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UVODNIK

VdZené a milé kolegyne a kolegovia,
vdZeni ¢lenovia Slovenskej spolocnosti

klinickej biochémie!

Zaciatok roka 2024 sa uZ niesol v znameni intenzivnych
priprav XV.Kongresu SSKB, ktory sa bude konat 6.-8. ok-
tobra 2024 v Kongres hoteli Chopok v Nizkych Tatrdch.
Program koncipovany polytematicky ponuka prileZitost na
vymenu novych poznatkov, rozsirenie znalosti a nadviaza-
nie novych kontaktov aj s pozvanymi zahrani¢nymi vyznam-
nymi odbornikmi a partnermi. Na tvod nebude chybat ani
sldvnostné oceriovanie ¢lenov SSKB pri ich Zivotnych jubile-
dch, na ktorych nezabudame a verime, Ze sa s nimi stretne-
me aj osobne na spominanom kongrese. A velmi nds tesi, Ze

pozvanie prijala aj zdstupkyria exekutivy EFLM.

Mesiac april bol pre vsetky laboratdria vyznamnym
ocenenim v podobe prebiehajiceho Globdlneho tyzdna
medicinskych laboratdrii ,,Global Medlab Week”, ktory sa
uskutocnil 22.-28.4.2024. Je to kaZdorocna oslava, ktoru
organizuje Medzindrodnd federdcia klinickej chémie a la-
boratdrnej mediciny (IFCC) na pocest medicinskych labo-
ratdrnych profesiondlov, ktori zohrdvaju délezitu ulohu vo
verejnej zdravotnej starostlivosti a zdravotnej starostlivos-
ti o pacientov. Medzindrodnd federdcia klinickej chémie
a laboratornej mediciny (IFCC) je poprednym svetovym
lidrom v oblasti klinickej chémie a laboratdrnej mediciny
a jej poslanim je podporovat excelentnost v laboratérnej
medicine pre lepSiu zdravotnu starostlivost na celom sve-
te. Cielom tejto oslavy je uctit a ocenit vyznamnu ulohu
medicinskych laboratdrnych profesiondlov v diagnosticko-
-terapeutickom procese. Globdlny tyZderi medicinskych
laboratdrii tieZz ponuka jedinecnu prileZitost na zvysenie
povedomia o kltcovej ulohe medicinskeho laboratdria v
optimdlnom poskytovani zdravotnej starostlivosti.

Ulohou tohto podujatia je propagovanie rastticeho vy-
znamu laboratdrnej mediciny ako neoddelitelnej sucasti
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diagnostického procesu a zdérazruje jej ustrednu ulohu
v zdravotnej starostlivosti. Hlavnou témou osldv GLOBAL
MEDLAB WEEK 2024 bola v tomto roku téma s ndzvom
“Laboratdria zachranuju Zivoty”.

Podakovanie patri medicinskym laboratoriam, ktoré
poskytuju nepretrZite neocenitelné odborné sluzby, rady a
konzultdcie vietkym lekdrom a ich pacientom.

DéleZita je vzdjomnd komunikdcia a neustdla edukd-
cia klinickych partnerov, uplatriovanie etiky a psycholdgie

v medicine, aby sme my ,,pre odbor” horeli, ale nevyhoreli.

V zozname sucasnych laboratérii certifikovanych EFLM
ako “Zelené a udrzatelné laboratorium” je v tychto drioch
zatial' 6 krajin (Belgicko, Finsko Francuzsko, Rumunsko,
Svajéiarsko a Turecko). Tuto moZnost implementdcie efek-
tivnych kazdodennych cinnosti s cielom zniZenia skodlivych
vplyvov na Zivotné prostredie s ambiciou stat sa zelenym
a udrZatelnym laboratdriom a s mozZnostou ziskania pre-
stizneho certifikatu mad kazdé verejné alebo sukromné
laboratérium v odboroch: Klinickd chémia, Hematoldgia,
Mikrobioldgia, Transfuzna sluzba, Imunoldgia, Patoldgia
a Cytoldgia. Je to vyznamnd vyzva pridat do zoznamu aj
Slovensko a podielat sa tak na udrZatelnosti laboratdrii.

SSKB sa v uplynulych drioch pripojila k Ziadosti dalsich
odbornych spolocnosti adresovanych MZ SR a NCZI, aby
spolocne podporili realizdciu ndrodného projektu elektro-
nizdcie laboratornych vysledkov a ich distribucie poskyto-
vatelom zdravotnej starostlivosti eLab do praxe.

Mladi kolegovia prejavujuci zdujem o medzindrodné
aktivity, vzdjomnu spoluprdcu a zdroven aj zviditelnenie
SSKB, sa mézu zapojit do pracovnej skupiny mladych ved-
cov (EFLM Task Group Young Scientists) pod vedenim no-
vozvoleného kolegu z Ceskej republiky. Predpokladom je
stat' sa clenom SLS a SSKB a ndsledne kolektivnym ¢lenom
EFLM Akadémie.




Z vyznamnych medzindrodnych odbornych akcii sa pri-
pravuje:

4. EFLM Strategicka konferencia s hlavnou témou ,Vi-
zia do buducnosti: laboratdrna medicina zaloZend na hod-
notdch® ktord sa bude konat 23. — 24.septembra 2024
v Padove, v Taliansku.

XXVI. IFCC-EFLM EUROMEDLAB 2025 sa bude konat
18. — 22. mdja 2025 v Bruseli.

Vsetci ¢lenovia vyboru SSKB sa teSia na spoloc¢né po-
trebné a milé osobné stretnutia v Demdnovskej Doline na

nasom kongrese.
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Aktudlne informdcie vZdy zverejriujeme na webovej
stranke www.sskb.sk.

Podakovanie patri vietkym...

Prajem zdravie, silu, trpezlivost, nadej a dni piné
radosti a stastia...
23.5.2024 Hedviga Pivovarnikovad

prezidentka SSKB
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IN MEMORIAM
ING. RASTISLAV VALKO (1939-2023)

17. decembra minulého roka by sa dozil 84 rokov kole-
ga Ing. Rastislav Valko.

Narodil na Gemeri, v obci Rakos. Vyrastal v rodine spo-
lu s piatimi surodencami. Ako 22-ro¢ny uspesSne ukondil
Chemickotechnologickl fakultu SVST v Bratislave. Jeho
prvym pracoviskom boli Zapadoslovenské konzervarne
a liehovary, n.p. Malacky. Po troch rokoch sa rozhodol pre
svoje druhé pracovné pdsobisko - Nemocnicu s poliklini-
kou v Skalici. Biochemickému laboratériu venoval takmer
cely svoj produktivny vek, 39 rokov. Zastaval funkciu vedu-
ceho Useku Specidlnych metdd a od decembra 1990 stal
na Cele oddelenia. Absolvoval mnoZstvo Skoleni a kurzov
usporiadanych Instititom lekarskej fakulty v Bratislave
a i v Prahe. Bol medzi prvymi absolventami Specializa¢-
nej pripravy - Vysetrovacie metddy v klinickej biochémii,
pretoZe dovtedy atestacie pre ,nelekdrov” neboli mozné.
Snazil sa o maximalny pokrok odboru, ktory sa stal nielen
jeho zamestnanim, ale i ¢imsi viac - konickom. Mnohokrat
bolo oddelenie ,skalickej biochémie” medzi prvymi praco-
viskami na Slovensku, ktoré zacali vySetrovat novymi me-
tédami. Bol autorom skoro 50 zlepSovacich navrhov. Jeho
jednoduchy ,mocovy analyzator” umoznoval jedinym po-
hybom pridat tri rozlicné ¢inidla naraz do troch skimaviek
s mo¢om. Na oddeleni sa pouzival takmer $tyri desatrocia.

Pracoval v obdobi rodiacej sa vypoctovej techniky
a nadsenie k pocitatom prepojil i s laboratériom. Prvy po-
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¢ita¢ bol v nemocnici uz v roku 1989 a to prave na oddeleni
biochémie. O Styri roky neskor malo oddelenie biochémie
aj laboratérny informacny systém. Bol autorom mnohych
softvérovych programov, ktoré umoznovali jednoduchsie
analyzovat mnozstvo dat. Svoje nadsenie a sklsenosti
uplatfioval i v zdravotnej poistovni ako revizny pracovnik
pre SValZ. Po rozdeleni republiky sa snazil o neformalne
stretdvanie slovenskych a ¢eskych biochemikov, organizo-
val odborné podujatia ,,Stretnutia biochemikov Pomora-
via“, na ktoré sa tesili nielen biochemici z obidvoch brehov
rieky Moravy, ale aj biochemici z Bratislavy a Prahy.

V Slovenskej spolo¢nosti klinickej biochémie bol ¢le-
nom vyboru i ¢lenom reviznej komisie pocas viacerych
volebnych obdobi, taktiez v Spolku lekdrov Zahoria bol
dlhoroénym ¢lenom vyboru. Aktivny bol i v spolo¢enskom
Zivote v regione, vela rokov bol poslancom Mestského za-
stupitelstva v Skalici. V roku 2011 ziskal Cenu primatora
mesta Skalica a v 2017 Ocenenie Zupana Trnavského sa-
mospravneho kraja, udelovanu pracovnikom v zdravotnic-
tve.

Jeho koni¢kom bola turistika, ved'sa narodil v lone pre-
krdsnej prirody Murdnskej planiny. V Skalici zalozil telovy-
chovnu jednotu TJ Zdravotnik. Pre rodicov s detmi zacal
organizovat v rekrea¢nom stredisku Zlatnicka dolina ne-
daleko Skalice ,Rozpravkovy pochod” ktory sa tento rok
pojde uz po 30-krat. Bol ,blaznom” do elektroniky. ,Tran-




zistorakov” mal priblizne tridsat a vedel o nich rozpravat Ing. Rastislav Valko nds navzdy opustil 14. novembra

s takym zanietenim, Ze kazdy musel vidiet, ako sa v nich 2023 v jeho dlhoro¢nom pésobisku, v Skalici.

dobre vyzna. Mnohi si Rasta pamataju ako vasnivého fo- S Uctou spominame.
tografistu, zdokumentoval nejeden biochemicky kongres, V mene spolupracovnikov z Oddelenia klinickej bio-
¢i Labkvalitu. chémie v Skalici, kolegov zo Slovenskej spoloc¢nosti klinic-

kej biochémie a priatelov
&>
RNDr. Franti$ek Stefanec
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MUDR. JOZEF TURAY 75-ROCNY
75TH ANNIVERSARY OF JOZEF TURAY, MD.

Nedavno oslavil tristvrtestoroc¢né jubileum vyznamny
predstavitel slovenskej klinickej biochémie — MUDr. Jozef
Turay. Toto jubileum je zaroven aj prileZitostou na kratke
zhodnotenie jeho profesiondlnej kariéry a prinosu pre roz-
voj slovenskej mediciny.

MUDr. Jozef Turay sa narodil 27.novembra 1948
v lekarskej rodine v Trnave. Vacsinu svojho Zivota prezil vo
Zvolene. Profesiondlna kariéra MUDr. Jozefa Turaya zacina
proméciou na LF UK v Bratislave (1973). V tom istom roku
nastupil ako sekundarny lekar na chirurgické oddelenie.
Uspeéne absolvoval $pecializaciu I. stuptia z odboru chirur-
gia (1977). Profesijne sa v tom Case orientoval na proble-
matiku vnutorného prostredia. Od roku 1978 zacal praco-
vat na Oddeleni klinickej biochémie, kde v roku 1981 ziskal
Specializacie najprv I. stupna (1981) a nasledne Il. stupna
(1985) z klinickej biochémie, v roku 2008 aj Specializaciu
z diabetoldgie a poruch latkovej premeny. Od roku 1980
do roku 2012 viedol ambulanciu pre poruchy metabolizmu
lipidov. V roku 1981 Uspesne riesil statnu vyskumnu ulohu
,Vplyv inhalacnej expozicie fenolformaldehydom a mela-
minovymi Zivicami na lipidovy profil u fudi”.

Od roku 1992 do roku 2012 posobil vo funkcii primara
Oddelenia klinickej biochémie nemocnice vo Zvolene.

V roku 1993 zalozZil Sekciu pre aterosklerézu pri Slo-
venskej spolocnosti klinickej biochémie (SSKB), ktora
bola schvalena vyborom Slovenskej lekdrskej spolo¢nosti

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2024

(pridelené Cislo Sekcie 2586). V roku 1995 obhajil v ame-
rickom Houstone vstup tejto novovytvorenej slovenskej
Sekcie do Medzinarodnej spoloc¢nosti pre aterosklerézu
- International Atherosclerosis Society (IAS). Bol dlho-
rocnym predsedom Sekcie pre aterosklerézu pri SSKB,
v sucasnosti v nej pésobi ako vedecky sekretar. V obdobi
rokov 1993-2012 usporiadal 20 ro¢nikov sympozii Dysli-
poproteinémia a aterosklerdza, ktoré sa pravidelne konali
vo Zvolene. Podielal sa aj na organizacii Styroch sympozii
s medzinarodnou Ucastou venovanych problematike po-
ruch lipidového metabolizmu a aterosklerdzy.

Od roku 2000 usporiadal so spoluorganizdtorom doc.
MUDr. Jozefom Kollarom, DrSc. celkom osem edukacnych
kurzov Slovenskej zdravotnickej univerzity (pdvodne Slo-
venskej postgradudlnej akadémie mediciny) v Bratislave
na tému dyslipoproteinémia a ateroskleréza. Na tychto
kurzoch, ktoré boli vyhladdavané najma slovenskymi kli-
nickymi biochemikmi, predndsali nielen vyznamni sloven-
ski a Ceski odbornici, ale boli pozyvani aj najvyznamnejsi
predstavitelia z IAS.

Dal$ou vyznamnou aktivitou MUDr. Jozefa Turaya bol
v rokoch 1994-2004 vykon funkcie hlavného odbornika
Ministerstva zdravotnictva SR pre odbor klinickd bioché-
mia. Z tejto pozicie menoval krajskych odbornikov pre
klinickd biochémiu a zlcastnoval sa aktivne na krajskych

semindroch nimi organizovanych.




Bol hlavnym strojcom novej koncepcie odboru klinic-
ka biochémia, ktord v roku 1996 spolo¢ne s vtedajsSim
veducim Katedry klinickej biochémie ILF v Bratislave prof.
MUDr. lvanom Pecharnom, DrSc. obhdjili vo Vedeckej rade
Ministerstva zdravotnictva SR. Nova koncepcia tak nahra-
dila pévodnu koncepciu odboru z roku 1973.

Roku 1997 spolu s doc. MUDr. Jozefom Kollarom, DrSc.
z Kosic zalozili Casopis ,,Aterosklerdza - metabolizmus, kli-
nika a liecba“ ako oficidlny casopis Sekcie pre ateroskleré-
zu pri SSKB. Tu pocas 20 rokov pdsobil v redakénej rade na
poste Séfredaktora.

V rokoch 1996 — 1997 bol koordinatorom vyskumné-
ho timu v projekte ,Mapovanie Slovenska z pohladu
prevalencie lipidovych rizikovych faktorov aterosklerézy*
pod zastitou Sekcie pre aterosklerézu SSKB, SLS a Sekcie
zdravotnickej starostlivosti MZ SR. Roku 2000 absolvoval
Studijny pobyt v kardiocentre Univerzity Ottawa v Kanade.
V roku 2003 inicioval a v spolupraci s prof. MUDr. RNDr.
Rudolfom Pullmannom, CSc. z Martina realizoval prvu
slovensku externu kontrolu kvality, ktorej sa zucastnilo
celkom 151 oddeleni klinickej biochémie. Vysledky pre-
zentoval vo Svajtiarsku na konferencii International Swiss
MedLab and 8th Alps Adria Congress.

Svoje bohaté skusenosti z oblasti lipidoldgie zhrnul
v roku 1992 v prvej slovenskej monografii s nazvom ,,Dys-
lipoproteinémia a ateroskleréza“. Uplne prepracovand
monografiu pod rovnakym nazvom, s podnazvom
»Zaklady klinickej lipidolégie” vydal nanovo v roku 2021.

Bol ¢lenom pracovnej skupiny a autorského kolekti-
vu prvého slovenského vydania tzv. ,cholesterolového
konsenzu“ ,Smernice pre optimalnu diagnostiku a liecbu
hyperlipoproteinémii u dospelych” (1997), ako i tzv. ,lipi-
dového konsenzu-2“ —, Odporucania pre optimalnu diag-
nostiku a lie¢bu dyslipoproteinémii u dospelych” (2003).

