinu korena po trauma-
tickom poraneni (Andreasen, J. O. et al. 2007).
Dal$im faktorom bolo roziirenie vyskumu
kmenovych buniek, najma objav mezenchy-
malnych kmenovych buniek s potencidlom
diferencovat do dentogennych bunkovych linii
produkujucich dentin (Huang, G.T. et al. 2009).

Nakashima popisal 3 klucové zlozky tka-
nivového inzinierstva, a to kmenové bunky,
biologicku mriezku a rastové faktory, ktorych
spravnym vyuzitim budeme schopni vytvorit
mikroprostredie veduce k uspesnej regeneracii
tkaniv. Pre vyuzitie principov tkanivového inzi-
nierstva v oblasti regenerativnej endodoncie je
potrebné vyskum zamerat na vyber vhodnych
kmenovych buniek, rastovych faktorov a ma-
teridlov zabezpecujucich ich spravne priesto-
rové usporiadanie pre formovanie funkéného
pulpo-dentinového komplexu (Nakashima,
M. 2005). Na zubnu dren mdézme pozerat ako
na inervované a vaskularizované riedke spojivo,
ktorého hlavnym typom buniek st fibroblasty.
Spolu s krvnymi, lymfatickymi cievami a ne-
urénmi su zavzaté do extracelularnej matrix
tvorenej kolagénom a inymi typmi vlakien,




obkolesené zvonku vrstvou odontoblastov.
Z toho vyplyva, Ze pre tvorbu tohto tkaniva
je potrebny vyvin niekolkych typov buniek.
Predpoklada sa, Ze mezenchymalne kmenové
bunky st v dreni umiestnené v okoli ciev a v
zéne bohatej na bunky, nachadzajucej sa pod
vrstvou odontoblastov a maju za ulohu ich na-
hradu v pripade poskodenia (Shi, S., Gronthos,
S. 2003). U vyvijajtcich sa zubov sa kmenové
bunky nachadzaju v oblasti apikalnej papily
ako st zdrojom primdrnych odontoblastov
pocas vyvinu (Nosrat, A., et al. 2014). Rege-
neracia riedkeho spojivového tkaniva vykazuje
podobnost s granula¢nou fazou v procese
hojenia rany. Sved¢i o tom hlavne lokalne
uvolnovanie angiogénnych rastovych faktorov,
a to vaskularneho endotelidlneho rastového
taktora - VEGF a dostickového rastového
faktora — PDGEF, ktoré plnia klucova ulohu
pri riadeni angiogenézy a rozvoja riedkeho
spojivového tkaniva (Yokose, S., et al. 2004).
Vyhodou je fakt, ze zubna dreni vyplha relativne
maly objem, okolo 0,1-0,2ml a v porovnani
s ostatnymi organmi ma relativne jednoduchu
cytoarchitektiru, ktori mozme prirovnat k jadru
z riedkeho spojivového tkaniva obkoleseného
vrstvou odontoblastov pripojenych k dentinu,
¢o by z hladiska tkanivového inzinierstva mohlo
byt jednoduchsie na regeneraciu (Hargreaves,
K. M. 2011)

Iwaya, S.1., et al. (2001) ako aj Banchs, F,
Trope, M. (2004) sa vysledkami svojich prac
pri¢inili o zvy$eny zaujem o regenerativnu en-
dodonciu. Dezinfekciou nekrotického tkaniva
s naslednou antibiotickou medikaciou kanala
docielili ukoncenie vyvinu korena so znam-
kami reinervacie (Law, A.S. 2013). Opierajtc
sa o poznatky z traumatoldgie, regeneracia
nekrotickej pulpy bola povazovana za moznu len
v pripade luxacie trvalého zuba s neukoncenym
vyvinom. Mlady zub m4 Siroko otvoreny apex
a kedZe je kratky umoznuje to novému tkanivu
prerastat do pulpdlneho priestoru relativne
rychlo. Pulpa je v tomto pripade nekrotickd,
ale zvycajne nie je degenerovana ani infikovana,
a preto sluzi ako matrix, po ktorej moze nové
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tkanivo rast. Experimentalne bolo dokazané,
ze apikalna cast pulpy, ak pretrva vitalna,
dokaze po replantdcii proliferovat korondrne
nahradzajic nekrotickua ¢ast pulpy (Trope, M.
2008). Doteraz bolo problémom zregenerovat
infikované nekrotické pulpalne tkanivo u zubov
s ireverzibilne zapalovo poskodenou zubnou
drenou. Ak by sa nam v3ak podarilo vytvorit
podmienky podobné ako u luxovaného zuba,
regeneracia by sa mohla objavit, a to po efek-
tivnej dezinfekcii korenového kandla, vytvoreni
matrix, ktord by umoznovala rast nového tkaniva
a efektivnom utesneni a zaplneni koronarneho
pristupu (Windley, W. et al. 2005).

Hoci tieto prace obsahovali klinicky dokaz
ukoncenia rastu korena, chybal im histologicky
rozbor novovzniknutého tkaniva v korennovom
kanali. Preto s pribudajicimi prezentovanymi
pripadmi sa zacali viest spory ohladom termino-
légie popisujucej klinické postupy a v konecnom
dosledku aj dosiahnuté vysledky (Geisler, T. M.
2012). Revaskularizacia nedostato¢ne popisuje
pozorované zmeny, termin zauZivany z trauma-
tologie podla definicie predstavuje obnovenie
cievneho zasobovania zubnej drene, a hoci
angiogenéza a obnovenie cievneho zdsobenia je
klucové pre regeneraciu, je treba poznamenat,
ze v niektorych pripadoch doslo k pozitivnej
odpovedi na test vitality (Hargreaves, K. M. et al.
2013). Revitalizacia zasa popisuje rast tkaniva,
ktoré nie celkom zodpoveda pévodnému tka-
nivu a regenerdcia ako ndhrada poskodenych
$truktur, zahfnajic dentin a Struktiry korena
ako aj bunky pulpo-dentinového komplexu
(Law, A.S. 2013). Spolo¢nym menovatelom
zjednocujucim vsetky 3 popisované postupy
ostava kategoria regenerativnych endodontic-
kych postupov.

Postup pri regenerativnej endodoncii

V prehlade regenerativnych endodontickych
postupov sa stretdvame s réoznymi varidciami
liecebnych protokolov spojenych s uspesnymi
klinickymi vysledkami, aj preto v stcasnosti
nie je odporucany jediny postup (Tab.1).
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Z prezentovanych klinickych prac vyplyvaju
niektoré spolo¢né pozorovania:

o Viacdsinou iSlo o mladych pacientov
6-18 ro¢nych, ¢im sa predpoklada, ze vek
moze zohravat doleziti rolu pre rege-
nerativny potencial.

+ Osetrené boli trvalé zuby s neukoncenym
vyvinom, pretoze kratke korene so $iroko
otvorenym apexom su viac pristupné
prerastaniu tkaniva s moznostou vyskytu
vacsieho poctu kmenovych buniek.

o Minimalna alebo Ziadna mechanicka pre-
pardcia s ciefom ponechania nekroticke;
pulpy alebo indukcie krvnej zrazeniny,
ktoré posluzia ako mriezka.

o Aplikacia vnutrokanalového liec¢iva
pre dezinfekciu kandla.

o Dokonalé baktériam odolné zapecatenie
nasledované trvalou vypliou.

Odlisovali sa vSak:

« V type a koncentraciach pouzitych vypla-
chovych roztokov (1,25-5,25% NaOCI,
3% H,0)

e V type a koncetracii vnutrokanalového
lieciva (Ca(OH), /antibiotickd pasta)

o Pocte oSetreni ako aj dlzke medzi jed-
notlivymi oSetreniami

o Tvorbe krvnej zrazeniny alebo pouziti
iného typu mriezky (PRP)

o Type materidlu pouzitého na prekrytie
pulpalneho priestoru

o Trvalej vyplni.

Napriek tymto rozdielom, vysledkom takmer
vSetkych postupov bolo vyliecenie apikalnej
patolégie a dokoncenie vyvinu korena v zmysle
jeho dlzky aj hribky stien korefiového kanla.

Pri rozhodovani sa pre regenerativny en-
dodonticky postup je dolezity vyber vhod-
ného pacienta. Sucasné odporucania u zubov
s nekrotickou zubnou dreniou a neukon¢enym
vyvinom nezohladnuju etioldgiu nekrézy zubnej
drene, kedze $tudie eviduju nekrézu zubnej
drene sekundarne po traume (Petrino, J.A.
2007), v dosledku zubnych anomalii (Banchs,

94

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2015

E, Trope, M. 2004), ako aj v dosledku zubného
kazu (Nosrat, A., et al. 2011). Reimplantacia
luxovanych zubov s radiologickym meziodis-
talnym priemerom apexu vac¢$im ako 1 mm
mala omnoho vy$siu uspesnost revaskularizacie
(Kling, M., et al. 1986), preto pravdepodobnost
uspechu regenerativneho postupu u zubov
s neukon¢enym vyvinom s nekrotickou zubnou
drenou je zavisla od velkosti apikdlneho otvoru
umoznujuceho prerastanie cievneho zdsobenia
a kmenovych buniek do korenového kanala
(Law, A.S. 2013). V krvi zubov s neukon¢enym
vyvinom boli zdroven zaznamenané zvy$ené
hodnoty markerov mezenchymalnych kme-
novych buniek (Lovelace, T.W., et al. 2011),
¢o nasvedcuje, ze apikdlna papila pritomna
v periapikalnom priestore vyvijajucich sa zubov
predstavuje zdroj potrebnych kmenovych bu-
niek (Huang, G.T., et al. 2008).

Liecebny protokol
Prva faza liecby

V prvom kroku sa zamieriavame na vytvo-
renie pristupu a $etrnd dezifekciu pulpalneho
priestoru (Geisler, T.M. 2012). Neoddelitelnou
sucastou regenerativnych postupov je kanalik
bez pritomnosti baktérii (Hargreaves, K.M.
2011), pretoze nekrotickd, ale neinfikovana
pulpa v kombinacii s krvnou zrazeninou nam
sluzia ako matrix pre migraciu kmenovych
buniek a ich naslednu diferenciaciu. Ako-
ndhle vSak dojde ku kontaktu tohto tkaniva
s baktériami proces sa zastavi (Yanpiset, K.,
Trope, M. 2000).

Pri vybere vhodného vyplachového roztoku
na dezinfekciu kanala je dolezita rovnovaha
medzi potrebou eliminacie baktérii a zacho-
vania vitality kmenovych buniek. Hypochlérid
s6dny - NaOCI (Essner, M.D., et al. 2011), ako aj
chlorhexidin - CHX (Trevino, E.G., et al. 2011)
napriek svojim prospesnym antimikrobidlnym
ucinkom sa spravaju cytotoxicky ku kmenovym
bunkam, a rovnako mozu denaturaciou prote-
inov redukovat uchytenie kmenovych buniek
k dentinu (Ring, K.C., et al. 2008). Pouzitim




oboch tychto roztokov po sebe dochadza
ku tvorbe precipitatu para-chléranilinu, preto je
rozumné medzi jednotlivymi roztokmi kanalik
vyplachnut sterilnou vodou alebo fyziologickym
roztokom na elimindciu tohoto precipitatu
(Basrani, B.R., et al. 2007). Pre dezinfekciu
korenovych kanalikov s neukonc¢enym vyvinom
sa teda neodporuca vyplach pomocou CHX.
Vhodné je pozitie 20 ml 1,25% NaOCI, teda
dostato¢ného mnozstva vyplachového roztoku,
avSak v niz$ej koncentracii, kvoli minimalizdacii
cytotoxického ucinku. Negativny ucinkok na
uchytenie kmenovych buniek je mozné zvratit
pouzitim kyseliny etyléndiamintetraoctovej —
EDTA (Galler, K.M., et al. 2011).

Po dokladnej dezinfekcii pomocou vyplacho-
vého roztoku a vysuseni kanalika papierovym
¢apom sa odporuca aplikdcia intraradikularneho
lie¢iva. Hydroxid vapenaty sa v endodoncii
pouziva uz dlhsi cas, kedze okrem antimikro-
bialnych ucinkov je schopny rozpustat tkaniva,
posobi inhibi¢ne v pripade intraradikularnej
resorpcie, funguje ako fyzicko-chemicka ba-
riéra a rovnako indukuje reparativne pochody
formovanim tvrdych tkaniv. Délezita ulohu
mé dlzka posobenia hydroxidu vapenatého
v kanaliku, pretoze aj ked bola dokazana
jeho schopnost penetracie do tubulov, doslo
k zniZeniu jeho pH, takze kratkodobé pouzitie
nemusi byt dostatoc¢ne efektivne pre dezinfekciu
korenovych kandlov (Siqueira, J.E, Jr., Lopes,
H.P. 1999). V mnohych pripadoch regenera-
tivnych postupov s pouzitym Ca(OH)2 doslo
k tvorbe vnutrokanalovych kalcifikacii, ktoré
mozu branit pokrac¢ujicemu hrubnutiu denti-
novych stien (Chueh, L.H., Huang, G.T. 2006).
Pre vysoké pH je znamy svojou toxicitou aj
na vitalne bunky a teda moze viest k posko-
deniu zvyskovych buniek zubnej drene alebo
aj kmenovych buniek, ¢i k rozvratu apikdlnej
papily a jej prilahlych kmenovych buniek,
nevyhnutnych pre pokracujici vyvin korena
(Hargreaves, K.M., et al. 2008).

Mnoho autorov preto dava prednost trojitej
antibiotickej paste. KedZe infekcia korenového
kanalika je povazovana za polymikrobialnu in-

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2015

fekciu, je na jej eliminaciu potrebnd kombinacia
lie¢iv. Hoshino, E., et al. (1996) skiimali a¢innu
kombinaciu antibiotik na eradikaciu baktérii
z infikovaného dentinu korenovych kanalov.
Vyskum na psoch u zubov s neukoncenym
vyvinom a radiologicky potvrdenou apikalnou
parodontitidou preukazal velkd ucinnost
kombinacie ciprofloxacinu, metronidazolu
a minocyklinu v pomere 1:1:1 pri dezinfekcii
korenovych kanalikov, ¢o in$pirovalo viace-
rych autorov na aplikdciu tejto antibiotickej
pasty v regenerativhom postupe, vytvorenim
tak prostredia vhodného pre vrastanie ciev
a buniek schopnych diferenciacie. S aplikaciou
antibiotik prichadzaju aj niektoré komplikacie
v podobe alergickej reakcie, moznosti vzniku
rezistencie urcitych bakteridlnych kmenov
a z estetického hladiska sfarbenia korunky
(Reynolds, K., et al. 2009).

Nasledne je potrebné aplikované liecivo
prekryt doc¢asnou vypliou a dohodnut termin
nésledujiceho ogetrenia. Casovy rozostup
medzi sedeniami je v jednotlivych pripadoch
rozny, no z pozorovani uspesnych klinickych
$tadii sa odporuca ponechat ¢i uz antibioticku
pastu alebo Ca(OH)2 po dobu 2-4 tyzdnov
(Law, A.S. 2013).

Druhd fiza liecby

V druhej faze oSetrenia, je jednak potrebné
vyhodnotit odpoved na inicidlnu fazu liecby a v
pripade, Ze u pacienta perzistuju symptoémy a/
alebo su pritomné znamky infekcie v podobe
opuchu, ¢i pretrvavajucej fistuly po abscese, je
potrebna aplikacia rovnakého alebo rozdielného
antimikrobidlneho lie¢iva v ramci dodato¢ného
oSetrenia (Jung, I.Y., et al. 2008).

Ak je v$ak pacient bez akychkolvek znamok
infekcie, mozme pristupit k dalej faze rege-
nerativneho endodontického procesu, aplika-
ciou lokdlnej anestézie bez vazokonstrikénej
prisady, pretoze nam moze branit pri vyvolani
krvacania do korenového kanala, ¢o je jednym
z dolezitych krokov pre vytvorenie biologickej
mriezky (Banchs, E, Trope, M. 2004) a privod
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kmenovych buniek (Lovelace, T. W. et al.
2011). Nasledna izoldcia pomocou koffer-
damu je nevyhnutna pre dodrzanie striktnych
aseptickych podmienok, ktoré maja vplyv
na konec¢ny vysledok. V rdamci obozretnosti
mozme pred odstranenim docasnej vyplne
vykonat externu dezinfekciu pomocou chlér-
hexidinu. Po spristupneni je potrebné opatrné
vyplachnutie pre odstranenie antimikrobialne;
vlozky z korenového kandla. Kedze NaOCI
a CHX mozu ovplyvnit vysledok, odportca sa
vyplach sterilnym roztokom, alebo 20 ml 17 %
EDTA, ¢o vedie k odstraneniu smear layer,
spristupneniu dentinovych tubulov a podmieni
uvolnenie rastovych faktorov, ako napriklad
TGF B z dentinu, s naslednym vyplachom
sterilnou vodou alebo fyziologickym roztokom
(Galler, K. M. et al. 2011).

Kanalik zbaveny akychkolvek baktérii je
predpokladom pre tkanivovu regeneraciu, avsak
do prazdneho priestoru nové tkanivo nepre-
rastie, v tom pripade, je nevyhnutné vytvorit
mriezku, po ktorej by nové tkanivo rastlo.
Indukciou krvnej zrazeniny z periapikdlneho
priestoru s obsahom rastovych a diferenciac-
nych faktorov by mohli vzniknut podmienky
pre prerastanie tkaniva (Thibodeau, B., Trope,
M. 2007). Vzhladom ku svojej lokalizacii, je
predpoklad, Ze tkanivo apikdlnej papily dokaze
vdaka kolateralnemu obehu prezit nekrézu
zubnej drene, a slazi tak ako zdroj potreb-
nych kmenovych buniek (Huang, G.T. et al.
2008). Poprepdjané fibrinové vlakna krvnej
zarazeniny tvoria cestu pre migraciu buniek
z periapikalnej oblasti (Harrison, J. W., Jurosky,
K.A. 1991). Vdaka pritomnym rastovym a di-
ferencia¢nym faktorom sa krvna zrazenina
aktivne podiela na procese hojenia (Marx,
R.E. 2004). Pomocou endodontickej sondy
alebo instrumentu sa laceraciou apikalneho
tkaniva indukuje krvacanie, kym nedosiahne
cemento-sklovinné rozhranie (Banchs, F.,
Trope, M. 2004). V pripade, Ze sa krvacanie
neobjavi, moéze pomdct namocenie sondy alebo
pilnika do 17% EDTA na zabranenie koagu-
lacie krvnej zrazeniny, v opa¢nom pripade je
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vhodné opakovat antimikrobidlnu medikaciu
korenového kandla, pre docielenie dodato¢ného
hojenia a tvorby granula¢ného tkaniva (Law,
A.S. 2013). V jednom z pripadov bola krv
ziskand zo susedného kanalika a injikovana
do suchého kandlika (Nosrat, A. et al. 2011).
Alternativami ku krvnej zrazenine st krvna
plazma bohata na krvné dosticky — PRP (Iwaya,
S. et al. 2011) a autolégna fibrinovd matrix
- AFM, ktorych vyhodou je kontrola trovne
krvnej zrazeniny, bez toho ¢i v korenovom
kanali bolo vyvolané krvacanie, daju sa lahko
ziskat, poskytuji 3D mriezku a predstavuju
koncentrovany zdroj rastovych faktorov (Geisler,
T.M. 2012). Aj ked evidujeme pripad kedy
namiesto vyvolania krvacania bola do kanadla
vstreknuta PRP, ktorej tlohou bolo pritiahnut
kmenové bunky do kanalika, potreba odberu
krvi, moze byt v pripade detskych pacientov
odstrasujuca (Torabinejad, M., Turman, M.
2011).

Zostavajucim problémom ostdva vytvo-
renie dostato¢nej baktériam odolnej pecate
koronarneho pristupu, ktora zabrani invazii
baktérii do pulpdlneho priestoru pred docie-
lenim regenerativneho procesu. MTA (mineral
trioxid agregat) sa vdaka svojim vyhodnym
vlastnostiam uspesne pouziva na utesnenie
koronarneho pristupu v postupoch vitalneho
oSetrenia zubnej drene. (Son, A.R., et al.) MTA
je na rozdiel od Ca(OH), biokompatibilné
s prilahlym pulpalnym tkanivom, schopné
indukovat proliferaciu buniek zubnej drene,
udrziava si vysoké pH pocas dlhého obdobia
s vynimo¢nou marginalnou adaptaciou, ¢o
ho predurcuje k zabezpeceniu efektivneho
zapecatenia korenovych kanalikov. Preto sa
odporuca aplikacia 3-4 mm MTA a nasledna
dostavba pomocou skloionoméru a kompozitu
alebo amalgamu. MTA moze byt kontraindi-
kované v pripadoch kde sa vyzaduje estetika,
kvoli starbovaniu dentinu, preto sa v tychto
pripadoch odporuca pozitie alternativneho
materialu, napriklad skloinomérneho cementu
(Shah, N. et al. 2008).




Sledovanie uspesnosti terapie pozostava
z klinického a radiologického vysetrenia.
Pri klinickom vy$etreni sledujeme pritomnost
poklopovej a palpacnej bolestivosti ako aj pri-
tomnost opuchu ¢i fistulacie. Rontgenologicky
si vSimame ustup apikalnej radiolucencie,
zhrubnutie stien korenového kandla ako aj
predlZenie korenia. Napriek zna¢nym ¢asovym
rozdielom v objaveni sa radiologickych zmien
v publikovanych $tudiach, vo vSeobecnosti
mozno ocakavat vymiznutie pariapikalnej ra-
diolucencie medzi 6-12 mesiacom, predlZenie
a zhrubnutie stien korena sa objavuje mezdi
12-24 mesiacom po oSetreni (Law, A.S. 2013).
Dal$im klinickym pozorovanim je vySetrenie
citlivosti, ktoré je jednou z poziadaviek pre
regeneraciu, avSak chybanie pozitivnej odpo-
vede nemusi nutne znamenat chybanie vitality.
Bolest, opuchy miakkych tkaniv alebo zvysena
radiolucencia poukazuju na zlyhanie liecebného
postupu a odportcané su alternativne spdsoby
oSetrenia ako apexifikacia, ¢i chirurgicka liecba
(Geisler, T.M. 2012).

Vysledky terapie

Apexogenéza predstavuje stav po oSetreni
zuba s vitadlnou pulpou, u ktorého sa podarilo
navodit dokoncenie fyziologického vyvinu
a sformovanie apexu korena zuba. Sir$im
pojmom je maturogenéza, ktory sa tyka fy-
ziologického vyvinu celého korena, nielen
vyhradne jeho apexu, kedy je mozné pozo-
rovat pokracujuce ukladanie dentinu v celej
dizke korena, ¢im sa dodava vys$sia pevnost
a odolnost korena voci zlomenine (Weisleder,
R., Benitez, C.R. 2003). Pri sucasnych rege-
nerativnych endodontickych postupoch prave
tento termin najlepSie popisuje pozorované
zavery (Tab.2) (Hargreaves, K. M. 2011). Medzi
pozorovanymi vysledkami bolo mozné odlisit
5 odpovedi na terapiu, a to:

o zhrubnutie stien korenového kanila s

ukonc¢enim vyvinu korena

» nejednoznacné ukoncenie vyvinu korena

s uzatvorenim apexu
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« ukoncenie vyvinu korena s pretrvavajicim
$iroko otvorenym apikalnym otvorom

« obliteracia korenového kanala

« sformovanie bariéry z tvrdého tkaniva
medzi MTA a apexom korena (Nosrat,
A. et al. 2011).

Rozsah predlzenia korena a zhrubnutia
jeho stien je v jednotlivych pracach variabilny.
Stidia porovnéavajuca rozdiely v dlzke a hrubke
korena po aplikacii odli$nych vnutrokanalovych
lie¢iv preukazala signifikantne vicsie zmeny
u zubov oSetrenych pomocou trojitej antibio-
tickej pasty (Bose, R. et al. 2009). Dosiahnuté
zmeny na koreni v niektorych pripadoch na-
svedcuju docielenie regeneracie zubnej drene.
Na zaklade nedostatku histologickych dokazov,
vsak stale neviem povedat aké tkanivo sa ne-
chadza v korenovom kanali. Nedavne prace
s histologickym vySeternim vsak odhalili
obnovenie pulpe podobného tkaniva v kanali
Tudského extrahovaného zuba po regenera-
tivnom endodontickom o$eterni (Shimizu, E.
et al. 2012 a Torabinejad, M., Faras, H. 2012).
Aj ked postupy sa mierne lisia od doteraz
prezentovanych, potvrdzuji moznost regene-
racie tkaniva pritomnostou vitilneho pulpe
podobného tkaniva (Torabinejad, M., Faras,
H. 2012) a vitadlneho riedkeho spojivového
tkaniva s vrstvou oplostenych odontoblastom
podobnych buniek pozdlz predentinu (Shi-
mizu, E. et al. 2012). Vyskumy na zvieratach
po regenerativnych endodontickych postupoch
vsak stale prezentuju ukladanie cementu alebo
kosti podobného tkaniva, ¢o vedie k nejasnos-
tiam ohladom diferancidcie periodontalnych
tkaniv namiesto zubnej drene (Geisler, T. M.
2012). Nedavna analyza 1200 zubov po traume
a 370 autotransplantovanych zubov poskytuje
informacie o moznostiach dosiahnutych vy-
sledkov, ked autori popisali 4 typy pozorovani:

« revaskularizdciu zubnej drene s urych-

lenou tvorbou dentinu

 vrast cementu a peridontalnych ligament

o vrast cementu, preriodontalnych ligament

a kosti
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TAB. 2 PREHILAD VYSLEDKOV REGENERATIVNYCH ENDODONTICKYCH POSTUPOV

Vyliecenie api-

Zhrubnutie stien

) Dlika . L. Predizenie korena Ny
Zdroj sledovania kalnej patoldgie (pocet zubov) korena
(pocet zubov) P (pocet zubov)
Iwaya, S.I. et al. (2001) 30 mes. vylie¢ené (1) ano (1) ano (1)
Banchs, E, Trope, M. (2004) 2r. vyliecené (1) ano (1) ano (1)
Chueh, L. H., Huang, G.T. (2006) | 7 mes.—- 5 r. vylie¢ené (4) ano (4) ano (4)
Petrino, J. A. (2007) 8 mes. vyliecené (1) ano (1) ano (1)
. 12,5 mes./ s . ;
Thibodeau, B., Trope, M. (2007) 16 mes vyliec¢ené (1) ano (1) ano (1)
Cotti, E., et al. (2008) 30 mes. vylie¢ené (1) ano (1) ano (1)
~ vylie¢ené (8) ano (7) ,
Jung, LY. et al. (2008) -5 zmiernennie (1) diskutabilné (2) dno (9)
Shah, N. et al. (2008) 6 mes.- vyliecené (7) nemozné urcit (14) | nemozné urdit (14)
> ‘ 3,5 otazne (7)
o dokoncenie vyvinu | dokonéenie vyvinu
Chueh, L. H. et al. (2009) 6-108 mes. | vyliecené (23)
(23) (23)
vylie¢ené (3) Kondenie vivi Kondenie vivi
vyltéeny (6) dokoncenie vyvinu s | dokoncenie vyvinu
Ding, R.Y. et al. (2009) >21r Ynepriéli uzatvoremim apexu s uzatvoremim
na kontrolu (3) @) apexu (3)
Reynolds, K. et al. (2009) 18 mes. vylie¢ené (2) ziadne (2) ano (2)
Shin, S.Y. et al. (2009) 19 mes. vylie¢ené (1) ano (1) ano (1)
Kim, J.H. et al. (2010) 8 mes. vyliec¢ené (1) ano (1) ano (1)
. oy ano (2) ano (2)
Petrino, J. A. et al. (2010) 9-12 mes. vylie¢ené (1) nie (4) nie (4)
Thomson, A., Kahler, B. (2010) 18 mes. vylie¢ené (1) ano (1) nemozné urcit (1)
Cehreli, Z.C. et al. (2011) 9-10 mes. vylie¢ené (6) ano (6) ano (6)
signifikantné
o , dokoncenie vyvinu
Chen, M. Y. et al. (2012) 6-26 mes. vyliecené (20) ano (20) koreria (15)
nie (5)
Iwaya, S. et al. (2011) 30 mes. vylie¢ené (6) nemozné urcit (14) ano (1)
Nosrat, A. et al. (2011) 15-18 mes vylie¢ené (2) ano (2) ano (2)
Torabinejad, M., Turman, M. 5,5 mes vylie¢ené (1) nemozné urcit (14) ano (1)
(2011)
: L, N ano (1)
Lenzi, R., Trope, M. (2012) 21 mes. vylie¢ené (2) nemozné urdit (14) nie (1)
sformovanie apexu | sformovanie apexu
Nosrat, A. et al. (2012) 6 mes. radiolucencia (2) bez prediienia/ bez prediienia/
zhrubnutia (2) zhrubnutia (2)
~ vylie¢ené (16) ano (19) ,
Jeeruphan, T. et al. (2012) 14-22 mes. lieci sa (4) nie (1) ano (20)

100

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2015




o vrast kosti a kostnej drene (Andreasen,
J. O., Bakland, L.K. 2012).

Tieto pozorovania poukazuju na roznorodost
moznosti vysledkov a poukazuju na potrebu
hladania moznosti vicsieho riadenia regene-
racie.

ZAVER

Aj ked doteraz aplikované postupy nie
vzdy viedli k idedlnym vysledkom, vo vacsine
pripadov zlepsuju prognézu zubov s neukon-
¢enym vyvinom. Je doélezité podotknut rozdiel
medzi histologickym a klinickym dspechom.
Aj ked histologické zavery na zvieratach ne-
poukazuju na regeneraciu pulpalneho tkaniva,
klinické vysledky poukazuju na vysoku uspes-
nost prezitia zubov s neukoncenym vyvinom
po regenerativnom endodontickom oSetreni.
Roznorodost vysledkov, nedostatok informacii
o povode tkaniva vntuatri korenového kanadla
alebo poévodu mineralizovaného tkaniva na ste-
nach korena st predmetom dalsieho vyskumu
v tejto oblasti.

Doterajsie vyskumy na zvieratach tiez po-
ukazuju na isté nedostatky v neriadenom pri-
vode kmenovych buniek a rastovych faktorov
v aplikovanych lie¢ebnych postupoch. Uspesna
regeneracia pulpo-dentinového komplexu
na zvieratach s vyuzitim kompletnych principov
tkanivového inzinierstva upozornuje na potrebu
vacsej kontroly regeneracie tkaniv aplikaciou
vhodnych buniek, biologickej mriezky a kon-
krétnych rastovych faktorov s ich presnym
priestorovym rozlozenim pre docielenie viac
predvidatelnych vysledkov. Preto je len otazkou
¢asu kedy sa tieto principy uspe$ne zavedu
do klinickej praxe.
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SUHRN

Za pouzitia izoelektrickej fokusacie v roz-
sahu pH 3 az 9 bolo zistenych pit izoenzymov
laktatdehydrogenazy v sére a tkanivach mo-
riek. Boli pozorované tri odlisné skupiny
tkaniv: a) tkaniva, v ktorych prevladali
anodické frakcie (srdce, oblicky, pankreas,
erytrocyty), predovsetkym laktatdehydroge-
naza-1; b) tkaniva s prevahou katodickych
frakcii (prsna svalovina, krvné sérum) hlavne
laktatdehydrogenaza-5 a c) tkaniva s pomerne
vyrovnanou distribuciou izoenzymov (pecen,
slezina, pluca, mozog). Najvyssia $pecificka
aktivita bola stanovena v prsnej svalovine
(3920 U/g), srdcovom svale (100 U/g), mozgu
(73U/g) a krvnom sére (111 U/g). Nizke ak-
tivity boli detegované v oblickach (11U/g),
peceni (25 U/g) a erytrocytoch (31 U/g). Obraz
izoenzymov laktatdehydrogenazy v tkanivach
a krvnom sére moriek je podobny s obrazom
u kurdiat, ale lisSi sa od obrazu izoenzymov
laktatdehydrogenazy v tkanivach cicavcov.

Klucové slova: izoenzymy laktatdehydro-
genazy; morka; vtaky; cicavce; izoelektricka
fokusacia
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SUMMARY

Five isoenzymes of lactate dehydrogenase
were detected in serum and tissues of turkey
using isoelectrofocusing method in a pH range
of 3 to 9. Generally, three different groups were
seen: a) those having an anodic domination
(heart, kidney, pancreas, erythrocytes) with
mainly lactate dehydrogenase-1 fraction, b)
those having a cathodic domination (breast
muscle and serum) with prevalence of lactate
dehydrogenase-5 and c) those with a more
uniform distribution (liver, spleen, lung, brain).
The specific enzyme activity was the highest
in the breast muscle (3920U/g), followed by
heart muscle (100U/g), brain (73U/g), and
serum (111 U/L). Low activities were detected
in kidney, liver and erythrocytes (11U/g,
25U/g, 31 U/g, respectively). It was concluded,
that lactate dehydrogenase isoenzyme patterns
in turkey tissues and serum were similar to
those of chicken and differed from profiles of
some mammals.

Key words: lactate dehydrogenase isoen-
zymes; turkey; birds; mammals; isoelectro-
focusing
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UvVoD

Laktatdehydrogenaza (EC 1.1.1.27, LDH) je
cytosolovy enzym ubikvitarne rozsireny v bun-
kach vertebrat, rastlin a baktérii. Zucastnuje
sa metabolizmu sacharidov, kde katalyzuje
premenu kyseliny mliecnej a pyrohroznovej
za ucasti nikotinamidadenindinukleotidu
ako koenzymu [1]. Z hladiska Struktary je
to tetramér zlozeny zo Styroch podjednotiek
s molekulovou hmotnostou 35000, ktory
u zivocichov a ¢loveka je pritomny v piatich
elektroforeticky odli$nych formach znamych
ako izoenzymy. V molekule LDH su pritomné
dva typy protomérov H a M. Su koédované
dvoma odlisSnymi génmi ldhA pre M a ldhB
pre H podjednotku [2], [3], [4], [5], ¢o posky-
tuje pat typov laktdtdehydrogenazy: H,, H M,
H M,, HM, a M,. Srdcovy sval, kostrovy sval
a pecenn sa vyznacuju tym, Ze su bohaté na
LDH, pricom sa lisia svojim izoenzymovym
obrazom. V srdcovom svale prevlddaju LDH,
a LDH, formy nad katodickymi formami LDH,
a LDH,, zatial o obraz kostrového svalu vic-
$iny vertebrat ma opacny charakter s prevahou
katodickych izoenzymov. U dalich organov
st pritomné tiez hybridné formy LDH,, LDH,
a LDH, s pomerne vyrovnanou distribciou
a relativne nizSou katalytickou intenzitou.

Stanovenie celkovej aktivity laktatdehyd-
rogenazy vo vtacich sérach sa stalo rutinnou
metddou v klinickych laboratériach veterinarnej
mediciny. Bolo pouzité napriklad pri studiu
metabolickych ochoreni pecene a svalu [6],
[7], [8] ako aj pri $tudiu vyvojovych zmien
spojivového tkaniva [9], [10]. Stanovenie cel-
kovej aktivity bolo taktiez pouzité v mnohych
toxikologickych $tadidch, ktoré boli zamerané
na pochopenie vplyvu réznych environmen-
talnych faktorov na vta¢i organizmus. Na-
priek Sirokej aplikdcii laktatdehydrogenazy
vtacieho povodu je jej pouzitie obmedzené
na stanovenie celkovej enzymovej aktivity.
Pri¢inou tohto obmedzenia je pravdepodobne
imobilita vta¢ich molekdl LDH izoenzymov
v elektrickom poli za pouzitia anodického
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tlmivého systému pri hodnote pH 8,6-8,8, t.j.
pH hodnét vhodnych pre delenie cicavcich
laktatdehydrogendz. V predkladanej praci sme
pouzili izoelektrofokusa¢nu techniku v pH
gradiente 3 az 9 na separaciu izoenzymov LDH
moriek v réznych tkanivach a sére.

MATERIAL A METODY
Zvierata a priprava vzoriek

60-dnové klinicky zdravé morky mali prie-
mernu hmotnost 3kg (n=8). Po transporte
zvierata odpocivali 24 hodin. Krv bola odobrata
z kridlovej zily 1) za pouzitia heparinu pre se-
paraciu izoenzymov erytrocytov, 2) bez antiko-
agulantu za ucelom ziskania séra. Zvierata boli
odporazené dekapitaciou, po ktorej nasledoval
odber vzoriek tkaniv ulozenych do chladeného
tlmivého roztoku. Zozbierané boli nasledujtce
tkaniva: srdcovy sval, kostrovy sval, pecen,
slezina, pankreas, pltica a mozog. Tkaniva boli
rozstrihané na malé kasky a premyté tlmivym
roztokom kvoli odstraneniu prebytku krvi
a spojivového tkaniva. 2 g tkaniva boli potom
homogenizované v 10 objemoch chladeného
tlmivého roztoku (0,05 mol/L Tris-HCI, pH 7,3
s obsahom 0,01 % EDTA). Homogenaty boli
centrifugované pri 19000 g po dobu 60 minut
pri 4°C a supernatant bol pouzity na enzymovu
analyzu ako aj na elektroforeticku separaciu.
Krv bola zozbierana do skumaviek s obsahom
heparinu a centrifugovana pri 450¢ po dobu
10 minut pri 4 °C. Plazma bola zliata a erytro-
cyty opatrne premyté trikrat v dvoch objemoch
s naslednym zliatim supernatantu. Bunky boli
potom lyzované pridavkom troch objemov
chladenej destilovanej vody a centrifugované
pri 19000 g po dobu 60 minut pri 4°C. Stano-
venie celkovej aktivity LDH ako aj separacia
izoenzymov pritomnych v hemolyzatoch bolo
robené v ten isty den ako odber krvi.

Katalyticka aktivita laktatdehydrogenazy bola
stanovena kolorimetricky pri 37 °C za pouzitia
laktatu ako substratu a NAD* ako koenzymu,




pricom bol merany hnedocerveny produkt
reakcie (A, ). Koncentrdcia bielkovin bola
stanovena podla Bradfordovej [11], $pecificka
aktivita bola vyjadrena v enzymovych jednot-
kach na gram bielkovin (U/g). Koncentracia
hemoglobinu bola stanovend kyanmethemo-
globinovou metédou (Imuna, Sarisské Micha-
lany, SR), aktivita LDH v erytrocytoch bola
vypocitand v enzymovych jednotkach na gram
hemoglobinu (U/g hemoglobinu).

Elektroforeticka separacia, detekcia
a kvantifikacia vzoriek

Izoenzymy LDH moriek boli rozdelené za
pouzitia elektroforetického systému PhastSystem

(Pharmacia LKB, Svédsko). Pouzita bola tech-
nika izoelektrickej fokusacie (IEF) v rozsahu
pH 3 az 9. Separa¢né podmienky 2000V, 2,5
mA, 3,5W, 15°C, 30 minttova doba separacie.

Kedze elektroforézou sa separovali rozne
frakcie bielkovin, izoenzymy LDH boli $peci-
ticky detegované za pouzitia nitroblue tetrazélia
a laktatu sodného (Sigma USA) ako substratu
za pouzitia 0,1 mol/L glycin-NaCl-NaOH tl-
mivého roztoku pH8,3. Na denzitometrické
vyhodnotenie vzoriek (613nm) a stanovenie
relativnej distribucie frakcii izoenzymov bol
pouzity Phastlmage systém. Izoenzymové
frakcie boli vyjadrené v % z celkovej aktivity
LDH. Pri identifikacii jednotlivych izoenzymov
LDH moriek na elektroforetograme bola frakcia

) LDH

b)

2 1 (+)

izoenzymy laktatdehydrogenazy

Obr. 1. Elektroforeticky obraz izoenzymov laktatdehydrogenazy moriek po ich separacii nativnou elektroforézou pri
pH 8,8 (PAGE 8-25) (a) a izoelektrofokusaciou v gradiente pH 3,0 aZ 9,0 (IEF 3-9) (b). Podmienky separacie: 400V,
10,0 mA, 45 minut doby separacie pri 4°C, pH 8,8 (a); 2000V, 2,5mA, 15 °C, 20 minit doby separacie (b)
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najblizdie k andéde oznacend LDH,, frakcia
najblizsia ku katéde - LDH..

VYSLEDKY

Nativna elektroforéza v anodickom tlmivom
systéme pH 8,8 neumoznovala rozdelenie

a srdcovy sval
b

¢

d  oblicky
e

izoenzymov laktatdehydrogenazy moriek
(Obr. 1a). Z obr. 1b vidiet, Ze pouzitim techniky
izoelektrickej fokusacie v gradiente pH 3 az 9
sme dosiahli dobré a zretelné rozliSenie vset-
kych piatich izoenzymov LDH moriek. Ako
priklad tejto separacie sme zvolili obraz LDH
izoenzymov pecene.

f pankreas

1 erytrocyty

'.
\

i ST —

1

it

izoenzymy laktatdehydrogenazy

Obr. 2. Denzitometrické obrazy izoenzymov laktatdehydrogenazy moriek v rdznych tkanivach, erytrocytoch a sére
po ich separacii izoelektrickou fokusaciou v gradiente pH 3,0 az 9,0 (IEF 3-9). Podmienky separacie: 2000V, 2,5mA,
15°C, 20 minut doba separacie. Cisla 1-5 predstavuju frakcie LDH,_-LDH,
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Denzitometrické obrazy tkaniv, erytrocytov
a séra po ich elektroforetickej separacii (Obr. 2)
sluzili na stanovenie relativnej distribucie
LDH izoenzymov (%) v jednotlivych vzorkach
tkaniv (Tab. 1). Vidiet, ze katalyticka intenzita
izoenzymov LDH je r6zna a organovo charak-
teristicka, pricom tieto obrazy mozno rozdelit
do troch skupin:

a) skupina s prevahou anodickych foriem;
b) skupina s prevahou katodickych foriem;
c) skupina s pomerne vyrovnanou kvan-
titativnou distribiciou. Prevahu anodickych
foriem (LDH,) je vidiet v bunkach srdcového
svalu, obli¢iek, pankreasu a v erytrocytoch,
zatial Co prevaha katodickych foriem (LDH,)
je charakteristicka pre prsny sval a sérum.

TAB. 1. CELKOVE AKTIVITY (U/G) LAKTATDEHYDROGENAZY
A RELATIVNA DISTRIBUCIA JEJ IZOENZYMOV (%) V TKANIVACH, ERYTROCYTOCH
A SERE MORKY (PRIEMERNA HODNOTA + SMERODAJNA ODCHYLKA)

Relativna distribucia izoenzymov LDH
Tkanivo LDI} [%]
(Ug']
LDH, LDH, LDH, LDH, LDH,
rum 111° 28,8 9,7 3,8 10,7 50,0
(+2) (+2,6) (+1,3) (+1,1) (+0,9) (+4,2)
) 100 94,2 5,2 0,5
srdcovy sval (+7) (+0.4) (+0.3) (+0.1) 0 0

prsny sval (i?é(;) 0 0 0 0 100

oo 25 39,5 25,4 25,9 6,2 3,1
P (+1) (£2,3) (£1,3) (£1,4) (+1,0) (£0,8)

oblick 69,8 21,6 4,8 0,3 3,5
f (+1) (+1,5) (+1,0) (+0,8) (+0,1) (+0,7)
derina 38 46,6 9,0 8,2 13,5 22,7
(1) (£5,6) (£0,4) (£2,3) (£2,4) (£1,0)

Ankreas 30 80,7 12,8 0,7 0 5,8
P (+2) (£1,0) (+0,9) (£0,2) (£0,7)
lica 38 53,3 7.7 2,0 9,1 27,9
P (+2) (£2,3) (+0,9) (+0,4) (£1,2) (£1,5)
toge 73 49,9 15,8 11,2 5.1 18,0
& (+3) (+3,5) (+1,3) (+0,5) (+0,6) (+4,5)

erytrocyty 31° 96,5 0 0 0 3,5
(£6) (£0,5) (£0,5)

@ - U/L; ®* = U/g hemoglobinu
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Pecen, slezina, oblicky a mozog poskytli obraz
s vyrovnanej$ou distribticiou vsetkych piatich
somatickych izoenzymov LDH s ur¢itou ano-
dickou tendenciou. Najvyssia Specificka aktivita
LDH vyjadrena v enzymovych jednotkach na
gram proteinu (U/g) bola pozorovana v prsnom
svale (3920 + 157 U/g) (Tab. 1), nasledoval sval
srdcovy (100+7U/g) a mozog (73+3U/g)
(Tab.1). Ostatné tkaniva obsahovali relativne
nizku aktivitu LDH (v$etky pod 38 U/g). Sérum
a erytrocyty vykazovali navzajom odli$ny obraz
izoenzymov, kde v sére prevladala katodicka
forma a v erytrocytoch anodicka.

ZAVER

V tkanivach, erytrocytoch a sére moriek
bola charakterizovana kvantitativna distribucia
izoenzymov LDH. V sére prevlddala LDH,
frakcia pochadzajuca z prsného svalu, ¢o je
v zhode s obrazom u kurciat a 1isi sa od obrazu
cicavcov, pre ktoré je charakteristicka prevaha
anodickych LDH, LDH,, LDH, izoenzymov.
Porovnanie obrazu izoenzymov moriek s ob-
razom cicav¢ieho povodu odhalilo niektoré
dalsie odli$nosti, najma s ohladom na pecen.
Pokial u vacsiny cicavcov v peceni prevladaju
katodické izoenzymy (LDH, a LDH,) u moriek
je tento obraz opacny s prevahou anodickych
izoenzymov (LDH , LDH,, LDH,). Tento obraz
sa podoba obrazu kurdciat, pricom v obidvoch
pripadoch boli zaznamenané relativne nizke
hladiny enzymu. Zistenia v tejto §tudii mozu
poskytnut uzito¢ny zaklad pre ich pouzitie
v klinickej biochémii vtakov, kde izoenzymy
LDH sluzia ako cenny pomocny indikator
poskodenia tkaniv resp. organov u moriek.
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VPLYV HUMINOVYCH KYSELIN A OLOVA
NA AKTIVITU NIEKTORYCH ANTIOXIDANTOV
V MITOCHONDRIACH PECENE A OBLICIEK
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SUHRN

Chronicka expozicia olovu ma na organizmus
nepriaznivé ucinky nakolko vedie k naruseniu
mechanizmov tvorby energie a poskodzovaniu
tkaniv najma jeho vizbami na tiolové skupiny
a kompeticiu o vizbové miesta so zinkom.
Zamerali sme sa na overenie chelata¢nych
a antioxida¢nych uc¢inkov huminovych ky-
selin pri expozicii potkanov v subletalnej
davke olova pocas piatich tyzdnov. Podavanie
olova vyrazne ovplyvnilo hladiny glutationu
a antioxida¢nych enzymov s nim spojenych.
Pridavok huminovych kyselin v kimnej zmesy
pocas piatich tyzdnov viedol vyrovnaniu hladin
redukovaného glutationu na uroven jedincov,
ktori neboli vystaveni ucinku olova.

Klucové slova: huminové kyseliny, olovo,
antioxida¢né enzymy, oxidacny stres
SUMMARY

Chronic exposure to lead has adverse effects
on the body as it leads to disruption of the
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mechanisms of energy production and tissue
damage particularly by its ties to the thiol
groups and competition for binding sites with
zinc. We focused on the verification of the
chelating and antioxidant activities of humic
acids on exposure to sub-lethal lead doses in
rats for five weeks. Administration of lead
significantly affect levels of glutathione and
glutathione associated antioxidant enzymes. The
addition of humic acids in the feed mixture
over a period of five weeks balanced levels of
reduced glutathione to level of subjects who
were not exposed to the effects of lead.

Key words: humic acids, lead, antioxidant
enzymes, oxidative stress

UvVoD

Dosial neexistuje ziadna jasna definicia,
¢o tazkym kovom je. Vo vicsine pripadov sa
za urcujuci faktor povazuje hustota. Potom su
tazké kovy definované ako tie, ktorych $peci-
ficka hustota je vdcsia ako 5g.cm™. Pésobenim
tazkych kovov ako olovo, ortut, kadmium ako
aj polokovu arzénu dochadza k ohrozeniu lud-
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ského zdravia. Ludska populacia je vystavena
olovu zo vzduchu a potravy zhruba v rovhakom
pomere. Emisie olova do ovzdusia sa tykaju
najmi cestnej dopravy a preto su v priestore
pomerne rovnomerné. V minulom storoci
tvorili znacné znecistenie okolitého ovzdusia
hlavne emisie z benzinu, do ktorého sa pri-
davalo tetraetylolovo. Pomerne vyznamnymi
zdrojmi su ndterové hmoty, farby a sklenené
obaly na potraviny. Obzvlast citlivé na expoziciu
olova v dosledku vysokej gastrointestinalnej
absorpcie a priepustnosti hematoencefalickej
bariéry su deti [9].

V krvi je olovo viazané na erytrocyty, elimi-
ndcia je pomald a vylucuje sa mocom. Olovo
je akumulované v kostiach, odkial sa uvolnuje
iba veImi malo. Polcas Zivotnosti olova v krvi je
priblizne mesiac ale v kostiach az 20-30 rokov.
Otrava olovom vedie k poskodenie nervového
systému, zmendm citlivosti koze. Najvyraznejsim
znakom otravy olovom je narusenie syntézy
hemoglobinu, ktoré pri dlhodobom pdsobeni
vedie k anémii. Akdtna otrava vedie poskodeniu
proximalnych tubulov obli¢iek [24], pricom
poskodenie obli¢iek koreluje s dizkou expozicie
olovu [14]. Na zéklade studii zvierat a Iudi
bolo v roku 1987 olovo oznacené ako mozny
karcinogén. Odvtedy vsak bolo publikovanych
iba niekolko $tudii, ktoré sice predlozili dokazy
ale len o velmi nizkej karcinogenicite olova.
Najpravdepodobnejsie je to rozvoj karcinému
pluc, zaludka a gliomov [20].

Jednym z toxickych ucinkov olova je in-
dukcia oxida¢ného stresu zvySenim produkcie
reaktivnych foriem kyslika (ROS). Rozne ROS
su produkované aj v ramci normalneho me-
tabolizmu vsetkych aerébnych organizmov,
avSak predstavuju vaznu hrozbu pokial su
produkované v nadmernych mnozstvach [18].
Olovo nie je redoxne aktivny kov ako napri-
klad zelezo, teda oxida¢ny stres indukovany
olovom je u¢inkom nepriamym. Prooxidacny
stav je v bunkdch vyvolany znizenim hladiny
redukovaného glutatiéonu (GSH), aktivaciou
Ca’*-dependentnych systémov a ovplyvnenim
procesov sprostredkovanych zelezom [17]. Vy-
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soka afinita olova k tiolovym skupinam, ktoré
sa nachadzaju v aktivnych centrach enzymoyv,
sposobuje ich inhibiciu [13].

Sucastou povolenej klinickej intervencie je
poskytnutie chelatorov, ktory vytvoria s olovom
nerozpustny komplex a odstrania ho zo zata-
zenych tkaniv. Vacsina takychto chelata¢nych
¢inidiel m4 mnoho vedlaj$ich G¢inkov. Castymi
vedlaj$imi u¢inkami st hnacka, riedka stolica,
nevolnost, zvracanie, nechutenstvo a kozna
vyrazka. Jednou z povolenych latok (US Food
and Drug Administration), je 2,3-dimerkap-
tojantarova kyselina (DMSA). Hydrofilné
a lipofébne vlastnosti DMSA jej vSak neu-
moznuju prestupovat membranou. I ked st
jej chelatacné a aj antioxida¢né ucinky in vivo
zdokumentované [3] voci olovom indukova-
nému oxida¢nému stresu maju iba mierny
uc¢inok. Monoizoamyl DMSA (MiADMSA)
je ucinnejsi pri mobilizacii olova v mozgu
[23], avsak ani v pripade jeho pouzitia nie je
dosiahnuta vyrazna antioxida¢na obrana [15].
Intravendzna liecba spociva v podavani ety-
léndiamintetraoctovej kyseliny (EDTA), ktorej
podavanie okrem inych vedlajsich ucinkov je
sprevadzané palenim v mieste vpichu.

Nie je preto prekvapujuce, ze hladanie
ucinnej latky s vyraznymi chelata¢nymi a anti-
oxida¢nymi vlastnostami, ktorej podavanie by
sprevadzalo aspon niz$ie mnozstvo vedajsich
ucinkov ako u doteraz pouzivanych by bolo
pre klinicka prax prinosom. Perspektivnymi
su huminové kyseliny (HA), u ktorych boli
zdokumentované pozitivne ucinky vychadza-
juce z ich antioxida¢nych [16], [22] ako aj
chelata¢nych vlastnosti [8], [25]. Cielom tejto
prace bolo zistit antioxida¢né uc¢inky humi-
novych kyselin pri chronickej otrave olovom
u potkanov.

MATERIAL A METODY

Experiment bol schvéleny Statnou vete-
rindrnou a potravinovou spravou SR, Ro-
2575/14-221. Do experimentu bolo zaradenych




72 kusov laboratérnych potkanov, samcov
kmena Sprague - Dawley. Zvierata boli roz-
delené na $tyri skupiny po 18 zvierat. Pokus
prebiehal pét tyzdnov. VSetky zvieratda mali
pristup k rovnakej kfmnej zmesi a pitnej
vode ad libitum. Prva skupina bola kontrolna
(K), bez podavania latok. Druha skupina
(HA) dostavala kimnu zmes s pridavkom 1 %
HA (Humac Natur®, Humac s.r.o0. Kosice).
Zvieratam v tretej pokusnej skupine (Pb)
bol podavany octan olovnaty 79.2 mg/den/kg
(1/30 LD_) v pitnej vode. Stvrtej skupine
(Pb+HA) bol podévany octan olovnaty 1/30LD,,
v pitnej vode a kimna zmes s 1 % HA. Zvierata
boli usmrcované podanim ketaminu, po 1.,
3. a 5.tyzdni chovu. Nasledne sme odobrali
organy - pecen, obli¢ky, z ktorych boli pri
4°C izolované mitochondrie podla Fernandez-
-Vizarra a kol. [5]. Koncentracia celkovych
bielkovin bola stanovena kyselinou bicincho-
ninovou. Aktivity glutatidnperoxidazy (GPx,
E.C. 1.19.1.9) a glutatiénreduktazy (GR, E.C.
1.8.1.7) boli stanovené prostrednictvom kitov
(Sigma-aldrich, Nemecko). Aktivita superoxi-
ddismutazy (SOD, E.C. 1.15.1.1) bola merana
prostrednictvom SOD-Assay Kit-WST (Fluka,
Japonsko). Redukovany glutatiéon (GSH) sme
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stanovili metédou podla Floreani a kol. [6].
Aktivity enzymov boli prepocitané na mg
proteinu v ml homogenatu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Olovo je toxickou latkou v Zivotnom pros-
tredi, ktora ovplyviiuje pecen, oblicky a spo-
sobuje v nich patobiologické zmeny [2].
Mechanizmy toxicity olova boli popisané
na bunkovej [7] ako aj molekuldrnej trovni
[21]. Olovo sa koncentruje v mitochondriach,
ktoré poskodzuje, ¢im narusa energeticky
metabolizmus a zvy$uje produkciu volnych
radikélov [12]. U¢elom tejto prace bolo preto
zistit i¢inok huminovych kyselin s potencialne
chelata¢nym uc¢inkom pri chronickej otrave
olovom na mitochondrie pecene a oblic¢iek
u potkanov v priebehu piatich tyzdnov.

Aktivity SOD po 7. a 21. dnioch podévania
huminovych kyselin boli v mitochondriach pe-
¢ene signifikantne zvysené (p <0.05), po piatich
tyzdnoch sa od hodnoét v kontrolnej skupine ne-
lisili (Obr. 1). U skupin, kde bol podavany octan
olovnaty ako aj HA v kombinacii s octanom
olovnatym boli aktivity SOD v peceni naopak po

ok
oblidky pefel  oblitky
Pb *HA+Pb

w 5. tyZded

Obr. 1. Zmeny v aktivitach superoxiddizmutazy (%) pocas piatich tyZdnov v experimentalnych skupinach
v porovnani s kontrolnou skupinou. * §tatisticky vyznamné rozdiely (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001)
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Obr. 2. Zmeny v aktivitach glutatiénperoxidazy (%) pocas piatich tyZdinov v experimentalnych skupinach
v porovnani s kontrolnou skupinou. * $tatisticky vyznamné rozdiely (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001)
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Obr. 3: Zmeny v aktivitach glutationreduktazy (%) pocas piatich tyzdnov v experimentalnych skupinach
v porovnani s kontrolnou skupinou. * $tatisticky vyznamné rozdiely (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001)

piatich tyzdnoch signifikantne vyssie (p <0.01).
Obdobne sme pozorovali zvy3enie aktivity SOD
v mitochondriach obli¢iek po 1.tyzdni v sku-
pine HA ale neskor, v 3.tyzdni v skupinach
Pb (p<0.01) a Pb+HA (p<0.001). Vyznamné
zdravotné rizika z posobienia olova vyplyvaju
najmi z jeho schopnosti nahradit Ca** a Zn**
v molekularnych mechanizmoch prebiehajucich
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v organizmoch. Basha a kol. [1] zistili, Ze Pb
konkuruje Zn o vdzbové miesta v in vitro aj
in vivo podmienkach. Sti¢asne s pozorovanou
zvySenou aktivitou antioxida¢nych enzymoyv,
podobne ako sme zistili v nadej $tudii, bola
zistend aj zvy$end peroxiddcia lipidov [11].
Podéavanie HA viedlo k zvyseniu aktivit GPx
v mitochondriach pecene (Obr.2) iba po prvom
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Obr. 4: Zmeny v hladinach redukovaného glutationu (%) pocas piatich tyZdnov v experimentalnych skupinach v po-
rovnani s kontrolnou skupinou. * $tatisticky vyznamné rozdiely (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001)

tyzdni. Poddvanie olova nemalo vyrazny vplyv
na aktivity GPx v peceni pocas celého experi-
mentu. Naopak v mitochondriach obli¢iek sme
u oboch skupin, HA aj Pb zistili zvysené akti-
vity GPx (p <0.05). U skupiny Pb+HA aktivity
GPx stupli v porovnani s kontrolnou skupinou
na 3. a 5. tyzden v peceni. V mitochondriach
obli¢iek sme vak uz na piaty tyzden vyznamny
rozdiel v aktivitach nezistili. ZvySené aktivity
GPx pri chronickej expozicii Pb boli ako
adapta¢ny mechanizmus organizmu potvrdené
viacerymi $tadiami [4], [10] avSak sucasne ako
dosledok toxického posobenia Pb bol opisany
aj pokles v aktivitich GR a zvySenie hladin
oxidovaného glutationu [19]. V aktivitach
GR sme pozorovali signifikantné zvysenie az
v piatom tyzdni (Obr. 3) a to u vSetkych skupin
v oblickach, pricom v skupine Pb+HA bolo
toto zvySenie najvyraznejsie (p <0.01). V tejto
skupine boli aktivity GR vyrazne zvySené aj
v mitochondriach pecene (p<0.001).
Hladiny GSH v mitochondridch pecene
boli zvysené pri podavani HA v 3. A 5.tyzdni
(Obr. 4). V skupine Pb sme vzostup zazname-
nali vl. a 3.tyzdni (p<0.01 a p<0.05). Kiran
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Kumar a kol. [11] potvrdzuju, ze expozicia Pb
vedie k zvy$eniu hladin GSH ako aj enzymov
asociovanych s GSH. Podavanie HA s Pb viedlo
v 5.tyzdni k vyrovnaniu hladin, ktoré boli
porovnatelné s kontrolnou skupinou. V mito-
chondridch obliciek hladiny GSH do 5.tyzdna
signifikantne klesli (p <0.05), naopak v skupine
s podavanym olovom sme pozorovali $tatisticky
vyznamny ndrast hodnot do 3. tyzdna (p<0.01).
Kombinacia oboch latok mala za nasledok
spociatku vyrazny pokles v hladinach GSH
(1.tyzden). V 3.tyzdni boli hladiny GSH uz
vyssie ako v kontrolnej skupine a v 5.tyzdni
sme v porovani s kontrolnou skupinou neza-
znamenali rozdiely.

ZAVER

Porovnanie aktivit SOD v skupinach po pia-
tich tyzdnoch nepoukazuje na vyraznu tvorbu
superoxidovych radikalov. Pridavok huminovych
kyselin v mnozstve 1% po piatich tyzdnoch
v pecenovych mitochondridach nepreukazal
schopnost inhibicie pravdepodobnej kompeticie
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Zn a Pb v aktivnom centre enzymu. ZvyS$o-
vanie aktivity GPx ako obranny mechanizmus
organizmu voci toxicite Pb by sme mohli
pripisat aj 4 selenocysteinovym zvyskom, na
ktoré sa Pb kvéli afinite k tiolovym skupinam
viaze, ale zaroven svojou aktivitou predchadza
aj peroxiddcii organickych substratov. Pro-
tektivohu funkciu podavania HA bolo mozné
sledovat pri zvyseni aktivit GR v stcinnosti
s detekovanymi vys$s$imi hladinami glutationu
po 21.dnoch podavania az k normalizécii ich
hladin k 35. diiu. Zavery z nasich pozorovani
bude potrebné overit detekciou hladin Pb
v tychto vzorkach.
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SUHRN

Dnes$na doba so sebou priniesla aj
vydobytky akymi sa in vitro diagnostické
pomocky, ktoré mozno pouzivat mimo labo-
ratorii, pricom ich dizajn je vopred navrh-
nuty tak, Ze s nimi mdéZu pracovat aj osoby,
ktoré na vykonavanie laboratérnej prace
nemaju kvalifikaciu. Vyuzitie POC zariadeni
je odbornou verejnostou stale diskutované
a kontroverzné. Presnost a kvalita metod
POCT je zalozena na predpoklade spravneho
zavedenia a pouzivania systému. Spektrum
komercne pontukanych POCT technologii
neustale narasta a su vypracované viaceré
normy a usmernenia regulujice ich zavedenie
a spravne pouzivanie. Pouzivanie niekto-
rych POC testov v praxi neprinieslo vsetky
ocakavané pozitiva a pre mnohé zatial nie
su zadefinované podmienky, za akych je ich
pouZitie prinosom.

klucové slova: POCT, vyhody a obmedzenia
pouzitia
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SUMMARY

Modern times bringadvancessuch asin vi-
trodiagnosticdevicesthat can be usedoutside
the laboratory, and their designis plannedso-
thattheycan workwithpersons whocarry out-
laboratory workwithouteducationalprerequisites
andqualifications. Themeof usingPOCdevic-
esiscontroversial. The accuracyandquality of
themethods is basedon the assumption ofcor-
rect implementationanduse of the system. The
spectrumof commercially availablePOC tech-
nologiesis constantly increasingandare drawn-
multiplestandardsandguidelinesgoverningtheir
deployment andproper use. UsingsomePOCt-
estsin practicedid not producethe intended
positiveandformanyare not yetdefinedthe con-
ditions under whichtheir use isuseful.

Key words: POCT, advantages and restric-
tions of method
UVOD

Point of care testy dnes uz nie st ziadnou
novinkou a patria k bezne vyuzivanym. Ne-




vyzaduju trvalo vyhradeny priestor a su vy-
konavané mimo zariadeni klinickych labora-
torii. K zdkladnym patria napriklad: domaci
glukomer, domdace zariadenie na meranie INR
(International Normalized Ratio) u warfa-
rinizovanych pacientov, pohotovostné HIV
testy na oddeleniach, merace krvnych plynov
na JIS, domdéci test na okultné krviacanie.
Pre oznacovanie tychto in vitro testovani
mimo laboratérnych podmienok sa pouzivaju
mnohé synonyma: point of care testing, near
patient testing, bed-side-testing, off-site tes-
ting, ancillary testing, satelite testing, home
testing, remote testing, self-management, atd.,
z ktorych sa najcastejie uvadza termin Point
of CareTesting, v skratke POCT. Ich pouzitim
sa znizuju naklady na prepravu, balenie, ma-
nipuldciu, skladovanie a sledovanie vzorky
do centrdlneho laboratdria, zniZuje sa tym aj
pravdepodobnost kontamindcie vzorky, zdmeny
vzorky, straty alebo jej degradacie (Lee-Levan-
drowski, 2009). Napomahaju monitorovaniu
roz$irenia infekénych ochoreni v redlnom case.
Umoznuju aj rychlu identifikaciu kontaminacie
jedla a vody. Poskytuju moznost diagnostiky
na odlahlych miestach, ale aj v pohodli domova
a pre prvorespondentov.

Legislativa

Pristroje a pomocky v rezime POCT spadaju
do kategorie IVD (in vitro diagnostic) zariadeni.
Plati pre nich nariadenie vlady SR 569/2001 Z.z.,
ktorym sa ustanovuju podrobnosti o technic-
kych poziadavkach a postupoch posudzovania
zhody diagnostickych zdravotnickych pomé6cok
in vitro, s novelami 610/2008 Z.z. a 177/2012
Z.z. Implementovana slovenska technicka norma
STNENISO22870 oznacuje takéto meranie ako
~vySetrenie v mieste starostlivosti (VVMS),,.