V prvych Standardnych diagnostickych postupoch edi-
tovanych prof. MUDr. T. Trnovcom, DrSc. a prof. MUDr.
R. Dzurikom, DrSc (vydanych MZ SR v roku 1998) zostauvil
spolu s MUDr. Jozefom Vozarom, CSc. kapitolu ,,Metabo-
lizmus“,

Je autorom pocitatového konzultaéného programu
,LIPID“ urceného pre vedenie metabolickych ambulan-
cii, ktory sa vyuzival v Cechach i na Slovensku. Roku 2003

10
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napisal ucebnicu pre vyucbu $tudentov SZS ,Prevencia
srdcovocievnych ochoreni”. Publikacia vznikla ako sucast
projektu ,VyZiva pre zdravé srdce”, gestorom bolo MZ SR.

Prednasal doma i v zahranici, publikoval viac ako 60
odbornych publikacii v domacich i zahrani¢nych caso-
pisoch, excerpovanych v Slovenskej lekdrskej kniznici,
Narodnej lekarskej kniznici v Prahe, ale aj v PubMed-e,
prevazne v ¢asopisoch zameranych na klinickd biochémiu
a metabolizmus — Biochemia Clinica Bohemoslovaca, Ate-
roskleréza, Laboratérna diagnostika, CCLM — Journal of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, ale i v dal-
Sich medicinskych €asopisoch — Vnitini 1ékafstvi, Casopis
|ékard ceskych, ai.

V Nemocnici s poliklinikou vo Zvolene roku 1988 vybu-
doval a otvoril nové, moderné oddelenie klinickej bioché-
mie. V roku 1998 mu bola pri prileZitosti Zivotného jubi-
lea udelend bronzova, v roku 2008 strieborna medaila za
zasluhy o rozvoj SLS. V roku 2019 mu Slovenska lekarska
spoloénost na navrh SSKB udelila Zlatd medailu ,,Prop-
ter merita®. | v su¢asnosti ako dochodca pracuje aktivne
v Uvdzku na Oddeleni klinickej biochémie a hematoldgie
LDCH Detva.

Nadalej je publikacne aktivny, pravidelne sa zucastnu-
je podujati organizovanych SLS a SSKB ako i IAS a EAS v za-

hranici, naposledy v maji 2019 v Maastrichte v Holandsku.
&

Pri prileZitosti Zivotného jubilea Zeldme MUDr. Joze-
fovi Turayovi do dalSich rokov vela zdravia, spokojnosti
a pohody v kruhu najblizsich, ako i elanu do dalsej tvorivej

prace

V mene Slovenskej spolo¢nosti klinickej biochémie pri

SLS, jej Sekcie pre aterosklerdzu, kolegov a priatelov

MUDr. Hedviga Pivovarnikova, prezidentka SSKB

MUDr. Daniel Magula, CSc., vedecky sekretar SSKB

Prof. MUDTr. Stanislav Oravec, CSc., predseda Sekcie pre
aterosklerézu pri SSKB a hlavny odbornik MZ SR pre od-
bor klinicka biochémia

predseda Sekcie pre aterosklerézu pri SSKB
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SUHRN

Angiogenéza predstavuje proces tvorby novych krv-
nych ciev z uz existujucich ciev a je nevyhnutna pre fyzio-
logické funkcie ako hojenie ran a regeneraciu tkaniv. Av-
$ak jej dysregulacia méze viest k réznym patologickym
stavom. Aj ked' kuraci CAM model zostava zlatym Stan-
dardom pri Studiach angiogenézy ex ovo, prepelici CAM
model prinasa jedine¢né vyhody, ako je kratsi generaény
interval, kratsi embryonalny vyvoj, vyssia kapacita ex-
perimentalnych vzoriek a moZnost poutZitia $pecifickych
markerov pre prepelicu ako je monoklonalna protilatka
QH1, ktord detekuje povrch prepeli¢ich endotelovych
buniek. V tejto studii demonstrujeme vyuZitie ex ovo
prepelicieho CAM modelu na hodnotenie angiogenézy,
s osobitnym zameranim na detekciu expresie proteinov
prostrednictvom Western blot analyzy.

Klacové slova: chorioalantoickd membrana; angioge-

néza; QH1; imunoblot

ABSTRACT

Angiogenesis, the process of new blood vessel for-
mation from pre-existing vessels, is essential for physio-
logical functions like wound healing and tissue regener-
ation; yet dysregulation can lead to various pathological
conditions. While the chicken CAM model remains the
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gold standard in angiogenesis studies ex ovo, the quail
CAM assay presents distinct advantages, such as a short-
er generation interval, shorter embryonal development,
higher experimental sample capacity, and the possibility
to use quail-specific markers like the monoclonal anti-
body QH1, which detects quail endothelial cell surfaces.
In this study, we demonstrate the utility of the ex ovo
quail CAM model for evaluating angiogenesis, specifical-
ly focusing on protein expression via Western blot anal-

ysis

Key words: chorioallantoic membrane; angiogenesis;

QH1; immunoblot

uvob

Angiogenéza, ako proces tvorby novych krvnych ciev
z existujucich ciev, zohrava klucovu ulohu v réznych fy-
ziologickych a patologickych podmienkach (Kurz, 2000).
Zatial ¢o nekontrolovana angiogenéza je spdjana s niekol-
kymi chorobami vratane rakoviny a zapalovych ochoreni,
kontrolovana angiogenéza je nevyhnutna pre hojenie ran
a regeneraciu tkaniv (Lugano et al., 2020). Spravna rege-
nerdcia tkaniv zavisi od adekvatnej angiogenézy, ktora
poskytuje kyslik, Ziviny a esencialne Cinitele ako su angio-
génne a osteogénne faktory, a tiez zasobu endotelovych a
kmenovych buniek (Ellermann et al., 2023).
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V sulade s etickymi a vedeckymi imperativmi znizo-
vat pouzivanie zvierat vo vyskume rastie déraz na vyvoj
alternativnych modelov, ktoré dodrziavaju principy 3R (z
angl. Reduction, Refinement, Replacement) (Neuhaus et
al., 2022). Jednou takouto alternativou je model chorio-
alantoickej membrany (CAM) s pouzitim kuracich embryi
(Schneider-Stock and Flugen, 2023). CAM, vysoko prekr-
vend extraembryondlna Struktura vytvorena okolo 3. aZ
5. embryonalneho dna (ED3 az ED5) sluzi ako dolezity dy-
chaci a vylucovaci organ pocas embryonalneho vyvinu (Ri-
batti, 2017). Tento model ponuka niekolko vyhod, vratane
postupného vyvoja embryonalneho imunitného systému
umoznujuceho transplantaciu buniek a tkaniv z rovnakych
alebo réznych druhov zvierat. Okrem toho CAM modely
poskytuju vizualizaciu v redlnom case, jednoduchu do-
stupnost a rychle vysledky za nizku cenu (Kundekova et
al., 2021). V dosledku toho sa model CAM casto vyuZiva
v réznych oblastiach vyskumu, vratane testovania bioma-
terialov, vyskumu rakoviny, studii hojenia ran, transplanto-
logickej bioldgie a vyvoja liekov (Dunker and Jendrossek,
2019, Ribatti et al., 2020). Je d6leZité poznamenat, Ze pre-
peli¢ci CAM model ponuka urcité vyhody oproti ¢astejsie po-
uzivanému modelu CAM kurciat. Prepeli¢ie embrya maju
kratSie obdobie vyvinu (16 dni) v porovnani s embryami
kurcata (21 dni) a s mensieho rozmeru, ¢o umoziiuje pou-
Zitie vacSieho mnozstvo vzoriek a zvySenu experimentalnu
efektivitu (Kundekova et al., 2021, Ainsworth et al., 2010).
Okrem toho poutzitie markerov Specifickych pre prepelicu
ako napriklad monoklondlna protildtka QH1 detekujuca
povrch prepeli¢ich endotelovych buniek ulahcuje studium
angiogenézy a umoznuje rozliSenie medzi hostitelskymi
a darcovskymi druhmi v transplantaciach (Petrovova et
al., 2019, Papoutsi et al., 2001).

V predloZenej studii sme demonstrovali analyzu expre-
sie QH1, E-kadherinu, N-kadherinu a vaskularneho endo-
telového rastového faktora A (VEGF-A, z angl. ,vascular
endothelial growth factor A“) pomocou Western blot ana-

lyzy v podmienkach ex ovo modelu prepelicej CAM.
MATERIALY A METODY

Ex Ovo prepelici CAM model

Oplodnené prepelicie vajcia (Coturnix coturnix japo-
nica, n = 20) boli zakupené z prepelicej farmy (Mala Ida,
Kosice, Slovenska republika) a prevezené do laboratdria v
prostredi s kontrolovanou teplotou, aby sa zabezpecila Zi-
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votaschopnost vajec. Vajcia boli inkubované horizontéalne
v inkubatore s nutenym obehom vzduchu s konStantnou
vlhkostou pri teplote 38,2 + 0,5 °C a 58 % relativnej vihkos-
ti (RV). PatdesiatSest hodin po zaciatku inkubacie bola va-
jecna skrupina dezinfikovana 70 % etanolom, kazdé vajce
bolo rozbité a jeho obsah s prepeli¢cim embryom sa opa-
trne preniesol do sterilnej 6-jamkovej kultivacnej platne.
Embryd sa inkubovali do ED 6 v inkubdtore bez prudenia
vzduchu (38,2 £ 0,5 °C, 60 % RV). Na 10 embryonalnych
CAM bol aplikovany fosfatovy solny pufor (PBS) obsahuju-
ci VEGF-A (25 ng/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Po 72 hodinach (ED9) boli CAM odobraté a spracované

pre Western blot analyzu.

Priprava lyzatov pre analyzu Western blot

Priprava proteinovych lyzatov bola uskuto¢nena sé-
riou preciznych krokov, aby sa zabezpecila vysoka kvalita
vzoriek. CAMy boli ¢o najpresnejSie vyrezané z okolitého
tkaniva a zozbierané do 2 ml mikroskimaviek. Ku kaz-
dej CAM bolo napipetované malé mnozstvo PBS (100 pl)
a CAMy boli nastrihané noznicami na malé kusky. Nasled-
ne boli premyté 500 pl studeného PBS a scentrifugované
(4 °C, 500 x g, 5 minut). Po premyti boli erytrocyty elimi-
nované pouzitim 1 ml RBC lyzaéného pufra (Biolegend,
San Diego, CA, USA), ktory bol pripraveny zriedenim
10x koncentrovaného zasobného roztoku deionizovanou
vodou podla pokynov vyrobcu. Po inkubécii (10 min.,
izbova teplota) bola lyza zastavena pouzitim 500 ul PBS
a vzorky boli scentrifugované (500 x g, 5 min.). V pripade
pritomnosti ¢erveného sfarbenia peletu bol pridany d’al-
$i lyzacny krok (5 minut, izbova teplota). Ziskané pelety
dokladne zbavené erytrocytovej kontaminacie boli rozpus-
tené v Laemmli lyza¢nom pufri (100 mM TRIS-HCI, 10
% glycerol, 2 % SDS, pH priblizne 6,8). Tento pufor bol
obohateny o inhibitory fosfatdz a proteaz (obe od Sigma-
-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Nasledne boli lyzaty pod-
robené sonikacii (QSonica, 40% amplitada, 15 sektiind)
a udrziavané na 'ade po dobu 20 minut. Po dokladnej lyze
boli vzorky scentrifugované (4 °C, 10 000 x g, 10 min.)
a opatrne prenesené do novych mikroskimaviek. Vzorky
boli uskladnené pri -20 °C az do d’alSej analyzy. Pre sta-
novenie koncentracie proteinov v jednotlivych priprave-
nych vzorkach sme pouzili BCA (bicinchoninova metoéda
z angl. Bicinchoninic Acid protein assay) test s vyzitim
supravy Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).




Western blot analyza

Po kratkom denatura¢nom kroku (95 °C, 1 min) boli
vzorky proteinovych lyzatov (15 pg na jamku) nanesené do
10 % Bis-Tris gélu a separované pomocou SDS-PAGE (de-
naturacna elektroforéza v polyakrylamidovom gély z angl.
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophore-
sis). Po separacii boli proteiny elektroblotované na PVDF
(,,polyvinylidene difluoride”) membranu s pouZitim suché-
ho blotovacieho systému iBlot2 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA). Po elektroblote boli PVDF
membrany kratko premyté v Tris-pufrovanom fyziologic-
kom roztoku s 0,1 % Tween (TBS-T) a nasledne sa nespeci-
fické vdazobné miesta blokovali pocas 1 hodiny pri izbovej
teplote v TBS-T pufri doplnenom o 5 % odtucnené susené
mlieko alebo hovadzi sérovy albumin. Po vyblokovani boli
membrany inkubované s primarnymi protilatkami cez noc
pri+4 °C. Nasledne boli membrany trikrat premyté v TBS-T
a inkubované s adekvatnymi sekundarnymi protilatkami
konjugovanymi s chrenovou peroxidazou (HRP, horsera-
dish peroxidase) pocas 1 hodiny pri izbovej teplote. Na-
koniec sme vyuzili chemiluminiscencny substrat ECL (En-
hanced Chemiluminescence SuperSignal West Pico PLUS;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
pre ziskanie chemiluminiscenéného signdlu, ktory bol za-
chyteny na iBright FL1500 Imaging System (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Pre kontrolu rovnomerné-
ho nanasania proteinov sme vyuzili B-aktin. Uplny zoznam
protildtok pouzitych na analyzu Western blot mozno néjst
v tabulke 1.

VYSLEDKY

Expresia QH1, E-kadherinu, N-kadherinu a VEGF-A
bola hodnotena v kontrolnej CAM a CAM stimulovanej VE-
GF-A metédou Western blot (obrazok 1). Analyza odhalila,

Ze expresia proteinu QH1 a VEGF-A v CAM stimulovanej
VEGF-A bola vyssia ako v kontrolnej CAM. Detekcia via-
cerych pasov QH1 mdze naznacovat pritomnost dimérov,
multimérov, interakcii protein-protein, alebo modifikaciu,
fragmentaciu ¢i degradaciu cielového proteinu. Expresia
E- a N-kadherinu v oboch testovanych CAM bola rovnaka.

Expresia B-aktinu sluzila ako kontrola rovnhomerného na-

E-kadherin | gesss & wn

—

nasania vzoriek.

QH1

N-kadherin

VEGF-A

B-aktin
—

K V'

Obrdzok 1. Western blot analyza expresie vybranych proteinov CAM.
K — kontrolnd CAM, V - VEGF-A stimulovand CAM

DISKUSIA

vej aplikacii Western blotu na analyzu expresie proteinov
v prepelicom CAM modeli. Prepeli¢i CAM model predsta-
vuje financ¢ne efektivny a rychly nastroj pre ex ovo studium
angiogenézy. V porovnani s tradicnym osvedcenym kura-
cim CAM modelom pontka prepeli¢ci CAM model kratsi
generacny interval, kratS$i embryondlny vyvin a vyssiu
kapacitu experimentalnych vzoriek (Morini et al., 2023).