Spektrum komeréne ponukanych POCT
technologii neustdle narasta, a to si vyziadalo
vypracovanie viacerych mezinarodnych nor-
mativnych a inych dokumentov regulujucich
ich zavadzanie a spravne pouzivanie. Naj-
rozsiahlej$im dokumentom zaoberajicim sa

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2015

POCT je smernica NACB (National Academy
of ClinicalBiochemistry, USA) s ndzvom ,,Evi-
dence-Based Practicefor Point-of-CareTesting“
z roku 2007, ktord POCT definuje ako: ,kli-
nické laboratérne vysetrenie uskutocnované
blizko miesta starostlivosti o pacienta, typicky
vykondvané zdravotnickym personalom bez
primarneho laboratérneho vzdelania alebo
pacientom (samotestovanie). Medzi najnovsie
dokumenty (03/2014), ktoré zdiela aj Slovenska
spolo¢nost klinickej biochémie, patri prehlad
Medzindrodnej federdcie klinickej chémie a la-
boratérnej mediciny (IFCC) s ndzvom ,,Comu
je potrebné venovat pozornost pri zavadzani
laboratérnej diagnostiky v mieste poskytovania
zdravotnej starostlivosti® (http://www.sskb.sk/
portal/httpwww-sskb-skportalwp-contentuplo-
ads201502ifcc-dokument_comu-je-potrebne-
-venovat-pozornost-pri-zavadzani-laborator-
nej-diagnostiky-na-mieste-poskytovania-zdra-
votnej-starostlivosti_10-1-2015/).

Klinicka prax

V Kklinicke praxi sa od zavedenia POCT za-
riadenia ocakavaju ekonomickejsie, efektivnejsie
a rychlejsie spdsoby ziskania hodnot labora-
térnych parametrov. Pri spravnom prevedent,
¢i uz vramci on-line monitoring laboratérnych
parametrov (pH, K*) na opera¢nych salach, jed-
notkach intenzivnej starostlivosti, oddeleniach
pre prijem pacientov na hospitaliziciu alebo
ako mini-laboratérium v pracovni veobecného
lekara, by mal pacient z POCT profitovat, pre-
toze poskytuje rychly vysledok a tym skracuje
¢as rozhodovania sa pre vhodnu terapiu.
Od nasadenia POCT technoloégie sa ocakava
rychla a spolahlivd informdcia bezprostredne
vyuzitelnd pre urcenie diagndzy, posudenie
zdravotného stavu, skrining chorob, alebo za-
héjenie ¢i monitorovanie liecby. Jej vyuzitie je
podmienené spravnou interpretaciou vysledkov
a re§pektovanim patofyzioldgie biochemickych
markerov. Napriklad, pre POCT elektrolytov sa
uvadza doba odozvy asi o 14 % krat$ia v po-
rovnani s vySetrenim v centrdlnom laboratdriu
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(Winter, 2003). Zaroven vsak bola zistena
skutoc¢nost, ze POCT je asi 0 9 % nakladnejsia.
Co sa tyka rychlosti ziskania vysledkov POCT
technoldgie su nezastupitelné a zda sa, ze tato
skuto¢nost byva aj najcastejSou argumentaciou
pri ich nasadzovani. Nezanedbatelnou vyhodou
tychto testov je aj pouzitie neinvazivne ziska-
ného biologického materialu, akym je slina.
Ku komerc¢ne dostupnym testom v zahranici
(niektoré aj u nas) patri : detekcia protilatok
proti HIV (Ora Sure Technologies), steroidnych
hormoénov (Salivary assay - Salivary cortisol
Salimetrics), alkoholu a drog (Drager USA-
-Home), rovnako ako aj forenznu a geneticku
analyzu (IFI Independent Forensics, Hillside,
IL, USA) (literatara).

Pri vybere metodik a odporucani sa vychadza
z odbornych, technickych i ekonomickych
faktorov. Najcastejsim sposobom realizacie st
metody tzv.suchej chémie (chemikalie imobi-
lizované na stripe).

Pravidelné kontroly za ucelom udrzania
presnosti a spolahlivosti su u tychto zariadeni
nevyhnutnostou a za idealnych podmienok by
mali byt vykonavané v spolupraci s centralnym
laboratériom.

MOZNOSTI POCT

Pouzitie POCT zariadeni je napriek mnohym
vyhodam kontroverzné. V literatire mozno na-
razit na zastancov analyz v laboratériach, ktori
poukazuju na nedostato¢nu analytickd presnost
¢i privysoku cenu, a zdoraznuji mnozstvo chyb
a faktorov, ktoré vplyvaju na vysledky. Opakom
su $tudie, v ktorych autori dokazuju, ze POC
testovanie mnohych parametrov je pri zachovani
spravnych postupov vyhodnejsie ako v labora-
toriu pre jeho dostupnost, rychlost, vic¢sinou
men$iu invazivitu a porovnatelnu presnost.
Mnohé su odportcané za Specifickych okolnosti.
POCT pomocky mozno zatriedit do niekolkych
kategdrii. V nasledujucej tabulke (Tabulka 1) je
prehlad vybranych moznosti POCT vysetreni
a ich najvyznamnejsie vyhody a obmedzenia.
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Vedecké trendy ,laboratoria pri 16zku
pacienta“ > ,,From chips-in-a-laboratory
to lab-on-a-chip,,

Za posledné desatrocie sa vyskumné timy
pokusaju spojit sily pri vyvoji zariadenia, ktoré
by dokazalo skombinovat a vyuzit nanomate-
rialy, mikrofluidné inzinierstvo a mikroelek-
troniku pre praktické vytvorenie miniatarnych
senzorov (Ali a kol., 2005) Dolezité je, ze
doterajsie vysledky pouzitia tychto miniatar-
nych senzorov koreluju s doteraz vyuzivanymi
$tandardnymi laboratérnymi metédami. Vy-
sledkom tejto snahy by mal byt vyvoj PoCT
zariadenia, ktoré by obsahovalo modularny
a zmenseny detekény systém, univerzalny analy-
zator, ktory by integroval mechanické a optické
rozhrania, flexibilnua architekturu, dokazali by
ho obsluhovat aj klinici a vyhovoval aj dal$im
potrebam vedeckej komunity (Miller a kol,,
2010). Flexibilnost architektiry znamena, Ze
po malej tprave by pristroj dokazal analyzovat
iny laboratérny parameter.

Tato vedecka oblast je tiez ¢asto oznacovana
ako Micro-total analysis (uTAS) alebo Lab-on-
-a-chip (LoC). K hlavnym dvom ciefom LoC
patri automatizacia laboratérnych postupov
s cielom zlepsit paralelitu vyskumu a druhym
je prave vytvorenie autonémneho, plne integro-
vaného PoCT zariadenia, ktory moze byt ¢asto
len na jedno pouzitie a bolo by zamerané na
testovanie jedného alebo niekolkych analytov
v relativne kratkej dobe (Paegel a Joyce, 2010).

ZAVER

Existencia Sirokého spektra ponukanych
POCT vysetreni je obrovskym prinosom na-
priklad pri diagnostike infekénych ochoreni
v Afrike, kde je zla dostupnost laboratdrii,
ale aj pri manazmente pacientov na kardio-
chirurgickom oddeleni. Vietky dokumenty
zaoberajuice sa smernicami a odporuceniami
sa zhoduju, ze POCT technolégie su sucastou
modernej laboratornej diagnostiky.




TAB. 1. VYHODY A OBMEDZENIA VYBRANYCH MOZNOSTI
POCT VYSETRENI

POC CIELOVA v ’ -
TEST SKUPINA VYHODY NEVYHODY ODPORUCANIE POZN.
Transkutanny Novorodenci Neinvazivita Vlyhnat sa pouZitiu u ne- | Lokalita: Celo, sternum |Nie je ddkaz, Ze pou-

bilirubinometer

zrelych, chorych alebo
oSetrovanych fototerapiou

Zitie zlepSuje Klinicky stav,
alebo skracuje dizku hos-
pitalizacie

Akutny koronarny syn-
drom:

Myoglobin

Kreatinkinaza -MB frakcia
Troponin T

Troponin |

Natriuretické peptidy
(BNP, NT-proBNP)

Pacienti s bolestou na
hrudniku alebo sympto-
mami akutneho koronar-
neho syndrému

Tn -prognosticky marker

Skratenie diagnostického
protokolu

efektivnenejsie obsadzo-
vanie oddeleni poskytuju-
cich urgentnu starostlivost

PInd krv s antikoagu-
laénym ¢inidlom

Pri nedostupnosti vy-
sledkov z laboratéria do
1h sa odporiéa pouzit
POCT

Preferovat by sa mali
POC zariadenia, ktoré
poskytuju kvantitativne
vysledky

Koagulacia:
ACT

aPTT

PT

PT/INR
D-diméry

Pacienti na kardiochi-
rurgii a intervencnej
kardioldgii
Monitorovanie hemo-
stazy, ucinnosti antikoa-
gulacnej terapie
Pacienti s trombo-embo-
lickym rizikom

Odber kapilarnej krvi

Self-management a self-
-testing u pacientov s anti-
koagula¢nou lie¢bou

Pri pouZiti mimotelového
obehu

Neodkladna starostli-
vost’

p0,, pCO,, pH
glukoza, laktat
0, sat., HbCO
MetHb

Htc

Mg?

Na*

K+

Cl

CaZ+

Pacienti s tazkym or-
ganovym po$kodenim,
vaznou traumou, poly-
traumou, perioperacne
a pocas velkych operécii,
transplantacie, pocas
anestézie, s tazkou
sepsou, popaleninami
a mnohymi inymi zivot
ohrozujucimi stavmi,
u novorodencov s vro-
denymi vadami

Urychlenie terapeutickej
intervencie

Odber malého mnoZstva
krvi

Krvné plyny a ABR na
kardiochirurgii, ARO
a JIS, pri pouziti
mimotelového obehu, pri
pouziti umelej ventilacie
Meranie glukézy u kri-
ticky chorych pacientov
bez ohladu na anamnézu
diabetes mellitus
Meranie laktatu, O, sat.,
HbCO, MetHb u kriticky
chorych, na oddeleniach
ARO, JIS, chirurgickych
sélach

Z elektrolytov je na ur-
gentnych oddeleniach
prinosné predovSetkym
meranie K* a Ca®

Nie je dokaz, ze POC
meranie Mg?

u kriticky chorych
prispieva k zlepSeniu
klinického stavu

POCT stanovenie Na*,
Cl nevedie k rychlejSiemu
zasahu do liecby

Markery poskodenia
obliciek:

NGAL

KIM-1

Cystatin C

IL-18

L-FABP

Deti po operaciach srdca

Krvny obraz:

Htc

Hb

WBC

MCHC

Granulocyty
%granulocytov
Lymfo+monocyty
%Lymfo+monocytov
Trombocyty

Pecen:
Albumin
Bilirubin
Enzymy:
ALT
AST
ALP
GGT

Posudenie funkcie pe¢ene
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TAB. 1. POKRACOVANIE

POC
TEST

CIELOVA
SKUPINA

VYHODY

NEVYHODY

ODPORUCANIE

POZN.

Enzymy:
Amylaza
LDH

Diabetes mellitus
Glukdza

HbA1
Fruktézamin

Ketolatky
Albumin v modi

Pacienti s diabetes mel-
litus

Odber malych objemov

Self-manazment a self-
-testing

MnozZstvo interferencii

Pri pouziti POCT glu-
kometra, ma sa klast
velky déraz na kvalitu
pristroja, edukaciu pou-
Zivatela a spravne pre-
vedenie testu

POCT meranie HbA1 u
diabetoldgov

Nie je dostatoény dokaz
o vyhodnosti rutinného
pouzivania POCT glu-
kometrov

Nie je dostatoény dokaz
0 prospesnosti self-tes-
ting HbA1

Neexistuju Studie, ktoré
by potvrdili klinicky prinos
merania fruktézaminu,
ketolatok alebo albuminu
v moCi

Drogy a etanol:
Etanol

Efedra

Extaza

Hydrokodén
Oxykodon

Heroin

Morfin

Kokain (crack)
Benzoylekgonin
Tetrahydrokanabinol
Amfetamin
Metamfetamin
Metyléndioxymetamfe-
tamin

Fentermin
Fencyklidin
Tricyklické antidepresiva
Barbituraty
Benzodiazepiny
Metadon

...a dalSie

Predpoklad pouZitia drogy

Rychlost

V&c¢Sinou z mocu, po-
trebny objem od niekolko
kvapiek do 30 ml

Kvalitativne

Skrizené reakcie s potra-
vinami, volno-predajnymi
liekmi, liekmi na predpis,

Pri stanoveni drogy
moznda pritomnost me-
tabolitov, ktoré POCT
nedeteguje

Moznost cieleného po-
uzitia pripravkov, ktoré
sposobia faloSne ne-
gativne vysledky (napr.
Stealth pre marihuanu,
LSD, morfin.; antihelminti-
kumlevamisol pre kokain)

Z biologickych matric sa
odporti¢a mo¢

POC testovanie je vhodné
pri poskytovani informéacii
na ucely terapeutickej
intervencie. Na pravne
Ucely je nevyhnutné potvr-
denie laboratdriom.

Detekcia moZzna 1-12
hodin od uzitia drogy
podfa druhu drogy

Pozitivita trva 1-21 dni
podla druhu drogy

Infekéné ochorenia:
Streptococcus A
Streptococcus B
B.anthracis
C.botulinum
F.tularensis

H. pylori
C.difficile
C.trachomatis
N.gonorrhoeae
T.vaginalis
C.albicans
T.pallidum
P.falciparum

HIV

EBV

Virus influenza A
Virus influenza B

Pacienti s infekénym
ochorenim

Rychlost

Test na dbkaz N.go-
norrhoeae je uréeny len
pre muzov

Dokaz EBV len u deti
nad 12 rokov

Dokaz STD sa odporica
u pacientov, u ktorych
sa nepredpoklada, Ze sa
eSte vratia na oSetrenie
(bezdomovci a pod.)

Dokaz streptokoka sku-
piny A, u vSeobecnych
lekarov a pediatrov

Dékaz

virusu chripky a RSV
pocas epidémii u vse-
obecnych lekarov a pe-

V tomto ¢ase ddkaz C.
difficile pomocou POCT
neodporuca pre naroénu
mnohokrokovu predpri-
pravu vzorky

Hodnotenie rizika KVS
ochoreni

RSV diatrov

Virus Ebola

Zapal: )

CRP Pacienti s respiranymi | Redukcia atb preskripcie U v8eobecnych lekérov | Uloha hs-CRP pri stratifi-
hs-CRP infektami a pediatrov kacii KVS rizika sa stale

skima
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TAB. 1. POKRACOVANIE

POC
TEST

CIELOVA
SKUPINA

VYHODY

NEVYHODY

ODPORUCANIE

POZN.

Lipidy:
TAG
Cholesterol
HDL

LDL

VLDL

Posudenie lipidového
stavu

Imunoldgia

Specifické IgE
ZmieSany panel IgE

Okultné krvacanie:

Asymptomaticky pacienti
nad 50 r. v rdmci skriningu
kolorektalneho karcinému

Rychle, lacné, bez rizika
pre pacienta

Falo$na pozitivita

gastrickej sondy

Parathormoén: Real-time analyza pocas Odber po 5 a 10 min.
operacie pristitnych te- po resekcii
liesok pre primarnu hy-
perparatyredzu
Reoperacie
Stitna zfaza:
TSH
Oblickové funkcie:
Urea Stanovenie mocoviny
Kreatinin a kreatininu sa neodpo-
Osmolalita ric¢a na AR oddeleniach
Kys. mocova
Reprodukcia: 3
hCG Zeny vo fertilnom veku, | POC testovanie LH ma pH/nitrazinovy test sa
LH tehotné zeny excelentnu citlivost javi ako nedostatocne
pH/nitrazin citlivy u Zien so susp.
FSH predéasnym odtokom
plodovej vody
pH papierik Testovanie pozicie naso-

Specificka hmotnost
pH

glukéza
bielkoviny
dusitany
leukocyty
ketolatky
urobilinogén
bilirubin
erytrocyty
hemoglobin
kys.askorbova
kreatinin

Analyza mocu prizkami:

Mnozstvo interakeii

Kvalitativne/
semikvantitativne

Neodpori¢a sa stano-
venie proteinov priz-
kovym vySetrenim
v suvislosti s renalnymi
funkciami, preeklampsiou

Upravené podla:

Cody a Valtier, 2001; Oh a kol., 2005; Song a kol., 2007; Chang a kol., 2010; Owusu-Edusei a kol., 2011;
Polloc a kol., 2012; Casolari a kol., 2013; Kapoor a kol., 2014; Nayer a kol., 2014; Rooney a Schilling, 2014;
Singhal a Saha, 2014; St John a Price, 2014; Yazawa a kol., 2014; Hunter a kol., 2015
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Napriek tomu, Ze pomocou tychto techno-
logii je mozné vySetrit celt $kdlu parametrov,
smernica NACB, ale aj iné dokumenty od-
porucaju iba niektoré. Mnohé vySetrenia
vykonavané v mieste starostlivosti st napriek
ich vyhoddm s odstupom casu vyhodnotené
ako neefektivne, pretoze ich pouzitie napriek
rychlosti dosiahnutia vysledku nevedie k rych-
lejSiemu terapeutickému zasahu, pripadne
k uprave liecby. U mnohych vysetreni ziska-
nych prostrednictvom POCT zariadeni nie su
na zaklade doterajsich kvalitnych studii dokazy
o jednozna¢nom prinose.
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SUHRN

Sledovanie glykémie je jednym zo zaklad-
nych biochemickych parametrov. Pouzitie
glukometra poskytuje moznost stanovit
hladinu glukézy mimo laboratéria. Tato
volnost so sebou prinasa aj negativa, akymi
st vnasanie subjektivnych chyb, ¢i problém
s interpretaciou mnohych moznych inte-
rakcii. V pripade stanovovania glykémie sa
velky podiel analyz presuva do domaceho
prostredia. Edukacia koncovych pouzivatelov
glukometrov by mala patrit medzi zakladné
podmienky spravneho pouzivania glukometra.

Klacové slova: glukometer, POCT, glykémia

SUMMARY

Monitoring of blood glucose is one of the
fundamental biochemical parameters. Use the
glukometer provides the ability to determine
glucose levels outside the laboratory. This
freedom also brings negative aspects, such
as steal more subjective error or a problem
with the interpretation of many possible in-
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teractions. In the case of determination of
glycemia, much of the analysis moves to the
home environment. Education of end users
glucose monitors should be one of the basic
conditions for the proper use of the meter.

Key words: glukometer, POCT, glycemia

UvoD

Diabetes mellitus je metabolické ochorenie,
ktoré vyzaduje komplexny manazment. Stcastou
by mala byt moznost sledovat pacienta ambu-
lantne aj bez vyuzitia centrdlneho laboratoéria,
pripadne aktivita pacienta v zmysle self-tes-
tovania alebo self-manazmentu. V smernici
NACB z roku 2007, ktora hodnoti z pohladu
EBM (Evidence-Based Medicine), sa v kapitole
o diagnostike a manazmente diabetes mellitus
uvadza, ze v diagnostike diabetes mellitus
systém POCT nehra ziadnu tlohu, ale pripusta
jeho vyuzitie v skriningu predchadzajucemu
laboratérne testovanie. Kym vyznam sledovania
glykovaného hemoglobinu v ambulancii diabeto-
l6ga povazuje za jednoznacny, o POC testovani
glykémie uvadza, Ze o tom, Ze by z rutinného




self-monitoringu glykémie glukometrami
v rezime POCT pacienti profitovali, zatial nie
je dostato¢ny dokaz. Ich oznacenie na odpo-
rucanie typu ,,I - insufficient® sa vztahovalo
na pacientov s diatebes mellitus typu I, typu
IT aj s gestacnym diabetom. Pre vyuzitie POC
merania glykémie v nemocnici ma z hladiska
profitu pre pacienta rovnaké stanovisko ,I-
-insufficient® a z ekonomického hladiska
pouzivanie glukometrov v porovnani s sta-
novovanim glykémie v laboratdriu vyslovene
neodporuca (https://www.aacc.org/~/media/
practice-guidelines/point-of-care-testing/poct-
-entire-lmpg.pdf?la=en).

Ceské spolo¢nost klinickej biochémie v od-
porucani ,Spravné zavadéni a pouzivani
prostredkd POCT® z roku 2011 uvadza, Ze
glukometre sa nesmu pouzivat u pacientov
s poruchami periférneho obehu (dehydratacia,
hyperglykemicko-hyperosmolarny stav, hypo-
tenzia, Sok), s kyslikovou terapiou, s liecbou
vysokymi davkami redukujucich latok, u dia-
lyzovanych pacientov, novorodencov a pa-
cientov s vyraznou hyperlipidémiou. Pacienti
na inzulinovej pumpe alebo s rychlymi zme-
nami potreby inzulinu musia mat glykémiu
stanovenu v klinickom laboratériu. Taktiez
vSetky hodnoty nad 15 mmol/l a pod 3 mmol/l
musia byt overené v klinickom laboratériu.
Glukometer sa musi pravidelne kontrolovat
(minimalne raz ro¢ne) a odchylky glykémie
meranej glukometrom oproti koncentracii
glukdzy stanovenej laboratériom musia byt
mensie ako 0,8 mmol/l pri glykémii < 5,6 mmol/l
a maximdlne 15% pri glykémii >5,6 mmol/l
(CSKB. Spravné zavadéni a pouzivani prostredka
POCT. Klin. Biochem. Metab., 19 (40), 2011,
No. 4, p.225-227, online: http://www.cskb.cz/
res/file/KBM-pdf/2011/2011-4/KBM-2011-4-
dop-POCT.pdf).

Za kontroverzné mozno povazovat odporu-
¢anie americkej endokrinologickej spolo¢nosti
z roku 2012 (Umpierrez a kol., 2012). Odpo-
rucaju vysetrovat glykémiu u kazdého hospita-
lizovaného pacienta bez ohladu na anamnézu
diabetu a pri hodnotach hyperglykémie nad
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7,8 mmol/l maju byt 24 az 48 hodin moni-
torovani prave pomocou POCT glukometra.
Toto odportcanie sa mnohym odbornikom javi
ako nepresvedcivé a za jedinu vyhodu pouzitia
POCT glukometrov povazuju rychlost vyset-
renia (https://www.aacc.org/publications/cln/
articles/2012/february/glucose-testing). Kvalitu
vysetrenia glykémie POCT glukometrov teda
nepovazuju za rovnocennu so stanovenim v la-
boratériu. Nemecké TNO a americké NACB/
ADA kritéria kvality sa javia ako prisnejsie
v porovnani s ISO 15197 (Gijzen a kol., 2012).

V roku 2014 FDA navrhla odligit $tandardy
pre volno predajné domace glukometre na self-
-monitoring a POC glukometre pouzivané pri
poskytovani zdravotnej starostlivosti urcené
pre viacerych pacientov (http://labtestsonline.
org/news/140313glucose-meters/).

Vynos Ministerstva zdravotnictva Slovenskej
republiky ¢. 09812/2008-OL z 10. septembra
2008 o minimalnych poziadavkach na per-
sonalne zabezpecenie a materialno-technické
vybavenie jednotlivych druhov zdravotnickych
zariadeni (s poslednou zmenou 12/2014) ur-
¢uje, ze glukometer ma byt sic¢astou vybavenia
tasky pre navstevnu sluzbu pre sestru, a dal-
S$ieho vybavenia nasledujicich zdravotnickych
zariadeni: diabetologickej ambulancie, endo-
krinologickej ambulancie, agentiry domacej
oSetrovatelskej starostlivosti, 16zkovej casti
vnutorného lekdrstva, JIS a metabolickej JIS
oddelenia vnutorného lekarstva, 16zkovej ¢asti
pediatrického oddelenia, na jednotkach inten-
zivnej starostlivosti na oddeleniach chirurgie,
na oddeleni geriatrie, na oddeleni pre dlhodobo
chorych, na oddeleni kardiolégie, na koronarnej
jednotke, na JIS oddeleni neuroldgie, 16zkove;
¢asti oddelenia psychiatrie, psychiatrickej JIS,
l6zkovej casti oddelenia mediciny drogovych
zavislosti, oddeleni reumatoldgie, angiologickej
JIS, liecebne pre dospelych. Z uvedeného vy-
plyva, ze POCT glukometre st v SR uz dlhsiu
dobu povazované za beznu/potrebnu sucast
vybavenia mnohych zdravotnickych zariadeni,
pravdepodobne rovnocennd s vySetrenim gly-
kémie v laboratériu. Statny tstav pre kontrolu
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lieciv SR md aktudlne v databdze registrovanych
zdravotnickych pomdcok 121 glukometrov.

Pristroje na meranie glykémie

Na stanovovanie glukézy sa moze pouzit
rozmanita konstrukcia pristrojovej techniky
POCT. Prenosné glukometre vyuzivaju detekéné
prazky zalozené vac¢sinou na elektrochemickom,
menej casto fotometrickom principe. Vyhodou
elektrochemickych detekcii je vyssia presnost
(na rozdiel od fotometrie vysledok nezavisi
od velkosti kvapky krvi). Prazky su jednora-
zové. Tieto pristroje nepotrebuju k prevadzke
ziadne roztoky ani odpadové nadoby. Moderné
detek¢né elektrochemické pruzky su tvorené
z plastovej podlozky a aspon dvoma elektro-
dami, komoérkou o malom objeme, ktora je
kapilarnymi silami naplnena kvapkou krvi
a obsahuje chemické zlozky - enzym, stabili-
zator enzymu, mediator a povrchovo aktivne
latky (k minimalizdcii ¢asu potrebného na na-
plnenie komdrky). Mediator je mald molekula
schopna existencie v oxidovanej aj v reduko-
vanej forme, mozu byt organické, anorganické
alebo organokovové a pouzivaju sa na prenos
elektronov. Nevyhodou pouzitia medidtorov
je nizsia selektivita, pretoze mediator moze
v niektorych pripadoch prenasat aj elektrony
z interferujucich reakcii. Vysetrenie je rychle
(doba reakcie 5-15s) a pruzky vyzaduju maly
objem krvi (0,3-4,0 ul). Komer¢ne dostupné
pruzky moézu mat radu dodato¢nych funkcii,
ako je automaticka detekcia plnenia, moznost
plnenia pruzku kvapkou krvi este do urcitého
¢asového limitu a integrovanu korekciu na he-
matokrit. Udrzba v podstate pozostava v ocis-
teni a dezinfekcii glukometra, dobijani batérii
a aktualizacii udajov Sarzi prazkov, napriklad
kontrolného materialu. Jednym z nedostatkov
je absencia softvéru v slovencine pripadne
v cestine, nakolko nie je legislativne Ziadana
napriek tomu, ze pri osobnych glukometroch
by to mala byt podmienka.
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Najcastejsie interferencie a chyby
pri stanoveni glukézy

Stanovenie hladiny glykémie moze ovplyvnit
celd rada faktorov. S rasticou hodnotou
hematokritu sa zvySuje vizkozita krvi, ¢o
spomaluje difuziu vSetkych zloziek a znizuje
prud v ampérometrickych senzoroch. Vysoké
hodnoty hematokritu mézu byt spojené s pod-
hodnotenim skutoc¢nej koncentracie, kym nizke
hodnoty mozu sposobit nadhodnotenie glukézy.
Niektoré glukometre su vybavené korekciou
na hematokrit. Bezné pristroje poskytuju ne-
skreslené vysledky pri hematokrite 22-55 %,
pristroje vybavené impedan¢nou elektrédou
mozu pracovat v rozsahu hematokritu 0-70 %.
Pri elektrochemickej detekcii modze cela rada
latok interferovat poskytovanim elektrénov.
Tieto elektrény sa pridavaju k elektrénom z oxi-
dacie glukézy a namerané hodnoty st potom
nasledne falo$ne vysoké. Pokial interferencia
na hornej hranici referen¢ného rozmedzia
nepresahuje 10 %, povazuje sa za prijatelnu.
V pripade pouzitia pruzkov vyuzivajicich
glukozaoxidazu, méze zvysSeny parcialny tlak
kyslika tak isto viest k podhodnoteniu vy-
sledku koncentracie glukdzy. Pri¢ina spociva
v kompeticii kyslika a medidtorov. Pri pO,
nad 13,3kPa, moze byt glukéza podhodno-
tend o 0,8 mmol/l na hladindch <5,5mmol/l
alebo o 15% pri hladinach >5,5mmol/l. Pre
pacientov s peritonedlnou dialyzou je napriklad
nevhodné pouzitie enzymatického systému
PQQ-GDH, ktory nie je glukédza - $pecificky,
ale reaguje aj s inymi sacharidmi. Pri perito-
nedlnej dialyze sa pouziva roztok obsahujuici
ikodextrin - polymér maltdzy. Falo$ne vysoké
hodnoty glykémie mozu maskovat hypogly-
kémiu, pripadne viest k neadekvatnemu podaniu
inzulinu. Liec¢iva podavané v beznych terape-
utickych davkach su zanedbatelné, avsak pri
otravach paracetamolom, by sa mala glukéza
stanovit §tandardnou laboratérnou technikou
s fotometrickou detekciou. Takmer vietky ko-
mercne vyrabané pruzky reaguju s askorbatom.
Okrem spominanych interferencii ovplyviuju




TAB. 1. PREHLAD NAJCASTEJSIE SA VYSKYTUJUCICH PROBLEMOV
A ODPORUCANI PRE STANOVENIE GLUKOZY

Problém

Vysledok

Odporucanie

Testovaci prazok nie je dostato¢ne
vsunuty do pristroja

Falo$ne nizky

Uistit sa, Ze je pruzok zasunuty spravne

Odberové miesto je kontaminované
cukrom (napriklad brusko prsta)

Falo$ne vysoky

Vidy odistit a osusit miesto odberu

Na pruzok sa nedostalo dostato¢né
mnozstvo krvi

Falos$ne nizky

Opakovat test s novou vzorkou

Vybité batérie

Vypisovanie
chybového kodu

Vymenit batérie a opakovat odber vzorky

Nespravne skladovanie testovacich
pruzov/kontrolnych roztokov

Falo$ne
vysoky/nizky

Skladovat sety a sucasti podla
odporudani vyrobcu

Dehydratacia pacienta

Falo$ne vysoky

Odobrat vendéznu krv a zaslat
do laboratdria

Pacient je v $oku

Falo$ne nizky

Odobrat venéznu krv a zaslaft
do laboratoria

Prili$ silné stlacenie bruska prsta

Falo$ne nizky

Opakovat test s novou vzorkou z nového
vpichu

Odberové miesto iné ako brusko prsta

Vysoky/nizky

Vysledky z alternativnych miest nemusia
zodpovedat vysledkom z bruska prsta

Poskodené testovacie pruzky/
nadobky s kontrolnymi roztokmi

Falo$ne vysoky/
nizky

Neustédla kontrola obalov, hladani puklin,
uniku roztoku, atd...

Anémia/nizky hematokrit

Falo$ne vysoky

Odobrat venéznu krv a zaslat
do laboratoria

Polycytémia/zvy$eny hematokrit

Falos$ne nizky

Odobrat vendéznu krv a zaslat
do laboratdria

Upravené podla:

http://www.fda.gov/MedicalDevices/Safety/AlertsandNotices/Tipsand ArticlesonDeviceSafety/ucm109449.htm

namerané hodnoty glykémie aj hypotenzia,
hypertriacylglycerolémia, tazka dehydratacia,
$ok, hyperosmolarny stav, alebo znizena cir-
kuldcia krvi v organizme, nadmorska vyska,
vlhkost ¢i teplota prostredia (Montagnana a kol.,
2009; Heller, 2008; Kondepati a Heise, 2007;
Rao a kol, 2005; Tang a kol., 2001). Moderné
glukometre st vybavené na kompenzaciu nie-
ktorych interferencii (hematokrit, teplota, atd.).
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Pri odbere sa dava prednost odberu z bruska
prsta nedominantnej ruky (http://www.fxol.
org/aaccweb), pretoze ostatné miesta (dlan,
usny lalok, péta) su citlivejSie na predanaly-
tické chyby (diéta, cvicenie, stres, choroba).
Pri obsluhe glukometrov pacientmi sa vyskytuju
predovsetkym nasledujice problémy: nespravny
postup pri vpichu do prsta (15 %), nespravna
aplikacia vzorky (12 %), nedodrzanie intervalu
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Na zvy$enie laboratérnej presnosti a redukciu chyb
vo vysledkoch ziskanych glukometrami OIR odporuca:

Uistite sa, Ze:

Pridina

Postupujte podla pokynov ¢o sa tyka
velkosti vzorky. Pri akejkolvek po-
chybnosti o dostato¢nom mnozstve
krvi opakujte test.