Tabul'ka 1. Protildtky pouZité pre Western blot analyzu

Primarna protilatka Hostitel  Izotyp Riedenie Kat. ¢. Klonalita Vyrobca

QH-1 Mys IgG 1:2000 ab531829 monoklonalna DSHB, lowa City, IA, USA
E-kadherin Potkan lgG 1:1000 14-3249-82 monoklondlna eBioscience, San Diego, CA, USA
N-kadherin Kralik lgG 1:1000 PA5-19486 polyklondlna Invitrogen, Carslbad, CA USA
VEGF-A Kralik IgG 1:1000 ab214424 monoklonalna Abcam, Cambridge, UK
(3-aktin Kralik IgG 1:1000 8457 monoklonalna CST, Danvers, MA, USA
Sekundéarna protilatka Hostitel Izotyp Riedenie Kat. ¢.. Vyrobca

Anti-kralik IgG, HRP-konjugovana Koza lgG 1:1000 7074 CST, Danvers, MA, USA
Anti-potkan IgG, HRP-konjugovana Koza lgG 1:1000 7077 CST, Danvers, MA, USA
Anti-my3 1gG, HRP-konjugovana Kon lgG 1:1000 7076 CST, Danvers, MA, USA

CST- Cell Signaling Technology; HRP - Horse radish Peroxidase
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Praktickost kultivacie prepeli¢ich embryi's dizkou priblizne
30 mm a hmotnostou priblizne 10 g v 6-jamkovych plat-
niach v podmienkach ex ovo poskytuje vyhodu vyuZitia
vacsieho poctu jedincov v experimentoch (Kundekova et
al., 2021, Ainsworth et al., 2010). Prepeli¢ci CAM model
bol napriklad pouzity v angiogénnom vyskume, ktory pre-
ukazal 72% stimulaciu angiogenézy pomocou zasaditého
fibroblastového rastového faktora (bFGF, basic fibroblast
growth factor) a 68% inhibiciu angiogenézy pouZitim an-
giostatinu (Parsons-Wingerter et al., 1998). Prepeli¢i CAM
model bol vyuZity aj pri skimani angiogénnych modulacii
ovplyvnenych faktormi ako leptin, heparin sodny a nadro-
parin vapenaty (Macajova et al., 2020). Dalsie $tudie na
prepeliCom modeli skimali Ucinky nervového rastového
faktora na rast krvnych kapilar (Lazarovici et al., 2018), ako
aj testovali angiogénne ucinky kondicionovanych médii z
mezenchymalnych stromalnych buniek a ich kokultivaciu s
endotelovymi bunkami (Ezdakova et al., 2022). Kvantifika-
cia angiogénnych vlastnosti v tychto Studiach bola typicky
zalozend na zmenach vo vetveni a pocte krvnych ciev (Cat-
talini et al., 2016, Vargas et al., 2013). V nasej studii sme
pouZili Western blot na detekciu expresie QH1, E-kadhe-
rinu, N-kadherinu a VEGF-A v prepelicom CAM modeli.
Jasne sme identifikovali expresiu QH1, markera endote-
lovych buniek zo splanchnického mezodermu a zrelych
endotelovych buniek v cievach prepelic (Feletou, 2011).
Okrem toho sme tiez identifikovali expresiu E- a N-kad-
herinov, endotelovych markerov, ktoré sa Casto Studuju
pocas normalnej a patologickej angiogenézy (Tang et al.,
2018, Derycke et al., 2006). Analyzovali sme tieZ expresiu
VEGF-A, najviac Studovaného angiogénneho faktora s klu-
¢ovou ulohou v angiogenéze (Apte et al., 2019).

ZAVER

Tradi¢ne sa kvantifikacia angiogénnych vlastnosti v
modeloch CAM spoliehala na parametre, ako su zmeny
poctu a vetvenie krvnych ciev (Cattalini et al., 2016, Var-
gas et al., 2013). Zac¢lenenie Western blot analyzy na po-
sudenie expresie proteinov v modeloch CAM vsak znacne
rozSiruje moznosti a potencidlne aplikdcie tejto techniky
a ponuka vyskumnikom vykonny nastroj na skimanie ex-
presie proteinov a objasnenie zakladnych mechanizmoy,

ktoré riadia vaskularny vyvoj a remodelaciu.
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SUHRN

Bioaktivne latky a vlaknina v drobnom ovoci zohra-
vaju ulohu pri zniZovani rizika obezity a s fou suvisia-
cich ochoreni. Ciefom prace bolo zistit uginok pravidel-
nej konzumacie 100% prirodnej cucoriedkovej vlakniny
na modulaciu vybranych parametrov zdravia v skupine
nadhmotnych/obéznych Zien. Sledovany subor tvorilo
10 Zien vo veku 50-55 rokov, ktoré konzumovali 10 g/den
100% prirodnej cucoriedkovej vliakniny 8 tyZzdrov. Na za-
¢iatku a konci $tudie boli zistované antropometrické pa-
rametre, krvny tlak a vybrané biochemické parametre.
Vplyv konzumacie 100% prirodnej cucoriedkovej vlak-
niny na antropometrické parametre a hodnoty krvného
tlaku nebol Statisticky vyznamny (p>0,05). Boli vsak
zistené Statisticky vyznamné pozitivne zmeny v hodno-
tach LDL cholesterolu, HDL cholesterolu, pomeru LDL/
HDL a vybranych zapalovych parametrov (p<0,05). Ziste-
nia $tudie potvrdzuji vhodnost zaradenia potravin boha-
tych na bioaktivne latky do bezného stravovania.

Klacové slova: cucoriedky; vlaknina; obezita; lipidovy
profil; zdravie
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ABSTRACT

Bioactive substances and fiber in small fruit play a
role in reducing the risk of obesity and related diseases.
The aim of this study was to determine the effect of reg-
ular consumption of 100% natural blueberry fiber on the
modulation of selected health parameters in a group of
overweight/obese women. The study group consisted of
10 women aged 50-55 years who consumed 10 g/day of
100% natural blueberry fiber for 8 weeks. Anthropomet-
ric parameters, blood pressure and selected biochemical
parameters were determined at the beginning and end
of the study. The effect of 100% natural blueberry fiber
consumption on anthropometric parameters and blood
pressure values was not statistically significant (p>0.05).
However, statistically significant positive changes in LDL
cholesterol, HDL cholesterol, LDL/HDL ratio and select-
ed inflammatory parameters were found (p<0.05). The
findings of the study confirm the suitability of including

foods rich in bioactive substances in the regular diet.

Key words: blueberries; fiber; obesity; lipid profile;
health




uvoD

Svetova zdravotnicka organizacia opisuje obezitu ako
zavazny problém epidemického rozmeru pricom 13 % ludi
v roku 2016 bolo klasifikovanych ako obéznych (WHO,
2021). Podla spravy World Obesity Atlas (2023) v sucas-
nosti trpi 38 % svetove] populacie nadhmotnostou alebo
obezitou (BM > 25 kg-m?). Detskd obezita je rizikovym fak-
torom obezity v dospelom veku a v sucasnej dobe sa po-
vazuje za obézne 1 z 5 deti. Tento fakt signalizuje este vys-
Siu prevalenciu obezity v blizkej dobe (Reilly a Kelly, 2011).
Obezita je komplexné, multifaktoridlne, casto recidivujluce
a tazko liecitelné chronické ochorenie, ktoré je spojené s
vyznamnou chorobnostou a Umrtnostou od predcasnej
smrti az po chronické stavy ako su kardiovaskularne ocho-
renia, diabetes, rakovina, poruchy imunitného systému,
systémové zapaly, endokrinné, neurologické, psychiatric-
ké a ortopedické ochorenia (Hruby a kol., 2016; Jin a kol.,
2023). Nadmerna telesna adipozita suvisi s pritomnostou
dyslipidémie, pre ktoru su charakteristické zvysené kon-
centracie celkového cholesterolu, triacylglycerolov a lipo-
proteinov s nizkou hustotou (LDL cholesterol) a zniZzené
koncentracie lipoproteinov s vysokou hustotou (HDL cho-
lesterol) (Cunha a kol., 2018). Dékazy zo studii naznacu-
ju, Ze konzumidcia potravin bohatych na polyfenoly méze
pozitivhe ovplyvriovat ukazovatele zdravia (Aloo a kol.,
2023). Bobulové ovocie obsahuje celt radu chemickych
zli¢enin s antioxidaénymi vlastnostami a vdaka vysoké-
mu obsahu polyfenolov ma spomedzi r6znych rastlinnych
potravin velky antioxidacny potencidl (Olas, 2018). Mnoz-
stvo Studii naznacilo, Ze polyfenoly a antokydny chrania
bunky pred oxidacnym poskodenim a preto znizuju riziko
obezity, metabolického syndrému, diabetu 2. typu a in-
zulinovej rezistencie (Kouki a kol., 2011; Jennings a kol.,
2014; Guo a kol., 2016; Tian a kol., 2020). Z r6znych dru-
hov bobulového ovocia sa cucoriedky vyznacuju vyso-
kym obsahom antokyanov (Koponen a kol., 2007). Studie
ukazali, Ze konzumacia ¢ucoriedok mdze viest k zlepSeniu
krvného tlaku, citlivosti na inzulin a pozitivne ovplyviio-
vat metabolizmus lipidov a tieZ zniZovat zapalové marke-
ry a markery oxidacného stresu (de Oliveira a kol., 2022).
Cielom prace bolo vyhodnotit vplyv konzumacie 100 %
prirodnej cucoriedkovej vlakniny ako sucast bezného stra-
vovania po dobu 8 tyzdnov na vybrané antropometrické
a biochemické parametre lipidového profilu a zapalovych

markerov u Zien s nadhmotnostou/obezitou.
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METODA

Vyskumnu vzorku intervenéného programu tvorilo 10
nadhmotnych/obéznych Zien vo veku 50-55 rokov (prie-
merny vek 53+2 roky). Kritérid pre zaradenie do Studie
boli nasledovné: Zzeny vo veku 50-60 rokov, BMI 225 kg-m"
2, priblizne rovnaka telesnd hmotnost za posledné 3 me-
siace (+3 kg). Zo studie boli vyradené probandky, ak boli
liecené statinmi, liekmi na ochorenia pecene a obliciek
(za poslednych 6 mesiacov), tehotné a dojciace Zeny,
probandky, ktoré uvadzali uzivanie antacid alebo laxativ
(aspon 1-krat tyzdenne), uzZivanie vyZivovych doplnkov
(vitaminy, antioxidanty, mineralne latky, flavonoidy) a
mali nepravidelny alebo nevyvazeny stravovaci rezim. Po
splneni kritérii pre zaradenie do Studie a dobrovolnom
podpisani pisomného informovaného suhlasu boli Gcast-
ni¢ky zaradené do studie. Sucasne boli vSetky probandky
informované o podmienkach, priebehu, moznych rizi-
kdch a benefitoch intervenéného programu. Studia bola
vykonana podla smernic Helsinskej deklaracie a schvalena
Etickou komisiou Specializovanej nemocnice sv. Svorada
Zobor, n. o. v Nitre pod ¢islom 4/071220/2020.

Intervencia

Intervencia spocivala v pravidelnej a kazdodennej
konzumacii 10 g 100 % prirodnej ¢ucoriedkove] vlakniny
(len z Cistého ovocia) vo forme prasku (vyrobca Wellberry,
s.r.o., Tuchyna, Slovensko) po dobu 8 tyZdriov ako stcast
beZného stravovania (napriklad primiesanim do jogurtu,
kase, Salatov a podobne) bez zmien stravovacich navykov

a Zivotného Stylu.

Antropometrické merania a krvny tlak
Antropometrické merania boli vykonané vyskolenym
persondlom nala¢no za dodrzania optimdlnych a rovna-
kych podmienok pred aj po intervencii. Telesna vyska bola
merana vo vzpriamenej polohe bez topanok pouzitim le-
karskej elektronickej vahy s vyskomerom Tanita WB-3000
(Tanita Co., Tokio, Japonsko). Telesnd hmotnost a ostatné
sledované parametre zloZenia tela: BMI (index telesnej
hmotnosti), WHR (pomer pas/boky), PBF (percento teles-
ného tuku) a VFA (plocha visceralneho tuku) boli diagnos-
tikované multifrekven¢nou bioelektrickou impedanénou
analyzou pouZitim pristroja InBody 720 (Biospace Co.,
Ltd., Seoul, Kdrea). Referenéné hodnoty pre sledované
parametre boli: BMI 18-24,99 kg-m?, WHR <0,85, VFA <
100 cm? a PBF 18-28 %. Krvny tlak sa meral dvakrat v sede
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pouzitim tlakomera OMRON M7 Intelli IT (OMRON He-
althcare Co., Ltd., Japonsko). Priemer dvoch merani bol

pouzity ako vysledna hodnota.

Odber krvi a analyza biochemickych parametrov
Odber vzoriek krvi bol vykonany na zaciatku a na konci
intervencie vZdy rano a nala¢no (minimalne po 8 hodino-
vom lacneni). Pre Ucely Studie bola vendzna krv odobera-
na lekarom Standardnym spdsobom z periférnej Zily lakto-
vej jamky. Po odbere a naslednej centrifugdcii vzoriek krvi
sa pomocou pristroja BioMajesty JCA-BM6010/C (DiaSys
Diagnostic Systems GmbH, Holzhein, Nemecko) a prislus-
nych analytickych kitov podla pokynov vyrobcu stanovili
sledované biochemické parametre (celkovy cholesterol,
triacylglyceroly, LDL cholesterol, HDL cholesterol, glukdza,
CRP, orosomukoid, IgA, 1gG a IgM). Analyza krvi bola vyko-
nana v biochemickom laboratériu Specializovanej nemoc-
nice sv. Svorada Zobor, n. o. v Nitre. Na vyhodnotenie bio-
chemickych parametrov boli pouzité referencné hodnoty
poskytnuté nemocnicou. Hodnoty parametrov lipidového
profilu boli porovnavané s hodnotami NCEP ATP Il (2001).

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Statistické analyzy boli vykonané v programe
Microsoft Excel® 2016 (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA) a udaje boli analyzované parovym t-testom,
analyza rozptylu (ANOVA) Vysledky prace boli vyjadrené
ako priemer * Standardna odchylka a hladina Statistickej

vyznamnosti bola stanovend ako p<0,05.

VYSLEDKY

Sledovalo sa 10 Zien s priemernym vekom 53%2 roky
(max. 55, min. 50), telesnou vyskou 166+ 6 cm a telesnou
hmotnostou 81,3+10,2 kg. Zdkladné charakteristiky sledo-
vaného suboru Zien su uvedené v tab. 1.

Na zaklade hodndt indexu telesnej hmotnosti tvorili
sledovany subor zZeny, z ktorych bolo 6 nadhmotnych (BMI
> 25 kg'm) a 4 obézne (BMI = 30 kg:m?). Priemerné hod-
noty antropometrickych parametrov BMI, WHR, PBF, VFA
boli nad rozsah referen¢nych hodn6t ako aj hodnoty systo-
lického a diastolického tlaku (systolicky tlak > 120 mmHg
a diastolicky tlak > 80 mmHg; Muntner a kol., 2019). Za-
znamenali sme zvySené hodnoty aj dalsich rizikovych fak-
torov kardiovaskularnych ochoreni pri posudzovani lipido-
vého profilu Zien. Priemerna hodnota glykémie z hladiska
posudenia biochemickych parametrov bola optimalna.
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Tab. 1 Zdkladné popisné charakteristiky skupiny Zien

Parametre Zeny (n=10)

Priemer + SD Min.-Max.
Vek (roky) 53+2 50-55
Telesna vyska (cm) 16616 157-174
Telesna hmotnost (kg) 81,3+10,2 70,1-98,7
BMI (kg:m?) 29,63£3,07 25,54-34,77
WHR 0,97+0,05 0,9-1,04
PBF (%) 405,44 35,67-50,46
VFA (cm?) 127,82+20,54 99,64-156,87
Systolicky tlak (mmHg) 129,9+17,72 105-158
Diastolicky tlak (mmHg) 90+7,89 74-99
Celkovy cholesterol (mmol-L) 6,20+1,36 4,09-8,58
Triacylglyceroly (mmol-L) 1,45+0,47 0,77-2,07
LDL cholesterol (mmol-L") 3,65+0,75 2,36-4,68
HDL cholesterol (mmol-L") 1,61£0,41 1,07-2,42
Glukéza (mmol-L7) 5,25+0,55 4,2-6,04
CRP (mg.I") 7174773 2,62-28,65

n - pocet 0s6b, SD - smerodajna odchylka, Min. - minimum,

Max. - maximum, BMI - Index telesnej hmotnosti, WHR - pomer pés

a boky, PBF - percentualny podiel telesného tuku, VFA - plocha visceral-
neho tuku, CRP - C-reaktivny protein

Zmeny vybranych antropometrickych parametrov
a krvného tlaku po intervencii

Udaje o antropometrickych parametroch a krvnom
tlaku pred zaCiatkom a na konci konzumdcie cucoried-
kovej vlakniny su uvedené v tab. 2. Tak ako sa predpo-
kladalo konzumdcia cucoriedkovej vldkniny vyznamne
neovplyviovala telesné zlozenie a zistené zmeny antro-
pometrickych parametrov neboli Statisticky vyznamné
(p>0,05). Telesnd hmotnost Zien sa zvysila z 81,32+10,16
kg na 82,15£10,16 kg v désledku zvySenia mnozstva tuku
v tele (+0,58 kg), ale aj zvysenia beztukovej hmoty (+0,25
kg) po intervencii. Zvysenie telesnej hmotnosti viedlo aj
k zvySeniu priemernej hodnoty BMI z 29,63+3,07 kg:m™
na 29,92+3,18 kg:m?2. Priemerné hodnoty ukazovatelov
telesného tuku boli pred aj po intervencii nadlimitné a ne-
doslo k ich uprave. Zmeny v hodnotach krvného tlaku ne-
boli tiez statisticky vyznamné (p>0,05), hoci doslo k mier-
nemu poklesu systolického aj diastolického tlaku.