Pri nedostato¢nom mnozstve krvi nemusi glukometer urcit glykémiu
presne. Hoci védc¢sina glukometrov je dizajnovana tak, aby upozornovala
ak je objem vzorky maly, niektoré z nich deteguju iba velké chyby.
Vyskytli sa pripady, ked glukometer zobrazoval hladinu glukézy mensiu
ako polovicu skuto¢nej hodnoty bez akéhokolvek chybového hlasenia.

Vlozte testovaci prazok do pristroja
na doraz

Pri nedostato¢nom zasunuti pruzka nemoze pristroj nacitat celt plochu
prazka. Mnohé zariadenia detegujui chybné ulozenie prizka a neposkytnd
vysledok, ale niektoré pristroje hlasia iba velké problémy. Zaznamenali
sa pripady, ked glukometre ukazali glykémie signifikantne vys$sie alebo
niz$ie ako aktudlne hodnoty napriek malej chybe ulozenia prazka.

Udrzujte pristroj Cisty

Aj malé mnozstvo krvi, mastnoty alebo $piny na Sosovke pristroja
moze ovplyvnit vysledok

Sledujte, ¢i st pruzky kompatibilné
s pristrojom

Pruzky nie st vidy zamenitelné a glukometre nie si schopné vzdy
detegovat nekompatibilny pruzok. Testovacie pruzky, ktoré vyzeraju
identicky mézu mat na povrchu odlisné chemické zlozenie. Aj malé
odchylky v rozmeroch pruzkov moézu viest k odlisnym vysledkom.

Sledujte datum expiracie testovacich
pruzkov

So starnutim sa chemicky film na povrchu pruzku rozkladd. Po datume
expiracie nemusi pruzok ukazat spravny vysledok.

Zadavajte spravne kalibra¢né kody
z nddob pri kazdom spusteni testu

Vysledky sa méZzu vyrazne 1i$it medzi $arzami ¢inidiel. Kalibra¢né kody
pomahaji glukometru kompenzovat tieto variacie

Kontrolujte kvalitu podla pokynov

Kontrola kvality je typicky spdsob na zistenie, ze pruzky uz nie st
dobré. Testovacie pruzky nie vidy vydrzia do datumu expirdcie uve-
denom na obale. Pri¢cinou moze byt nadcenenie datovania vyrobcom
alebo preto, Ze obal nebol uzatvarany okamzite po pouziti.

Porovnavajte vysledky z vasho

glukometra s vysledkami z laboratdria

najcéastej$ie ako je to mozné

Casom sa testovacie systémy mézu rozist. Je délezité, aby ostali
synchronizované.

Pri spornych vysledkoch, ktoré ne-
zapadaju do klinického obrazu, je
potrebné vysetrit krv v laboratdriu

Existuje vela pri¢in preco je vysledok testu nespravny. Okrem vyssie
spominanych poznamok, niektoré stavy ako dehydratacia, hyperosmolarita,
vysoky hematokrit, alebo ok mo6zu vyznamne ovplyvnit vysledok testu

pre meranie (8 %), zadanie nespravne kodu
(4 %) a chybné vlozenie priazkov do glukometra
(2%). Daldimi chybami st kontaminacia koze
sacharidmi a znecisteny glukometer. Napriek
tomu, Ze 73 % pacientov bolo poucenych ako
¢istit glukometer iba 18 % z nich cisti gluko-
meter 1 krat tyZdenne, kym 41 % z nich necisti
glukometer ani 1krat za mesiac (Bergenstal
a kol., 2000). Nedisciplinovanost pacientov,
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ktori si aplikuji inzulin a su vybaveni glu-
kometrami vidiet i v tom, Ze len 39 % z nich
si meria hladinu glukézy denne, kym 29 %
prevadza toto meranie menej nez raz mesacne
(Kondepati a Heise, 2007). Zaujimavu skusenost
pri implementacii glukometra v nemocnici
nedavno publikovali autorky Stankova a Po-
korna (2012). Za najvacsi problém povazuju
zlyhavanie ludského faktora, pretoze postupy




osvojené a uplatinované uzivatelmi testovaného
POCT nemocni¢ného zariadenia nezodpovedali
poziadavkam vyrobcu a distributora napriek
tomu, Ze koncovy uzivatelia boli na danu pracu
vyskoleni a teda kvalifikovani. Za najvyznam-
nejsie priciny povazuju jednak sprostredkovanu
edukaciu koncovych uzivatelov - sestier, teda
nie distribatorskou firmou ale stani¢nymi
sestrami a kolegynami z oddelenia a jednak
zaskolenie pocas prevadzky, pretoze sa nasledne
neumozni dostatok ¢asu na pochopenie danej
problematiky (Staitkova a Pokorna, 2012).

Americky Urad pre in vitro diagnostiku a ra-
diologické zdravie (Office of In vitro Diagnos-
tics and Radiological Health - OIR), poskytol
pre poskytovatelov zdravotnej starostlivosti
na strankach FDA (Food and Drug Adminis-
tration) prehlad najcastejsie sa vyskytujucich
problémov, ich efektov na vysledky meranej
glukdézy a odporucani na rieSenie zhrnutych
v nasledujucej tabulke.

Navyse k predchadzajicim odporucaniam,
laboratérny personal musi pamitat na umyvanie
ruk a vymenu rukavic po kazdom pacientovi.
Tak isto, vonkajsi povrch glukometra ma byt po
kazdom pacientovi vycisteny a dezinfikovany.
Pri spornom vysledku je najlepsou volbou pre
pacienta odber vendznej krvi a stanovenie gly-
kémie v laboratériu, alebo minimalne opakovat
test. Pre glukometre ur¢ené na pouzivanie pre
mnohych pacientov je mozné pouzivat jedine
jednorazové lancety.

upravené podla: http://www.fda.gov/Medi-
calDevices/Safety/AlertsandNotices/Tipsand Ar-
ticlesonDeviceSafety/ucm109519.htm

ZAVER

Presnost a kvalita merania glukometrami
v rezime POCT je zavisla na spravnhom za-
vedeni a pouzivani zariadenia v praxi. Nedo-
statky pri prevadzke POCT zariadeni znizuju
kvalitu zdravotnej starostlivosti a musia mat
za nasledok napravné opatrenia, inak ma pra-
covnik vykonavajuci dozor - garant povinnost
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pozastavit pouzivanie glukometra do vyriesenia
problému. Cas ukazuje, Ze relativna vyhoda
pre pacienta spocivajuca v tom, Ze okamzite
vykonana analyza nemusi byt realizovana iba
osobou skolenou pre laboratérnu pracu, byva
¢asto zdrojom mnohych subjektivnych chyb,
ktorym sa da predist jedine kvalitnou eduka-
ciou a zadkolenim. Odportcania opravnenych
autorit v oblasti manazmentu zavddzania
a prevadzky POCT teda maju byt pristupné
nielen laboratérnym pracovnikom a vedicim
pracovnikom, ale prave koncovym uzivatelom.
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METABOLIZMUS A BIOLOGICKE UCINKY
VITAMINU D

MASLANKOVA, J., STUPAK, M.
HUBKOVA, B., MAREKOVA, M.

Ustav lekdrskej a klinickej biochémie
UPJS v Kosiciach, Lekarska fakulta
Trieda SNP 1, Kosice, 040 01

SUHRN

Vitamin D je v tukoch rozpustny vi-
tamin, ktory hra ddélezita ulohu v metabo-
lizme tvrdych tkaniv. Je spajany s mnohymi
skeletalnymi ochoreniami, ako osteoporoza,
poruchami kalcium-fosfatového metabolizmu,
avSak v nedavhom obdobi sa poukazuje
na vztah medzi deficienciou vitaminu D
a neskeletalnymi chronickymi ochoreniami,
medzi ktoré patria kardiovaskularne choroby,
autoimunitné ochorenia, rézne druhy rako-
viny a iné. Mnohé naznacuje, Ze v §tudiu
metabolizmu vitaminu D je este stile co
objavovat.

Klucové slova: vitamin D, metabolizmus,
ucinky

SUMMARY

Vitamin D is a fat-soluble vitamin that
plays an important role in the metabolism of
hard tissues. This vitamin is linked to many
skeletal diseases such as osteoporosis, calcium-
-phosphate metabolism disorder. Recently, it
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has been showed to the relation between the
vitamin D deficiency and non-skeletal diseases
including cardiovascular and autoimmune
diseases, different types of cancer and so on.
Many of scientific papers indicate that in the
study of vitamin D metabolism there is still
many to discover.

Key words: vitamin D, metabolism, effect

UvoD

V poslednych rokoch sa stale castejsie
upriamuje pozornost na potrebu zvysit prijem
vitaminu D u malych deti a adolescentov (Ma-
guire a kol., 2013, Sioen a kol., 2012, Absound
a kol., 2011, Dong a kol., 2010,). Odhaduje
sa, ze deficitom vitaminu D trpi viac ako
1 miliarda obyvatelov Zeme. Na Slovensku sa
vyskyt hypovitamindzy udava okolo 45-48 %.
(Jackuliak a kol., 2012). Potrebu dostato¢ného
prijmu vitaminu D zvyraznuje jeho uloha, ¢i
uz priama alebo nepriama, v procese minera-
lizacie/demineralizacie kosti a zubov. Od prvej
znamej teorie, ktorej cielom bolo vysvetlit proces
mineralizacie a tvorby kosti (Robison 1923),
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nie je dodnes tento proces, ako aj postavenie
vitaminu D v tomto deji, spolahlivo vysvetleny.

Absorpcia, transport a exkrécia

Asi 60-90 % vitaminu D prijimaného potravou
sa spolu s tukmi absorbuje v tenkom creve a je
dalej transportovany chylomikrénmi. V pripade,
Ze organizmus prijme nadbytok vitaminu D (viac
ako 50 % z mnozstva, ktoré sa absorbuje), ulozi
si ho vo forme telesného tuku. Tak je mozné,
ze vysoka koncentracia vitaminu D v tkanivach
pretrvava aj dlhsiu dobu po prijati.

H3C
C

3G
CH CH3 VB Ziarenie CH CHy
HO — —_— . -
|
W/

7-dehydrocholesterol,
provitamin D3

pretrvécajiice UVB

Vitamin D, prijimany potravou (po reab-
sorpcii v creve) alebo vznikajuceho sériou
chemickych reakcii u¢inkom slne¢ného ziarenia
zo svojho inaktivneho prekurzoru 7-dehydro-
cholesterolu pritomného v kozi, vstupuje do
krvného obehu, kde je transportovany pomocou
DBP proteinu (vitamin D viazici protein).
DBP je glykoprotein krvnej plazmy (58 kDa)
syntetizovany prevazne v peceni. Obsahuje
3 domény s charakteristickym disulfidovym
mostikom (Nimitphong a kol., 2015). Tento
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rovnakej proteinovej rodiny ako albumin a nie
je Specificky iba pre vitamin D, ale je zaroven
transportérom mastnych kyselin a extracelu-
larneho aktinu.

Deglykozylovana forma DBP proteinu,
DBP-makrofag aktivujuci faktor (DBP-MAF)
aktivuje makrofagy a osteoklasty. Dokonca aj
samotny DBP moze ovplyviovat diferenciaciu
osteoklastov (Bhan a kol., 2014).

Mechanizmus exkrécie vitaminu D je stale
intenzivne skumany. Hlavnou cestou vyluco-
vania je exkrécia zl¢ou. Minoritnou cestou je
exkrécia sulfatovanych metabolitov mocom.

25-OH hydroxylacia v peceni

Prvym krokom aktivacie vitaminu D po jeho
uvolneni z tukového tkaniva je 25-OH hyd-
roxylacia v peceni. Tuto reakciu katalyzuje
mitochondridlna 25-OH hydroxyldza. Patri
do skupiny monooxygenaz cytochrému P-450
a vyzaduje si pritomnost molekulového kys-
lika a kofaktoru NADPH, feredoxinreduktazy
a feredoxinu, ktory prendsa reduk¢ny ekvi-
valent priamo do cytochrému P-450. 25-OH
D, metabolit cirkuluje v krvi v koncentrdcii
5-65ng/ml a ma biologicky polcas rozpadu
priblizne 15 dni.

lalfa OH hydroxylacia v oblicke

Komplex 25 (OH)D,-DBP je filtrovany v glo-
meruloch do primarneho moc¢u a pomocou
endocytozy absorbovany bunkami renalneho
tubulu za ucasti receptora megalinu. Po endo-
cytéze je komplex 25(OH)D,-DBP transpor-
tovany do lyzozému, kde sa DBP odstiepi
a samotny 25(OH)D, podlieha sekunddrnej
hydroxylacii. Inaktivny metabolit 25 (OH)D,
je hydroxylovany v polohe 1 na 1,25 (OH),D,
biologicky aktivny metabolit. Pol¢as Zzivota
1,25(0OH),D, je 6-8 hodin. Za normélnych
fyziologickych podmienok je koncentracia
cirkulujuceho 1,25(0OH),D, asi 500-1000 krat
nizdia ako koncentrdcia 25(OH)D,

V pripade zvysenej hladiny vapnika sa
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v oblicke moéze inaktivny metabolit 25(OH)D,
hydroxylovat na 24,25(OH),D, ktory je druhym
najviac zastupenym cirkulujucim metabolitom
vitaminu D. Funkcia 24,25(OH),D, v home-
ostaze mineralov a formovani kostného matrixu
je stale skimana, aj ked sa predpoklada, ze ma
ovela mensi uc¢inok na stimulaciu transportu
vapnika v C¢reve a mineralizaciu kosti ako
metabolit 1,25 (OH),D, Na druhej strane sa
uvazuje aj nad moznostou, Ze 24 hydroxyldcia
je iba inicia¢nou reakciou degradacie vitaminu
D (Kerley a kol., 2015).

Intracelularne receptory

Tkaniva, ktoré su ovplyviované vitaminom
D maju $pecifické intracelularne receptory pre
1,25 (OH),D, (VDR). VDR patri do rodiny
transkripénych faktorov, ktoré reguluju v jadre
proces transkripcie génov. Tieto receptory su
lokalizované v jadre, pretoze patria do skupiny
lipofilnych receptorov. Vitamin D po naviazani
na VDR receptor aktivuje gény cez vitamin D
zodpovedajuci element (VDRE). Receptor VDR
je pritomny v mnohych tkanivach a reguluje
bunkovu diferencidciu a funkciu mnohych
typov buniek (makrofagy, dendritické bunky,
B a T bunky a iné).

Hlavné biologické ucinky vitaminu D

Uloha vitaminu D v tenkom Creve
Najvyznamnej$im biologickym uc¢inkom
1,25(0OH),D, v organizme je zvySit absorpciu
vapnika v tenkom c¢reve. Aktivny vitamin D
sa viaze na VDR receptor (vitamin D viazuci
receptor v bunkach tenkého ¢reva, stimuluje
kalbindin, ktory viaze vapnik a tak ovplyvnuje
Na*/Ca*" pumpy. Cytoplazmaticky kalbindin (28
kDa) ma $tyri miesta s vysokou afinitou pre
vapnik a je na rozdiel od inych vapnik viazucich
proteinov (kalmodulin) regulovany hladinou
vitaminu D. Kalbindiny sa nachadzaju aj v ob-
lickach, mozgu, kostiach a dalsich tkanivach,
kde zohravaju dolezitu ulohu v regulacii hladiny
vapnika. Okrem aktivneho transportu, sa moze
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vapnik absorbovat cez ¢revnu stenu aj pasivnou
difaziou, v zavislosti od gradientu vapnika.
1,25 (OH),D, ovplyviuje aj lipidové zloZenie
epitelu tenkého creva tym, Ze indukuje syntézu
fostatidylcholinu.

Uloha vitaminu D v kostnom tkanive

Hlavnou funkciou vitaminu D je zvysit ab-
sorpciu vépnika z ¢reva, av$ak v sucasnosti st
stale viac popisované jeho ucinky na tvorbu
kostného matrixu (osteoidu). Predpokladalo sa,
ze tvorba kostného matrixu je hlavne pasivhym
procesom, ktory si vyzaduje iba dostatok vap-
nika a fosforu. V poslednom obdobi popisuju
mnohé prace priamy efekt vitaminu D na bunky
kosti. V praci Lam a kol., 2014 popisuje efekt
overexpresie VDR receptora u mysi na matu-
raciu osteoblastov, ¢im dochddza k zvyseniu
tvorby kosti. Naproti tomu Yamamoto a kol.
tvrdia, Ze priamy efekt vitaminu D na kosti
moze byt Specificky v zavislosti od maturacie
osteoblastov. Signaliza¢na kaskada VDR recep-
tora moze mat na nezrelé osteoblasty opacny
efekt, teda stimuluje rezorpciu kostného tka-
niva (Yamamoto a kol., 2013). Preto mdzeme
predpokladat, Ze priamy efekt vitaminu D na
kostné tkanivo mdze byt anabolicky alebo
katabolicky v zavislosti od kalcémie a dife-
rencidcie buniek kostného tkaniva.

Uloha vitaminu D vo svaloch a ich
predpokladany icinok na kostné tkanivo

Pri nedostatku vitaminu D dochadza aj
ku zniZeniu fyzickej kondicie (Sohl a kol.,
2013). V praci Neve a kol. sa uvadza, ze pri
poklese absorpcie vapnika stucasne poklesne
koncentracia vitaminu D pod 20 mmol/l, znizi
sa syntéza kolagénu a citratdekarboxylazy
a zaroven dochadza k aktivovaniu alkalickej
fosfatazy (marker demineralizdcie) a syntéze
nekolagénovych proteinov, osteokalcinu
a osteopontinu. Aktivaciou alkalickej fosfa-
tazy dojde k zvySeniu lokdlnej koncentracie
fosfatov (Nev a kol., 2013).

Vitamin D stimuluje aj vaskularne endotelidlne
rastové faktory (VEGF) a IGF-1, IGF-II, ktoré
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su syntetizované vo svaloch. Tieto faktory,
aj ked roznym mechanizmom maju priaz-
nivy efekt na mineralizaciu kostného tkaniva
a diferenciaciu adipocytov (Wu a kol., 2015,
Choe a kol., 2015, Joensuu a kol., 2015). Vy-
sledky Neveho a kol. popisuju, Ze osteoblasty
syntetizuju VEGF a podévanim vitaminu D
(1,25) dochadza k stimulacii syntézy VEGF
(Neve a kol., 2013).

Dal3im faktorom syntetizovanym vo svale,
ktory je regulovany vitaminom D je aj
interleukin IL-6. Je produkovany pocas cvicenia
a kontrakcie a stimuluje rezorpciu kostného
tkaniva. U¢inkom vitaminu D dochadza k jeho
poklesu.

Nekolagenovy protein osteokalcin je beznym
markerom procesu formovania kosti. Kedze
jeho gén obsahuje responzivny element pre
vitamin D, bolo potvrdené, ze 1,25-dihydro-
xyvitamin D zvySuje expresiu osteokalcinu
(Girgis a kol., 2014).
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SUHRN

Personalizovana medicina je multidiscipli-
narny vedny odbor, ktory sa (na réznych
urovniach) zaobera optimalizaciou liecebnych
a diagnostickych postupov u konkrétneho
pacienta s vyuzitim modernych metod. Per-
sonalizovana medicina byva ¢asto uvadzana
ako ,,spravna diagnostika, spravna liecba
pre spravneho pacienta v spravnom case,,.
Intenzivny vyskum v klinickej oblasti pri-
niesol za ostatné desatrocia nielen nové
lieciva ale aj prediktori liecebnej odpovede
predovSetkym v onkoldgii. Tieto poznatky
umoznuju personalizovat terapiu na zaklade
genetickych/expresnych zmien. Markery ako
HER2, EGFR, KRAS, BRAF a ALK, su v su-
casnej dobe neoddelitelnou sucastou rutinnej
diagnostiky a ich testovanie ma zasadny vplyv
na volbu adekvatneho terapeutického postupu
a skvalitnenia Zivota konkrétneho pacienta.

Klucové slova: perssonalizovana medicina,
molekulova cielena terapia, polymorfizmus,
onkomarkery toxicity

SUMMARY

Personalized Medicine is defined as a medical
model using characterization of individuals’
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phenotypes and genotypes (e.g. molecular
profiling, medical imaging) for tailoring the
right strategy for the right person at the right
time, and/or to determine the predisposi-
tion o disease and/or to deliver timely and
targeted prevention. Personalized medicine
is an emerging practice of medicine that
uses an individual’s genetic profile to guide
decisions made in regard to the prevention,
diagnosis, and treatment of disease. Knowledge
of a patient’s genetic profile can help doctors
select the proper medication or therapy and
administer it using the proper dose or regimen.
Contemporary trend of therapy is leading to
the appropriate patient selection with regard
to analysis of several prognostic and predic-
tive biomarkers (HER2, EGFR, KRAS, BRAF
a ALK); it is proposed that future therapy will
be more and more personalized.

Key words: personalized medicine, molecular
targeted therapy, polymorphisms, biomarkers
of toxicity

UvoD

Uz v roku 2004 casopis Nature zverejnil
¢lanok, v ktorom charakterizoval liecebny
pristup onkoldgie 21. storoc¢ia — princip 4P-
prediktivna - personalizovana - preventivna -




participacna onkoldgia [1]. Tento princip je
vSsak mozné uplatnit vo vsetkych oblastiach
mediciny.

Personalizovand medicina je zalozena na
poznatku, ze rozdielni pacienti s tou istou
klinickou diagnézou moézZu reagovat na rov-
naku liecbu rozli¢nym spésobom. Kym urcité
lie¢ivo moze mat u jedného pacienta vysoku
uc¢innost, to isté lie¢ivo u iného pacienta
nemusi dosiahnut pozadované vysledky a to
aj napriek rovnakej diagnéze. Individualne
charakteristiky pacienta maju vplyv na sposob,
akym lie¢ivo funguje, bez ohladu na to, ¢i ide
o liec¢iva suvisiace s chorobou alebo o liec¢iva
nezavislé od daného ochorenia. Liecba vset-
kych pacientov diagnostikovanych urcitou
chorobou pouzitim ,hromadného® pristupu
odporuje tymto individualnym rozdielom.
Inymi slovami, konven¢ne praktizovana me-
dicina nie je az tak efektivna ako by mohla
byt. Prili§ vela pacientov prijima lie¢bu, ktora
nie je prospesna pre ich konkrétne ochorenie.
Naopak, v niektorych pripadoch moze takato
liecba dokonca sposobit neziaduce reakcie.
Cielom personalizovanej mediciny je sledovanie
genomickych polymorfizmov génov spojenych
s lie¢ivami, ktoré sposobuju vyrazné rozdiely
v reakcii na lie¢ivo [2]. Dévodom tychto roz-
dielov by mohlo byt to, ze lie¢iva st nové latky
ktoré sa objavili v ludskom evolu¢nom vyvoji.
Z toho vyplyva, ze genetické mutacie alebo
polymorfizmy génov spojené s metabolizmom
lie¢iv sposobuju fatalne reakcie na lieciva,
nakolko este neuplynul dostatocne dlhy cas
na ich elimindciu ludskou evolticiou. Naopak
v pripade genetickych mutdcii a polymorfizmov
génov suvisiacich s ochorenim, ktoré mali fa-
talne ucinky, boli z vdcsej Casti eliminované
dlhym vyvojom Iudskej evoltcie [3].

Personalizovana terapia

Na rozdiel od pomalého pokroku v perso-
nalizovanej starostlivosti zaloZenej na $tudiu
génov ochoreni, personalizované pouzivanie
lie¢iv je rychlo sa rozvijajuca oblast geno-
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mickej mediciny. Individualne upravené lieciva
sa uz zavadzaju do klinickej praxe. Niektoré
genetické polymorfizmy sa mozu zucastriovat
funkcii vztahujucich sa k ucinku lieciva, ¢im
sposobujii individudlne rozdiely v reakcii na
lie¢ivo a davaju tak podnet ku klasifikacii
~respondér® a ,ne-respondér® (citlivy/necit-
livy na liec¢ivo). Koncept farmakogenetiky je
pouzivany uz viac ako 40 rokov na oznacenie
studii jednotlivych génov a ich vplyvu na inter-
-individudlne rozdiely v enzymoch podielajucich
sa na metabolizme lie¢iv. Na rozdiel od toho
je farmakogenomika relativne novy pojem,
ktory vznikol po projekte Iudského genému
a ktory oznacuje $tidie nie len jednotlivych
génov, ale aj funkcie a interakcie vsetkych
génov v genéme v celkovej variabilite reakcii na
liecivo [4]. Ide o najuspe$nejsie sa rozvijajice
sa oblasti genomickej mediciny.

»Journal of the American Medical Asso-
ciation (JAMA-casopis Americkej lekarskej
spolocnosti) v roku 1998 napisal, Ze asi dva
miliony pacientov rocne utrpi ndsledky spojené
s uzivanim lieciv a asi 100 000 z nich zomrie,
Co predstavuje Stvrti az piatu pricinu timrtia
v USA [5]. Urad pre vyZivu a lie¢ivd (Food and
Drug Administration FDA) v USA podporuje
pouzivanie pred-diagnostickych testov DNA
na testovanie reakcii na lie¢ivd. Tieto testy su
u niektorych lie¢iv povinné, z dévodu aby sa
zamedzilo ich neziaducim vedlaj$im uc¢inkom
[6].

Individudlne rozdiely v reakcii na liecivd
sa prisudzuju predovsetkym dvom triedam
genetickych polymorfizmov. Prva trieda sa
oznacuje ako farmakodynamicky (PD) poly-
morfizmus a je spdsobeny polymorfizmom
génov kodujucich proteiny, ktoré sa vztahuji
k ucinku lieciv. PD polymorfizmus je spojeny
s receptormi alebo protein kinazou. Druhy sa
oznacuje ako farmakokineticky (PK) poly-
morfizmus a vyskytuje sa vdaka génom ktoré
kéduju proteiny zodpovedné za absorpciu,
distribuciu, metabolizmus a vyluc¢ovanie lie-
¢iva (napriklad enzymy metabolizujice alebo
transportujuce lieciva).
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PD polymorfizmus reakcie lieciv je casto
nachddzany v molekulovo cielenych lie¢ivach
roznych modernych protinadorovych preparatov.
Za zmienku stoji Gefitinib (Iressa), liecivo
pouzivajice sa v terapii karcinému pluc (epi-
dermalny rastovy faktor receptoru - tyrosine
kinase inhibitor, EGFR-TKI), ktoré ma dobrua
ucinnost v liecbe pokrocilého nemalobunkového
karcinému pluc (NSCLC) [7]. Velmi dobry
efekt ma hlavne u ,,super-respondéra,,, ktorého
stav sa vyrazne zlepsi po aplikdcii gefitinibu,
dokonca aj v pripadoch kedy sa plucny kar-
cindm rozsiril po celych plicach [8]. Avsak
moze spdsobit vazne vedlajsie ucinky ktoré
sa prejavia intersticialnou plicnou chorobou,
nasledkom ktorej jedna tretina pacientov zo-
miera. Aby sa zabranilo nebezpe¢nému tGc¢inku
u tzv. ne-respondérov, genetické testovanie je
nevyhnutné. Rozdiel v reakcii na liecivo sa
pripisuje Specifickej mutacii receptoru EGF
a uvddza sa, Ze ucinok lieciva sa u pacientov
s touto mutdciou zvysuje desatkrat [9]. Dalsim
dobre znamym prikladom je trastuzumab
(Herceptin), lie¢ivo pouzivané pri terapii
nadorov prsnika, zaloZzeny na monoklondlnej
protilatke. Liecivo je uc¢inné u pacientok ktoré
maju zvyrazneny receptor HER2 (ludsky epi-
dermalny rastovy faktor typu 2) [10], [11].
Urad pre potraviny a lie¢iva v USA, rozhodol,
ze pred-diagnostické testovanie DNA pomocou
imunohistochémie (IHC) a fluorescenc¢nej in
situ hybridizdcie (FISH) je pred aplikdciou
tohto lie¢iva povinné.

Polymorfizmus PK riadi pacientovu indivi-
dudlnu reakciu na urcité lie¢iva od ,extenziv-
neho metabolizéra,,, ktorého traviace enzymy
eliminuj liec¢ivo prilis rychlo, ¢im znizuju jeho
ucinok, az po ,slabého metabolizéra®, ktory
metabolizuje liecivo zle, takze lie¢ivo zostava
v jeho organizme prili§ dlho a spdsobuje ex-
cesivny #cinok. Najznamejsi polymorfizmus
metabolického enzymu, ktory je obecne spdjany
s tcinnostou lieciv, je skupina cytochrémov P450
(CYP). Je znamych viac ako 50 izoenzymov
CYP. Klasifikdcia tohto enzymu je zalozend
na stupni homoldgie genetickych sekvencii.
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Ucinky mnohych ¢casto pouzivanych lieciv, ako
su napriklad protinadorové lieciva 5-fluorouracil
(5-FU), irinotekan alebo prostriedky pouzivané
v terapii tuberkuldzy ako izoniazid a dalsie,
zavisia na polymorfizme CYP. Je k dispozicii
mnoho vynikajicich $tidii o polymorfizmoch
CYP a ich ucinkoch na metabolizmus lieciv.
Velmi vhodnym prikladom je personalizovana
medikdcia warfarinom.

Warfarin je najrozsirenejsie antikoagulacné
lie¢ivo, pouzivané na potlacenie syntézy zrazacich
faktorov, ¢im sa predchadza infarktu, mrtvici
a poruchdm zrazaniu krvi. Koncentracie war-
farinu v organizme je ovplyvilovana mnohymi
faktormi - diétou, liekovymi interakciami a tiez
genetikou a jeho antikoagula¢nym ucinkom
zavisi od pecenovej bunky. Je tieZ znamy svojim
uzkym terapeutickym rozsahom; nadmerna davka
sposobuje krvacanie, kym nedostatocnd ddvka
sposobuje trombézu. Daldi problém je v tom,
ze sa uzky terapeuticky rozsah medzi jednot-
livcami podstatne lisi a variabilita dosahuje az
desatnasobku, takze udrziavacia ddvka lieciva
musi byt starostlivo monitorovana ¢astymi krv-
nymi testami, aby bola zabezpecena adekvatna,
ale sticasne bezpecna, davka. Hlavne eur6pska
populdcia, ktora je nositelom funkéne defekt-
nych *2 a *3 alel izoenzymu 2C9 cytochrému
P450 (CYP2C9) je zndma tym, Ze vyzaduje
signifikantne niz§iu udrziavaciu davky lieciva,
CastejSou nestabilitou antikoagulacnej liecby,
dal$im pretrvavanim antikoagula¢ného ucinku
lie¢iva po jeho vysadeni alebo znizeni davky a
v kone¢nom désledku su nositelia tychto alel
viac ohrozeni hemoragickymi komplikaciami.
Studie ukazuji, Ze pacientova prvd reakcia
je urcend hlavne genotypom VKORCI. Gén
VKORCI, kéduje podjednotku cielového proteinu
pre Warfarin - vitamin K epoxid reduktazovy
komplex. Tento komplex recykluje redukovany
vitamin K, ktory je nevyhnutny na aktivaciu
koagula¢nych faktorov (FII, FVII, FIX a FX).
Genetické varianty VKORC1 maji vyznamny
vplyv na davkovanie warfarinu a odpoved na
lie¢bu [12].




Onkomarkery toxicity liecby

Personalizovana cielena terapia bola jednou
z prvych uplatnend pri onkologickych indi-
kdcidch a postupne sa stava stcastou beznej
onkologickej praxe. Viacsina endemicky sa
vyskytujicich nadorov v pokrocilom stave
zostdva napriek kombinovanej liecebnej mo-
dalite inkurabilnymi ochoreniami. Z rychlo
narastajucimi poznatkami v oblasti moleku-
lovej biolégie a genetiky sa cely rad kedysi
homogénnych nddorovych jednotiek rozpada
na nové nadorové entity s odlisnymi cha-
rakteristikami ktoré ponukaju nové cielové
Struktury pre nové molekuly cielenej perso-
nalizovanej mediciny.

Aj ked v praxi zatial vobec nie je bezné, aby
sa pred zahdjenim konkrétnej terapie testovali
genetické varianty, medicina v tomto smere
predsa len pokrocila. Kedysi bola napriklad
progndza akéhokolvek karcindmu jasne dana
orientacnym patologickym vysetrenim alebo
histolégiou a spravidla nasledoval okamzity
chirurgicky zakrok ako jediné mozné rieSenie.
Dnes je uz pri tychto diagnézach testovana
niektora z variant molekulovej translokacie,
mikrosatelitnej nestability, mutacie EGFR (epi-
dermal growth factor receptor) atd. a az potom
je na mieste, navy$e v suc¢innosti s farmakoge-
nomikou, rozhodnut o optimalnej liecbe - ¢i
je vyhodnejsie chirurgické, radioterapeutické
alebo chemoterapeutické riesenie.