Tab. 2 Vplyv ¢ucoriedkovej viakniny na hodnoty vybranych antropometrickych parametrov a krvného tlaku

Zeny (n=10)

Parametre

pred intervenciou po intervencii p-hodnota
Antropometrické parametre
Telesna hmotnost (kg) 81,32+10,16 82,15+10,16 NS
BMI (kg:m?) 29,6343,07 29,92+3,18 NS
WHR 0,97+0,05 0,97+0,05 NS
PBF (%) 4015,44 40,24+5,35 NS
VFA (cm?) 127,82+20,54 130,30+£22,91 NS
Krvny tlak
Systolicky tlak krvi (mmHg) 129,9+17,72 128,9+16,09 NS
Diastolicky tlak krvi (mmHg) 90+7,89 86,6+7,40 NS

n - pocet 0sdb, NS - nesignifikantné (parovy t-test), BMI - Index telesnej hmotnosti, WHR - pomer pas a boky, PBF - percentuélny podiel telesného
tuku, VFA - plocha viscerdlneho tuku, ciselné tdaje su vyjadrené ako priemer + SD (smerodajna odchylka)

Zmeny vybranych biochemickych parametrov lipi-
dového profilu po intervencii

Cucoriedkova vlaknina mala vyznamny vplyv na vy-
brané biochemické parametre lipidového profilu (tab. 3).
Priemernd hodnota celkového cholesterolu sa nachadza-
la nad referenénym rozmedzim. K zvySeniu priemernych
hodnét po intervencii doslo v pripade celkového cho-
lesterolu (z 6,20+1,36 mmol-L* na 6,40+0,99 mmol-L?)
a triacylglycerolov (z 1,45+0,47 mmol-L'* na 1,53+0,74
mmol-L?), avsak zmeny neboli signifikantné (p>0,05).
V pripade triacylglycerolov sa jednalo o zvySenie v rdmcire-
ferenéného rozpatia. Statisticky vyznamné zmeny boli zis-
tené v pripade LDL cholesterolu (p=0,002), HDL choleste-
rolu (p=0,004) a pomeru LDL/HDL (p<0,001). Hodnoty LDL
cholesterolu sa znizili z 3,65+0,75 mmol-L? na 3,01+0,55
mmol-L?), no jeho hodnoty boli pred aj po intervencii nad
normou, HDL cholesterol sa zvysil z 1,61+0,41 mmol-L™ na
1,94+0,58 mmol-L* a hodnoty pomeru LDL/HDL sa znizi-
li z 2,3440,63 mmol-L* na 1,64+0,48 mmol-L?. Pri tychto
parametroch (LDL, HDL, LDL/HDL) bol u¢inok konzumacie
Cucoriedkovej vlakniny vysoko pozitivny a zniZilo sa kar-
diovaskuldrne riziko sledovanych probandiek.

Zmeny dalsich vybranych biochemickych para-
metrov po intervencii

Pri posudzovani biochemickych parametrov (tab. 4)
bolo zistené, Ze zmeny hodnoty glykémie sledovaného
suboru Zien neboli pred ani po intervencii signifikantné
(p>0,05) a v oboch pripadoch sa nachadzali v rozmedzi
referenénych hodnét. Statisticky vyznamne klesla
priemerna hodnota CRP (zo0 7,17+7,73 mg-L"'na 5,56+7,76
mg-L?, p=0,002), ktora po intervencii spadala do referenc-
ného rozmedzia (0-6 mg-L?). Priemerna hodnota oroso-
mukoidu, bola tak isto nadlimitna, no po intervencii doslo
k vyznamnej Uprave na hodnotu v optimdlnom rozme-
dzi (p< 0,001). IgA, IgM sa znizili Statisticky vyznamne
(p<0,001). Hodnota IgG sa tak isto zniZila, ale tato zmena
nebola signifikantna (p=0,142). Vo vsetkych pripadoch islo
0 znizenie v rdmci referencnych hodnét, kedZe pred a po
intervencii boli priemerné hodnoty tychto parametrov
sledovaného suboru Zien v norme.

Tab. 3 Vplyv ¢ucoriedkovej vlakniny na hodnoty vybranych parametrov lipidového profilu

Zeny (n=10)
Parametre
pred intervenciou po intervencii p-hodnota

Celkovy cholesterol (mmol-L") 6,20+1,36 6,40+0,99 NS
Triacylglyceroly (mmol-L") 1,45+0,47 1,53+0,74 NS
LDL cholesterol (mmol-L"") 3,65£0,75 3,01£0,55 0,002
HDL cholesterol (mmol-L") 1,61+0,41 1,94+0,58 0,004
LDL/HDL (mmol-L") 2,34+0,63 1,6410,48 <0,001

n - pocet 0s6b, NS - nesignifikantné (parovy t-test), ¢iselné idaje su vyjadrené ako priemer + SD (smerodajna odchylka)
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Tab. 4 Vplyv cucoriedkovej vidkniny na hodnoty vybranych biochemickych parametrov

Parametre Zeny (n=10)
pred intervenciou po intervencii p-hodnota

Glukoéza (mmol-L") 5,25£0,55 5,28+0,73 NS
CRP (mg-L™") 717%7,73 5,56x7,76 0,002
Orosomukoid (g-L") 1,41£0,18 0,68+0,14 <0,001
IgA (gL 2,10£0,58 1,74+0,48 <0,001
IgG (g:L) 10,11+1,40 9,65+1,32 NS
IgM (g-L") 1,34+0,64 1,01+0,65 <0,001

n - pocet 0sob, NS - nesignifikantné (parovy t-test), CRP - C-reaktivny protein, IgA - imunoglobulin A, IgG - imunoglobulin G, IgM - imunoglobulin M,

Ciselné Udaje su vyjadrené ako priemer + SD (smerodajné odchylka)

DISKUSIA

V tejto Studii sme posudzovali v sledovanom subore
zien vplyv konzumacie 10 g 100 % prirodnej Cucoried-
kovej vlakniny ako stcast bezného stravovania po dobu
8 tyzdnov na vybrané antropometrické a biochemické
parametre. V ramci posudzovania zmien vybranych an-
tropometrickych parametrov po 8 tyzdniovej konzumdcii
Cucoriedkovej vlakniny sa zistil narast priemernych hod-
not vsetkych sledovanych parametrov telesného zloZenia.
Tieto zmeny neboli signifikantné (p>0,05). V stadiach Hi-
guera-Hernandez a kol. (2019) (konzumacia 50 g cucorie-
dok 30 dni), Habanova a kol. (2022) (kazdodenné pitie 300
ml $tavy z bobulového ovocia a jablka 6 tyZdriov) zistili,
Ze zmeny pozorované v hodnotach antropometrickych pa-
rametrov nadhmotnych a obéznych Zien neboli Statisticky
vyznamné (p>0,05). Konzumacia Cucoriedkovej vlakniny
nemala vyznamny vplyv na hodnoty systolického a diasto-
lického tlaku aj ked' ich priemerné hodnoty mierne klesli.
Metaanalyza Delpino a kol. (2023) potvrdila neutralne
ucinky konzumacie ¢ucoriedok na hodnoty krvného tlaku.
Signifikantné znizenie krvného tlaku vplyvom konzuma-
cie Cucoriedok zaznamenali Johnson a kol. (2015). Vita-
miny, minerdlne latky, polyfenoly a flavonoidy preukazali
priaznivé Ucinky na zlepsenie funkcie endotelu, krvného
tlaku, lipidového profilu a zapalovych markerov (Hugel a
kol., 2016; Bondonno a kol., 2017). Tmavo sfarbené bo-
bulové ovocie ako su ¢ucoriedky bohaté na vitaminy, po-
lyfenoly, flavonoidy a iné bioaktivne latky, mozZe prispiet k
pozitivnej Uprave rizikovych faktorov kardiovaskuldrnych
ochoreni (Wu a kol., 2018). V sulade s tymito tvrdenia-
mi sme zistili pozitivne zmeny lipidového profilu (zniZenie
priemernej hodnoty LDL cholesterolu, zvysenie priemer-
nej hodnoty HDL cholesterolu a znizenie pomeru LDL/
HDL) a tieZ aj zapalovych markerov, ktorych priemerné
hodnoty klesali.
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ZAVER

V sledovanej skupine Zien s nadhmotnostou/obezitou
s rizikom kardiovaskuldrnych ochoreni viedla konzuma-
cia 100 % prirodnej cucoriedkovej vlakniny obsahujucej
mnozstvo bioaktivnych Iatok v ramci bezného stravovania
k pozitivnej Uprave LDL a HDL cholesterolu, pomeru
LDL/HDL. Zistenia tiez naznacuju, Ze bioaktivne latky
obsiahnuté v ¢ucoriedkovej vldknine mézu mat pozitivny
vplyv na zapalové markery. Aj napriek nasim zisteniam je

potrebné sa danej problematike dalej venovat.
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SUHRN

Skupina Zn*-dependentnych enzymov, matrixovych
metaloproteindz, je zapojena do vzniku a progresie mno-
hych zavaznych ochoreni. Aktudine publikacie potvrdzu-
ju zvyseny vyskyt najma MMP-2, -7 a -9 u pacientov
s ochoreniami hrubého ¢reva a konecnika. Cielom
predkladanej prace bolo zistit vyskyt latentnych a ak-
tivnych foriem vybranych MMP u tychto pacientov po-
mocou metody zymografie. Zistili sme, Ze u pacientov so
zapalovymi ochoreniami €reva, konecnika a u pacientov
s kolorektalnym karcindmom je vyznamny rozdiel medzi
tymito formami vybranych MMP a Ze tieto odliSnosti su-
visia s pohlavnou diferenciaciou a lokalizaciou nalezu.
Vysledky tejto pilotnej studie by mohli podporit buduci
klinicky vyskum, ktory by v klinickej praxi mohol poméct

pri planovani stratégie liecby viacerych ochoreni.

Klacové slova: matrixové metaloproteinazy; zymo-

grafia
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ABSTRACT

A group of Zn*-dependent enzymes, the matrix
metalloproteinases, is involved in the development and
progression of many serious diseases. Recent publica-
tions confirm an increased prevalence of MMP-2, -7 and
-9 in particular in patients with colorectal diseases. The
aim of the present study was to determine the occur-
rence of latent and active forms of selected MMPs in
these patients using the zymography method. We found
that there is a significant difference between these
forms of selected MMPs in patients with inflammatory
bowel diseases, rectal diseases and colorectal carcinoma
patients and that these differences are related to sexual
differentiation and localization of the findings. The re-
sults of this pilot study could support future clinical re-
search, which in clinical practice could help in planning
treatment strategies for multiple diseases.

Key words: matrix metalloproteinases; zymography
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Zapalové ochorenia gastrointestindlneho traktu (GIT;
Gastrolntestinal Tract) su zavaznym medicinskym a soci-
alno-zdravotnickym problémom. V poslednych rokoch sa
monitoruje narast incidencie a prevalencie tychto ocho-
reni najma vo vyspelych krajindch. Ochorenia GIT su spo-
jené s vyraznym znizenim kvality Zivota, ako a s jeho skra-
tenim. Benigne nalezy mozu metamorfovat do malignych,
Casto bez vyraznych priznakov (Zhang a kol., 2023). Vznik
malignych novotvarov, napriklad pocas kolorektdlneho
karcinédmu (CRC; ColoRectal Carcinoma), je v pripade ich
resekovatelnosti lie¢eny chirurgicky. Komplikacie nastava-
ju, ak je nador neresekovatelny a/alebo ak st pritomné
vzdialené metastdzy. U takychto pacientov volia onkolégo-
via (neo)adjuvantnu terapiu, ktora je ¢asto nespecificka,
cytotoxicka a vedie k zdvaznym sekundarnym komplikdci-
am (Kumar a kol., 2023). Je preto nesmierne doleZité najst
pre ochorenia GIT spolahlivé diagnostické a prognostické
markery, ktoré by lekdrom pomohli rozhodndt o najvhod-
nejsej stratégii liecby.

V poslednych rokoch sa do popredia zdujmu vedec-
kych vyskumnych timov v oblasti diagnostiky markerov
kolorektdlneho karcindmu dostava uloha matrixovych
metaloproteindz (Zhong a Khalil, 2019). Matrixové me-
taloproteindzy (MMP, matrixiny, kolagenazy stavovcov)
su vysoko homoldgne enzymy, ktoré obsahuju ién zinku
(zn?) v katalytickej oblasti a st schopné degradovat rozne
zlozky extraceluldarneho matrixu (ECM; ExtraCellular Mat-
rix): kolagén, elastin, laminin a dalSie (Almutairi a kol.,
2023). V sucasnosti je znamych 28 typov MMP, ktoré su
kategorizované do 7 podtried podla preferovaného sub-
stratu alebo proteolytickych funkcii (Napoli a kol. 2020).
MMP su syntetizované a vyluCované vo svojej neaktivnej
pro-forme. V latentnom zymogéne sulfhydrylova skupina
volného cysteinového zvysku katalytickej domény intera-
guje so zinkovym iénom, ¢im udrzuje MMP v neaktivnej
forme. Pre aktivaciu MMP je nevyhnutné z ich Struktdry
odstranit pro-doménu, najcastejsie G¢inkom inych prote-
az (katepsin K, plazmin, MMP-2) (Loffek a kol., 2011).

(EC 3.4.24.35;
Zelatinaza B, 92 kDa typ IV kolagendza) patri spolu

Matrixova metaloproteindza 9
s MMP-2 do 2. skupiny MMP- Zelatinaz, vdaka svojej vy-
soko ucinnej proteolytickej aktivite Stiepit Zelatinu, tepel-
ne denaturovanu formu kolagénu (Laronha a Caldeira,
2020). MMP-9 je syntetizovany najmd monocytmi, za-

palovymi makrofagmi, ale aj neutrofilnymi granulocytmi
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a rakovinovymi bunkami. Syntéza MMP-9 v inych typoch
buniek prebieha ako odpoved' na stimulaciu indukovanu
cytokinmi, napr. IF-a, PDGF, GM-CSF, & TGF-B. Stiepenim
koordinacnej vazby medzi cysteinom v amino-termindl-
nom propeptide a idnom zinku v aktivnom centre vzni-
kd z latentnej pro-formy (92 kDa) aktivha forma MMP-9
u ktorej ¢asto dochadza aj k autoprotolyze propeptidovej
cystein-obsahujucej domény, v dosledku ¢oho ma aktiv-
na forma nizsiu molekulovd hmotnost (82 kDa) (Aughoff
a kol., 2022).

Proteolyticky aktivna MMP-9 ovplyviiuje proteinové
zloZzenie ECM, nakolko degraduje jeho hlavné proteinové
zlozky. Zmeny v ECM su prisne kontrolované a prispievaju
k normdlnemu vyvoju tkaniva, zapalu a hojeniu ran. Na
druhej strane vsak mdzu podporovat fibrézu, vznik a prog-
resiu nadorovych procesov. ZvySené koncentracie MMP-9
koreluju so zlou progndzou nadorovych ochoreni a v mno-
hych studiach sa povaZzuju za tumor podporujice (Barabas
a kol., 2021; Li a kol., 2022; Zeng a kol., 2022).

Matrixova metaloproteinaza 2 (EC 3.4.24.24.; Zelatina-
za A, 72 kDa typ IV kolagendza) zdiela mnohé spolocné
charakteristiky s MMP-9, akymi su Strukturne znaky, syn-
téza, sposob aktivacie a hlavné funkcie (Jabtonska-Trypuc
a kol., 2016). Aktivna forma MMP-2 ma 66 kDa (Nishida
a kol., 2008). Ide o najrozsirenejSiu metaloproteinazu
v tejto enzymovej rodine, nakolko je zapojena do najsir-
Sieho spektra biologickych procesov akymi su degradacia
ECM, proliferacia, migracia a apoptdza buniek, angioge-
néza, zdpal, epitelidlno mezenchymalny transport (EMT;
Epithelial-Mesenchymal Transition) a inych, ¢im sa podie-
l[a na vzniku a progresii mnohych ochoreni (Buttacavoli
akol., 2021).