Nadejou pre zlepSenie tc¢innosti proti-
nadorovej terapie sa ukazuje identifikdcia
biomarkerov, ako indikdtorov patologickych
dejov alebo farmakoterapeutickych zasahov.
Biomarkery umoznuju selektovat typy nadorov
nielen z pohladu protinadorovej odpovede ale
aj predikcie toxicity liecby. S tymto pristupom
ide ruka v ruke nutnost novej stratégie klinic-
kého vyvoja a sku$ania novych molekul.

Trastuzumab, monoklonalna protilatka proti
HER-2 receptoru je prikladom najdlhsie po-
zivaného principu personalizovanej mediciny
pre Specificku podskupinu pacientov. Na sta-
novenie amplifikdcie génu HER2/neu vzhladom
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k centromerickému markeru sa dnes pouziva
fluorescen¢na in situ hybridizacia (FISH).
Najnovs$imi prikladmi cielenej terapie je
pouzivanie crizotinibu, ALK- inhibitora pre
podskupinu nemalobunkovych karcinémov plic
nesucich ALK mutaciu. Vemurafenib, inhibitor
B-raf, je pouzivany v terapii metastatického
melanému nesuceho $pecifickd mutaciu B-raf
V6004. Nador nezije v izolovanom prostredi,
ale je zasadne ovplyvinovany prave nadorovym
mikroprostredim, ktoré sa stava tiez jednym
z moznych cielov personalizovanej mediciny.
Inhibicia novotvorby ciev je Standardnou su-
castou liecby niekolkych solidnych nadorov.
Molekulové biomarkery je mozné pouzit aj
v personalizacii bezne pouzivanej chemoterapie.
Metabolickd drdha 5-FU zahfna gény, ktorych
mutacie vedu k systémovej toxicite spdsobenej
akumulaciou toxickych metabolitov. Mutécie
a zniZena expresia génu DPYD pre dihydropy-
rimidin dehydrogenazu (DPD), resp. znizena
aktivita DPD zodpovedna za odburavanie 5-FU,
vedie k hromadeniu aktivheho metabolitu v tele
pacienta, a tym extrémnej senzitivite na bezné
davky 5-FU. Bolo najdenych viac ako 50 mutdcii
tohto génu, ktoré su u priblizne 3-5% popu-
lacie asociované s toxicitou liecby 5-FU [13],
[14]. Stanovenie aktivity enzymu DPD, ktoré je
mozné stanovit na irovni mRNA z periférnej
krvi, vSak v sucasnosti stale nie je stucastou
rutinného skriningového vysetrenia pred za-
¢iatkom liecby 5-FU, napriek tomu, Ze ide o
zavazny farmakogeneticky problém s fatdlnymi
nasledkami [15]. ZvySend expresia tymidylat
syntazy (TS) sposobend mutdciou génu TYMS
je spojena rovnako so zvysenou citlivostou na
lie¢bu 5-FU, ktora vedie az k toxicite [16], [17].
Podobne mutacie v géne pre enzym tiopurin-
-S-metyltransferazu (TPMT) predikuje citlivost
k terapii tiopurinmi a moze viest az ku znizenej
tolerancie bezne pouzivanych davok [18].
Homozygotni varianta alely UGT1Al
(UGT1A1*28) je pritomna priblizne u 10%
populacie a sposobuje vyrazné znizeni aktivity
enzymu UDP-glukuronyltransferazy, ktory
katalyzuje biotransformaciu vyznamného
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protinadorového lie¢iva - irinotekanu.
Vyznamné znizenie enzymatickej aktivity vedie
ku zavaznym toxickym postihnutiam. Vyset-
renie mutacie génu je odporucované FDA uz
od roku 2005 [19]. Prejavy toxicity mozu byt
aj dobrym prediktorom pre ucinnost terapie,
ako je tomu u EGFR-cielenych terapii [20].
Kozna toxicita, zapri¢inena véazbou lie¢iva na
EGFR a inhibiciu jeho signélnej drahy v kerati-
nocytoch, koreluje s dobrou uc¢innostou liecby
u kolorektalneho a plicnych karcinémov [21],
[22]. Intenzivny vyskum v oblasti klinickej on-
kolégie priniesol za ostatné desatrocie cely rad
novych liec¢iv a prediktorov liecebnej odpovedi,
¢o umoznilo personalizovat terapiu na zéklade
genetickych/expresnych zmien nadoru. Markery
ako HER2, EGFR, KRAS, BRAF a ALK, kto-
rych prediktivny vyznam bol dokdzany celym
radom Kklinickych $tadii, st v sucasnej dobe
neoddelitelnou sucastou rutinnej diagnostiky,
ich testovanie ma zasadny vplyv na volbu adek-
vatneho terapeutického postupu a skvalitnenia
zivota konkrétneho pacienta.

C-MET proto-onkogén kédujici hepato-
cytarny rastovy receptor (HGFR) s tyrozin
kinazovou aktivitou je amplifikovana u celej
rady nadorovych ochoreni. U NSCLC sa
ziskanou rezistenciou na gefitinib/erlotinib byva
amplifikacia C-MET najdena priblizne u 20 %
pripadov (23). V stcasnosti je u NSCLC gén
C-MET jednym z najnadejnejsich prediktivnych
markerov, sicasnd blokdcia EGFR a C-MET sa
zda ako slubna stratégia pre liecbu pacientov
so ziskanou rezistenciou na gefitinib/erlotinib.
Nizkomolekulovy inhibitor ARQ197 (tivantinib)
potvrdilo vyrazné zlepseni PFS i OS u pa-
cientov s lokdlne pokrocilym alebo metasta-
tickym neskvamdznym plucnym karcinémom
liecenych kombindciu tivantinibu a erlotinibu
oproti samotnému erlotinibu [24]. Dalsim tes-
tovanym inhibitorom je crizotinib, indikovany
NSCLC pacientom s ALK prestavbou, ktory
vykazuje slubné ucinky u pacientov s NSCLC
a de novo amplifikaciou C-MET (25).

Molekuly zucastnujuce sa signalnej drahy
PI3K/AKT/mTOR patri medzi najviac Studo-
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vané v suvislosti so vznikom roéznych druhov
nadorovych ochoreni (26-32). PIK3CA mutacie
a strata expresie PTEN je spojend s rezistenciou
na trastuzumab, respektive s horSou prognézou
ochorenia pri liecbe karcindmu prsnika [33],
[34] a s rezistenciou na lie¢bu cetuximabem
u kolorektalneho karcindému [35]. Dve hlavné
aktivaéné mutacie PIK3CA (E545K a H1047R)
a mutacie PTEN, veduce ku strate funkcie,
su spojené s rezistenciou na lapatinib u po-
kroc¢ilého HER2 pozitivneho karcinému prs-
nika [36]. Cestou ku zvriteniu rezistencie sa
mnohé nizkomolekulové inhibitory PI3K ako
BKM120 - panPI3K inhibitor (NCT01501604)
alebo BYL719 - selektivny inhibitor PI3K
(NCT01219699).

U pacientok s karcindmom prsnika a mu-
taciou AKT bola dokazana rezistencia na
tamoxifen. AKT mutantné karcinémy su
cielom novych inhibitorov ako napr. panAKT
inhibitor MK-2206 [37]. Inhibitory mTOR su
pouzivané na liecbu roznych typov malignit
[38], [39], [40].

Pouzivanie na mieru usitych lieciv sa zvy-
$uje spolu s pokrokom vo farmakogenomike
a farmakogenetike.

ZAVER

Medicina sa stava vedou o informaciach,
vyzadujucich systémovy holisticky pristup, kde
sa uz nezaobideme bez metodiky analytickych
technoldgii — matematickych pocitac¢ovych a fy-
zikalnych. Vystupy novych vedeckych poznatkov
z oblasti genomiky, proteomiky, interaktomiky;,
metabolomiky a vietkych dalsich ,-omics® je
nevyhnutné spravne prepojit a urobit z nich
suvisly systém udajov, ktory by s vyuzitim
informacnych technolégii mohli priniest nové
pohlady na celu situdciu v personalizovane;
medicine. Genetika poskytuje cenné udaje
avSak s prihliadnutim a vedomim, zZe velmi
vela je mozné ovplyvnit environmentalnymi
faktormi vonkajsim prostredim alebo fenoty-
povou expresiou.
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ZMENY V METABOLIZME TROMBOCYTOV -
POTENCIONALNE BIOMARKERY SUICIDALITY ?
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SUHRN

Od roku 1976, kedy prof. Mary Asbergova
(Asbergova a kol., 1976) ako prva objavila
alteracie neurotransmiterového systému
v mozgovo-miechovom moku (CSF) u je-
dincov so suicidalnym spravanim, zacali sa
objavovat dalSie prace zamerané na danu
problematiku. Vicsina studii poukazuje na
vyznam troch hlavnych neurotransmiterovych
systémov v centralnom nervovom systéme
(CNS) pri rozvoji suicidalneho spravania:
noradrenergny, sérotoninergny a dopami-
nergny (Nordstrom a kol., 1994).

U jedincov so suicidalnym spravanim
pravdepodobne dochadza k zmenam (v zmysle
deficitu funkcie) v prefrontalnom kortexe
(PFC), kde prebieha exekutivny proces mys-
lenia. Dévodom tohto deficitu by mohli byt
spominané zmeny v metabolizme niektorych
neurotransmiterovych systémov. Zdravy
mozog je schopny najst alternativne rieSenie
v tazkej Zivotnej situacii, avsak ,,suicidalny*
mozog s deficitom v PFC tato alternativu
schopny najst nie je - preto jedinec spacha
samovrazdu (Underwood, 2011).

Podla idajov WHO zomrie roc¢ne vo svete
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na samovrazdu zhruba 800 000 Iudi (WHO,
2014). Ak by bola mozna identifikacia nie-
ktorych biomarkerov suicidality (napr. pros-
trednictvom proteomickej analyzy mozgovo-
-miechového moku a krvnych dosticiek), bolo
by snad mozné stanovit riziko suicidality uz
pri preventivnhom rutinnom vysetreni ako je
odber krvi. To by umoznilo v¢asnejsi zachyt
takychto pacientov s mozZnostou zahajenia
okamzitej terapie.

Klucové slova: suicidalita, samovrazda,
suicidalne spravanie, biomarker, proteomika,
proteomicka analyza, mozgovo-miechovy
mok, CSF, trombocyty, PLT

SUMMARY

Since prof. Mary Asberg (Asberg et al.,
1976) in 1976 discovered alterations in neu-
rotransmitter systems in cerebrospinal fluid
(CSF) in patients with suicidal behavior many
studies focusing on the problem of suicidality
were done. The main focus of interest of this
research are the three major neurotransmitter
systems that may play a role in suicidal behavior:
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noradrenergic, serotonergic and dopaminergic
system (Nordstrom et al., 1994).

It is supposed that in people with suicidal
behavior the main changes take place in the
prefrontal cortex (PFC), which is the centre
of executive processes of thinking. The deficit
of this function in PFC might be associated
with alterations of the certain neurotransmitter
systems in the central nervous system (CNS).
Healthy brain is able to find an alternative
way how to solve the difficult life events or
situations, but ,the suicidal® brain with the
deficit of the function in PFC is not able
to find a reason why not to commit suicide
(Underwood, 2011).

According to WHO data around 800 000
people worldwide commit suicide every year
(WHO, 2014). Therefore the possibility to iden-
tify potential biomarkers of suicidal behavior
is a very challenging issue that might help in
future identification of patients with suicidal
behavior via simple blood test.

Key words: suicidality, suicide, suicidal
behavior, biomarker, proteomics, proteomic
analysis, cerebrospinal fluid, CSE, platelets, PLT

UvoD

Suicidium (samovrazda, z latinského sui
caedere, t.j. ,zabit sam seba®) je v sucasnosti
definovana ako ukoncenie vlastného Zzivota
umyselne a dobrovolne. Pojem suicidalita
zahfna klinické symptémy od vzniku samo-
vrazednych myslienok (suiciddlne idedcie),
cez suicidalne spravanie, samovrazedny pokus
(tentamen suicidii) az po samotné suicidium
(Meyer a kol, 2010). Kazda samovrazda
predstavuje osobnu tragédiu jednotlivca, ktora
vyznamne zasahuje najmé do Zivota jeho ro-
diny, blizkych priatelov, ale aj okolia. Kazdy
rok spacha vo svete samovrazdu vyse 800 000
Tudi - kazdych 40 sekind zomrie jeden ¢lovek
na samovrazdu (WHO, 2014).

Podla najnovsich Statistik bolo v roku 2013
na Slovensku spachanych 628 samovrazd
(NCZI, 2014), blizsie charakteristiky opisuje
tabulka ¢. 1.

Z hladiska neurochémie suicidality sa
v sucasnosti venuje najvacsia pozornost séro-
toninergnému systému. NaruSenie fungovania
tohto systému moze sposobovat symptéomy ako
su zvy$ena impulzivita, agresivita (orientovana

TAB. 1. CHARAKTERISTIKY 628 SAMOVRAZD NA SLOVENSKU
V ROKU 2013. ZDROJ: NCZI, 2014

Charakteristiky samovrazd za rok 2013:

pomer muzov k zendm 6:1

riziko u Zien stipa: vdova < rozvedend < vydatd < slobodnd

riziko u muzov stipa: vdovec < rozvedeny < slobodny < Zenaty

hlavnym motivom ¢inu: ,,iné vniitorné osobné konflikty a problémy* a ,suvislost
so somatickym ochorenim alebo telesnou chybou*

najcastej$ie miesto vykonania ¢inu: domov

najcastej$i spésob vykonania ¢inu: sebaposkodenie obesenim, zaskrtenim, zadusenim;
sebaposkodenie skokom z vysky a sebaposkodenie z rulnej zbrane

najcastej$im mesiacom vykonania ¢inu: marec, jiin a oktober

najcastej$im dnom v tyzdni: pondelok a utorok s ¢asom od 22:00 do 07:00
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najmi voci sebe samému) a poruchy spanku
(Rao a kol., 1998). Pilotnu studiu o zniZenej hla-
dine kyseliny 5-hydroxy-indoloctovej (5-HIAA,
hlavny degrada¢ny produkt sérotoninergného
systému) v mozgovo-miechovom moku (CSF)
uverejnila v roku 1976 profesorka Mary Asber-
gova (Asbergova a kol., 1976). Viaceré $tudie
vSak poukazuju aj na ulohu dopaminergného,
noradrenegného ¢i GABA-ergného systému ako
moznych kofaktorov pri vzniku suiciddlneho
spravania. Okrem neurotransmiterovych sys-
témov sa za dalSie kofaktory rozvoja suicidality
pokladaju: zmena vo funkcii hypotalamo-hypo-
tyzo-adrenokortikalnej osi (HPA), zmeny vo
funkcii imunitného systému alebo aj zmeny
lipidového metabolizmu (Sequeira a kol., 2009;
Wildenauer, 2009).

Suicidalita vSak stale zostava pomerne kom-
plexnym fenoménom, kde okrem genetickej
predispozicie hraju ulohu ako biologické, tak
aj psychologické, sociologické ¢i ekonomické
taktory (Slater a kol., 2009; Wasserman a kol.,
2007). Molekularna podstata suicidality je
v sucasnosti stale nejasna. Aj z tohto dovodu
predstavuje proteomika vhodnu alternativu
pre stidium molekuldrnej irovne suicidalneho
spravania.

PROTEOMIKA SUICIDALITY
Uvod do proteomiky

Proteomické metddy, resp. proteomika pred-
stavuju v sucasnosti $iroké spektrum vysoko
sofistikovanych technoldgii, ktoré umoznuju
identifikovat jednotlivé proteiny v biologickej
vzorke. Proteomika sa zaobera najma $tadiom
Struktury a funkcie danych proteinov. Jej ciefom
je stanovenie, tzv. protedmu, kompletnej sady
proteinov genému daného organizmu.

Za hlavny hnaci motor vyvoja proteomic-
kych metdéd sa modze povazovat desifrovanie
kompletného genému c¢loveka v roku 2002
(Fleischmann a kol., 1995; Medzinarodné Kon-
zorcium Sekvenovania Ludského Genomu, 2004).
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Najaktualnejsia mapa proteému cloveka (HPM)
bola zhotovenda pouzitim tandémového hmot-
nostného spektrometra s pripojenou separacnou
metddou kvapalinovej chromatografie (LC-MS/
MS). Tato mapa obsahuje dokazy proteinov
vzniknutych translaciou z vyse 17000 génov
¢loveka zo 17 réznych tkaniv dospelych zdra-
vych jedincov, 6 hematopoetickych buniek a 7
fetalnych tkaniv (Kim a kol., 2014).

Zakladna biochemicka dogma zahfna tran-
skripciu genetickej informacie z deoxyribo-
nukleovej kyseliny (DNA) do medidtorovej
ribonukleovej kyseliny (mRNA), z ktorej je
za ucasti ribozomu a dalsich faktorov pre-
vedena translacia tejto informacie do formy
bielkoviny. Gendm sa teda meni na proteém
nasledovne: gén — jeho geném — genomika
(vedny odbor), nasledne vznika z genému tzv.
stranskript® (mRNA) — transkriptom (subor
vsetkych typov mRNA) — transkriptomika
(vedny odbor) a nasledne vznika protein —pro-
teom (subor vsetkych proteinov)— proteomika.

Gendm je nutné chapat ako linedrnu infor-
mdciu statického charakteru (tvorent kombina-
ciou Styroch zdkladnych dusikatych baz: adenin,
guanin, cytozin a tymin), kdezto proteém
predstavuje refazec dynamického charakteru
(tvoreny kombindciou 20 aminokyselin). Jednym
zo sucasnych cielom modernej biochémie je aj
zmapovanie celého proteomu c¢loveka. Odha-
duje sa, ze bude identifikovanych vyse 100 000
zakladnych proteinov (geném obsahuje cca
20000). Jungblut podava zaujimava vlastnu
definiciu proteému a proteinovej expresie:
»Genom organizmu je stabilny pocas celého
jeho ZzZivota (s vynimkou vzdcnych mutdcii).
Vajicko motyla ma taky isty geném ako motyl
sam - Specifickd sada proteinov jeho organizmu
sa vsak pocas jeho vyvoja meni. Jeho proteém
je suborom vsetkych druhov proteinov, ktoré
sa pocas jeho Zivota vyskytni. Prdve preto je
kazdy proteom individudlny - kazdy jedinec Zije
v inom prostredi - md svoj vlastny individudlny
proteém® (Jungblut a kol., 2008). Proteém je
teda subor vietkych proteinov v dany ¢as a pod
vplyvom daného prostredia.
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Proteomické metody

Proteomické technoloégie prechadzaju v po-
slednom obdobi rapidnym rozvojom, o ¢om
svedci aj pomerne $iroka paleta identifika¢nych
a separacnych metdd. V stcasnosti jednoznacne
dominuje hmotnostnd spektrometria (MS),
ktora umoznuje identifikaciu proteému. Pohlad
do suboru proteinov mdze poskytnut velmi
cennu informaciu o suasnom stave pacienta.
Identifikacia novych molekul s diagnostickym
potencidlom by pomohla nielen diagnostiku
ulahdit, ale aj urychlit a spresnit (Vajrychova
a kol., 2012).

Chromatografické separacné metdédy

Jedna sa o fyzikalno-chemicku metddu,
ktora deli latky na zaklade ich rozli¢nej afinity
k dvom nemieSatelnym fdzam. Fdza mobilna
je pohybliva presuva sa cez alebo po faze
stacionarnej. Faza staciondarna je nepohybliva
a ma vacsi povrch. Podla pouzitej mobilnej
tazy rozliSujeme chromatografiu kvapalinovii
a plynovi. Podla pouzitej staciondrnej fazy
rozli$ujeme chromatografiu stipcovii, papierovii
alebo na tenkej vrstve. Na zaklade mecha-
nizmu separacie rozliSujeme chromatografiu
ionexovi, adsorbcnu, afinitnii a gélovii perme-
acnu (Graves a Haystead, 2002; Pavia a kol.,,
2006). Vdaka chromatografickym separa¢nym
metédam dokdzeme separovat aminokyseliny
a im pribuzné latky.

1. Plynovd chromatografia (GC):

Metéda GC vyuziva ako pohybliva fazu plyn
a separuju sa nou hlavne plynné a kvapalné
zmesi ahko odparitelné s teplotou varu maxi-
malne 200-250°C. Vzorka sa privadza do tzv.
injektora, kde prebehne zohriatie alebo odpa-
renie vzorky. T4 je nasledne unasana prudom
plynu do koldny, ¢o predstavuje samotné miesto
separacie plynnej zmesi. RozliSujeme kolénu
napliovii, ktora je naplnena stacionarnou fazou
a koldénu kapildrnu, ktord ma stacionarnu fazu
lokalizovanu iba na svojom povrchu. Prin-
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cipom GC meto6dy je teda separdcia zloziek
zmesi podla ich afinity k naplni, resp. po-
vrchu kolény. Zlozka s najniz$ou afinitou ku
stacionarnej faze kolony z nej vychadza prva.
Vystup uz separovanych zloziek z koldny je
monitorovany detektorom s vyhodnocovacim
zariadenim (Graves a Haystead, 2002; Pavia
a kol., 2006). Vysledkom je chromatograf
s jednotlivymi pikmi, t.j. Spickami grafu (z
anglického ,peak®).

2. Kvapalinovd chromatografia (LC):

Ide o fyzikalnu separa¢nui metddu, pri ktorej
dochadza k separacii v pohyblivej faze. Vzorka
sa pri LC separuje medzi pohyblivou a nepo-
hyblivou fazou (koléna naplnend sorbentom)
na zaklade jej vlastnosti, ako st: naboj, velkost,
polarita a pod. Afinita molekul vzorky voci
nepohyblivej faze spdsobuje spomalenie jej
pohybu vnutri kolény. V spojeni s najmodernej-
$imi technolégiami hmotnostnej spektrometrie
sa v sucasnosti vyuziva najmia vysokoucinna
kvapalinova chromatografia (HPLC), ktorej
sucastou pristrojového vybavenia je vysokotla-
kové cerpadlo zabezpecujice prietok mobilne;
tazy pod vysokym tlakom cez kolénu mensich
rozmerov (Dong, 2006). V porovnani s klasickou
stipcovou LC vie HPLC omnoho rychlejsie
a efektivnejsie zabezpecit separaciou jednotli-
vych zloziek skiimanej vzorky. Separacia vzorky
na jej jednotlivé zlozky umoznuje ich detekciu.
Jednotlivé ,,casy opustenia® kolony predstavuju
jednotlivé zlozky vzorky (Braithwaite a Smith,
1999; Kardos$ a Berek, 1979). Medzi nevyhody
HPLC patri hlavne vysoka cena pristroja a jeho
prislusenstva (napr. kolony, roztoky, mobilné
fazy a pod.) a relativne nizka Zivotnost kolon
(McMaster, 2007).

Hmotnostna spektrometria (MS)

MS predstavuje v stucasnosti uz nielen na-
stroj vyuzivany cisto iba v oblasti fyzikalneho
vyskumu. Jedna sa o metodiku presahujucu
do oblasti moderného biologického, bio-
chemického ale najmi klinického vyskumu.




Za otca hmotnostnej spektrometrie sa pravom
povazuje fyzik J.]. Thomson (1856-1940) po-
sobiaci v Cambridgei, ktory prispel k vyvoju
tejto metddy svojim vyskumom o vychylo-
vani katédového ziarenia v elektrickom poli
a objavom a popisom samotného elektronu
(Thomson, 1897).

Hmotnostny spektrometer dokdze z mo-
lekulovej a i6novej zmesi separovat nabité
¢astice podla ich hmotnosti a tym poskytnut
informacie o relativnom zastupeni iénov rov-
nakej hmotnosti v danej zmesi. MS metody su
pomerne citlivé a dokazu vykonat aj analyzu
latky o hmotnosti cca 10 gramu. Na zdklade
tohto principu je mozné pomocou MS metédy
ziskat udaje o $trukture proteinu (vdaka sek-
vencii aminokyselin, alebo mnozstvu peptidov)
s jeho naslednou identifikaciou prostrednictvom
proteinovej databazy (Graves a Haystead, 2002).
Proces identifikacie proteinov MS metddou je
mozné rozdelit do troch krokov: Preparacia
vzorky, ionizacia vzorky a analyza vzorky.

1. Prepardcia vzorky:

Preparacia vzorky je v proteomike jednych
z najkritickejsich krokov. Analyza proteinov
MS metéddou prebieha najcastejSie na pep-
tidoch, ¢o si vyzaduje rozrusenie terciarnej
a kvartérnej bielkovinovej $truktury. To sa
dosiahne stiepenim disulfidickych vazieb (pro-
cesom redukcie) a zabrdnenim ich reoxidacie
(procesom alkylacie), ¢im sa ziska kvalitny
subor peptidov (Jin a Manabe, 2005). Medzi
najcastejsie pouzivané enzymy v tomto kroku
patri serinova endopeptidaza duodena trypsin.
Tento traviaci enzym Stiepi peptidové vizby
na karboxylovej strane argininu a lyzinu.

2. Ionizdcia vzorky:

Medzi najcastejSie pouzivané metody patri
metdda ionizacie elektrosprejom (ESI) a lase-
rova desorpcia/ionizacia za pritomnosti matrice
(MALDI). Pri oboch metdédach su peptidy kon-
vertované na iony pri si¢asnom nadobudnuti,
resp. strate jedného alebo viacerych proténov.
V oboch pripadoch ide o tzv. ,,mékké” ioniza¢né
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metody, ktoré nenarusuju integritu vzorky, ¢o
je nevyhnutné pre ziskanie ¢o najpresnejsej
informacie o hmotnosti daného peptidu, resp.
proteinu (Graves a Haystead, 2002).

3. Analyza vzorky:

Analyza ionizovanej vzorky prebieha v hmot-
nostnych analyzdtoroch na zdklade pomeru
hmotnosti k naboju (m/z) vo vakuu. Medzi
najcastejSie hmotnostné analyzdtory patria:
Kvadrupolové analyzatory, analyzatory doby
dopadu (time-of-flight, TOF) a analyzatory
s »iénovou pascou” (IT, z anglického ,,ion trap,,).

Kvadrupdly

Kvadrupol je MS analyzator pozostavajuci zo
$tyroch paralelnych tyci kruhovitého prierezu.
Na dve protilahlé tyce je aplikované kladné
jednosmerné napitie, na zvy$né dve zaporné
jednosmerné napdtie (medzi ty¢ami s opa¢nym
nabojom vznika elektrostatické pole). Iony
vstupuji medzi ty¢e pozdizne a za¢nu oscilovat.
Ak nesplnaji podmienky pre uréity m/z, tak
su pritiahnuté elektrickym polom niektorej
z ty¢i. Ak splnaji podmienky pre dany m/z,
dojdu az k detektoru (Yates, 1998; Kaufmann
a Walker, 2013).

TOF

Ide o pomerne jednoduché typy MS, kde sa
molekulové hmotnosti iénov zistuju na zaklade
doby preletu k danému detektoru. TOF ana-
lyzatory sa radia medzi analyzatory s vysokou
rozliSovacou schopnostou.

IT

Analyzatory IT funguji na principe vytvo-
renia trojdimenzionalnej ,,idnovej pasce®, kde sa
zachytdvaju jednotlivé idny vzorky. Ich vyhoda
spociva v akomsi ,,zbierani“ danych iénov a ich
nasledné selektivne vypustanie ,,z pasce,,, ¢im sa
zvysuje ich senzitivita (Yates, 1998). Zakladna
stavba IT analyzatora pozostava z prstencovej
elektrody a dvoch koncovych elektréd, na ktoré
je aplikované napitie. Kratkym pulzom na-
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patia s idny vyslané ,,do pasce® vstupnym
otvorom koncovej elektrody. Po vyslani istého
mnozstva ionov su tie zadrzané ,vnutri pasce®
a postupnou zmenou napitia vypudzované na
detektor vystupnym otvorom na zaklade ich
m/z (Cooks a kol., 1991).

Stratégia analyzy nameranych dat

Medzi dva zakladné pristupy vramci prote-
omickej analyzy patri bottom-up analyza (ide
o analyzu peptidov a peptidovych fragmentov,
ktoré nasledne vedu k identifikacii materského
proteinu) a top-down analyza (ide o analyzu

celych nestiepenych bielkovin, ktora vsak c¢asto
vyzaduje relativne chemicky cistu bielkovinu).
Vicsina klinickych studii aplikuje bottom-up
analyzu.

Urcenie sekvencie peptidov (ziskanych
MS analyzou) sa uskutoc¢nuje na zdklade ich
porovnania s proteinovou databazou. Medzi
najcastejSie vyhladavacie programy v databa-
zach (tzv. ,proteomicky softwér®) patria napr.
SEQUEST, OMSSA, Byonic, Mascot, MassWiz,
InsPecT, alebo X!Tandem. Ide o algoritmy,
ktorych hlavnym ciefom je oddelit nesprdvne
identifikované peptidy od sprdvne identifiko-
vanych peptidov.

TAB. 2. PREHLAD PRAC, KTORE SA ZAMERIAVALI NA IDENTIFIKACIU PROTEINOV
V MOZGOVO-MIECHOVOM MOKU S UVEDENYMI POCTAMI DANYCH PROTEINOV

Pocet identifiko- Velkost Charakteristika . Rok vydania
Autor , , L. Metodika ,
vanych proteinov vzorky populacie prace
Sickmann 25 , 2D-PAGE,
2 kol. 70 (pool) Zdrava MS 2000
Kognitivne
Wenner - , 2D-LC-MS/
2 Kol 249 10 zdravi (post- MS 2004
mortem)
Zhang 58 . 2D-LC-MS/
2 kol 315 (pool) Zdrava MS 2005
Zougman 6 »Neurologicki
a kol. 798 (pool) surogati,***** LC-MS/MS 2008
kombindacia
Pan a kol. 2594 N/A N/A**** , 2007
metodik
Schutzer " 11 . 2D-LC-MS/
2 kol. 2630 (pool)** Zdrava MS 2010

Zdroj: Pan a kol., 2007; Sickmann a kol., 2000; Schutzer a kol., 2010; Wenner a kol., 2004; Zhang a kol., 2005;
Zougman a kol., 2008.

* celkovy pocet proteinov identifikovanych v CSE z toho 1472 (56%) proteinov je Specifickych pre mozgovo-
-miechovy mok na zaklade porovnania s proteinovou databazou plazmy, t.j. 3654 identifikovanych proteinov
(Liu a kol., 2006).

** Tzv. pool predstavuje subor vzoriek od vsetkych pacientov spojeny do jednej vzorky. V pripade vzoriek moz-
govo-miechového moku sa jednd o pomerne vzicny materidl v pomerne vzicnom mnozstve - z tohto dovodu
viaceré vyskumy pracuju s poolom.

** Vzorky mozgovo-miechového moku boli odobraté z mozgovych komor.

XV tejto praci st zahrnuté vysledky viacerych klinickych $tadii CSF so zameranim na neurodegenerativne
ochorenia, napr. Alzheimerova choroba.

et Pacienti, ktori podstapili lumbalnu punkciu za inym tcéelom, av$ak vysledky ich lumbalnej punkcie boli
v norme.
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Na zaklade typu dat, ktoré chceme vyhla-
davat, sa proteinové databazy cloveka delia
na databazy sekvencii, databazy proteinovej
Struktary, databazy interakcii protein-protein
a komplexov, databazy proteinovych rodin,
vSeobecné proteomické databazy, databazy
proteinovych izoforiem a iné (Zhang a kol.,
2011; Zhou a kol., 2010). Cely proces zac¢inajuici
analyzou nameranych dat az po identifikdciu
jednotlivych proteinov sa oznacuje aj ako ,,data
mining” (volny preklad ,dolovanie dat®).

PROTEOMIKA MOZGOVO-MIECHOVEHO
MOKU

Mozgovo-miechovy mok (CSF) predstavuje
biologicky material, ktory je v priamom styku
so $truktirami mozgu. Biopsia mozgu ¢loveka
in vivo vSak predstavuje vykon nestci viac
rizik, resp. neziaducich uc¢inkov nez lumbalna
punkcia. Mozgové tkanivo samovrahov analy-
zuje vacSina $tadii iba post-mortem.

Mozgovo-miechovy mok v8ak podla niekto-
rych autorov poskytuje relevantnejsie dokazy
zacinajucej alebo uz pokracujucej patoldgie,
nez samotnych mozgovy parenchym (Ranso-
hoff, 2009). Zmapovanie ,,zdravého proteému*®
CSF je nevyhnutné pre nasledné urcenie jed-
notlivych patologickych proteinov, resp. ich
patologickych hladin, ¢i inych charakteristik.
V stcasnosti je dostupnych viacero vyskumnych
prac zaoberajucich sa identifikaciou ,,zdravého
proteému“ CSE. Niektoré z nich su uvedené
v tabulke ¢. 2.

»Neurologicki surogati“ (resp. ,neurologicki
zastupcovia zdravych®, z anglického ,neuro-
logic surrogate-normals®) predstavuju subor
pacientov, ktori podstupili lumbalnu punkciu
za ucelom diferencidlnej diagnostiky mozného
ochorenia CNS (napr. pritomnost infekcie
CNS), resp. v ramci predpripravy na ortope-
dicku operaciu. Vsetci tito pacienti vSak mali
klinické vysledky lumbdlnej punkcie v norme.
Autor Schutzer a kol. uvadza, ze v pripade po-
rovnania jeho 2630 identifikovanych proteinov
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s 798 proteinmi identifikovanymi Zougmannom
a kol. ide o0 92 % prekrytie, t.j. 735 identicky
identifikovanych proteinov (Schutzer a kol.,
2010; Zougman a kol., 2008). Proteinovy set
s 2630 identifikovanymi proteinmi by mohol
sluzit ako ,,zdkladna mapa zdravého protedému”
CSE s ktorou by sa napr. mohli porovnavat
vysledky proteomickej analyzy CSF u jedincov
so suicidalnym spravanim.

Proteomickej analyze CSF u 14 pacientov
s tzv. velkou depresivnou poruchou sa venoval
Brunner a kol. V prvej skupine boli doteraz
nelie¢eni depresivni pacienti bez suicidalneho
pokusu (7 pacientov) a v druhej skupine doteraz
nelie¢eni depresivni pacienti po suicidalnom
pokuse (7 pacientov). Po analyze CSF dvoj-
dimenziondlnou elektroforézou sa v skupine
depresivnych pacientov po suicidalnom po-
kuse nasiel jeden odlisny protein, ktory bol
zadefinovany iba molekuldrnou hmotnostou
33kDa a izoelektrickym bodom o hodnote 5,2
(Brunner a kol., 2005).

V sticasnosti je vSak stale malo dostupnych
prac o proteomickej analyze CSF u pacientov
so suicidalnym spravanim.

PROTEOMIKA TROMBOCYTOV

Trombocyty (PLT, krvné dosticky) nemaju
vlastné jadro. To stazuje analyzu gendému
a transkriptému vdaka nizkym hladindm
mRNA. Analyza suboru vsetkych proteinov
tu vSak moze prave naopak poskytnut ovela
vacsie mnozstvo informdcii (Garcia a kol,
2004; Gnatenko a kol., 2003).

Veitinger a kol. predpoklada, ze za vysoku
variabilitu protedému PLT mdze inkorporacia
exogénnych proteinov a genetické polymorfizmy
endogénnych bielkovin (Veitinger a kol., 2012).
Autor skumal skupinu 52 zdravych jedincov
(16 muzov a 36 zien vo veku 82+ 11 rokov),
kde identifikoval v ramci proteému trombo-
cytov niektoré proteiny charakteristické skor
pre krvna plazmu. Veitinger a kol. zamieta
moznost kontamindcie svojej vzorky gélovou
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filtraciou. Na druhej strane pripusta, Ze jeho
subor obsahoval vekovo star$ich jedincov, ¢o
mohlo pridat na zvy$enej variabilite proteému.
Predpoklada vsak, ze niektoré typicky plaz-
matické proteiny pravdepodobne tvoria zak-
ladnu sucast proteému trombocytov. Spomedzi
695 identifikovanych proteinov uvadza ako
»plazmatickych kandidatov trombocytarneho
protedmu®: apolipoprotein A-I (stcast vysoko-
-denzitnych lipoproteinov, tzv. HDL), C4b-
-viaZuci protein (sucast komplementu), rozne
izoformy albuminov (podielaju sa na udrziavani
onkotického tlaku plazmy), haptoglobulinov
(glykoprotein tvoreny v peceni), aktin a jeho
cytoplazmaticka izoforma typu 1 (sucast kon-
traktilného aparatu) a koagulacny faktor XIIIA
(tzv. fibrin stabilizujaci faktor). Pritomnost
apolipoproteinu A-I, C4b-viaztiiceho proteinu
a roznych typov albuminov potvrdzuju viaceri
autori (Garcia a kol., 2004; Martens a kol.,
2006; Zhang a kol., 2006).

Analyzu kompletného protedému PLT publi-
koval O’Neill a kol., pricom spolu bolo identifi-
kovanych 536 proteinov (v rozmedzi izoelektric-
kého bodu 4-5). Nasledne bola tato proteinova
mapa doplnend o 224 proteinov (v rozmedzi
izoelektrického bodu 5-11), ¢o predstavuje
spolu 760 identifikovanych proteinov (Garcia
a kol., 2004; O’Neill a kol., 2002).

Proteomické analyzy krvnych dosticiek sa
uskutocnuju najmai s cielom identifikacie po-
tenciondlnych biomarkerov srdcovo-cievnych
ochoreni. Publikacie o proteomickej analyze
krvnych dostic¢iek v ramci psychiatrie su vsak
stale malo dostupné.

ZAVER

V sucasnosti stale nie je dostupna skrinin-
gova metdda na vcasnu detekciu suicidality.
Z biomarkerov, ktoré by mohli priamo suvisiet
s neurobioldgiou samovrazdy, sa v sucasnosti
ako najslubnejdie javia najmd sérotonine-
rgné metabolity, ako je koncentracia kyseliny
5-hydroxyindoloctovej (5-HIAA) v mozgovo-
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-miechovom moku, koncentracia sérotoninu
v trombocytoch ale aj denzita sérotoninovych
receptorov (podtypu 5-HT,,) na membrine
trombocytov.

Posledné vyskumy poukazuju na moznu
korelaciu zmien v metabolizme trombocytov so
zmenami v mozgovo-miechovom moku (ktoré
priamo sdvisia aj so zmenami v samotnom
CNS). Ak by sa teda dokazala koreldcia medzi
koncentrdciou 5-HIAA v CSF a 5-HT,, re-
ceptormi na PLT, mohlo by to viest k vyvoju
novej skriningovej metddy suicidality.

LITERATURA

1. ASBERG, M. et al.: 5-HIAA in the cere-
brospinal fluid. A biochemical suicide predictor?
In Archives of General Psychiatry. 1976, Vol.33,
No. 10, p.1193-1197.

2. BRAITHWAITE, A. SMITH, FE.J.: Chro-
matographic Methods, 5" ed., Dordrecht: Kluwer Aca-
demic Publishers, 1999, 559 p., ISBN 0751401587.

3. BRUNNER, J. et al.: Proteomic analysis
of the CSF in unmedicated patients with major
depressive disorder reveals alterations in suicide
attempters, In European Archives of Psychiatry + Clin-
ical Neuroscience. 2005, Vol. 255, is. 6, p.438-440.

4. COOKS, R.G. et al.: Ion trap mass spectro-
metry, In Chemical Engineering News. 1991, Vol. 69,
is. 12, p.26-41.

5. COURTER, P. et al.: The monoamine
oxidase — A gene may influence the means used
in suicide attempts, In Psychiatric Genetics. 2005,
Vol. 15, No. 3, p.189-193.

6. DONG, M. W.: Modern HPLC for Practicing
Scientists. New Jersey: A John Wiley & Sons, Inc.,
2006, 286 p., ISBN 047172789X.

7. FLEISCHMANN, R.D. et al.: Whole-
genome random sequencing and assembly of Hae-
mophilus influenzaeRd., In Science. 1995, Vol. 269,
No. 5223, p. 496-521.

8. GARCIA, A. et al.: Extensive analysis of
the human platelet proteome by two-dimensional
gel electrophoresis and mass spectrometry, In
Proteomics. 2004, Vol. 4, Is. 3, p.656-668.




9. GNATENKO, D.V. et al.: Transcript pro-
filing of human platelets using microarray and
serial analysis of gene expression, In Blood. 2003,
Vol. 101, Is. 6, p.2285-2293.

10. GRAVES, P.R., HAYSTEAD, T. A.].: Mo-
lecular Biologist’s Guide to Proteomics, In Mi-
crobiology and Molecular Biology Reviews. 2002,
Vol. 66, No. 1, p.39-63.

11. INTERNATIONAL HUMAN GENOME
SEQUENCING CONSORTIUM: Finishing the
euchromatic sequence of the human genome, In
Nature. 2004, Vol.431, Is.7011, p.931-945.

12. JIN, Y., MANABE, T.: High-efficiency
protein extraction from polyacrylamide gels for
molecular mass measurement by matrix-assisted
laser desorption/ionization-time of flight-mass
spectrometry, In Electrophoresis. 2005, Vol. 26,
Is.6, p.1019-1028.

13. JUNGBLUT, P.R. et al.: The speciation of
the proteome, In Chemistry Central Journal. 2008,
Vol. 2, no. 16. Dostupné na: http://journal.che-
mistrycentral.com/content/pdf/1752-153X-2-16.pdf

14. KARDOS, E. BEREK, D.: Zdklady kva-
palinovej chromatografie, 1. vyd., Bratislava: Alfa,
1979, 296s., ISBN 30205113.

15. KAUFMANN, A. WALKER, S.: Evaluation
of the interrelationship between mass resolving
power and mass error tolerances for targeted
bioanalysis using liquid chromatography coupled
to high-resolution mass spectrometry, In Rapid
Communication in Mass Spectrometry. 2013, Vol. 27,
Is. 2, p.347-356.

16. KIM, M.S. et al.: A draft map of the human
proteome, In Nature. 2014, Vol.509, Is.7502,
p.575-581.

17. KUZELOVA, H. a kol.: Polymorfismus genu
pro serotoninovy transportér 5-HTT v etiologii
psychiatrickych onemocnéni, In Ceskd a Slovenskd
Psychiatrie. 2010, ro¢. 106, ¢.2, s.98-104.

18. LIU, T. et al.: High dynamic range charac-
terization of the trauma patient plasma proteome,
In Molecular & Cellular Proteomics, 2006, Vol.5,
p.1899-1913.

19. MARSH, A. A.: Serotonin Transporter Geno-
type (5-HTTLPR) Predicts Utilitarian Moral Judg-
ments, In PLoS ONE. 2011, Vol. 6, Is. 10, p.e25148.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2015

20. MARTENS, L. et al.: A comparison of the
HUPO Brain Proteome Project pilot with otter
proteomics studies, In Proteomics. 2006, Vol.6,
Is. 18, p.5076-5086.

21. MCMASTER, M.C.: HPLC: A practical
User’s Guide, 2" ed., New Jersey: A John Wiley &
Sons, Inc., 2007, 238 p., ISBN 0471754013.

22. MEYER, R.E. et al.: Suicidality and risk of
suicide — definition safety concerns, and a nec-
essary target for drug development: a consensus
statement. In The Journal of Clinical Psychiatry,
2010, Vol.71, No.8, p.el-e21.

23. NORDSTROM, P. et al.: CSF 5-HIAA predicts
suicide risk after attempted suicide, In Suicide and
Life-Threatening Behavior. 1994, Vol.24, Is. 1, p. 1-9.

24. NCZI: Samovrazdy a samovrazZedné pokusy
v SR 2013. Ro¢nik 2014. ZS§-5/2014. [online]
Bratislava: Edicia zdravotnicka Statistika, Narodné
centrum zdravotnickych informacii, 2013. s. 2-33.
[cit: 2015-01-01] Dostupné na: http://www.nczisk.
sk/Documents/publikacie/2012/zs1305.pdf

25. O’NEILL, E.E. et al.: Towards complete
analysis of the platelet proteome, In Proteomics.
2002, Vol.2, Is. 3, p.288-305.

26. PAN, S. et al.: A combined dataset of
human cerebrospinal fluid proteins identified by
multi-dimensional chromatography and tandem
mass spectrometry, In Proteomics. 2007, Vol.7,
Is.3, p.469-473.

27. PAVIA, D.L. et al.: Introduction to Organic
Laboratory Techniques. 4™ ed., Pacific Grove: Thomson
Brooks/Cole, 2006, p.797-817, ISBN 9780495280699.

28. RANSOHOFF, R.M.: Immunology: Bar-
rier electrical storms, In Nature. 2009, Vol.457,
Is. 7226, p. 155-156.

29. RAO, M. L. et al.: Upregulation of the platelet
serotonin,, receptor and low blood serotonin in
suicidal psychiatric patients, In Neuropsychobiology.
1998, Vol. 38, No.2, p.84-89.

30. SCHUTZER, S.E. et al.: Establishing the
Proteome of Normal Human Cerebrospinal Fluid,
In PLoS ONE. 2010, Vol.5, Is. 6, p.e10980.

31. SEQUEIRA, A. et al.: Global gene brain
expression analysis links glutamatergic and GAB-
Aergic alterations to suicide and major depression,
In PLoS One. 2009, Vol. 4, Is.8, p.e6585.

153



32. SICKMANN, A. et al.: Identification of
proteins from human cerebrospinal fluid, separated
by two-dimensional polyacrylamide gel electro-
phoresis, In Electrophoresis. 2000, Vol.21, Is. 13,
p.2721-2728.

33. SLATER, S. et al.: Key neurochemical
markers for the prevention of suicide, In Trends in
analytical chemistry. 2009, Vol. 28, Is.9, p. 1037-1047.

34. THOMSON, J.J.: Cathode Rays, In Philo-
sophical Magazine Series 5. 1897, Vol. 44, No. 269,
p.293-316.

35. UNDERWOOD, M. D.ARANGO, V.: Evi-
dence for neurodegeneration and neuroplasticity as
Part of the Neurobiology of Suicide. In Biological
Psychiatry, 2011, Vol. 70, Is. 4, p.306-307.

36. VAJRYCHOVA, M. a kol.: MoZnosti pro-
teomickych metod v klinické diagnostice. In Kli-
nickd Biochemie a Metabolismus, 2012, roc. 20, ¢. 3,
p.158-164.

37. VEITINGER, M. et al.: A combined pro-
teomic and genetic analysis of the highly variable
platelet proteome: From plasmatic proteins and
SNPs, In Journal of Proteomics. 2012, Vol. 75, Is. 18,
p. 5848-5860.

38. WASSERMAN, D. et al.: Nature and nurture
in suicidal behavior, the role of genetics: some
novel findings concerning personality traits and
neural conduction. In Physiology ¢ Behavior. 2007,
Vol. 92, Is. 1-2, p.245-249.

39. WENNER, R.B. et al.: Proteomic analysis
of human ventricular cerebrospinal fluid from
neurologically normal, elderly subjects using two-
dimensional LC-MS/MS, In Journal of Proteome
Research, 2004, Vol. 3, Is. 1, p.97-103.

154

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2015

40. WILDENAUER, D.B.: Molecular Biology
of Neuropsychiatric Disorders, Series: Nucleic Acids
and Molecular Biology. Vol. 23. Berlin: Springer
Science & Business Media, 2009, p.206-221, ISBN:
9783540853824.

41. WHO: Preventing Suicide: A global impe-
rative. Geneva: WHO Press (WHO Library Cata-
loguing-in-Publication Data), 2014. p.7-27. ISBN
9789241564779.

42. YATES, J.R.: III., Mass spectrometry and
the age of the proteome, In Journal of Mass Spec-
trometry. 1998, Vol. 33, Is. 1, p.1-19.

43. ZHANG, J. et al.: Quantitative proteomic
analysis of age-related changes in human cere-
brospinal fluid, In Neurobiology of Aging. 2005,
Vol. 26, Is.2, p.207-227.

44, ZHANG, Y. Q. et al.: An overview of human
protein databases and their application to functional
proteomics in health and disease, In Science China
— Life Sciences, 2011, Vol. 54, No.11, p.988-998.

45. ZHANG, X. et al.: Proteomic analysis of
individual variation in normal livers of human
beings using difference gel electrophoresis. In
Proteomics, 2006, Vol. 6, Is. 19, p.5260-5268.

46. ZHOU, A. et al.: PEPPI: a peptidomic da-
tabase of human protein isoforms for proteomic
experiments. In BMC Bioinformatics, 2010, Vol. 11,
issue supplement 6, p.S7.

47. ZOUGMAN, A. et al.: Integrated analysis
of the cerebrospinal fluid peptidome and proteome,
In Journal of Proteome Research. 2008, Vol. 7, Is. 1,
p. 386-399.




ANALYZA NATIVNEJ FLUORESCENCIE
PRI DIAGNOSTIKE NADOROVYCH OCHORENI

STEFFEKOVA, Z.A, BIRKOVA, A.B
MAREKOVA, M.B

AKatedra chémie, biochémie a biofyziky
Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie v Kosiciach
BUstav lekdrskej a klinickej biochémie
UPJS v Kosiciach, Lekarska fakulta

steffekova.zuzana@mail.com

SUHRN

Vzhladom na to, Ze rakovina patri k oba-
vanym chorobam, na jej diagnostiku je vy-
uzivany cely rad technik. Limitujuica je ich
nizka senzitivita, mnohé lézie je problém
véas identifikovat konvenénymi metédami
aj pre skusenych odbornikov. Mnohé metody
st navySe obmedzene vyuzitelné, invazivne
a Casto drahé, preto by bolo ziadice najst
novy, jednoduchy a neinvazivny protokol
detekcie malignych ochoreni. Véasna de-
tekcia malignit umoznuje skorsi terapeuticky
zasah a teda aj vys$Siu Sancu na vyliecenie.
V dnes$nej dobe je preto velka snaha vyvinut
nové diagnostické pristupy. Vela metabolitov,
vratane prirodzene fluoreskujucich latok,
je kvoli alterovanému metabolizmu v na-
dorovom tkanive produkovanych v odlisnych
mnozstvach v porovnani so zdravym. Vyu-
zZitie fluorescencnej spektroskopie je jednou
z potencialnych alternativ. Tento ¢lanok sa
zaobera aplikaciou analyzy autofluorescencie
do onkologickej diagnostiky.

Klucové slova: rakovina, diagnostika,
fluorescen¢na spektroskopia
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SUMMARY

Because cancer is a dreaded disease, a number
of techniques are currently employed for its
diagnosis. Unfortunately, the poor sensitivity
associated with standard methods is a signifi-
cant limitation and many lesions are difficult
to identify by means of conventional methods,
even for experienced physicians. Many of these
are specific to a particular site, invasive, and
often expensive. Early detection of malignancies
allows more effective therapy and also higher
chance of cure. Hence, there is a definite need
for a simple and noninvasive protocol for detec-
tion of malignant disease. That is why major
efforts continue in the development of new,
alternative diagnostic approaches. Many meta-
bolic compounds including native fluorophores
are produced in excess amounts in cancerous
tissues due to altered metabolism of tumour.
The use of fluorescence spectroscopy is one
of the potential alternatives. In this article,
application of autofluorescence analysis into
oncological diagnostic is reviewed.

Key words: cancer, diagnostic, fluorescence
spectroscopy
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UvVoD

Bunkové delenie je fyziologicky proces,
ktory sa vyskytuje takmer vo vSetkych tkani-
vach a je zaroven v rovnovahe s odumieranim
buniek. Karcinogenéza je proces transfor-
macie normdlnych buniek na rakovinové,
ktory je charakterizovany nekontrolovanym
delenim buniek a zmenou ich metabolizmu.
Maligny nador (maligny tumor, rakovina) je
masa patologicky zmenenych buniek, ktoré sa
vymkli regula¢nym mechanizmom organizmu,
progresivne sa delia, invaduju okolité tkanivo
a vytvaraju vzdialené metastazy.

Dne$né metoédy diagnostiky onkologic-
kych ochoreni nie su dostacujtce, tumor je
vacSinou diagnostikovany az v neskorSom
stadiu konvenénymi metddami, ¢o casto zne-
moznuje moznost uc¢inného terapeutického
zasahu. Jednou s potencidlnych moznosti
na poli diagnostiky malignit je stanovovanie
onkomarkerov v tkanivach alebo biologickych
tekutinach. Onkomarkery su $pecifické latky,
ktoré je mozné vo vzorkdch tkaniva alebo
telovych tekutin pacienta detegovat vo vyssej
koncentracii ako za fyziologickych podmienok.
FDA (Food and Drug Administration) definuje
marker ako ,charakteristiku, ktord je mozné
cielene merat a stanovit ako indikator nor-
malnych biologickych procesov, patologickych
procesov alebo farmakologickej odpovede na
terapeuticky zasah®. Onkomarkery moézu byt
produkované nadorovymi bunkami, alebo
zdravymi bunkami ktoré reaguju na pritomnost
nadoru a charakterizuju molekulové zmeny
u pacienta s rakovinou. Mézu predstavovat
molekulu DNA, modifikdcie DNA, RNA, pro-
teiny a ich modifikdcie, alebo iné biologické
molekuly (Dong et al., 2005). Podla vyskytu
rozliSujeme celuldrne alebo tkanivové nddorové
markery, ktoré sa nachadzaju v tkanive zhub-
ného naddoru a humordlne nddorové markery
nachadzajuce sa v telesnych tekutinach, napr.
sére alebo moc¢i. V mnohych pripadoch je
limitujicim faktorom vyuzivania nddorovych
markerov pri diagnostike ich nizka $pecificita
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a senzitivita. V sucasnosti sa vyuzivaju hlavne
na sledovanie priebehu ochorenia alebo re-
akcie na terapiu, progresie ochorenia, alebo
prognozy pacienta.

KedZe nadorové bunky maji odlisSny me-
tabolizmus ako zdravé, meni sa aj zastupenie
roznych metabolitov, a tym aj svetelny rozptyl
a absorpcné vlastnosti tkaniva a telesnych te-
kutin. Atypické jadra v abnormalnych bunkach
vedu k vyraznejsiemu rozptylu. Optické metddy
poskytuju nové sposoby na charakterizaciu
tyzikdlnych a chemickych zmien objavujtcich
sa v tkanivach a bunkach, z ¢oho vyplyvaju
zaujimavé moznosti na nové diagnostické
a terapeutické postupy (Birkova et al., 2007).

Medzi optické metddy, pri ktorych je riesena
otazka ich vyuzitia pri diagnostike medicinsky
vyznamnych ochoreni patri fluorescen¢na
spektroskopia (FS). Javi sa byt potencidlnou
diagnostickou technikou vo viacerych oblastiach
mediciny, najvac$ia pozornost sa vSak venuje
vyuzitiu FS ako diagnostického prostriedku v
onkologii (Shazad et al., 2010).

Fluorescencia je emisia svetla molekulou,
ktora absorbovala svetlo, pripadne iné elektro-
magnetické Ziarenie, ktoré je mozné zmerat.
Je to jav tykajuci sa elektrénov. Latky, ktoré
vykazuju fluorescenciu sa nazyvaju fluorofory,
ich spolo¢nym menovatelom je systém konju-
govanych dvojitych viazieb. Existuju exogénne
fluoroféry a endogénne - nativne, prirodzené,
tzv. autofluorofory. Exogénne fluoroféry sami
o sebe nefluoreskuju, vykazuju fluorescenciu
napriklad po reakcii s vhodnou latkou, pricom
fluoreskuje produkt reakcie. Endogénne fluo-
roféry emituju fluorescenciu prirodzene, bez
potreby chemickej reakcie.

Mnoho vyznamnych metabolitov st nativne
fluoroféry, patria medzi ne napriklad aromatické
aminokyseliny (tryptofan, tyrozin, fenylalanin)
a rozne ich derivaty, $trukturalne proteiny
(kolagén, elastin), koenzymy NADH a FAD,
lipidy, porfyriny a vitaminy. Autofluorescencia
kolagénu a elastinu je spojena so strukturalnym
usporiadanim buniek a tkaniv. Ostatné fluoro-
fory (tryptofan, tyrozin, fenylalanin, derivaty




pyridoxinu, NAD(P)H, FAD a porfyriny) st
spojené s bunkovym metabolizmom a funkciou
(Kalaivani et al., 2008). Nadorové tkanivo ma
kvoli alterovanému metabolizmu iné zloZenie
fluoreskujucich metabolitov ako zdravé, ¢im sa
menia fluorescen¢né charakteristiky samotného
nadorového tkaniva, ako aj biologickych tekutin
(Shazad et al., 2010). Medzi fluoroféry, ktoré
uzko suvisia s transformaciou neoplastického
procesu sa casto spominaju aminokyseliny
tryptofan a tyrozin (Ganesan et al., 1998), $ruk-
turalne proteiny kolagén a elastin (Wang et al.,
1999), koenzymy NADH a FAD (Masilamani et
al., 2010) a porfyriny (Kalaivani et al., 2008).

Autofluorescencia tkaniv

Na problematiku komplexnosti vztahov
medzi bunkami in vivo poukazuju mnohé prace
studujuce autofluorescenciu tkaniv. Tkanivové
studie poskytuju platformu, ktord je omnoho
blizsia skuto¢nym in vivo analyzam v zmysle
Strukturalnej architektiry na mikroskopickej
aj makroskopickej urovni. Meranie celkovej
fluorescencie zmesi fluoroférov je velmi jed-
noduché, vysledky merani vSak moézu byt
na prvy pohlad nezrozumitelné.

Pomocou autofluorescencie bolo analy-
zované Siroké spektrum tkaniv od mysacich
alebo potkanich tumorov az po lIudské zuby
(Vo-Dinh et al., 2003). Mnozstvo vedeckych
timov dokdzalo, Ze je signifikantny rozdiel
vo fluorescencii zdravého a nadorového tka-
niva. Fluorescen¢né techniky moézu byt teda
alternativnym diagnostickym prostriedkom
koznych malignit, ktoré su rutinne diagnos-
tikované histologickym vySetrenim koznych
bioptatov (Thompson et al., 2011). Gerichovi
et al. (2011) sa podarilo FS detegovat rakovi-
nové bunky v tkanive prostaty so $pecificitou
94 % a senzitivitou 90 %. Lane et al. (2012) aj
McGee et al. (2009) vidia FS ako napomocnu
techniku pri detekcii oralnych neoplazii. Vyvoj
optickych vlaken umoznil rozirit spektrum vy-
Setrovanych tkaniv na vsetky lokality dostupné
endoskopickému vysetreniu. Klinicka aplikacia
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autofluorescen¢ného zobrazovania je mozna pri
detekcii nadorovych ochoreni kr¢ka maternice
(Chang et al., 2002), pazerdka (Yoshida et al,,
2009, Suzuki et al., 2009), zaludka (Kato et al.,
2009), kolorekta (Aihara et al., 2012), alebo
pluc (Lam et al., 2006).

Autofluorescencia biologickych tekutin

Fluorescenc¢né techniky ponukaju perspek-
tivny a doteraz plne nevyuzity potencial aj pre
studium biologickych tekutin, ktorych zlozenie
je vysledkom metabolickych procesov orga-
nizmu. Zlozenie fluoroférov alebo intenzita
fluorescencie zavisi napr. od spdsobu stravo-
vania, stavu hydratacie, proteinurie, prijmu
niektorych vitaminov atd. Vyrazné zmeny
v koncentracii fluoroférov, ich pomere alebo
pritomnost atypickych fluoroférov mozu savi-
siet roznymi pochodmi organizmu. Biologické
tekutiny maji pre vy$siu variabilitu oproti
tkanivam interpreta¢nu nevyhodu. V zmesiach
panuju rézne vzajomné vztahy medzi fluoro-
férmi aj ich prostredim a mnohé z nich nie
su eSte popisané.

Pilotné prace o fluorescencii krvi pocha-
dzaju z konca minulého storocia. V suvislosti
s rakovinou prsnika $tudovali Bell et al. (1971)
zmeny v koncentracii degrada¢nych produktov
tryptofanu v krvi a ich vztah ku steroidnym
horménom. Xu et al. (1988) $tudovali fluores-
cenciu porfyrinovv sére onkologicky chorych.
Wenchong (1989) popisal stadiu o vyuziti
porfyrinov ako nadorovych markerov v krvi aj
v tkanivach. Leiner et al. (1986) a Hubmann
et al. (1990) detailnejsie $tudovali celkové
fluorescencné vlastnosti krvného séra. Masila-
mani et al. (2003) najprv demonstrovali vztah
medzi porfyrinmi a proliferaciou buniek na
zvieracom modeli a o rok neskor (Masilamani
et al., 2004) rozsirili ta istd $tudiu na ludska
krv a zamerali sa na moznosti diagnostiky
roznych typov rakoviny meranim autofluores-
cencie porfyrinov v sére, pricom sa im jasne
potvrdila pozitivita u pacientov s malignitou.
Jednotlivé malignity vSak od seba odlisit ne-
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vedeli. Poukazali na zavislost medzi vysokou
koncentraciou porfyrinov v krvi a zdvaznostou
rakoviny.

Stidie o autofluorescencii biologickych
tekutin inych ako krv su raritné. Napriek
interpretacnym komplikaciam sa analyza auto-
fluorescencie mocu javi ako velmi prinosna, aj
vzhladom na jeho dostupnost. Nedavno (2010)
porovnavali Masilamani et al. fluorescenciu $ty-
roch roznych biologickych materidlov (tkanivo,
plazmu, mo¢ a pleuralny vypotok) od jedného
pacienta s rakovinou pluc. Vypozorovali, Ze
napriek roznorodosti materialov, sa vo vsetkych
nachadzal opakujuci sa nalez identickych pikov
typickych pre nadorové ochorenie. V moci bol
tento nalez dokonca vyraznejsi ako v plazme
a pleuralnom vypotku, ¢o vyznamne zvysuje
diagnostickt hodnotu mocu a jeho preferenciu
ako biologického materialu prvej volby pre
neinvazivitu. Podobnu s$tadiu publikoval aj
Al Sahli et al. (2011), analyzoval fluorescen¢né
spektra krvi aj a mocu a zaznamenal rozdiel-
nost spektier pri réznych druhoch rakoviny.

Mo¢ je mnohozlozkova zmes, roztok anor-
ganickych soli, v ktorom st pritomné mnohé
organické latky. Uz v roku 1869 Jaffe popisal
modro - zelenu fluorescenciu normalneho
mocu po vystaveni UV Ziareniu. Neskor sa
vykonali experimenty, ktoré mali objasnit
vztah fluoreskujucich molekual a ostatnych
beznych zloziek mocu s vysledkom, Ze denny
vydaj fluoreskujucich molekul je nezavisly od
vylac¢eného objemu mocu a tiez sa nenasiel
vyznamny vztah k ostatnym zlozkdm mocu
(Squires et al., 1928). Medzi prvé onkologické
aplikacie patri praca Rabinowitza z roku 1949,
ktory testoval modro a cerveno fluoreskujuce
zlozky pritomné v moci a ich vzajomné vztahy.
Zistil, Ze maligny rast sprevadza narast ¢erveno
fluoreskujucich latok a pokles latok s modrou
fluorescenciou.

Vedecky tim profesora Masilamaniho $tu-
doval fluorescenciu mocu tiez v stvislosti s diag-
nostikou nadorového ochorenia. S vysokou
$pecificitou (92 %) a citlivostou (76 %) odlisili
na zdaklade fluorescencie flavinov, porfyrinov
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a NADH zdravych Iudi a pacientov s rako-
vinou roznej lokalizacie. Zaroven konstatovali,
ze pokrocilé $tadia réznych typov rakoviny
majui podobné spektrum. Porfyriny a flaviny
(mozno aj bilirubin) st zvySené a NADH
znizené (Masilamani et al.,, 2010). Podobnu
studiu publikoval aj Rajasekaran et al., zistil
signifikantny rozdiel medzi fluorescenénymi
charakteristikami moc¢u r6znych onkologickych
pacientov v porovnani s kontrolnou skupinou,
ktory pripisuje odli$nej koncentracii flavinov.
Pri diagnostike rakoviny vSeobecne je velmi
dolezité jej véasné odhalenie, ktoré znacne
zvySuje $ancu na uzdravenie pacienta. Diagnos-
tika zaciato¢nych $tadii je obtiazna, ¢o suvisi
aj s problematickou dostupnostou vzoriek.
Moznostou vyuzitia analyzy autofluorescencie
pri detekcii prekancerdz sa zaoberala praca
Steffekovej et al. (2014), v ktorej potvrdila
rozdiel medzi zdravou skupinou potkanov
a potkanov s chemicky indukovanymi véasnymi
fazami kolorektdlneho karcinému. Rakovina
vajecnikov je z diagnostického hladiska jednou
najproblematickej$ich nadorovych ochoreni
s velmi vysokou mortalitou, pri ktorej je hla-
danie novych markerov a skriningovych metod
vysoko aktualnou ulohou (Urban et al., 2011).
Jednou z potencidlnych moznosti je aj analyza
autofluorescencie mocu (Birkova et al., 2014).