Najmensi enzym MMP, MMP-7 (matrilyzin-1), je ex-
primovany endotelovymi bunkami Zliaz a sliznic, kerati-
nocytmi, fibroblastami a makrofagmi (Burke, 2004), ale
aj mnohymi typmi nadorovych buniek (najma v nadoroch
traviaceho, mocového a reprodukéného systému), pricom
inhibuje apoptézu nddorovych buniek, znizuje ich adhéziu
a indukuje angiogenézu (Liao a kol., 2021). Neaktivny pro-
-MMP-7 (28 kDa) sa stiepi na aktivnu formu (19 kDa) naj-
ma pbésobenim oxidacného stresu (Bassiouni a kol., 2021).
Hlavnymi substratmi pre aktivnu MMP-7 su nehelikalne
segmenty nativnych kolagénov (typy IV, V, IX, X a XI), Zela-
tina, elastin a fibronektin (Mustafa a kol., 2022).

V databaze ClinicalTrials.gov je zverejnenych niekolko
klinickych Studii, ktoré su zaloZzené na stanoveni expresie
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MMP v diagnostike, ¢ predikcii CRC. Studia ,Matrixové
metaloproteindzy po operécii a/alebo radiofrekvencnej
ablacii u pacientov s metastazami kolorektalneho karciné-
mu v peceni” (NCT00899210) analyzovala kinetiku posto-
perativnych zmien sérovych hladin MMP (MMP-1, -2, -7,
a -9) a ich inhibitorov (TIMP-1, -2) v zavislosti od pouZitej
operaénej techniky/ radiofrekvenénej ablacii. Stidia mala
pomoct lekdrom predpovedat pooperacné riziko recidivy,
reakciu pacientov na liecbu, ¢i zistit korelaciu rizika reci-
divy s operaénou technikou. Studia véak nepriniesla signi-
fikantné vysledky.

Ciefom dalSej klinickej Studie ,,Expresia matrilyzinu v
réznych stadiach kolorektalnych nadorov” (NCT01570452)
bolo analyzovat MMP-7 v ¢reve a lymfatickych uzlinach
réznych stadii nadorov pomocou imunoanalytickych me-
téd ELISA, Western Blott a imunohistochemickej analyzy
a vyhodnotit jeho expresiu ako potencidlny biomarker
CRC u chirurgicky lie¢enych pacientov. Stidia potvrdila

zvySenie MMP-7 so zvySujucou sa dysplaziou a Stadiom

-
.

-

P =

cytokiny

Proteolyza
fyzickych
bariér

CRC v nadorovom tkanive. Expresia MMP-7 by teda moh-
la pomdct pri diagnostike lokdlneho pokrocilého nadoru,
aviak $tudia sa nedostala do dalsej klinickej fazy. Ulohy
MMP pocas tumorigenézy su zndzornené na obrazku
(Obr.1).

Nakolko existuje mnoho Studii, ktoré potvrdzuju zvy-
Sené expresie MMP-2, -7 a -9 pocas zapalovych a nadoro-
vych ochoreni traviaceho traktu, ciefom predkladanej pra-
ce bolo zistit expresie jednotlivych foriem MMP vzhladom

na pohlavie, vek a lokalizaciu nalezu.

MATERIAL A METODA

Analyzovanu vzorku tvorilo 32 pacientov, ktori boli pri-
jati na 1. chirurgickd kliniku UPJS LF a UNLP v KoSiciach kvo-
li operacného zakroku hrubého ¢reva a/alebo konecnika.
8 pacientom (25%) bol diagnostikovany benigny nalez (di-
vertikulitida, hemoroidy, adeném) a 24 pacientom (75%)
adenokarcinom. Na zaklade TNM klasifikacie bolo do 1.
klinického Stadia CRC zaradenych 8 pacientov (33,33%), 8

Nadorova #Nédorové bunka
pocas EMT

bunka

Endotelialna i
-— ‘ Bazalna
bunka membrina

o Makrofag e Lymfocyt

<« Fibroblast

Metastizovanie

L@, | Neutrofil Kolagén

@ Rastovy faktor MMP

Obrdzok 1 Ulohy matrixovych metaloproteindz poéas tumorigenézy
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(33,33%) do 2. Stadia CRC a 8 (33,33%) do 3. Stadia CRC.
Analyzovanu vzorku tvorilo 14 Zien (43,75%) a 18 muzZov
(56,25%) s priemernym vekom 66 rokov (+/-9). Pocas ope-
racného zakroku bola pacientom odobrand vzorka tkani-
va, ktora bola nasledne homogenizovana v extrakénom
pufri (Invitrogen), centrifugovand 18 000g/20min/40C
a supernatant bol uchovavany pri teplote -800C do doby
analyzy. VSetci pacienti boli o studii pouceni a podpisali
informovany suhlas. Protokol Studie bol schvaleny Etickou
komisiou 2020/EK/06042.

Na detekciu aktivnych/neaktivnych foriem vybranych
MMP bola pouzitd Zelatinova zymografia, ktora prebie-
hala v 10% polyakrylamidovom géli kopolymerizovanom
so Zelatinou (1mg/ml) pri 150V. Po elektroforéze bol gél
trikrdt premyty v 2,5%-nom povrchovo aktivnom rozto-
ku Triton X-100 (Sigma-Aldrich) a inkubovany v renatu-
ra¢nom roztoku obsahujicom iény Zn?*" a Ca?* cez noc pri
37°C. Po inkubacii bol gél farbeny s 0,5%-nym roztokom
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad) a nasledne od-
farbeny v roztoku metanolu a kyseliny octovej. Enzymova
aktivita jednotlivych typov MMP bola pozorovana v podo-
be bielych pasov na modrom podklade gélu (Obr.2). Vy-
sledky boli vyhodnotené v programe Imagel ako plochy
pikov jednotlivych foriem MMP podla denzity pruzkov. Tie
boli nasledné prepocitané na koncentraciu proteinu a pre
efektivnejsie zobrazenie v spolo¢nych grafoch boli pouzité

logaritmy hodn6t. Na Statistické vyhodnotenia bol pouzity

Ladder

250 kDa

75 kD3

10 kDa

neparametricky Kruskal-Wallisov test a Mann-Whitneyho
test. Vysledky s p<0,05 boli posudené ako Statisticky signi-
fikantné.

VYSLEDKY

Rozdiely v expresii jednotlivych foriem MMP boli naj-
skor analyzované v zavislosti od pohlavia pacientov. Naj-
viac sa u pacientov so zapalom/nadorom ¢reva vyskyto-
vala pro-MMP-2, tak u Zien (median 3,621; Obr.3A), ako
aj u muzov (median 3,604; Obr.4A) a naopak, najmenej
sa vyskytovala pro-MMP-7 (median 1,763 u Zien; Ob-
r.3A a 1,933 u muzov; Obr.4A). Rozdiely medzi aktivnymi
MMP-2 a pro-MMP-2 boli statisticky signifikantné u Zien
(Obr.3B) aj u muZov (Obr.4B), rovnako ako rozdiely medzi
aktivnymi MMP-9 a pro-MMP-9 (Obr.3C, Obr.4C). Rozdiely
medzi aktivnymi MMP-7 a pro-MMP-7 boli Statisticky ne-
signifikantné u oboch pohlavi.

U Zien sa zapal/nador potvrdil najéastejsie v oblasti ko-
necnika. V tychto pripadoch bola zvysena expresia najma
pro-MMP-2 (medidn 3,489) a naopak, najmensia expre-
sia bola zaznamenana v pripade aktivnej formy MMP-9
(median 1,893; Obr.5A). Rozdiely medzi aktivnymi MMP-2
a pro-MMP-2 (Obr.5B), aj aktivnymi MMP-9 a pro-MMP-9
(Obr.5C) boli statisticky signifikantné. Rozdiely medzi ak-
tivnymi MMP-7 a pro-MMP-7 boli Statisticky nesignifi-
kantné.

Homo/hetero-
dimery
Pro-MMP-2
Aktivna MMP-2

Obrdzok 2 Ukdzka zymogramu tkanivovych homogendtov pacientov s ndlezmi v éreve a/alebo koneéniku
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Obr.3 A) Vybrané formy MMP u Zien (Kruskal-Wallis p<0,0001 ****); B) MMP-2 u Zien (Mann-Whitney p<0,0001 ****); C) MMP-9 u Zien
(Mann-Whitney p=0,0014 *¥*)
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Obr.4 A) Vybrané formy MMP u muZov (Kruskal-Wallis p<0,0001 ****); B) MMP-2 u muZov (Mann-Whitney p<0,0001 ****); C) MMP-9 u muZov
(Mann-Whitney p=0,0004 *¥)
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Obr.5 A) Vybrané formy MMP u Zien s rektdlnym ndlezom (Kruskal-Wallis p=0,0076 **), B) MMP-2 u Zien s rektdlnym ndlezom (Mann-Whitney
p=0,0076 **), C) MMP-9 u Zien s rektdlnym ndlezom (Mann-Whitney p=0,0079 **)
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Obr.6 A) Vybrané formy MMP u muZov s ndlezom v colon transversum (Kruskal-Wallis p=0,0321 *), B) MMP-2 u muZov s ndlezom v colon trans-
versum (Mann-Whitney p>0,05), C) MMP-9 u muZov s ndlezom v colon transversum (Mann-Whitney p>0,05)
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Obr.7 A) Pro-formy vybranych MMP podla veku pacientov (Krus-
kal-Wallis p<0,0001 ****) B) Aktivne formy MMP podla veku pacien-
tov (Kruskal-Wallis p>0,05)

U muZov sa zapal/nador potvrdil najcastejSie v oblasti
colon transversum. U tychto pacientov, podobne ako u Zien
so zapalom/naddorom v oblasti konecnika, bola zvysena
expresia najma v pripade pro-MMP-2 (median 3,615). Naj-
mensia koncentracia bola zaznamenana v pripade aktivnej
formy MMP-2 (median 2,485; Obr.6A). Rozdiely medzi ne-
aktivnymi a aktivnymi formami MMP-2 (Obr.6B), MMP-9
(Obr.6C) a MMP-7 boli statisticky nesignifikantné.

Po zadeleni pacientov na zaklade veku do skupin nad,
resp. pod 60 rokov sa nepotvrdil Statisticky signifikantny
rozdiel medzi jednotlivymi formami MMP (Obr.7A).

U Zien je mozné pozorovat o nieco vyraznejsie sklony
trendovych spojnic v grafoch porovnavajlcich suvislost
medzi vekom a pro-MMP (Obr.8), ako aj v grafoch po-
rovnavajucich suvislost medzi vekom a aktivnymi MMP
(Obr.9), rovnica doveryhodnosti (R?) je vSak vo vsetkych

pripadoch velmi nizka.

DISKUSIA

Spociatku sa predpokladalo, Ze MMP plnia funkcie
len pocas fyziologickych procesov (rast a vyvin, hojenie
ran a dalsie), no neskér sa ukazalo, Ze su klfucovymi re-
gulatormi mnohych zapalovych procesov. Mohutnou de-
gradaciou ECM a modifikaciou vyznamnych biologickych

drah sa zapajaju do progresie viacerych typov nadorov
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(Pezeskhian a kol., 2021). V nasej studii sme Kruskal-
-Wallisovym testom potvrdili (p<0,0001), Ze u pacientov
so zapalovym ochorenim hrubého ¢reva a konecnika a u
CRC pacientov je Statisticky signifikantny rozdiel medzi
jednotlivymi formami MMP-2, -9 a -7. Tieto ochorenia
su sprevadzané najma vysokymi hladinami pro-MMP-2.
Nakolko podla WHO su na ochorenia gastrointestindlne-
ho traktu nachylnejsi viac muzi ako Zeny, rozhodli sme sa
vybrané MMP analyzovat najméa vzhladom na pohlavie
a urcit ich odlisnosti. Pri porovnani pro-MMP-2 a aktiv-
nej MMP-2 bol potvrdeny Statisticky signifikantny roz-
diel (p<0,0001) v oboch skupinach pacientov. To platilo
aj pri porovnavani pro-MMP-9 a aktivnej MMP-9. U Zien
bol potvrdeny Statisticky signifikantny rozdiel na Urovni
p=0,0014** a u muzov p=0,0004*. Tieto vysledky nazna-
¢uju, Ze stanovenie jednotlivych foriem MMP by mohlo
sluzit ako doplnkova metdda, ktora by sa vyuzivala pri
monitorovani Uspesnosti lieCby zapalovych ochoreni, Ci
kolorektdlneho karcindmu.

Aby sa blizSie Specifikovala skupina pacientov, pre kto-
rych by bola tato liecba ucinna, pokracovali sme v hodno-
teni hladin jednotlivych MMP u pacientov s réznou loka-
lizaciou nalezu. Podla literatiry sa u pacientov vyskytuje
o nieco CastejSie lavostranny primarny ndlez, kam sa radi
aj oblast konecnika a distalna tretina prie¢neho tracni-
ka hrubého creva (Cai a kol., 2018). Zistili sme, Ze Zeny v
nasej skupine pacientov mali najcastejSie nador v oblasti
konecnika. V tychto pripadoch bol opét vysoko Statisticky
signifikantny rozdiel medzi pro-MMP-2 a aktivnou MMP-2
(p=0,0076), ako aj pro-MMP-9 a aktivnou MMP-9. U mu-
Zov, ktori mali najCastejSie diagnostikovany nador v priec-
nom tracniku, sa tieto rozdiely nepotvrdili. Zda sa teda, ze
u Zien s favostrannym primarnym nadorom (LCC; Left-sided
Colorectal Cancer) by bolo vhodné aplikovat postupy na
znizovanie hladin pro-MMP-2 a pro-MMP-9.

Podla Saftaka a kol. (2020) su star$i pacienti, pre kto-
rych su typické komorbidity, postihnutia a orgdnovo-Speci-
fické fyziologické zmeny, Specifickou populaciou pacientov.
Rutinne pouzivany lie¢ebny postup u nich musi byt vzhla-
dom na mnohé faktory modifikovany. V praci sme preto
pristupili aj k zadeleniu pacientov na skupinu starSich a
skupinu mladSich ako 60 rokov. V tomto pripade sa potvr-
dil statisticky signifikantny rozdiel v hladinach pro-foriem
jednotlivych MMP. Pacienti nad 60 rokov maju vyssie hla-
diny pro-MMP-7 a nizsie hladiny pro-MMP-2 a pro-MMP-9
v porovnani s pacientami pod 60 rokov. Nasledne u skupin
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pacientov zadelenych podla veku a pohlavia sice mozno po-
zorovat o nieco vyraznejsie sklony trendovych spojnic v gra-
foch porovnavajlcich suvislost medzi vekom a jednotlivymi
formami vybranych MMP u Zien, rovnica déveryhodnosti je
vsak vo vSetkych pripadoch velmi nizka. Vek sa teda pri Zen-
skych ani muzskych pacientoch neda brat ako faktor, ktory
by pomahal pri Specifikacii skupiny pacientov, u ktorej by
bolo vhodné stanovenie foriem MMP z dévodu zefektivne-
nia liecebného postupu.

Praca navyse preukazala, Ze metdda Zelatinovej zymo-
grafie je velmi vhodnou mozZnostou odlisenia jednotlivych
foriem MMP. Jej vyhodou je, Ze v porovnani s inymi bez-
ne pouzivanymi metodikami, je omnoho lacnejsia. Vdaka
tymto charakteristikdm ma Zelatinovd zymografia vysoky

potencial vyuZitia v klinickej praxi.

ZAVER

Proteiny MMP sa prostrednictvom zloZitych mecha-
nizmov zapdjaju do vzniku ochoreni ¢reva a konecnika a
prechodu z pred-rakovinovych |ézii a polypov do pokroci-
Iého CRC. Stanovenie jednotlivych foriem MMP-2, -9 a -7
by mohlo byt doplfiujicou metddou pri planovani postu-
pu liecby z pohladu vyuZitia cielenych inhibitorov tychto
MMP. Nasa praca predstavuje prvy krok pre buduce kli-
nické vyskumy v tejto oblasti na Slovensku. V spolupraci
s chirurgami a onkolégmi planujeme rozsirit analyzovanu
vzorku pacientov a zaclenit formy MMP do panelu marke-
rov, ktoré je potrebné sledovat pri zapalovych ochoreniach
hrubého creva, konecnika a CRC.
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POCT - TESTOVANIE PRI PACIENTOVI
Cast I: Prehlad stu¢asného stavu a trendov implementdcie, organizacie a regulacie POC testova-
nia v zdravotnickych systémoch vyspelych krajin
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Part I: An overview of the current state and trends of implementation, organization, and regula-
tion of POC testing in high-income countries
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SUHRN

V suéasnosti je vo svete badat vyrazny narast POCT,
pohanany zameranim na decentralizaciu zdravotne;j sta-
rostlivosti a rastticim zaujmom o telemedicinu, domace
testovanie a monitorovanie. Testovanie pri pacientovi
(Point of care testing, POCT) je rychlo sa rozvijajica oblast
decentralizovanej diagnostiky, ktora ponuka potencial
na zlepSenie starostlivosti o pacienta v podmienkach pri-
marnej aj sekundarnej starostlivosti. Je uzitocné najma
v prostredi, kde nie su dostupné diagnostické laboraté-
ria. POC pristroje dodavaju vysledky v realnom case, ¢im
sa urychluje rozhodovaci proces s klinickym rozhodnu-
tim. Zariadenia POC pouZiva vo vSeobecnosti oSetrujtci
personal, ktory nema laboratérne znalosti, vzdelanie,
Skolenia a zruénost ako laboratérni profesionali. POCT
dobre funguje v sietach pracujucich v synergii s central-
nymi laboratériami. V tomto kontexte POCT zariadenia
ponukaju mnoZstvo vyhod, ale predstavuju aj klinické
riziko. Pri kazdom diagnostickom teste je dolezité, aby
spravny test na spravnom pacientovi vykonala vhodne
vyskolena osoba pomocou presne kalibrovaného zaria-
denia. Klinickd prax a medzinarodné normy vyzaduju,
aby laboratérne vysledky boli spolahlivé (presné a sprav-
ne) bez ohladu na to, ¢i su analyzované pri 16Zku pomo-
cou POCT alebo v laboratériu. Hlavnym cielom prvej cas-
ti tohto ¢lanku je podat struény prehlad suéasného stavu
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testovania v blizkosti pacienta (POCT) v Eurdpe a vo sve-
te, priom osobitna pozornost je venovana $pecifickym

podmienkam v jednotlivych krajinach.

Klacové slova: zdravotny systém; zdravotné poiste-
nie; laboratérna medicina; POCT; implementdcia; kvalita

ABSTRACT

There is currently a significant increase in POCT, driv-
en by the focus on decentralization of healthcare and
the growing interest in telemedicine and home testing
and monitoring. Point of care testing (POCT) is a rapid-
ly developing field of decentralized diagnostics that can
potentially improve patient care in primary and second-
ary care settings. They are especially useful in environ-
ments where diagnostic laboratories are not available.
POC devices deliver real-time results, speeding up the
clinical decision-making process. POC devices are gener-
ally used by nursing staff who do not have the laboratory
knowledge, education, training, and skills of laboratory
professionals. However, they work well in networks op-
erating in synergy with central laboratories. In this con-
text, POCT devices offer several advantages and pose
a clinical risk. With any diagnostic test, the right test
must be performed on the right patient by a properly




trained person using precisely calibrated equipment.
Clinical practice and international standards require lab-
oratory results to be reliable (accurate and correct), re-
gardless of whether they are analyzed at the bedside us-
ing POCT or in the laboratory. The main objective of this
article is to provide a brief overview of the current state
of near-patient testing (POCT) in Europe and the world
with particular attention paid to country-specific details.

Key words: health system; insurance system; labora-

tory medicine; POCT; implementation; quality

TERMINOLOGIA A SKRATKY

Point of Care Testing (POCT) je testovanie vykonavané
kvalifikovanym zdravotnickym pracovnikom na mieste po-
skytovania zdravotnej starostlivosti mimo priestorov kli-
nického laboratéria. Poznamka. Existuje mnoho roéznych
definicii POCT, ¢o vedie k mylnym predstavam a zmatkom
nielen laikmi, ale i odbornymi pracovnikmi. Termin POCT
sa v niektorych situaciach pouziva nespravne a preto je na
tomto mieste pouzita definicia podla Delphi.

POCT operator je osoba, ktora presla skolenim a hodno-
tenim uznanou skoliacou instituciou, organizaciou, kurzom
alebo programom a je spdsobila na obsluhu pristrojov POCT.

Near-patient testing (NPT) je testovanie vykonavané
zdravotnickym pracovnikom v tesnej blizkosti pacienta.

Bedside testing (BST, BT) je testovanie vykonavané
zdravotnickym pracovnikom pri 16Zku pacienta.

Direct to Consumer Testing (DTCT, DTC) je priame tes-
tovanie spotrebitefom (pacientom).

Direct access testing (DAT) je testovanie s priamym
pristupom spotrebitela (vyberom testu pacienta), t. j. tes-
tovanie pozadované priamo spotrebitelom (nie lekarom).
Test sa vykondva v klinickom laboratériu, ale Ziada ho (au-
torizuje) sam pacient, ktory ho uhradza ako samoplatca.
DAT nie je financované zo zdravotného poistenia (alebo
iba CiastoCne podla regulacnych opatreni danej krajiny)
stavia laboratérneho profesionala vo vztahu k pacientovi
(spotrebitelovi) do priameho servisného vztahu.

Patient self testing (PST) znamena samotestovanie
pacientom (spotrebitelom).

Over-the-counter (OTC) tests su volnopredajné testy,
ktoré bez lekarskeho predpisu predava lekarnik v lekarni
alebo online.

Delphi je metéda na zhromazdovanie Udajov od res-
pondentov v ramci ich odbornosti. Tato technika je sku-
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pinovy komunikaény proces, ktorého ciefom je dosiahnut
konvergenciu nazorov na konkrétny problém v redlnom
svete (HSU, 2007).

uvoD

Testovanie v blizkosti pacienta zohrava dolezitu ulohu
pri poskytovani efektivnej zdravotnej starostlivosti. Testo-
vanie na mieste starostlivosti znamena vykonanie testu
pomocou zariadenia alebo testovacej supravy v pritom-
nosti pacienta bez potreby poslat vzorku do laboratéria.
V publikaciach sa pouZzivaju rbzne privlastky - testovanie
v blizkosti pacienta (Near patient testing), pomocné testo-
vanie (Ancillary testing), satelitné testovanie (Satellite tes-
ting), testovanie pri I6Zku (Bedside testing), testovanie na
dialku (Remote testing), lekarske laboratérium (Physicia-
n’s office laboratory). V tejto suvislosti sa ¢asto spomina aj
domace testovanie (Home testing) alebo samotestovanie
(Self-testing), tie vSak nepatria do POC testovania.

Aj ked st POC pristroje velkostou malé zariadenia, su
vybavené pokrocilymi technoldgiami, ktoré vyzaduju pres-
né dodrZiavanie predpisanych postupov. Nelaboratornym
profesionalom sa moze zdat, ze obsluha POC pristrojov je
velmi jednoduch3, ale takéto vnimanie testovania byva
zradné. Jednoduchost neznamend laxnost. Naviac, roz-
manitost POCT pristrojov a ich umiestnenie, edukacia,
Skoliace aktivity a analytické zru¢nosti operatorov stazuju

kontrolu, spravu a integraciu POC testovania.

V porovnani s centralnym laboratériom ponuka POC
testovanie niekolko vyhod:

e laboratérny test (analyza) sa vykonava na pockanie
pri pacientovi,

e skratenie doby vySetrenia urychluje diagnosticky
a lieCebny proces,

e rychlejSie rozhodovanie a zlepSeny klinicky ma-
nazment vdaka bezprostrednej dostupnosti vysled-
kov,

e nie sU potrebné opakované ndvstevy pacientov na
prediskutovanie vysledkov a dalSich krokov,

¢ zlepsuje klinické vysledky a rychlost v akutnych situa-
ciach,

e skracuje dobu a ndklady na nevyhnutnu hospitaliza-
ciu,

e umozZnuje vacsie zapojenie kazdého pacienta do
vlastnej starostlivosti (triage) podla naliehavosti po-
treby,
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je vyznamnym pomocnikom pri epidémii, pandémii
a v katastrofickych situdciach,

poskytuje komfort lekarom, vyssiu bezpeénost a spo-
kojnost pacientov,

skvalitriuje zdravotnu starostlivost na vidieku,
minimalizuje invaziu - vyZzaduje nendrocny odber bio-
logického materidlu,

maly objem vzorky (ale prili§ maly objem nie je vidy
vyhodou, moze spbsobit problém s presnostou pipe-
tovania),

nepotrebuje transport vzoriek do centralneho labora-
téria,

aplikacia nativnej vzorky nevyzaduje Upravu,

POC pristroje maju malé naroky na priestory,

vacsie pohodlie, bezpeénost a spokojnost pacientov
— vzhladom na rychlost diagnostiky a rozhodnutia
o liecbe,

viac prileZitosti na zapojenie pacientov do timu (vse-

obecného) lekara.

Napredovanie v technoldgiach ukazuje, ze pristroje

POCT su ¢oraz presnejSie a spolahlivejsie. Tento pokrok je

.....

hody ako predtym. Tak ako ¢okolvek v laboratérnej medi-

cine, aj POC testovanie ma nielen vyhody ale aj nevyhody.

Nevyhody POC testovania determinuju v praxi hlavne:

Rozdiely v metodoldgidch a technoldgidch

e POCT vyuZiva r6zne metddy a technoldgie, ktoré

maju rozne obmedzenia a interferencie a mézu sa li-
Sit od testovacich metdd pouZivanych v centrdlnom
laboratoriu.

Kontamindacia a nespravny odber vzoriek su Specifické
pre metddu a pristroj.

Sprdvne pouZitie testovacich metdd. Testovacia
suprava alebo zariadenie sa nema pouzivat mimo ur-
c¢eného poufzitia. Niektoré testovacie metédy POCT sa
mozu pouzit len na skrining a nemozno ich poufZit na

diagnostiku.

Spébsobilost persondlu

Nevyhnutné je kvalitné vzdelanie, laboratérna zruc-
nost a prax (tréning) v laboratérnych technikach.
(sestier)  ostatnymi

Pretazenost  operatorov

¢innostami a Glohami.
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Skladovanie cinidiel
e Skladovacie priestory Ccinidiel musia byt vhodné

(chladné a suché).

e Reagencie sa nemaju pouzivat po uplynuti doby tr-

vanlivosti (exspiracie) spotrebného materidlu.

Kvalita a spolahlivost vysledkov
¢ Rychlost je kralom, ale spolahlivost je viac ako kral.

POC testu mozZete dbverovat iba vtedy, ak poskytu-
je rovnaké vysledky ako laboratérny test. Laborator-
ne testovanie podlieha niekolkostupnovej kontrole
kvality (interna kontrola, externé hodnotenie, Delta-
-Check, AON-priemer normalov, atd"), zatial o POC
testovanie je menej regulovana oblast, v ktorej tieto
nastroje chybaju.

Rozdiely v testovacich podmienkach a metddach
a personalom vnimana zdanliva jednoduchost testo-
vacich metdd je zavadzajuca a potencidlne prispieva
k nedostatku pozornosti pri testovani.

Rozdiely v Urovni vzdelania, Skolenia a skusenosti za-
mestnancov vykonavajucich testy, ako aj potencialna
fluktudcia zamestnancov, ovplyviuju kvalitu a spo-
lahlivost vysledkov.

Testy vykonava nelaboratérny persondl, chyba mu
laboratérna kvalifikacia, vzdelanie a prax. Sestry su
pri testovani ,rozptylované” mnohymi dalSimi po-
vinnostami okolo pacientov a vedie to k podceneniu
alebo prehliadaniu doélezitych aspektov laboratérnej
prace.

Vysledky testov nemusia byt porovnatelné s vysled-
kami centrdlneho laboratéria. Metddy pouzivané
v POCT sa liSia od metdd pouzivanych v centralnom
laboratdriu. V porovnani s centralnym laboratériom
moze POCT znamenat vacsiu variabilitu vysledkov. Tato
variabilita méZe ovplyvnit starostlivost o pacienta.
Testovanie si vyzaduje dennu, resp. tyzdennu kontro-
lu kvality, alebo vZdy vtedy, ak sa za¢ne pouZivat nova

Sarza reagencii, pruzkov alebo kaziet.

Riadenie dokumentdcie
e Laboratérne vysledky sa do zdravotnej dokumentacie

prendsaju automaticky elektronickou cestou, zatial
€o zapis POCT vysledkov do zdravotnej dokumentacie

je ¢asto manualny a sposobuje transkripéné chyby.

e Na automaticky prenos POCT udajov do zdravotnej

dokumentdcie absentuje konektivita zariadeni.




Compliance

Testovanie na mieste starostlivosti si vyZaduje pravi-
delny dohlad a presadzovanie najlepsich laboratérnych
postupov. Aby bolo mozné primarne zabezpedit kvalitné
vysledky a procesy testovania je potrebné zaviest uz pri
vybere POCT pristrojov a testov kvalifikované posudzova-
nie.

CINITELE OVPLYNUJUCE LABORATORNE VYSETRE-
NIE A IMPLEMENTACIU TESTOVANIA NA MIESTE
STAROSTLIVOSTI

Organizacia a prax klinickej chémie a laboratérnej
mediciny v krajinach, ktoré tvoria EU, je rozmanita z nie-
kolkych hladisk, napr. ndazov a definicia odboru, systém
vzdelavania a kvalifikacné poziadavky na pracovnikov, me-
dziodborové hranice, zodpovednost lekdrov a laborator-
Ustred-
nym problémom laboratérnych profesii je vyvoj systému

nych diagnostikov, skolenia (Oosterhuis, 2015).

kvality zaloZzeny na ISO/EN 15189, ktory v mnohych labo-
ratéridch v EU prebiehal réznym tempom. V tejto oblasti
su medzi krajinami velké rozdiely. Niektoré krajiny, napr.
Svédsko, Finsko, Holandsko a Franctzsko, dosiahli takmer
Uplné zavedenie auditov a akreditacia je u nich pre kazdé
laboratérium povinna zo zakona. V inych krajinach, napr.
Rakusko a Taliansko, sa viac pouziva systém kvality pod-
l[a ISO 9000, ktory je povinny zo zdravotného poistenia
(Taliansko). Hoci norma ISO 15189 nie je v Nemecku zo
zakona povinna, smernica Nemeckej lekarskej komory na
zabezpecenie kvality medicinskych laboratérnych vysetre-
ni (pravny predpis RiliBAK), ktora prijala zakladny obsah
ISO 15189, najma aspekty riadenia kvality a riadenie do-
kumentov za zéklad, je v Nemecku povinna.