ZAVER

Fluorescen¢na spektroskopia sa pri detekcii
rakoviny javi ako vhodny diagnosticky do-
plnok. V poslednej dobe sa aplikaciou tejto
metddy zaobera viacero vedeckych timov,
ktoré dosahuju zaujumavé vysledky. Odlisna
fluorescencia patologicky pozmenenych tkaniv
poskytla moznost vylepsenia endoskopickych
vysSetreni. Vyhodou tejto metédy su pomerne
nizke ndklady na vysetrenie. Analyza nativnej
fluorescencie biologickych tekutin ako st krv
alebo mo¢ vdaka minimalnej alebo Ziadnej
invazivite odberu vzorky, jej dostupnosti
a dostato¢nému mnozstvu analyzovaného




materidlu predstavuje potencialny skrinigovy
prostriedok malignit.
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DIAGNOSTIKA DIABETU 1. TYPU S VYUZITIM
POKROCILYCH SPEKTROSKOPICKYCH METOD
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SOUHRN

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

Klicova slova: diabetes mellitus 1. typu,
chiropticka spektroskopie, krevni plazma,
spektralni biomarker, diagnostika

SUMMARY

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

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

UvVoD

V soucasnosti je jednou z ptijimachych
hypotéz patogeneze diabetu mellitu 1.typu
(T1DM) teorie, ktera prepoklada, ze b-bunky
pankreatu jsou napadeny virem, coz vede k pro-
dukci odlisnych signalnich molekul (antigeni)
na jejich povrchu. Tyto odlisné antigeny jsou
imunitnim systémem rozpoznavané jako ,,cizi“
a dochazi k autoimunitni destrukci postize-
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nych b-bunék, coz ma za nasledek nedosta-
te¢nou produkci inzulinu a zvy$ovani hladiny
glukézy v krevnim obéhu (hyperglykémie)
[1], 2]. ZvySena glykémie spolu s narusenim
acidobazické rovnovahy, ktera je zptisobena
zvy$enou ketogenezi, je hlavnim indikdtorem
diabetického stavu. V disledku zménéné an-
tigenicity p-bunék dochdzi u diabetu, stejné
jako u dalsich onemocnéni, ke zménam ve
struktufe plazmatickych biomolekul. Tyto
zmény se objevuji jesté pred propuknutim
onemocnéni, tedy pred tim, neZ je mozné
zaznamenat zvy$enou hladinu glukézy v krvi
[1], [3]. Detekce téchto casnych zmén by
tedy mohla slouzit jako podptlirny nastroj pro
véasnou diagnostiku a lécebny zasah u jedinct
s rozvijejicim se diabetem 1. typu.

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

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




MATERIAL A METODY
Krevni plazma

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

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

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

Spektroskopické metody

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

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

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

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

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

Statistické vyhodnoceni dat

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

VYSLEDKY
Elektronovy cirkularni dichroismus

Spektra ECD (Obr. 1A) se vyznacuji tfemi
dominantnimi pdsy charakteristickymi pro
sekundarni strukturu proteint [4], [13]. Spek-
tralni priabéh odpovida proteintim s vysokym
obsahem a-helixu [4], [1],4 které jsou v krvi
zastoupeny prevazné lidskym sérovym albu-
minem. Pozitivni pas 192nm a dva ¢aste¢né
se prekryvajici negativni pasy 209 a 222nm
jsou vysledkem elektronovych prechodt ami-
dové skupiny peptidové vazby. Intenzita a tvar
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Obr. 1. Primérna spektra ECD (A), ROA (B), IC (C) a Ramanovy (D) spektroskopie krevni plazmy z
nazornujici rozdily mezi pacienty s T1DM (¢arkovana ¢ara) a kontrolnimi jedinci (plna ¢ara)
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téchto past se méni v zavislosti na geometrii
peptidového fetézce [6], [15]. Je patrné, ze
v pripadé pacientt s T1IDM dochazi ke snizeni
intenzity vSech tfi vySe zminénych spektral-
nich pasid, coz muze mit dvé mozné priciny.
Zaprvé, hodnoty celkového proteinu v plazmé
se snizuji s progresi onemocnéni, zatimco
proteiny si zachovavaji svou nativni chirdlni
strukturu. Nebo zadruhé, albumin jako negativni
protein akutni faze rozvinuje svou strukturu
a je $tépen na achiralni struktury ¢i méné
usporddané struktury. To vede ke zvysené
produkci pozitivnich protizanétlivych proteini
(a,- a a,-globulin®) s cilem udrzet normalni
hodnoty ostatnich plazmatickych proteint, coz
je v souladu s patofyziologii TIDM [1], [2].

Ramanova opticka aktivita

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

InfraCervena spektroskopie

Na Obr. 1C jsou zobrazena priimérna infra-
¢ervena spektra se dvéma vyznamnymi pasy,
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jejich maxima lezi okolo 1648 a 1546cm™,
t.j. v oblastech amidu I, resp. amidu II, které
odpovidaji vibracim peptidové vazby."® V tomto
pripadé mohou oba tyto pasy a jejich relativni
intenzity odrazet zmény v sekunddarni struk-
tufe plazmatickych proteinii. Ve vyslednych IC
spektrech pacientii byl pozorovan vyznamny
pokles intenzit past a zaroven zména pomeéru
intenzit pastt amid I/amid II v porovnani s kon-
trolnimi jedinci. Navic zmény ve tvaru pdsu
amidu I mohou indikovat zmény v sekundarni
struktufe plazmatickych proteint, ke kterym
dochazi v prabéhu T1DM v duasledku de-
gradacnich procest. Pokles v intenzitach byl
rovnéZ pozorovan pro pasy 1458 a 1401 cm™,
které odpovidaji vibracim funkénich skupin
alifatickych postrannich fetézct.

Ramanova spektroskopie

V pramérnych Ramanovych spektrech paci-
entl s TIDM a kontrolnich jedinct (Obr. 1D)
jsou patrné tfi intenzivni pasy pochazejici
predevsim od vibraci karotenoidt (1007, 1157
a 1520cm™), které jsou pritomny v plazmé
v nizkych koncentracich. Jejich vysoka in-
tenzita v Ramanové spektru je zapfi¢inéna
rezonanénim zesilenim po excitaci ve viditelné
oblasti (532nm) [13], [19]. Spektra vykazuji
zmény v intenzitach pasu typickych pro proteiny
s vysokym obsahem a-helikdlni struktury, ze-
jména pasy 1654cm™" v oblasti amidu I a 1285
a 1346cm™ v oblasti rozsifeného amidu III,
odpovidajici vibracim peptidové vazby [6], [20].
Méné strukturovany pas 1654cm™ a vyrazné
zvy$ena intenzita pasu okolo 1642cm™ v ob-
lasti amidu I ve spektrech pacienti indikuje
zménu obsahu a-helixu, coz je konzistentni
s degradaci sérového albuminu pti vyvoji T1IDM
[1], [2]. Sacharidy a lipidy pfitomné v krvi
jsou zastoupeny pasy 958, resp. 1450cm™ [6].
Jejich mirné snizené intenzity pravdépodobné
odpovidaji naru$eni metabolismu téchto latek
u diabetika.
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Linearni diskriminac¢ni analyza

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

F i

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

TAB. 2. HODNOTY SENZITIVITY, SPECIFICITY
A CELKOVE SPRAVNOSTI MODELU LDA A JEHO KRiZOVE VALIDACE PRO DISKRIMINACI
VZORKU KREVNI PLAZMY PACIENTU S T1IDM A KONTROLNICH JEDINCU

model kiizova validace modelu

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

ZAVER

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

Vo vzorkach celej krvi uskladnenej pri
-80°C po dobu jedného mesiaca pochadza-
jucich od deti a adolescentov trpiacich
depresivnou poruchou (n=17) a zdravych
dobrovolnikov podobného veku (n=20)
sme stanovili oxidacné poskodenie DNA
na zaklade enzymaticky modifikovanej ko-
métovej metody. Porovnali sme dva sposoby
spracovania krvnej vzorky po rozmrazeni
(cela krv a izolacia leukocytov) a dva spd-
soby vyhodnocovania vysledkov (vizualne
a pocitacovy softvér). Paradoxne sme de-
tegovali signifikantné znizenie oxida¢ného
poskodenia DNA u pacientov v porovnani
s kontrolnou skupinou pri oboch metédach
spracovania vzoriek. Nepreukazali sme vSak
rozdielnu citlivost leukocytov na exogénne
oxidacné poskodenie peroxidom vodika ani
v skupine pacientov s depresivnou poruchou
a ani u kontrolnej skupiny.

Kliacové slova: depresivna porucha, oxi-
da¢né poskodenie DNA, kométova metoda,
skladovanie krvi
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SUMMARY

Samples of whole blood stored at -80°C
for one month from children and adolescent
with major depression (n=17) and healthy
volunteers with similar age (n=20) was ana-
lyzed by enzymaticaly modified comet assay
to determine oxidative DNA damage. We
compared two methods of sample processing
after thawing (whole blood and isolation of
leukocytes) and two methods of scoring samples
(visual and computer software scoring). We
found paradoxically significantly decreased
oxidatively damaged DNA in patient in com-
parison to control group according to both
methods of sample preparation. We didn "t find
any difference in sensitivity of leukocytes to
H,0O,-induced DNA damage neither in patients
suffering from depresion nor in control group.

Key words: major depression, oxidatively
damaged DNA, comet assay, blood storage
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UvVoD

Depresivna porucha je $tvrté najcastejsie sa
vyskytujuce ochorenie spomedzi celosvetovo
najviac zastupenych ochoreni [1]. Ide o multi-
taktorialne ochorenie, do ktorého su zapojené
nielen faktory prostredia, ale aj genetické,
psychologické a biologické faktory [2], [3], [4].
Patofyzioldgia depresivnej poruchy sa spaja so
zapalovymi procesmi v organizme, zvySenym
oxida¢nym stresom, zvySenou aktivitou pro-
oxida¢nych enzymov, zniZenou koncentraciou
antioxidantov, neurodegeneraciou, poruchami
mitochondrii, hypotalamo-hypofyzo-adrenalnej
osi a poruchami v metabolizme neurotransmi-
terov, ako napr. serotoninu a dopaminu [5],
[6], [7], [8].

Oxidacny stres a zapalové procesy v orga-
nizme maju za nasledok zvySené poskodenie
DNA [9]. 8-0x0-7,8-dihydroguanin (8-0x0G)
vznika v dosledku poskodenia guaninu hyd-
roxilovym radikdlom. Mutdcia je ndsledne
v organizme rozpoznavand 8-oxoganin DNA
glykozildzou 1 (OGGI1), ktord je sucastou
enzymov bazovej exciznej opravy (BER) [10].

Poskodenie DNA je mozné stanovit pomocou
kométovej metddy (gélova elektroforéza jednej
bunky), ktora deteguje vlaknové zlomy DNA
v eukaryotickych bunkach [11], [12]. Enzy-
movo modifikovand kométova metoda slazi na
zvysenie senzitivity a $pecificity pre konkrétne
typy mutdcii v zavislosti od pouzitého enzymu,
na zaklade ¢oho je mozné detegovat oxidacné
poskodenie pyrimidinovych baz a dimérov,
purinovych baz alebo alkyla¢ného poskodenia
DNA [12], [13]. Najcastejsie pouzivanymi en-
zymami su bakteridlna formamidopyrimidin
DNA glykozylaza (FPG), endokukleaza III
(ENDOIII) a Tudska OGGI1. FPG a ENDOIII
vsak nie su $pecifické vyhradne na 8-oxoG
mutdciu, ale aj na alkyla¢né poskodenie, 2,6-dia-
mino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin ¢i
4,6-diamino-5-formamidopyrimidin [14], [15].

Kométova metdédu je mozné vyuzit pre
potreby biomonitoringu, nutri¢nych studii,
pre stanovenie genotoxicity alebo reparacnej
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schopnosti DNA [12], [13]. Ako biologicky
material je mozné vyuzit krvné bunky (lymfo-
cyty, bunky periférnej krvi s jednym jadrom),
alebo tkaniva, ktoré je mozné homogenizovat
na jednotlivé bunky [12].

Okamzité spracovanie vzoriek vsak ¢asto nie
je vyhodné z ¢asovych, kapacitnych ¢i financ-
nych doévodov, obzvlast v pripade dlhodobych
klinickych $tudii ¢i biomonitoringu v terénnych
podmienkach. Vzorky celej krvi je vSak mozné
skladovat pri -20°C alebo -80°C s pridanim
kryoprotektivnej latky alebo bez nej. Po pridani
kryoprotektivnej latky je mozné skladovat aj
vyizolované lymfocyty a casti tkaniv pri -80 °C
alebo v tekutom dusiku [12], [13].

Najrychlejsim sp6sobom uskladnenia vzoriek
pre potreby kométovej metddy je skladovanie
zmrazenej celej krvi v malych alikvétach.
Pri Standardnom postupe izolacie lymfocytov
z Cerstvej krvi je potrebné odobrat vicsie
mnozstvo krvi (9-10ml), pricom pri klinickych
stadijach je zabezpecenie takého objemu krvi
nemozné. Naopak, zmrazenie celej krvi v ma-
lych objemoch je vyhodné, aviak suspenzia
predstavuje heterogénnu zmes leukocytov (lym-
focyty, neutrofily a monocyty) [12], [13], [16].

Malé alikvéty celej krvi (250 pl) je mozné
skladovat aj bez pridania kryoprotektivnej latky
bez narastu poskodenia DNA oproti cerstvo
spracovanej krvi minimalne po dobu jedného
mesiaca. Pri vacsich alikvétach (5ml) a vyssej
teploty skladovania (4 °C) vSak uz poskodenie
DNA narasta. Malé alikvoty zrejme dovoluju
rychle zmrazenie vzorky bez formovania krys-
talov, ktoré mozu exogénne poskodzovat DNA
[13]. Osetrenie buniek peroxidom vodika pre
stanovenie citlivosti buniek voc¢i oxida¢nému
exogénnemu poskodeniu je v§ak u zmrazenych
vzoriek celej krvi neucinny, pravdepodobne
kvoli pritomnosti katalazy v erytrocytoch,
ktora H O, rychlo degraduje [13], [17], [18].

Vyizolovanie leukocytov zo zmrazenej celej
krvi je mozné po jej rozmrazeni pomocou pre-
myvania vo fosfatovom tlmivom roztoku (PBS)
pri nizkych otackach (7 min, 700g, 4 °C). Takto
opracované krvné bunky su napriek vyssiemu




bazalnemu poskodeniu DNA citlivé na peroxid
vodika, pravdepodobne v ddsledku odstranenia
erytrocytov a teda aj katalazy [13], [19].

Malé alikvoty celej krvi skladovanej pri
-80°C s pridanim kryoprotektivnych latok
po dobu 4 mesiacov preukazuju >85% Zivo-
taschopnost, pricom u nich nie je zazname-
nany vyrazny ndrast poSkodenia DNA [20].
Znovurozmrazovanie vzoriek sa vSak kvoli
zvy$enému mechanickému poskodeniu DNA
neodporuca [21]. Na druhej strane, lymfocyty
skladované pri -80°C po dobu viac ako troch
tyzdnov stracaju schopnost opravy vlaknovych
zlomov DNA. Obnovenie reparacnej aktivity
je mozné pomocou pridania ATP do vzorky
po jej rozmrazeni, ¢im sa umozni nukleotidova
bazova oprava DNA [22].

Porovnanie poskodenia DNA na zaklade
kométovej metddy vsak stazuje nielen vyber
materidlu a jeho spracovania, ale aj rozdiely
v podmienkach metédy v ramci réznych la-
boratérii, ako napriklad rézna hustota agaro-
zového gélu, hodnota elektrického napitia na
centimeter elektroforetického tanku, ¢i odli$né
sposoby znac¢enia DNA a vyhodnocovania
vzoriek [12], [23].

Cielom nasej prace bolo zistit, ¢i maju deti
a adolescenti trpiaci depresivnou poruchou
vyssie oxida¢né poskodenie DNA ako zdravé
kontroly v podobnom veku. Dalej sme $tudovali
schopnost buniek (leucytov, lymfocytov) odo-
lavat voci poskodeniu vyvolanému peroxidom
vodika, teda ich citlivost vo¢i exogénnemu
oxida¢nému poskodeniu. Hladali sme aj ko-
relaciu medzi réznymi sposobmi spracovania
a vyhodnocovania vzoriek.

MATERIAL A METODY

Celu krv sme odoberali do odberovych
skimaviek typu vacutainer s obsahom EDTA
od 17 pacientov trpiacich depresivnou poruchou
a/alebo uzkostnymi poruchami (F32.0, F32.1,
F41.0, F41.2) vo veku 15+1,74 (M/Z=2/14),
ktori uzivali SSRI antidepresiva (antidepresiva
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na baze inhibicie spatného vychytavania sero-
toninu). Kontrolnu skupinu tvorilo 20 zdravych
dobrovolnikov z pediatrického centra Juvenalia
s.1.0, Dunajska Streda, s priemernym vekom
14,3 +2,57 (M/Z=8/12).

Celu krv sme uskladnili v objeme 200 pl
pri -80°C po dobu jedného mesiaca (3-5 tyz-
dnov) bez pridania kryoprotektivnych latok.
Po uplynuti stanovenej doby skladovania sme
zmrazené vzorky spracovali pomocou enzymovo
modifikovanej kométovej metddy v alkalicke;
verzii (pH > 13) podla postupu Al-Salmani et al.
[17], kde sme 15 pl celej krvi zmiesali so 600 pl
0,75% LMP agar6zy a podla postupu Akor-
-Dewu et al. [19], kde sme 100 ul celej krvi
zmiesanej s 1ml PBS dvakrat centrifugovali
pri nizkych otackach (500g, 4°C). Pelet sme
rozsuspendovali v 0,5ml PBS a nasledne sme
120 pl suspenzie zmie$ali s 560 ul 0,75 % LMP.
Zmes agardzy a krvnych buniek sme u oboch
postupov naniesli na tri podlozné sklicka po-
tiahnuté 1 % NMP agar6zou. Kazdu vzorku sme
inkubovali pri troch réznych podmienkach:

I. s FPG enzymom na stanovenie oxida¢ného
poskodenia DNA (E) (30 min, 37°C),

II. s FPG pufrom na stanovenie bazalneho
poskodenia (K) (30 min, 37°C),

III. s peroxidom vodika na stanovenie citli-
vosti DNA voc¢i jeho poskodeniu (P) (100 uM
H,0,, 5min, 4°C). Poskodenie DNA bolo sta-
novené na zaklade migracie DNA v alkalickom
elektroforetickom roztoku po predchadzajuce;j
lyze bunkovych membran. Po lytickej faze
(>1hod, 4°C) nasledovala neutralizacia vzoriek
E a Kv FPG pufri (15min, 4 °C) a inkubacia pri
37°C (30 min). Dal$im krokom bolo odvijanie
DNA v elektroforetickom roztoku u vsetkych
vzoriek (20 min, 4 °C) a elektroforéza (20 min,
4°C, 0,75 V/cm). Vsetky vzorky boli nakoniec
dvakrat premyté v 0,4 M TrisHCI (5 min, 4 °C)
a raz v destilovanej vode (6 min, 4°C). DNA
sme vizualizovali pomocou interkala¢ného
tarbiva 4,6-diamidino-2-fenylindolu (DAPI)
a analyzovali mikroskopom OLYMPUS BX41.

Kazdu vzorku sme vyhodnotili 2 spdsobmi.
Najprv vizualne (VH), na zaklade zaradenia po-
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$kodenych buniek (n=100) do piatich kategorii
(0-4) a nasledne vypoctom podla modifikovanej
kalibra¢nej krivky podla ESCODD [24]. Vy-
sledky pre oxida¢né poskodenie DNA udavame
ako 8-0x0G/10°G a poskodenie vyvolané H,O,
udavame ako arbitrarne jednotky (AU =0-400).
Druhy sposob vyhodnotenia predstavovalo
hodnotenie pomocou softvéru LUCIA comet
assay (verzia 7.0) (SH) a vysledky udavame
ako median % DNA v chvoste pre oxidacné
poskodenie DNA aj pre H ,O,-vyvolané zlomy
v DNA (n=50).

V pripade normalne rozdelenych dat uda-
vame vysledky ako priemerné hodnoty + SD.
U nenormalne rozdelenych dat udavame
vysledky ako medidan (prvy a treti kvartil).
Pri normadlne rozdelenych tidajoch sme pouzili
neparovy t-test, v pripade dat nenormalne
rozdelenych Mann-Whitneyho test. Ako $ta-
tisticky vyznamné uddvame hodnoty p <0,05.
Pri porovnani met6éd vyhodnocovania vzoriek
(VH a SH) udavane hodnoty Spearmanovho
korela¢ného koeficientu (rho) a jeho vy-
znamnost (p). Na vyhodnotenie vysledkov
sme pouzili Statisticky program StatsDirect
2.3.7. (StatsDirect Sales, Sale, Cheshire M33
3UY, UK).

VYSLEDKY

V tabulke 1 st uvedené parametre oxidac-
ného poskodenia DNA a maximalneho po-
$kodenia vplyvom peroxidu vodika stanovené
na zdklade metoédy Al-Salmani et al. [17]. Pri
spracovani celej zmrazenej krvi sme zistili
Statisticky vyznamne zvysené oxida¢né posko-
denie DNA u kontrolnej skupiny v porovnani
s pacientmi trpiacimi depresivnou poruchou
pri oboch sposoboch vyhodnocovania (vizualne
aj softvérové). V pripade oSetrenia vzoriek
peroxidom vodika sme nezistili signifikantny
rozdiel v reparacnej, resp. ochrannej funkcii
krvi u pacientov v porovnani s kontrolou.
Tento negativny vysledok bol spdsobeny nizkym
ucinkom H,O, na poSkodenie DNA leukocytov,
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vdaka moznému pdsobeniu katalazy, o pred-
pokladal aj Al-Salmani et al. [17].

Oxidacné poskodenie leukocytov stanovené
na zaklade met6dy Akor-Dewu et al. [19] je uve-
dené v tabulke 2. Statisticky vyznamné zvy3enie
oxida¢ného poskodenia DNA (8-0x0G/10°G)
sme zistili u kontrolnej skupine pri vizualnom
hodnoteni, pricom opac¢ny trend sme zazname-
nali pri vyhodnocovani pomocou pocitacového
softvéru, avak tento rozdiel nebol Statisticky
vyznamny. V pripade poskodenia vyvolaného
H,O, sme obdobne ako v pripade metody Al-
-Salmani et al. [17] nezaznamenali $tatisticky
vyznamny rozdiel medzi skupinami.

Pri porovnani vizudlneho a softwérového
vyhodnotenia oxida¢ného poskodenia DNA
leukocytov podla metédy Al-Salmani et al. [17]
sme dokazali pozitivhu korelaciu v skupine
depresivnych pacientov (p=0,0411; rho=0,449)
ako aj u zdravych deti (p=0,004; rho=0,582)
(8-0x0G/10°G vs. % DNA v chvoste). Pozitivnu
koreldciu sme nasli aj po pésobeni H,O, u kon-
trol (p=0,0122; rho=0,517), pri¢om v skupine
pacientov s depresivnou poruchou sme ju
nezistili (p=0,210; rho=0,207). Obdobne sme
zistili pozitivnu korelaciu v pripade bazalneho
poskodenia DNA (K) v skupine deti s depre-
sivnou poruchou (p<0,0001; rho=0,862), avsak
korelaciu sme nenasli pri maximalnom posko-
deni DNA H,0, (P) (p=0,415; rho=0,056).
V pripade kontrolnej skupiny sme zistili po-
zitivnu korelaciu medzi hodnotami bazalneho
poskodenia (K) (p<0,0001; rho=0,821), aj
pri maximdlnom pos$kodeni DNA H,O, (P)
(0,017; rho =0,479).

Spearmanova koreldcia poukdzala na signi-
fikantnu korelaciu v pripade oxidacného
poskodenia DNA leukocytov podla metddy
Akor-Dewu et al. [19] pri réznych sposoboch
vyhodnocovania vzoriek u kontrol (p=0,045;
rho=0,4), av§ak nie u pacientov (p=0,446;
rho=0,037). Opacny efekt sme vSak zaznamenali
v pripade opracovania vzoriek H,O,, pri ktorom
sme detegovali pozitivnu korelaciu v skupine
depresivnych deti (p=0,032; rho=0,507), ale nie
u kontrol (p= 0,199; rho=0,204). Na druhej




TAB.1. OXIDACNE POSKODENIE DNA A CELKOVE POSKODENIE DNA
vyvolané peroxidom vodika spracované podla Al-Salmani et al. [17] a vyhodnotené na zaklade modifikovanej
kalibra¢nej krivky resp. vyjadrené ako arbitrarne jednotky (AU) (VH - vizualne hodnotenie) [24] a na zaklade
pocita¢ového softvéru (SH - softvérové hodnotenie)

Pacienti Kontroly
Al-Salmani et al. [17]

median (Q1; Q3) n median (Q1; Q3) n

Endogénne oxid. poskodenie DNA

. . *
(8-0x0G/10°G) " 0,128 (0,035; 0,175) 17 | 0,344 (0,201; 0,482) 20

Oxida¢né poskodenie DNA

(ADNA v dhvoste™ 0,195 (0,03; 0,5) 16 | 0,540 (0,328; 1,305) * | 20
0

&g)zvgyw’lane zlomy DNA 51 (16; 58) 17 28 (18,5; 41,5) 20
H,0, vyvolané zlomy DNA 0,220 (0,170; 0,46) 17 0,605 (0,258; 1,023) 20

(% DNA v chvoste)$t

Hodnoty st udévané ako medidn (1.kvartil; 3. kvartil), n - pocet vyhodnotenych vzoriek
* — S$tatisticky vyznamny rozdiel medzi pacientmi a kontrolami p <0,05

TAB. 2. OXIDACNE POSKODENIE DNA A CELKOVE POSKODENIE DNA VYVOLANE PEROXIDOM VODIKA

spracované podla metédy Akor-Dewu et al. [19] a vyhodnotené na zdklade modifikovanej kalibra¢nej krivky

resp. ako arbitrdrne jednotky (AU) (VH - vizudlne hodnotenie) [24] a na zaklade pocitaéového softvéru (SH - soft-
vérové hodnotenie)

Pacienti Kontroly

Akor-Dewu et al. [19] Priemer +SD n Priemer +SD n
Median (Q1; Q3) Median (Q1; Q3)

Endogénne oxid. poskodenie DNA 0,267 +0,283 14 0,545 +0,336* 20

(8-0x0G/10°G)VH

Oxidacné poskodenie DNA

(% DNA v chvoste)™ 4,230 (2,410; 9,290) 14 3,940 (1,425; 5,590) 19
0

H,0, vyvolané zlomy DNA

+ +
(AU 133,5+55,31 14 155,45+21,14 20

H,0, vyvolané zlomy DNA

(% DNA v chvoste)™ 32,763 +23,503 14 25,001 +£21,135 19
0

Hodnoty st udéavané v pripade normélne rozdelenych dat ako priemer +SD, v pripade nenormaélne
rozdelenych dat ako medidn (1.kvartil; 3.kvartil), n - podet vyhodnotenych vzoriek,
* — §tatisticky vyznamny rozdiel medzi pacientmi a kontrolami p <0,05
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strane, porovnanim VH a SH u pacientov
s depresivnou poruchou sme preukazali po-
zitivnu koreldciu pri bazalnom poskodeni
DNA (K) (p=0,002; rho=0,719), ale ziadnu
koreldciu pre poskodenie DNA peroxidom
(P) (p=0,1136; rho=0,343) obdobne ako pri
metode Al-Salmani et al. [17]. U kontrolnej
skupiny sme zaznamenali pozitivne koreldcie
v pripade bazélneho poskodenia (K) (p<0,0001;
rho=0,908) ako aj pri peroxide vodika (P)
(p<0,0001; rho=0,820).

ZAVER

Czarny et al. [25] detegoval v skupine pa-
cientov trpiacich depresivnou poruchou zvysené
oxidacné poskodenie DNA stanovené pomocou
kométovej metédy na zaklade posobenia Iud-
ského OGG1 v porovnani so zdravymi dobro-
volnikmi v ¢erstvo spracovanej krvi. My sme
vsak detegovali opa¢ny trend v zmrazenej krvi
pochadzajucej od zdravych dobrovolnikov
a depresivnych pacientov pri oboch spésoboch
spracovania zmrazenej krvi. Jednym z moznym
vysvetleni je bud velkost suboru pacientov,
alebo s réznou formou a zavaznostou depre-
sivnej poruchy. Taktiez je tu aj moznost, ktoru
u zmrazenych vzoriek predpokladal Risom
a Knudsen [26], Ze bunky s najslabsou repa-
ra¢nou schopnostou nie st dalej zivotaschopné
po zmrazeni a/alebo rozmrazeni. Z toho do-
vodu sa teda v zmrazenych vzorkach selektuja
bunky s najsilnejSim repara¢nym systémom
a teda aj relativne mens$im poskodenim DNA.
V pripade pacientov s depresivnou poruchou
moze v dosledku zvy$eného oxidacného stresu
dochdadzat k zvy3eniu adaptac¢nych mechanizmov
na oxida¢né poskodenie [27]. Taktiez uzivanie
antidepresiv, obzvlast pri dlhsej administracii,
ma antioxidacny efekt [28].

Nase vysledky potvrdili netcinnost H O,
na tvorbu exogénneho oxida¢ného poskodenia
zmrazenej celej krvi, obdobne ako zazname-
nali predchadzajuce vyskumy [17], [18]. Pri
vyizolovani leukocytov pomocou premyvania
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v PBS sme pozorovali vyssie poskodenie
vyvolané H,O,, obdobne ako to zaznamenal
Akor-Dewu et al. [19]. Citlivost buniek na
H,O, sa neliSila v rdmci skupin ani v pripade
pouzitia metddy spracovania zmrazenej krvi
podla Al-Salmani et al. [17] ani metddy podla
Akor-Dewu et al. [19]. Rovnaky vysledok vsak
zaznamenal aj Czarny et al. [25] v cCerstvej
krvi pochadzajucej od pacientov a zdravych
dobrovolnikov.

Vyhodnocovanie vzoriek za pomoci vizu-
alneho hodnotenia a pocitacového softvéru
v pripade spracovania vzoriek podla Al-Salmani
et al. [17] vo vacsine pripadov navzdjom po-
zitivne koreluje. AvSak v pripade spracovania
vzoriek podla metédy Akor-Dewu et al. [19] sme
zaznamenali pozitivnu korelaciu len pre 50 %
udajov. Nase vysledky vizualneho vyhodnotenia
vzoriek pred prepoctom na 8-0xoG/10°G su
v zhode s Collins et al. [29], ktory pozoroval
dobru, aj ked nie uplne linearnu koreldciu
medzi vizudlnym a pocitacom sprostredko-
vanym vyhodnocovanim, pricom najvacsie
odchylky boli pozorované v pripade najvyssich
a najnizsich hodnot. Nami pozorovany rozdiel
by mohlo znizit vytvorenie vlastnej kalibracnej
krivky vytvorenej na zaklade poskodenia buniek
v zavislosti od davky ioniza¢ného Ziarenia [11].

Nage vysledky paradoxne poukazuji na
znizené oxida¢né poskodenie DNA u deti
a adolescentov trpiacich depresivnou poruchou
a na nezmenend citlivost buniek na exogénne
vplyvy (peroxid vodika) v porovnani so zdra-
vymi dobrovolnikmi. Méze to byt sposobené
malym suborom dat alebo sposobom spra-
covania a skladovania vzoriek pre kométovu
metddu (zmrazovanie celej krvi).

Pre potreby detekcie oxida¢ného poskodenia
DNA odporucame vyuzitie metddy spracovania
skladovanych vzoriek podla Al-Salmani et al.
[17] z d6vodu nizsieho bazalneho poskodenia
(K). V pripade stanovovania citlivosti buniek
na exogénne vplyvy je vzhladom na nase vy-
sledky vhodnejsie vyuzitie metody izolacie leu-
kocytov podla Akor-Dewu et al. [19]. Vizudlny
sposob vyhodnocovania vysledkov a softvérové




hodnotenie st rovnocenné, obzvlast v pripade
nizkych poskodeni DNA. Tejto problematike
sa budeme nadalej venovat.
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SUHRN

V nasej praci sme sledovali vplyv pridavku
huminovych kyselin do krmiva na aktivitu
antioxidacne pdsobiacich enzymov a na hla-
dinu redukovaného glutationu v plazme
a v mitochondriach srdca potkanov sucasne
chronicky intoxikovanych olovom. Z nasich
vysledkov vyplyva, Zze huminové kyseliny
a olovo majua rozdielny vplyv na aktivity
jednotlivych antioxida¢nych enzymov resp.
glutationu v srdcovych bunkach a v plazme,
avSak schopnost huminovych kyselin v apli-
kovanej davke ovplyvnit ¢i zvratit pdsobenie
olova na tieto antioxidanty je len mierny,
pricom v dlh§om casovom horizonte sa
v podstate straca.