Testovanie na mieste starostlivosti je vo svete naj-
rychlejSie rastuci trh v segmente IVD. Podla prieskumu
Future Market Insights (2023), prieskumnika globalnych
trhovych trendov, sa ocakava, zZe globdlny trh s diagnos-
tikou v mieste starostlivosti porastie v rokoch 2023-2032
kumulovanou ro¢nou mierou rastu (CAGR) o 6,8 %. Od-
haduje sa, Ze trhova hodnota vzrastie z 38,7 miliard USD
v roku 2023 na 74,8 miliard USD do roku 2033. Podla
Precedence Research (2023), popredného poskytovatela
strategickych informacii o trhu, sa globalna velkost trhu
testovania v mieste starostlivosti (POCT) v d6sledku naras-
tajuceho poctu ochoreni medzi obyvatelstvom odhadova-
la v roku 2023 na 35,33 miliard USD a ocakava sa, Ze do

roku 2032 dosiahne priblizne 99,33 milidrd USD s rastucou
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kumulovanou ro¢nou mierou rastu (CAGR) o 12,2 % (Fu-
ture Market Insights, 2023; Precedence Research, 2023).
Najvacsim trhom POCT vo svete je severna Amerika, ktora
v roku 2021 predstavovala 46 % podiel. Najvacsi segment
predstavovali produkty na monitorovanie glukdzy (27 %)
a podla technologickej platformy ziskal segment lateral-
nych prietokovych testov az 36 % podiel na trhu. Vyznam-
ne rastie segment OTC (volnopredajné testy), ktoré pred-
stavovali az 59 % podiel na trhu. Vysoky regionalny trhovy
podiel ma Latinska Amerika a Eurdpa, ktoré je po Spoje-
nych statoch druhym najvacsim svetovym trhom. Hnacim
motorom rastu eurépskeho trhu s testovanim na mieste
starostlivosti (POCT) je narastajuca prevalencia infekénych
a chronickych choréb. Spojené kralovstvo, Francuzsko
a Nemecko su tri najdominantnejsie krajiny na eurépskom
trhu POC diagnostiky. Klu¢ovi producenti POC diagnostik
a pristrojov st Abbott, ACON, Becton Dickinson, Bio Rad,
bioMerieux, Danaher, Diasorin, DiaSys, EKF, Fluxergy, Ho-
logic, Chembio, InBios, Jiangsu Mole Bioscience, Johnson
and Johnson, LifeScan, Menarini, Nova Biomedical, Ora-
Sure, PHC, Qiagen, Quidel, Radiometer, Roche, SD Biosen-
sor, SEKISUI, Siemens, Sinocare, Sysmex, Thermo Fisher,
Trinity, UNIMA, Visby. Mnohé spolocnosti sa pokusaju
uviest svoje POCT produkty na trh v Eurdpskej tnii a preto
implementuju Nariadenie o diagnostickych zdravotnickych
pomdckach in vitro (EU IVDR) 2017/746 (Regulation (EU)
2017/746; Regulation (EU) 2022/112; Balla, 2022). Rozvi-
jajuci trend POCT v Eurdpe a implementacia IVDR kladie
na vyrobcov zvyéené naroky. Clanok 2 EU IVDR definuje
POCT ako pomdcku uréenu na vykondvanie testov mimo
laboratérneho prostredia, ktoré vo vseobecnosti vykona-
va zdravotnicky pracovnik v blizkosti pacienta alebo vedla
neho. Rovnako ako akékolvek iné IVD, aj POCT produkty
musia poziadat o postudenie zhody a ziskat oznacenie CE.
Pre POCT su vsak v IVDR dalsie poziadavky, najma preu-
kazanie podstatnych dbkazov o bezpecnosti konstruk-
cie a vykonu, ale najma zabezpecenie kvality produktov
a splnenie akreditacnych poziadaviek. POC testy su urcené
obvykle uzivatefom mimo laboratérneho prostredia, ktori
nemaju potrebné laboratdrne zruénosti, mozu robit chy-
by, ktoré zhorsuju kvalitu produktu. Preto IVDR jasne sta-
novuje povinnost vyrobcov produkt navrhovat a vyrabat
so zretelom na zrucnosti pouZzivatelov. Informacie a poky-
ny dodévané s POCT pomdckou musia byt pre pouZivatela
l[ahko zrozumitelné, aby mohol spravne vykonat analyzu
a spravne interpretovat vysledok poskytovany zariadenim.
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Vyrobcovia a dodavatelia POCT zariadeni musia zabezpe-
Cit potrebné skolenia, vzdeldvanie a poskytnutie znalos-
ti a zruénosti uréenym uzivateflom. Vyrobca/dodévatel
musi v Case pouZitia zariadenia zabezpelit overovanie
funkcionalit zariadenia a ¢o najviac zniZit riziko chyby pri
manipuldcii so zariadenim a vzorkami. Ak su testy uréené
na poutzitie v Sirokom rozsahu prostredi, vyrobcovia musia
preukdzat, Ze test mozno spolahlivo pouZit v prislusnych
zariadeniach (napriklad v ambulanciach, v domovoch se-
niorov, pohotovosti, ap.). POCT produkty musia byt vy-
bavené pribalovym papierovym navodom, elektronicky
format (tzv. elFU) nestadi. Z hladiska posudzovania zhody
je cely proces pre POCT produkty rovnaky ako pre ostat-
né laboratorne zariadenia. V technickej dokumentacii sa
vsak vyZaduje, aby POCT obsahovali konstrukéné detaily
odovodnujuce rozsah ich zariadenia. Pri poddvani Ziadosti
o posudenie zhody notifikovanym organom musia POCT
obsahovat spravy o skuskach, vysledky studii vykonanych
s uréenymi pouZivatelmi a Udaje preukazujice vhodnost
manipuldcie s pomdckou na jej zamyslané pouZitie. Po
uvedeni na trh musi byt zavedeny pravidelne aktualizova-
ny systém dohladu (post-market surveillance).

Rastlci pocet dostupnych testov na mieste starostli-
vosti (POC) je vyzvou pre lekarov pri rozhodovani aké testy
pouzit, ako ich efektivne vyuZivat a ako interpretovat vy-
sledky. Hoci testy POC mozu ponuknut vyhody v podobe
kratkeho Casu obratky, zlepsenej spokojnosti pacientov
a zdravotnych vysledkov, len malo z nich sa skuto¢ne vyu-
Ziva v klinickej praxi. Vysledky nedavnej holandskej studie
0 uzivani a osvojeni testov na mieste starostlivosti pomo-
cou multikriterialnej rozhodovacej analyzy povazuju za
najdolezitejsie klinicku uzito¢nost testu a jeho technicku
vykonnost a rizika (Kip, 2019). Napriklad odbornici upred-
nostnili test POC CRP pred jeho laboratornym ekvivalen-
tom, zatial ¢o test POC HbAlc neuprednostnili. Studia
identifikovala kritérida a poznatky o ich relativnom vplyve
na uspesnu implementaciu a vyuzitie POC testov v klinic-
kej praxi. Zoznam kritérii identifikovanych v spominanej
studii moéze ulahdit spravny vyber POCT zariadenia, jeho

efektivnu implementdciu a pouZivanie v praxi.

Spokojnost pacienta: Do akej miery sa o¢akdva, Ze pouZi-
tie testu POC zlepsi sluzby v prospech pacienta.

Zrozumitelnost pracovnych pokynov: Rozsah, v akom su
postup testu POC jasne a zrozumitelne napisany v pro-
tokoloch a/alebo priruckdch.
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UzZivatelska privetivost: Do akej miery je POC test lahko
vykonatelny.

Interpretacia testu: Do akej miery je vysledok POC testu
lahko citatelny a rézne vysledky testov lahko interpre-
tovatelné.

Cas obratu (TAT): Do akej miery st vysledky POC testu
okamZite dostupné.

Frekvencia pouZivania: Do akej miery sa test dostatocne
vyuZiva vzhladom na indikdciu a velkost ambulancie.

Priestor pre inovacie: Miera, do akej tlak kaZzdodennej pra-
xe nechdva priestor pre inovdcie a moZnosti na zmenu.

Pracovna zataz: Do akej miery je mozné implementovat
POC test bez dramatickych zmien v doterajsom spéso-
be prdce a uZivatelskej zataZi.

Podpora, skolenia a kontrola kvality: Do akej miery je
zavedenie, udrzba a kontrola kvality POC testu, ako
aj zaskolenie persondlu dostatocné a podporované
vyrobcom/doddvatelom a koordindtorom z laborato-
ria a ordindcie.

Konektivita: Rozsah, v akom st vysledky a chyby POC testu
evidované v informacnom systéme.

Klinicka uZito¢nost: Do akej miery md sprdvne (liecebné)
rozhodnutie zaloZené na vysledku POC testu pridanu
hodnotu v klinickych vysledkoch.

Technicky vykon: Do akej miery je POC test presny, sprav-
ny, spolahlivy a robustny v rukdch pouZivatela.

Negativna prediktivna hodnota: Podiel negativnych vy-
sledkov, ktoré su skutocne negativne, ¢o zvysuje schop-
nost pouZivatela spolahlivo vylucit stav.

Pozitivna prediktivna hodnota: Podiel pozitivnych vysled-
kov, ktoré su skutocne pozitivne, o zvysuje schopnost
pouZivatela spolahlivo diagnostikovat stav.

Rizika: Vplyv (nesprdvnej) lie¢by/ rozhodnutia na zdklade
(nesprdvneho) vysledku testu.

Klinické usmernenia: Rozsah, v akom je POC test imple-
mentovany v ndrodnych usmerneniach.

Vedecky dokaz: Do akej miery je pridand hodnota POC tes-
tu preukdzand vo vedeckej literature.

Uhrada: Prepldca sa vysetrenie POC u vseobecného lekd-
ra?

Celkové naklady: Ocakdva sa, Ze test POC zniZi ndklady na
systém zdravotnej starostlivosti.

Legislativa: Do akej miery inovdcia zapadad do existujucich
prdvnych predpisov.




VYVOJ ZDRAVOTNICKYCH SYSTEMOV, LABORA-
TORNEHO PROSTREDIA A TESTOVANIA NA MIESTE
STAROSTLIVOSTI VO VYSPELYCH KRAJINACH

Vel'ka Britania

V Anglicku, Skétsku, Severnom irsku a Walese sa uplat-
nuju rézne zasady zdravotnej starostlivosti. Zastresujuci
nazov, ktory sa bezne pouZiva na oznacenie Styroch sys-
témov zdravotnej starostlivosti financovanych z verejnych
zdrojov v Spojenom kralovstve (suhrnne alebo jednotlivo)
sa nazyva Narodna zdravotna sluzba (National Health Ser-
vice, NHS). Podla zdkona je v Anglicku len jedna poistovria
a tou je statna NHS a poisteni v nej musia byt vsetci oby-
vatelia. Ministerstvo zdravotnictva a socialnych veci spolu
s NHS prezentovali v r. 2019 spolo¢nu dohodu o tom, ako
komunitna lekdren podpori poskytovanie dlhodobého
planu NHS. Zakladom dlhodobého planu je posunut tra-
di¢ny model nemocnicnych sluzieb k prisposobivejSiemu
pristupu v komunitnych lekdrnach tak, aby pacienti do-
stavali zdravotnu starostlivost blizSie k bydlisku. V r. 2024
by mali komunitné lekarne ziskat pristup k zdravotnej do-
kumentacii pacientov od vSeobecnych lekarov. Systém im
ma umoznit tieto zdznamy aktualizovat. Sluzba GP Con-
nect umozni lekdrnikom nahliadnut priamo do zaznamu
vseobecného lekara tak, aby videli vysledky testov a vy-
Setreni pacientov. Lekarnici by v buddcnosti mali ziskat
pristup aj k informdciam o alergiach pacientov, konzulta-
ciam vSeobecnych lekdrov a vakcindcii. Podla zmluvného
rdmca medzi vladou, NHS a Vyborom pre dohodovanie
farmaceutickych sluZieb (PSNC) tato dohoda garantuje
komunitnym lekarfniam v nasledujucich piatich rokoch fi-
nanénu stabilitu takmer 13 milidrd libier. Tato vyznamna
investicia v porovnani s pévodnymi vladnymi planmi oce-
fuje prinos, ku ktorému sa komunitna lekaren zaviazala
prispiet k splneniu dlhodobého planu NHS. Zavadza sa
systém platieb za kvalitu s ciefom posunut lekarne sme-
rom k ovela viac klinicky zameranym sluzbam a zavadza
relevantnu legislativu a zdroje na podporu poskytovania
sluzieb POCT, ktory zaistuje spravny vyber POCT pristro-
jov, ich kompetentné pouzivanie vySkolenymi operatormi
a efektivnu udrzbu. Dohoda ma tri podmienky kvality: 1.
POCT vybavenie musi byt vhodné na zamyslany ucel; 2.
pouZzivatelia musia rozumiet funkcii a obsluhe POCT zaria-
deni; 3. musia ich udrziavat v bezpe¢nom, bezchybnom
a spolahlivom stave a zaistit primerant bezpecnost a kva-
litu sluZieb s cielom optimalizovat naklady a minimalizovat
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riziko. Tento dokument by sa mal pouZivat ako referencia
a usmernenie pri planovani, navrhovani, implementdcii a
poskytovani sluzieb POCT v komunitnych lekarnach.

Za regulaciu trhu so zdravotnickymi pomo6ckami v Spo-
jenom kralovstve je zodpovedny Urad pre reguldciu liekov
a zdravotnickych pomdcok (Medicines and Healthcare
products Regulatory Agency, MHRA), ktory v r. 2021 ak-
tualizoval smernicu Manazment a pouZivanie testu IVD
zariadeni na mieste starostlivosti (Management and use
of IVD point of care test devices). Toto usmernenie posky-
tuje informacie Uradu pre reguléciu liekov a zdravotnic-
kych pomécok o certifikacii, registracii a oznaceni zhody
POCT zariadeni v dobe po vysttpeni Velkej Britanie z EU.
Usmernenie obsahuje rézne pravidld, ktoré platia vo Vel-
kej Britanii (Anglicko, Wales, Skétsko) a Severnom frsku.
V Severnom irsku platia iné pravidld ako vo Velkej Britdnii.
V tomto usmerneni pojem ,,zdravotnicka pomocka“ zaht-
na diagnostické zdravotnicke pomdcky in vitro a aktivne
implantovatelné zdravotnicke pomécky a nevztahuje sa
na iné produkty oznacené CE alebo UKCA, ktoré podlie-
haju samostatnému usmerneniu. 1. januara 2021 doslo
k niekolkym legislativnym zmendm v sp6sobe uvadzania
zdravotnickych pomécok na trh vo Velkej Britanii (An-
glicko, Wales a Skétsko). Pred uvedenim POCT produktu
na trh Velkej Britanie musi byt vyrobca zaregistrovany
v MHRA, ktory niektoré POCT pristroje hodnoti spolu
s Uradom obstaravania NHS. Ak ma vyrobca zdravotnic-
kych pomocok sidlo mimo Spojeného kralovstva a chce
umiestnit pomécku na trh Velkej Britdnie, musi menovat
na vsetky svoje zariadenia zodpovednu osobu pre Spojené
kralovstvo, ktora bude konat v jeho mene pri vykonavani
Specifickych uloh, ako je napriklad registracia. Vlada vo
Velkej Britanii zaviedla legislativu na prediZenie akceptd-
cie pomocok s oznacenim CE po 30. juni 2023. Znacka CE
je oznacenie, ktoré umoznuje uvedenie zdravotnickej po-
mocky na trh EU. VIada zaviedla opatrenia, ktoré zabezpe-
¢uju, Ze zdravotnicke pomocky s oznaéenim CE mézu byt
uvadzané na trh Velkej Britanie v nasledujucich ¢asovych
harmonogramoch: a) vseobecné zdravotnicke pomdcky
v stlade so smernicou EU o zdravotnickych poméckach
(EU MDD) alebo smernicou EU o aktivnych implantovatel-
nych zdravotnickych poméckach (AIMDD) s platnou dek-
lardciou a oznacenim CE je mozné uvadzat na trh Velkej
Britanie az do uplynutia platnosti certifikatu alebo do 30.
juna 2028; b) diagnostické zdravotnicke pomaocky in vitro
(IVD), ktoré su v stlade so smernicou EU o diagnostickych
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zdravotnickych pomaéckach in vitro (IVDD), je moZné uva-
dzat na trh Velkej Britanie az do uplynutia platnosti certi-
fikdtu alebo do 30. juna 2030; c) vSeobecné zdravotnicke
pomdcky, ktoré si v stlade s nariadenim EU o zdravotnic-
kych poméckach (EU MDR) a IVD v stilade s nariadenim EU
o in vitro diagnostickych zdravotnickych pomdckach (EU
IVDR) m6zu byt uvedené na trh Velkej Britanie do 30. jina
2030. Ked%e EU u? nezahfiia Spojené kralovstvo, notifiko-
vané organy Spojeného kralovstva nie st schopné vydavat
certifikaty CE a stali sa certifikovanymi organmi Spojeného
kralovstva (oznacenie UKCA). Britska legislativa okrem iné-
ho definuje jasnu cestu pre reorganizaciu laboratérnych
sluzieb. Postupy riadenia kvality a vylepseny akreditacny
systém by mali byt povinné pre vietkych poskytovatelov
laboratérnych sluzieb, vratane poskytovatelov POCT. Vset-
ci poskytovatelia laboratérnych sluzieb by mali podliehat
povinnej akreditacii organizaciou nezavislou od poskyto-
vatelov a profesii. Povinna akreditacia (vratane testovania
na mieste starostlivosti) ma poskytnut verejnosti istotu, Ze
kvalita laboratérnych sluzieb bola nezavisle overena ako
splnila Standardy. Okrem toho odporucanie uvadza ,, ... Ze
od vsetkych poskytovatelov laboratérnych sluZieb (vrata-
ne poskytovatelov testovania na mieste starostlivosti) by
sa mala vyzadovat ucast na klinickom audite a inych ¢in-
nostiach klinického riadenia ako dalSieho prostriedku na
podporu kvality; a aby sa vSetci zamestnanci podielajuci
sa na poskytovani laboratdrnych sluzieb, vratane technic-
kého a podporného personalu, podielali na prisluShom
nepretrzitom odbornom rozvoji v rdmci zachovania svojej
spobsobilosti a kompetencii.