Klucové slova: huminové kyseliny, olovo,
antioxidacné enzymy, glutation, potkan
SUMMARY

We have concerned in our work to follow

up the effect of humic acid (HA) supplemen-
tation and lead(II) acetate intoxication alone
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and together on the changes of the activities of
antioxidant enzymes and the level of reduced
glutathione in mitochondria isolated from heart
and in the plasma of Sprague — Dawley rat
males. Our results point to the different effects
of HA and Pb on the monitored parameters
in the plasma and in the mitochondria, and
to relatively low ability of HA in dose applied
to affect or reverse the influence of lead on
these antioxidants, even decaying after time.

Key words: humic acids, lead, antioxidant
enzymes, glutathione, rat

UvoD

Toxicita olova a jeho zlic¢enin je vSeobecne
znama. Sposobuje anémiu tym, ze inhibuje
syntézu porfyrinov, ma neurotoxické ucinky,
najmd na mlady organizmus, narusa $truk-
taru bunkovych membran a DNA [1], [2].
Okrem toho sa podiela na vzniku oxida¢ného
stresu v bunkdch, avsak skoér nepriamo, tym,
ze ovplyviiuje aktivity antioxida¢nych enzymov
a hladinu glutationu (GSH), ktory sa podiela
na jeho elimindcii [3]. Pridavok octanu olovna-
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tého ku plazme sposobuje jednoznacny rapidny
pokles hladiny GSH in vitro [4], in vivo bol
rovnako pozorovany pokles hladiny GSH ako
dosledok chronickej intoxikacie [3], [4], [5].
V literature bol rovnako popisany aj zna¢ny po-
kles aktivity selenoenzymu glutatiénperoxidaza
(GPx), najmd po chronickom pdsobeni olova
[6]. Olovnaty kation ma schopnost substituovat
vapenaté a zino¢naté katidny z aktivnych miest
enzymov, a tak ovplyvnovat ich aktivity, napr.
aj niektoré z izoforiem enzymu superoxiddiz-
mutazy (Cu/Zn-SOD) [4].

Vyskumy potvrdzuju, ze podavanie exogén-
nych antioxidantov mo6ze pomoct organizmu
znizit ¢i eliminovat nepriaznivé dosledky into-
xikacie olovom v réznych organoch potkanov.
[4], [7]. Huminové kyseliny su latky prirodného
povodu, ktoré vykazuju zaujimavé detoxikacné
a antioxida¢né vlastnosti, popisané in vitro aj
in vivo, ktoré spocivaju jednak v ich schopnosti
interagovat s reaktivnymi formami kyslika
a dusika a jednak v schopnosti chelatovat
katiény kovov, ktoré sa podielaju na vzniku
tychto $kodlivych castic [8]. Je preto predpo-
klad, ze pridavok huminovych kyselin do diéty
potkanov moze pozitivne ovplyvnit zmeny
v antioxida¢nom statuse plazmy a mitochon-
drii srdca, vyvolané chronickou intoxikaciou
octanom olovnatym.

MATERIAL A METODY

V experimente schvilenom Stdtnou veteri-
narnou a potravinovou spravou SR (Ro-2575/14-
221) sme pouzili 72 samcov laboratérnych
potkanov kmena Sprague - Dawley, ktorych
sme rozdelili na $tyri skupiny po 18 kusov
zvierat. V prvej, kontrolnej skupine (K) boli
zvierata kfmené $tandardnou kfmnou zmesou
a bola im podavana cista pitna voda, v druhej
skupine (HK) bol do kfmnej zmesi pridavany
1 % pridavok pripravku s obsahom huminovych
kyselin (Humac Natur®, Humacg, s.r. 0., Kosice).
V tretej skupine (Pb), bez pridavku humino-
vych kyselin, sme potkanom pridavali do pitnej
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vody kontrolovanu davku octanu olovnatého
v dennej davke 79.2 mg/den/kg z.h. V §tvrtej
skupine sme skombinovali pridavok olovnatej
soli a huminovych kyselin s davkovanim ob-
dobnym ako je opisané vyssie. Potkany mali
pristup ku krmivu a k pitnej vode ad libitum.
Odbery biologického materidlu sme opakovali
trikrat, po jednom, po troch a po piatich tyz-
dnoch od zacdatia experimentu. Po usmrteni
zvierat podanim ketaminu sme im odobrali krv,
z ktorej sme centrifugaciou izolovali plazmu
a srdcia, z ktorych sme izolovali mitochondrie
podla Fernandez-Vizarra a kol. [9]

V plazme a mitochondridlnom izolate sme
zmerali obsah celkovych proteinov s pou-
zitim kyseliny bicinchoninovej. Ndsledne sme
stanovili aktivity superoxiddizmutazy (SOD,
E.C. 1.15.1.1) pomocou SOD-Assay Kit-WST
(Fluka, Japonsko), glutatiéonperoxidazy (GPx,
E.C. 1.19.1.9) a glutatiénredutazy (GR, E.C.
1.8.1.7) pomocou kitov (Sigma-Aldrich, Ne-
mecko), a taktiez aj hladinu redukovaného
glutationu (GSH) podla Floreani a kol. [10].
Enzymové aktivity sme prepocitali na mg
proteinov vo vzorkéch.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Aktivita superoxiddizmutazy v mitochon-
driach srdca bola v désledku podavania humi-
novych kyselin a rovnako aj octanu olovnatého
po jednom a po troch tyzdnoch podstatne
zniZend, av$ak v piatom tyzdni uz voci kontrole
nevykazovala zmeny (HK), resp. bola mierne
vys$ia (Pb), avsak pri kombinovanom poda-
vani Pb + HK po pociato¢nom signifikantnom
poklese nastal v tretom tyzdni narast aktivity
tohto enzymu a v piatom tyzdni vykazovala len
mierny pokles. V plazme vykazovala aktivita
SOD kolisava tendenciu, pri podavani HK
najprv stupla, v strede pozorovaného obdobia
poklesla a nakoniec znova stapla, pri podavani
olovnatej soli sme zaznamenali opac¢ny trend,
v 1.tyzdni bola aktivita nepatrne znizena,
v 3.tyzdni bola maximalna a v 5. tyzdni znova




40

: ﬂflfj

% zmena aktivity 500
[kat.mg prot.]
(=]

r.l
i)
-6}
Srdoe Plazma Srdce Plarma Srdce PMlazma
HK P Ph+ HE a)
w1 tildel =3 tyEded W5, tilded
150 -
100

8

% Trnena sktivty GPx
[nkat.mg prot.]
o

L b

e ww
Srdce Plazmn Srdoe
HK P Ph + HK b)
mlridedt w3 ndded w5 tyided

% rmena aktivity GR
[mikat.mg prot.]

an

SO0
= 400

2l "

200

100 ol . i

AL I N S I

=100 L] trl ‘ 1
~200

Srdce Plazma Srdce Plazma Srdce Plazma
HK Pb Pb+HE C)
m L yidedt w3 ridded w5 tylded

Lol

Srdee Plazma Srdce Plazma Srdea Plazma
HK Ph Ph-+ HK d)

L yddedt w3 oidded w5 nydded

% zrmena hlading GSH
[rimed frng prot.
a
(=]
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mierne zniZzend. Pridavok HK k Pb** zinten-
zivnil tuto tendenciu (obr. 1a).

Na aktivitu glutatiénperoxidazy v srdcovych
mitochondriach malo olovo dramaticky vplyv
najmi v prvom tyzdni (viac nez 100 % narast),
neskor doslo skor k miernemu zniZeniu. Sa-
motné huminové kyseliny sposobili zo zaciatku
prave pokles, neskor skor mierny narast aktivity
GPx, ak boli priddvané k Pb, zmena aktivity
tohto enzymu mala podobny priebeh ako
v pripade pridavku samotného olova, avsak
s miernej$im pociato¢nym ndrastom a s ne-
skor$im poklesom. Zda sa, Ze mitochondrie
srdca potkanov st schopné adaptacie aktivity
GPx pri dlhodobejsej konstantnej pritomnosti
afektora. Huminové kyseliny teda tlmia efekt
olova na aktivitu tohto enzymu. V plazme bola
aktivita GPx po celu dobu experimentu olovom
redukovand, v neskor$ej faze signifikantne,
obdobne, avsak v mensej miere aj huminovmi
kyselinami. Tu sme v$ak nepozorovali ich vplyv
na uc¢inok olova (obr. 1b).

HK signifikantne podporovali aktivitu
glutationreduktdzy v mitochondriach srdca
s maximom Vv strede sledovaného obdobia,
Pb** spociatku signifikantne zvySovalo, neskor
obdobne znizovalo a ku koncu vykazovalo len
zanedbatelny vplyv na GR. V kombinacii HK
opat posobili antagonisticky, avsak intenziv-
nejsie ako tazky kov. V plazme sme pozoro-
vali miernejsie a skor negativne ovplyvnenie
aktivity GR huminovymi kyselinami, najma
v zavere¢nej faze, v ktorej ju olovo naopak
ovplyviovalo pozitivne. V kombinacii HK
a Pb je badat tendenciu podobnu pripadu
pridavku samotného olova, no zaujimavé je
extrémne zvy$enie aktivity po uplynuti piatich
tyzdnov koadministracie Pb a HK (obr. 1¢).
Tieto zmeny principidlne opacne koreluju so
zmenami hladiny redukovaného glutatiénu
v plazme pri podavani olova resp. olova s HK
(narast po prvom resp. trefom tyzdni, no signi-
tikantny pokles po piatich tyzdnoch), samotné
HK hladinu GSH najmai v pociato¢nom $tadiu
experimentu zvy$uju. V mitochondriach srdca
HK aj olovo osve skor znizuja hladinu GSH,
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pri spolo¢nom podéavani sme vsak pozorovali
signifikantne zvySeny obsah tohto tripeptidu
(obr. 1d).

Z nameranych hodno6t m6zeme usudzovat,
ze uc¢inok huminovych kyselin na aktivitu SOD
a GR v plazme je v podstate opa¢ny ako uc¢inok
samotného olova, av$ak nie je badatelna jasna
schopnost molekul HK eliminovat vplyv Pb na
spominané enzymy. Pravdepodobne suplemen-
tacia huminovymi kyselinami nedokaze dlho-
dobo zabranit substiticii zino¢natého katiénu
olovnatym v aktivhom mieste SOD a jej inak-
tivacii. Po piatich tyzdnoch chronickej otravy
olovom sa podla nasich vysledkov straca schop-
nost indukcie syntézy glutatiénu v dosledku
jeho pociatocnej zvySenej spotreby za ucelom
chelatacie a eliminacie Pb** z organizmu, resp.
sa jeho koncentrdcia sustredi do organov, kde
sa olovo z dlhodobého hladiska kumuluyje,
teda najmé do obli¢iek a pecene. Relevanciu
chelatacie olovnatych katiénov molekulami
HK pri simultainnom podavani Pb a HK mdze
naznacovat nezmenend koncentracia GSH
v plazme v prvych dnoch experimentu, kedze
tak chyba podnet na aktivaciu jeho syntézy.

Afinita katiénov tazkych kovov, teda mak-
kych Lewisovych kyselin ku makkym zdsadam,
ako tiolové a selenolové funkéné skupiny, stoji
za dolezitostou tlohy redukovaného glutatiéonu
v procese odstranovania tychto iénov z orga-
nizmu, av§ak ma pravdepodobne na svedomi
aj dramatické znizenie aktivity glutatiénpero-
xiddzovych enzymov v plazme, najmi v dlho-
dobom c¢asovom horizonte, hoci mitochondrie
srdcového svalu naznacuju urcitu adaptabilitu
voci chronickej intoxikacii olovom.

ZAVER

Na zdklade nasich vysledkov mozno kon-
$tatovat, Ze chronickd otrava olovom ma
za nasledok celkové znizenie odolnosti voci
oxidacnému stresu, primarne kvoli komplexacii
a dezaktivacii nativnych cysteinovych a sele-
nocysteinovych antioxida¢nych komponentov




v mitochondriach srdca a v plazme potkanov.
Protektivny uc¢inok huminovych kyselin v pou-
zitej koncentracii voci toxicite olovnatych soli
na tento antioxida¢ny mechanizmus sa v nasom
experimente prejavil len na kratkodobej trovni,
najmd v srdcovom tkanive, zatial¢o v plazme

a z dlhodobého hladiska je skor zanedbatelny.
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VYUZITIE UV/VIS SPEKTROSKOPIE
PRI STANOVENI ANTIOXIDACNYCH VLASTNOSTI
P-HYDROXYBENZOOVE] KYSELINY A JEJ ESTEROV
PRI REAKCII S HYDROXYLOVYM RADIKALOM

VELIKA, B.

Ustav lekérskej a klinickej biochémie

UVOD

Hydroxylovy radikal (OH") sa povazuje za
najreaktivnejsi spomedzi vsetkych volnych
radikalov. Je vysoko toxicky pre bunky orga-
nizmu, jeho formovanim dochadza k vzniku
oxida¢nému stresu, ktory prispieva k rozvoju
aj neurodegenrativnych ochoreni, napr. Par-
kinsonova choroba (Maslankova a kol. 2013).
Zdrojom OH-® je Fentonova reakcia, ktord
zéroven vysvetluje vysoku reaktivitu H,O,
v podmienkach in vivo, v ktorej H,O, reaguje
s ciastocne redukovanym iénom kovu (Fe?*)
za vzniku velmi reaktivneho hydroxylového
radikalu (Tadolini a Cabrini, 1990). Fenolové
latky, medzi ktoré zaradujeme aj hydroxyben-
zoové kyseliny, patria k efektivhym antioxi-
dantom voci roznym typom volnych radikalov,
v neposlednom rade aj hydroxylového radikalu
(Scalbert a kol, 2005). Patria k terminatorom
volnoradikalovych reakcii. Pre ich antioxida¢né
vlastnosti st dolezité medzimolekulové vodikové
vazby v ich $truktuire. Svojim antioxida¢nym
uc¢inkom mozu predchadzat poskodeniu orga-
nizmu na réznych drovniach, ktoré je vyvolané
ucinkom volnych radikalov. Ich schopnost viazat
volné radikaly sa vyuziva aj v prevencii vzniku
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nadorovych ochoreni a pri zvySovani tc¢innosti
imunitného systému (Tomeckova a kol., 2011;
Tomeckova a kol., 2013). Existuje mnoZstvo
studii, ktoré dokazuju, ze konzumacia ovocia
a zeleniny, ktoré su bohaté na pritomnost
fenolovych antioxidantov, dokdzala signifi-
kantne redukovat riziko vzniku nadorovych,
srdcovo-cievnych ochoreni (Scalbert a kol,
2005, Bilecova-Rabajdova a kol. 2013).

V tejto praci sme sa venovali skimaniu
antioxida¢nych vlastnosti kyseliny p-hydro-
xybenzoovej a jej metyl- a propyl- esteru pri
vychytavani hydroxylového radikalu. Kyselina
p-hydroxybenzoova ma schopnost chelatacne
viazat i6ny prechodnych kovov za vzniku
stabilného komplexu, ¢im predchadza vzniku
volnych radikélov generovanych vdaka pritom-
nosti tychto prechodnych kovov (Pignatello,
1992; Rivas a kol., 2001). Velmi vyznamné
su jej estery, nazyvané tiez parabény, ktoré sa
pouzivaju hlavne v kozmetickom a potravi-
narskom priemysle (Soni a kol., 2005). Medzi
najvyznamnejsie estery patri etylester kyseliny
p-hydroxybenzoovej (E 214), metylester kyseliny
p-hydroxybenzoovej (E 218) a propylester kyse-
liny p-hydroxybenzoovej (E 216). Tieto estery sa
pouzivaju ako konzervac¢né latky, posobia proti




kvasinkam, plesniam a niektorym baktériam.
Pouzivaju sa na konzervaciu nealkoholickych
napojov, ovocnych dzusov, nakladanej zeleniny,
pekdrenskych vyrobkov a vina. Priddvaja sa
aj do cukrovinek (okrem c¢okolady), orechov,
zemiakov a do tekutych stolovych sladidel.
U nas je ich vyuzitie obmedzené zakonom.
V USA a v Austrdlii nie je ich pouzivanie
dovolené. Patria k nevhodnym aditivam pre
hyperaktivne deti, alergikov, a astmatikov.
Pri pouziti v kozmetickych pripravkoch sa
mozu vyskytnut neziaduce ucinky ako napr.
dermatitida. Ich koncentracia v kozmetickych
pripravkoch je zvycajne 0,3-1%, ¢o predstavuje
dvakrat vyss$iu koncentraciu oproti povolenej
koncentracii v potravinach (Soni a kol., 2005).

MATERIAL A METODY

Zasobné roztoky: 250 ml fosfore¢nano-
vého tlmivého roztoku (PB) s koncentriciou
0,05mmol/l a s pH6; 30%-ny peroxid vo-
dika. Roztok Mohrovej soli s koncentraciou
1 mmol/l bol pripraveny v objeme 50ml PB.
Zasobné roztoky derivatov hydroxybenzoovej
kyseliny s koncentraciou 30 mmol/l boli pri-
pravené v objeme 50 ml. Roztok Mohrovej soli
bol na experiment nariedeny na koncentracu
0,01 mmol/l; peroxid vodika na koncentraciu
0,1 mmol/l; a testovana latka na koncentraciu
0,06 mmol/I.

Pri detekcii hydroxylového radikalu sa v ex-
perimentoch na rozpustenie siranu zeleznato-

UV/VIS spektra testovanych liatok (c = 0,06 mmol/l, pH = 7,4)

1, kyselina p-hydroxybenzoova (4-HBA)

2, metylester kyseliny p-hydroxybenzoovej
(metylparabén, 4-HBAM)
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3, propylester kyseliny p-hydroxybenzoovej
(propylparabén, 4-HBAP)
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TAB. 1. UV MAXIMA TESTOVANYCH LATOK
(namerané pri pH 7,4)

Zliucenina 1. pik

4-HBA 246 nm
4-HBAM 255 nm
4-HBAP 255 nm
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Graf 1. Spektrum antioxida¢nych vlastnosti 4-HBA pocas reakcie s hydroxylovym radikalom, c (4-HBA) = 0,06 mmol/l,
pH = 6, t = 22°C (r.t.); Cervena - zaciatok reakcie, modra - koniec reakcie; A: kinetické 20 minudtové spektrum, re-
akéna zmes obsahovala Fe(II) + po 1 mintate 4-HBA+ po 2 minate H,O; B: zmeny absorbancie testovanej latky pri

vinovych dizkach 246 nm, 280 nm, 295 nm
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Graf 2. Spektrum antioxida¢nych vlastnosti4-HBA pocas reakcie s hydroxylovym radikalom, c (4-HBA) = 0,06 mmol/l,

pH = 6, t = 37°C; Cervena - zaciatok reakcie, modra - koniec reakcie; A: kinetické 20 mintdtové spektrum, reakéna

zmes obsahovala Fe(II) + po 1 minute 4-HBA+ po 2 mimite H,0 ; B: zmeny absorbancie testovanej litky pri vinovych
dlzkach 246 nm, 280 nm, 295 nm
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Graf 3. Spektrum antioxida¢nych vlastnosti 4-HBA pocas reakcie s hydroxylovym radikalom, ¢ (4-HBA) = 0,06 mmol/l,

pH =6, A: t = 22°C (r.t.); UV/VIS spektra predpokladanych produktov; modré - diff: medzi zaciatkom a koncom

reakcie, oranzové - 3,4-DHB (0,06 mmol/l); B: t=37°C UV/VIS spektra predpokladanych produktov; modré - diff:
medzi zadiatkom a koncom reakcie, oranzové - 3,4-DHB (0,06 mmol/l)
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Graf 4. Spektrum antioxida¢nych vlastnosti 4-HBAM pocas reakcie s hydroxylovym radikalom, ¢ (4-HBAM)=
0,06 mmol/l, pH = 6, t = 22°C (r.t.); ¢ervena - zaliatok reakcie, modra - koniec reakcie; A: kinetické 20 mindtové
spektrum, reakéna zmes obsahovala Fe(II) + po 1 minate 4-HBAM + po 2 miniite H O_; B: zmeny absorbancie testo-

vanej latky pri vinovych dizkach 225 nm, 255 nm, 290 nm
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Graf 5. Spektrum antioxida¢nych vlastnosti 4-HBAM pocas reakcie s hydroxylovym radikalom, ¢ (4-HBAM)=
0,06 mmol/l, pH = 6, t = 37°C; Cervena - zaciatok reakcie, modra - koniec reakcie; A: kinetické 20 minttové spek-
trum, reakcna zmes obsahovala Fe(II) + po 1 mintite 4-HBAM + po 2 mindte H,O,; B: zmeny absorbancie testovanej

latky pri vinovych dizkach 225 nm, 255 nm, 290 nm
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Graf 6. Spektrum antioxida¢nych vlastnosti 4-HBAM pocas reakcie s hydroxylovym radikalom, ¢ (4-HBAM)=

0,06 mmol/l, pH = 6, A: t = 22°C (r.t.); UV/VIS spektra predpokladanych produktov; modré - diff: medzi zac¢iatkom

a koncom reakcie, oranzové - 3,4-DHB (0,06 mmol/l); B: t=37°C UV/VIS spektra predpokladanych produktov; mod-
ré — diff: medzi zadiatkom a koncom reakcie, oranzové - 3,4-DHB (0,06 mmol/])
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Graf7.Spektrumantioxida¢nychvlastnosti4-HBAP pocasreakcieshydroxylovymradikalom,c(4-HBAP)=0,06 mmol/l,
pH = 6, t = 22°C (r.t.); Cervena - zaciatok reakcie, modra - koniec reakcie; A: kinetické 20 minutové spektrum, re-
ak¢na zmes obsahovala Fe(II) + po 1 minute 4-HBAP + po 2 minate H O ; B: zmeny absorbancie testovanej latky pri

272

vinovych dizkach 272 nm, 255 nm
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Graf8.Spektrumantioxida¢nychvlastnosti4-HBAPpocasreakcieshydroxylovymradikalom,c(4-HBAP)=0,06 mmol/l,
pH = 6, t = 37°C; Cervena - zaciatok reakcie, modra - koniec reakcie; A: kinetické 20 minuitové spektrum, reakéna
zmes obsahovala Fe(II) + po 1 minite 4-HBAP + po 2 mintite H,O,; B: zmeny absorbancie testovanej latky pri vino-

vych dizkach 272 nm, 255 nm
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Graf9.Spektrumantioxida¢nychvlastnosti4-HBAPpocasreakcieshydroxylovymradikalom,c(4-HBAP)=0,06 mmol/l,

pH =6, A: t = 22°C (r.t.); UV/VIS spektra predpokladanych produktov; modré - diff: medzi zaciatkom a koncom

reakcie, oranzové - 3,4-DHB (0,06 mmol/l); B: t=37°C UV/VIS spektra predpokladanych produktov; modré - diff:
medzi zadiatkom a koncom reakcie, oranzové - 3,4-DHB (0,06 mmol/l)
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TAB. 2. RYCHLOST REAKCIE 4-HBA S HYDROXYLOVYM RADIKALOM

A RYCHLOST VZNIKU PREDPOKLADANYCH PRODUKTOV

Fe(II) + 4-HBA A Abs v Fe(II) + H,O0, A Abs v
+ H,O,, r.t. (diff) | [mol/min] + 4-HBA, r.t. (diff) [mol/min]
4-HBA 246 nm | -0,258 -12,1.1077 4-HBA 246 nm -0,312 -14,6.1077
250 nm | -0,224 | -16,03.107 250 nm -0,274 -19,6.1077
3,4-DHB 3,4-DHB
288 nm | 0,083 11,9.107 288 nm 0,086 12,4.1077
Fe(Il) + 4-HBA \ Abs v Fe(II) + H,O, + N Abs v
+ H,0,, t=37°C (diff) | [mol/min] 4-HBA, t=37°C (diff) [mol/min]
4-HBA 246 nm | -0,149 -6,97.1077 4-HBA 246 nm -0,247 -11,6.1077
250 nm | -0,128 -9,16.1077 250 nm -0,216 -15,5.107
3,4-DHB 3,4-DHB
288 nm | 0,064 9,24.1077 288 nm 0,068 9,82.1077

TAB. 3. RYCHLOST REAKCIE 4-HBAM S HYDROXYLOVYM RADIKALOM

A RYCHLOST VZNIKU PREDPOKLADANYCH PRODUKTOV

Fe(II) + 4-HBAM Abs . Fe(II) + H,0, Abs .
+H0,, r.t. A diff) | ¥V (mol/min) | HBAM, rt. A digf) | ¥ (mol/min)
4-HBAM 255 nm | -0,157 | -6,82.1077 4-HBM 255 nm | -0,148 -6,43.10~7
250 nm | 0,149 | -10,7. 1077 250 nm | -0,169 -12,1.107
3,4-DHB 3,4-HBA
288 nm | 0,031 4,49.1077 288 nm | 0,034 4,91.107
Fe(II) + 4-HBAM \ Abs v Fe(II) + H,0,+ \ Abs v
+ H,0,, t=37°C (diff) | [mol/min] 4-HBAM,t=37°C (diff) [mol/min]
4-HBAM 255 nm | -0,138 | -5,99.1077 4-HBAM 255 nm | -0,165 -7,17.1077
250 nm | -0,127 | -9,09.1077 250 nm | -0,156 -1,12.107
3,4-HBA 3,4-HBA
288 nm | 0,028 3,97.1077 288 nm | 0,027 3,89.1077
Tab. 4. RYCHLOST REAKCIE 4-HBAP S HYDROXYLOVYM RADIKALOM
A RYCHLOST VZNIKU PREDPOKLADANYCH PRODUKTOV
Fe(II) + 4-HBAP A Abs v Fe(II) + HO, N Abs v
+HO,, r.t. (diff) | [mol/min] + 4-HBAP, r.t. (diff) [mol/min]
4-HBAP 256 nm | -0,017 | -1,71.1077 4-HBAP 256 nm | -0,015 -1,49.1077
250 nm | -0,015| -1,10.1077 250 nm | -0,014 -9,80.1077
3,4-HBA 3,4-HBA
288 nm | -0,003 | -0,45.1077 288 nm | -0,001 -0,19.1077
Fe(II) + 4-HBAP \ Abs v Fe(II) + H,O,+ N Abs v
+ H,0,, t=37°C (diff) | [mol/min] 4-HBAP, t=37°C (diff) [mol/min]
4-HBAP 256 nm | -0,015| -1,49.1077 4-HBAP 256 nm | -0,021 -2,13.1077
250 nm | -0,009 | -0,65.1077 250 nm | -0,019 -1,35.1077
3,4-HBA 3,4-HBA
288 nm | -0,002 | -0,27.1077 288 nm | -0,002 -0,25.1077
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Obr. 1. Predpokladany vznik produktov 4-HBA a jej derivatov
(R=-H, -CH,, -CHZ-CHZ-CHa), po hydroxylacii

-amoénneho pouzil fosfore¢nanovy tlmivy roztok
s pH 6, aby sa predislo vyzrazaniu hydroxidu
zeleznatého pri pH 7,4. K roztoku Mohrovej
soli bol pridany prislu$ny antioxidant (testo-
vané latky) a peroxid vodika priamo v kyvete.

Priebeh reakcii bol zaznamenany pomocou
spektrofotometra Shimadzu MultiSpec-1501,
pri vlnovej dizke 190-800 nm s pouzitim kre-
mennej kyvety (d=1cm).

K 1,8 ml pracovného roztoku Mohrovej soli
(0,01 mmol/l) v kyvete (QS, d=1cm), bolo
pridané 0,2 ml antioxidantu (testovana latka)
a 1mindtu sa sledovala tvorba komplexu,
po minute reakcie boli pridané 2 ul peroxidu
vodika (0,1 mmol/l) a sledovala sa tvorba
hydroxylovych radikalov. Priebeh reakcie bol
zaznamenany po dobu 20 minut pri izbovej
teplote (r.t.). Reakcia bola uskuto¢nena aj
pri teplote 37°C.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

V pripade 4-HBA ako para derivatu kyseliny
benzoovej, st viditelné velmi dobré antioxida¢né
ucinky voci hydroxylovému radikalu. Prejavuje
sa to vyraznym poklesom absorbancie pri vl-
novej dizke 246 nm (graf &. 1, graf ¢.2), ¢o je
charakteristicka vlnova dlzka pre tato latku
(tabulka ¢.1). Pokles je vyraznejsi pri izbovej
teplote (graf ¢. 1) v porovnani s experimentom
uskuto¢nenym pri teplote 37°C (graf ¢.2).
V grafe ¢.1 a ¢.2 je vidiet narast absorbancie
pri vlnovych dlzkach 250 nm a 288 nm. Tieto
vlnové dlzky st charakteristické pre 3,4-DHB,
ako jediného mozného produktu hydroxylacie
4-HBA (obrazok ¢.1). Pozorujeme aj narast
absorbancie pri vinovej dlzke v oblasti 220 nm.
Pri tejto vinovej dlzke sa da predpokladat vznik
komplexu medzi Fe (II) a 4-HBA. Pri pou-
ziti parabénov ako antioxidantov je zrejmé,
ze na antioxida¢ny ucinok voci hydroxylovému




radikdlu ma zna¢ny vplyv aj dlzka refazca.
Metylester (graf ¢.4 a graf ¢.5) ma lepSie an-
tioxida¢né ucinky v porovnani s propylesterom
(graf ¢.7 a graf ¢.8). V pripade metylesteru
je vidiet vyraznejs$i pokles absorbancie pri
vlnovych dlzkach 250 nm a 288 nm (graf ¢.6),
na zaklade ¢oho mozeme predpokladat vznik
derivatu 3,4-DHB ako produktu hydroxyla¢nej
reakcie (obrazok ¢.1). V pripade propylesteru
mozeme taktiez predpokladat vznik 3,4-DHB
ako produktu hydroxyla¢nej reakcie, hlavne
na zaklade teoretického rozboru mezomér-
nych efektov funkénych skupin umiestnenych
na benzénovom jadre (obrazok ¢.1).

Z literatury je zname, Ze pritomnost pre-
chodnych kovov alebo peroxidu vodika zni-
zuje antioxida¢nu kapacitu fenolov (Labieniec
a Gabryelak 2007). ZvySovanie prooxida¢nych
vlastnosti fenolov v pritomnosti Fe (III) alebo
Cu (II) bolo primarne spajané s ich schopnostou
redukovat kovové idny, ktoré potom mozu byt
znova oxidované vo Fentonovej reakcii, o vedie
k produkcii hydroxylového radikalu a inych
reaktivnych kyslikovych metabolitov. Antioxi-
da¢né a prooxidacné vlastnosti fenolov zavisia
od mnohych faktorov, ako napriklad od kon-
centracie a charakteru prechodnych kovovych
ionov, koncentracie fenolovych latok a pH
(Rodtjer a kol., 2006; Kumamoto a kol., 2001).

ZAVER

Na zaklade vysledkov nasich merani mo-
zeme konstatovat, ze vzdjomna poloha -OH
a —-COOH skupiny na benzénovom jadre je
dolezita. Dolezita je pritomnost volnej hyd-
roxylovej a karboxylovej skupiny. Blokovanie
karboxylovej, alebo hydroxylovej skupiny
v skupine testovanych esterov ma inhibi¢ny
vplyv na ich antioxida¢né vlastnosti, aj dlzka
boc¢ného retazca esteru je rozhodujuca pre
antioxidacny efekt.

Parabény su potencionalne prooxidanty
v pokozke, a preto sa odporuca venovat zvysend
pozornost pri pouzivani kozmetickych pri-
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pravkov, ktoré ich obsahuju, hlavne u pacientov
s diagnostikovanou protoporfyriou (Nishizawa
a kol., 2006). Metylparabén patri k najcastejsie
pouzivanym antimikrobidlnym, konzervaénym
prostriedkom v kozmetickom priemysle (Soni
a kol., 2002). Toxikologicka charakteristika
produktov reakcie medzi estermi p-hydroxy-
benzoovej kyseliny a singletovym kyslikom je
velmi dolezita kvoli ich ¢astému pouzivaniu
v kozmetickom priemysle a moznému vzniku
'O, v pokozke (Nishizawa a kol., 2006).

Vyzvou do budicnosti pre nas je schopnost
porozumiet tymto vztahom so zvlastnym do-
razom na moznost manipuldcie a vyuziti latok
fenolového typu v prevencii a liecbe réznych
ochoreni.

Tato publikdcia bola vytvorend pri realizdacii
projektu Medicinsky univerzitny park v Kosiciach
(MediPark, Kosice) ITMS:26220220185 (100 %)
na zdklade podpory Operacného programu Vy-
skum a vyvoj financovaného z Eurépskeho fondu
regiondlneho rozvoja (OP VaV-2012/2.2/08-RO)
¢. zmluvy: OPVaV/12/2013.
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