Proces integracie POCT v Anglicku moZzno povaZovat za
zloZity vzhladom na velky pocet réznych zainteresovanych
stran zapojenych do POCT v porovnani s inymi systéma-
mi zdravotnej starostlivosti. Tato zloZitost méze prispiet
k tomu, Ze zainteresované strany nepochopia, kto je zod-
povedny za integrdciu inovacii, a tym vysvetluje obmedze-
nu integraciu POCT.

Nemecko

Nemecko je federativnou demokratickou parlament-
nou republikou tvorenou Sestndstimi, CiastoCne suverén-
nymi spolkovymi krajinami (Bundeslander). Kazdy nemec-
ky spolkovy stat (Bundesland) ma svoju vlastnu spolkovu
vladu a prislusny organ pre oblast zdravotnictva. Rovnako
ako vsetky krajiny Eurdpskej Unie, aj Nemecko prijalo nové
Nariadenie (EU) 2017/745 o zdravotnickych poméckach.
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Vsetky zdravotnicke pomécky, ktoré su uvadzané v Ne-
mecku na trh, musia mat oznacenie CE a od vyrobcov sa
vyZaduje, aby mali vydané vyhldsenie o zhode. Vyrobca
zdravotnickej pomocky je zodpovedny za vykonanie po-
stupu posudzovania zhody. Clanok 9 smernice EU 98/79/
ES stanovuje, Ze IVD sa klasifikuju ako vysoko rizikové
a rizikové produkty (priloha I, zoznam A a B), pomocky na
samotestovanie a vSetky ostatné IVD.

Viyrobcovia mimo EU musia vymenovat svojho autorizo-
vaného eurdpskeho zastupcu. Osoba zodpovedna za prvé
uvedenie zdravotnickej pomécky na trh so sidlom v Nemec-
ku to musi ozndmit miestnemu Uradu zodpovednému za
prislusnu spolkovu krajinu. Okrem toho pri prvom uvedeni
na trh musi zodpovedna osoba identifikovat osobu zodpo-
vednul za bezpecnost a informovat o nej prislusny organ.
Oznamenia musia byt uskuto¢nené online prostrednictvom
webovej stranky Federalneho ustavu pre lieky a zdravotnic-
ke pombcky (Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizin-
produkte, BfArM), ktora je neustdle aktualizovana v nem-
Cine a angli¢tine. Implementacia eurdpskych poZiadaviek
sa v Nemecku riadi Vyhlaskou o zdravotnickych pomdckach
(Verordnung liber Medizinprodukte, MPV), Vyhlaskou o
bezpecnosti zdravotnickych pomécok (Medizinprodukte-
-Sicherhetsplanverordnung, MPSV) a Vyhlaskou o databan-
ke, ktorou sa riadi informacny systém Nemeckého Ustavu
pre zdravotnicku dokumentéciu a informacie (Deutsches
Institut fiir Medizinische Dokumentation und Information,
DIMDI). Vyhlaska o prevadzkovatelovi zdravotnickych po-
mocok (Medizinprodukte-Betreiberverordnung, MPBetre-
ibV) je narodny nemecky predpis, ktory stanovuje poZia-
davky na tvorbu, prevadzku a pouzivanie zdravotnickych
pomdcok. V niektorych pripadoch sa vyrobcovia stavaju aj
prevadzkovatelmi, a preto podliehaju MPBetreibV. Okrem
eurdpskych poziadaviek Nariadenia (EU) 2017/745 sa v Ne-
mecku uplatiuju aj dalSie pravidla, ktoré spadaju do sféry
narodnej regulacnej kompetencie a ktoré nemaju oporu
v eurdpskom prave. SU to napr. ustanovenia na obsluhu,
pouzivanie a udrzbu zdravotnickych pomaocok, o lekdrskom
predpise pre zdravotnicke pomaocky pre lekarne, o doma-
cej (in-house) vyrobe zdravotnickych pomdocok, postupoch
narabania so zdravotnickymi pomockami a predaji zdravot-
nickych pomaocok. Vo vnutrostatnych pravnych predpisoch
o zdravotnickych poméckach platia v Nemecku aj ustano-
venia o vykonavani klinickych skiSok a dohladu zo strany
prislusnych organov, ktoré definuju poziadavky v konkrét-
nej podobe. Vyhlaska o prevadzkovatelovi zdravotnickych




pomécok (MPBetreibV) a vyhlaska o bezpecnosti zdravot-
nickych pomécok (MPSV) su pre uzivatelov zdravotnickych
pomécok mimoriadne délezité. Bezrizikové uZivanie zdra-
votnickych pomocok si vyZzaduje dodrzanie minimalnych
poziadaviek uvedenych v tychto vyhlaskach.

Okrem uvedeného sa uzivatelov POCT v Nemecku tyka
aj Smernica Nemeckej lekdrskej komory na zabezpecenie
kvality medicinskych laboratérnych vysetreni, ¢ast B (Die
Richtlinie der Bundesdrztekammer zur Qualitdtssicherung
laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen Teil B, Rili-
BAK B), ktord obsahuje usmernenia Nemeckej lekarskej
komory pre zabezpecenie kvality laboratérnych vysetreni
a okrem iného vyzaduje implementaciu celkového systé-
mu riadenia kvality (QMS) pre vsetky medicinske labora-
térne testy a teda aj pre vSetky POC testy. Smernica pre
laboratérne testy v lekérskej praxi (RiliBAK) (vydand v r.
2007, revidovana v r. 2014, posledna verzia aktualizovana
14.4.2023) plati pre vsetky zariadenia, ktoré vykonavaju
laboratérne testy a musi ju reSpektovat kazda lekarska
ordindcia, ktora vykonava laboratérne vysetrenia. Podla
§ 4a vyhlasky o prevadzkovatelovi zdravotnickych pomé-
cok (MPBetreibV) existuje zakonnd povinnost zabezpecit
kvalitu v kazdom zdravotnickom laboratériu a POCT. Kazdé
lekarske laboratérium musi zaviest a neustdle udrZiavat
systém zabezpecenia kvality (systém QM). Kazda osoba
zapojend do akychkolvek €innosti suvisiacich s touto la-
boratérnou prevadzkou musi byt vyskolena a konat v su-
lade s tymto systémom. Systém zabezpecenia kvality musi
zodpovedat uznavanému vseobecnému stavu lekarskej
vedy a techniky. Jednotna Struktira smernic Nemeckej
lekarskej komory na zabezpecenie kvality laboratérnych
vySetreni ma zaistit bezpec¢nost, kvalitu a vykon in vitro
diagnostiky a dlhodobo zabezpedit spolahlivé vysledky.
Zakladnd $truktura RiliBAK sa skladd zo 7 kapitol:

Cast A: Zakladné smernice na zabezpecenie kvality pri vy-

Setreniach v zdravotnickych laboratériach
Cast B: Specifické pokyny pre skugky

B 1 popisuje kvantitativne poziadavky na vySetrenia

v zdravotnickych laboratdridch
B 2 popisuje kvalitativne poziadavky na vysetrenia
v zdravotnickych laboratdridch

B 3 obsahuje pokyny na charakterizaciu a priamu de-

tekciu pévodcov infekcie

B 4 upravuje vySetrenia ejakuldtu

B 5 objasnuje poziadavky na cytologické a molekular-

ne genetické vySetrenia
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Cast C upravuje zloZenie poradného zboru RiliBAK
Cast D popisuje zlozenie odbornych skupin

Cast E objasfiuje usmernenia pre referen¢né institucie
Cast F obsahuje prechodné ustanovenia RiliBAK

Cast G upravuje nadobudnutie G¢innosti

Poziadavky RiliBAK na kvalitu s synchronizované so
znamymi principmi a normami ISO 15189. Nad ramec
véeobecnych noriem ISO stanovil RiliBAK 3pecifické po-
Ziadavky na kvalitu (pripustné chyby/neistoty). Ustano-
venia RiliBAK obsahuju v ¢asti B 3pecifikacie pre prijatel-
nu percentudlnu strednu Standardnu odchylku (RMSD)
a prijatelnu relativnu odchylku pre medzilaboratérne tes-
ty. RMSD znamena prijatelné % priemernej Standardne;j
odchylky, ktorej vypocet je jedinec¢ny pre Nemcov a Ziad-
na ind krajina ho nepouziva. Dalej obsahuje prijatelnt od-
chylku (chybu) pre medzilaboratérne porovnanie. Tato je
analogicka k cielovym celkovym pripustnym chybam TEA
v CLIA. Pre Specifikdciu medzilaboratérnych porovndva-
cich skasok su uvedené dva typy ciefovych hodnét. RMW
znamena, Ze na stanovenie usmernenia bola pouzita hod-
nota referenénej metddy. SW znamena, Ze na stanovenie
usmernenia bola pouzitd cielova hodnota Specifickd pre
testovaciu metédu (median skupiny). Poslednd verzia
(2023) RiliBAK obsahuje zoznam 95 analytov v plazme,
sére a plnej krvi, ktory sa pravidelne aktualizuje, zatial ¢o
Specifikacie CLIA neboli aktualizované od r. 1992.

RiliBAK sa tyka aj pravidelnych kontrolnych merani
POCT pristrojov. Ak sa na pristroji pouziva kazdy den elek-
tronicky alebo fyzikalny Standard alebo iny integrovany
test, staci jedno individualne meranie kontrolnej vzorky
za tyzden. Na zariadeniach bez integrovaného testu a bez
denného pouzivania elektronickych/fyzikalnych standar-
dov sa musia vykonat aspon 2 individudlne merania kon-
trolnych vzoriek v diioch, kedy sa analyzuju vzorky pacien-
tov. Dodatocné merania kontrolnych vzoriek su potrebné
pri reStartovani zariadenia, po uzivatelskych kalibraciach,
po opravach a udrzbe a pri kazdej novej davke cinidla.

Regiondlny prieskum o vyuZivani POCT v Nemecku
(Matthes, 2023) potvrdil, Ze prakticki lekari v Nemecku vy-
uzivaju len relativne maly pocet POCT v beZznej zdravotnej
starostlivosti. Tieto testy zahfnaju vysetrenie mocu, gluko-
zy, troponinu, mikroalbuminu a D-diméru. Obmedzené
pouzivanie POCT v nemeckej primarnej starostlivosti moz-
no vysvetlit niekolkymi faktormi, ako st Uhrada, realizova-
telnost a znalosti. Okrem lekarskej starostlivosti v ambu-

lancidch vSeobecnych lekdrov, nemecki vSeobecni lekari
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Casto poskytuju lekarsku starostlivost aj pri navstevach
doma, obyvatelom domovov déchodcov a mimo pracov-
ného casu pohotovostné sluzby. Perspektivy nemeckych
vseobecnych lekarov na pouzitie POCT v tychto zariade-
niach ambulantnej starostlivosti este neboli Studované.
Nemecki prakticki lekari povazuju za najdolezitejSie cha-
rakteristiky POCT vysokl diagnosticki presnost, vysoku
pouzivatelskd privetivost (vratane moznosti integracie do
praxe) a rychle vysledky testov. Kvantitativny vysledok tes-
tu a primerana skladovatelnost boli hodnotené ako naj-
menej délezité vlastnosti POCT. Medzi najdolezitejsie fak-
tory POCT povazuju prakticki lekari okamzité rozhodnutia
0 manazmente pacienta a zvySenie diagnostickej istoty,
zatial' ¢o spokojnost pacientov povazuju za najmenej do6-
lezity dovod na vykonavanie POCT. Okrem tychto faktorov
ovplyviuju pouzivanie POCT v ambulancidch vieobecnych
lekarov faktory suvisiace s nemeckym systémom zdravot-
nej starostlivosti a predpisy o Uhradach. Nedostato¢na pri-
merana Uhrada a vysoké naklady na POCT su v skutocnos-
ti najcastejSie uvadzanymi prekazkami pouzivania POCT.
V Nemecku Uhrada za laboratérne testy in vitro vambulan-
ciach vSeobecnych lekarov u pacientov so zakonnym zdra-
votnym poistenim (priblizne 88 % nemeckej populacie)
Casto nepresahuje 1,50 Eur. Vysledkom je, Ze vykondvanie
POCT nie je Casto pre praktického lekdra ekonomicky efek-
tivne. Okrem toho ma Nemecko dostatocnu infrastruktu-
ru centralnych laboratérii, ktoré ¢asto poskytuju vysledky
v ten isty den alebo skoro nasledujuci der po odbere vzo-
riek, ¢o mbze znizit skutonu potrebu vykondvania POCT
v ambulanciach v3eobecnych lekdrov. V spominanom
prieskume 75 % praktickych lekdrov uviedlo, Ze vysledky
laboratérnych analyz externych laboratdérii su zvycajne
dostupné po menej ako 18 hodinach od jej odoslania do
laboratdria predpoludnim. Okrem toho pri rozhodovani
nemeckych praktickych lekdrov o implementacii POCT
v praxi zohrava velky vyznam vysokd uZivatelskd priveti-

vost a integrovatelnost do praktickych postupov.

Francuzsko

V roku 1945, kedy sa vo Francuzsku uskutocnila refor-
ma zdravotnictva, dosiahlo vSeobecné zdravotné pokrytie
prostrednictvom rdznych reforiem a zlepSeni zdravotného
systému 99% obyvatelov. Postupne pokryvalo rézne skupi-
ny a rozSirovalo sa, az kym nedosiahlo univerzalne pokrytie.
Uzédkonil sa Systém povinného zdravotného poistenia (/As-
surance Maladie, SHI), ktory existuje dodnes a ktory svojim
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obyvatelfom poskytuje univerzalne krytie. Spociatku sa po-
krytie tykalo len pracujucich, ale potom sa rozSirilo na viac
skupin populacie: zamestnancov (v roku 1945), déchodcov
(v roku 1945), samostatne zarobkovo ¢innych osdb (v roku
1966) a v roku 2000 sa vSeobecné zdravotné poistenie (Cou-
verture Maladie Universelle, CMU) rozsirilo aj na nezamest-
nanych (ochranu oséb, na ktoré sa nevztahuje SHI). Systém
pokryva vacsinu nakladov na nemocnicénd, lekdrsku a dlho-
dobu starostlivost, ako aj na lieky na predpis; pacienti su
zodpovedni za spolupoistenie, spolutiast a Ucty za poplatky
lekarov, ktoré presahuju kryté vykony. Systém zdravotného
poistenia je financovany z prispevkov zamestnancov a za-
mestnavatelov a v ¢oraz vacsej miere z vyClenenych dani zo
Sirokého spektra prijmov. Finan¢né prostriedky sa zdruzuju
na narodnej Grovni s moznostou dotacii medzi schémami.
V roku 2016 sa podla zakona o univerzédlnej ochrane zdravia
(La Protection Universelle Maladie, PUMa) spdsobilost SHI
stala univerzalnou. Tento pristup k zdravotnej starostlivosti
maju vsetci obyvatelia Francuzska, ako aj cudzinci. ZIUcilo sa
krytie pre osoby, na ktoré sa predtym vztahovalo vSeobec-
né zdravotné krytie, a pre pristahovalcov, na ktorych sa
vztahuje $tdtom podporované zdravotné poistenie. SHI Celil
za poslednych 20 rokov velkym deficitom, ktoré vsak klesli z
10 — 12 miliard EUR (12,6 — 15,2 miliardy USD) v roku 2003
na 4,1 milidrd EUR (5,2 milidrd USD) v roku 2016. Medzi
opatreniami, ktorymi sa to dosiahlo, patrila okrem zniZenia
poctu nemocnicnych 16Zok a zmien v liekovej politike (vyna-
tie 600 liekov z verejného poistenia, znizenie cien generik
a rozSirenie sortimentu volnopredajnych liekov) aj reduk-
cia platieb pre samostatne zarobkovo ¢innych radiolégov a
biologickych laboratérii a obmedzenie duplicitného labo-
ratérneho testovania. Pri vyplneni medzier v SHI zohrdva
vyznamnu ulohu aj dobrovolné doplnkové sukromné zdra-
votné poistenie (I‘assurance volontaire Maladie, VHI), ktoré
ma asi 90 % obyvatelov. Vacsina dobrovolného zdravotné-
ho poistenia (VHI) je doplnkova, pokryva najma spoluti¢ast
pri oftalmologickom, audiometrickom a stomatologickom
vySetreni, ktoré su zo zdravotného poistenia hradené mi-
nimalne. VHI je nastavena tak, aby pokryvala spolutcast za
vyhody, na ktoré sa nevztahuje SHI. Jednotlivci s nizkymi
prijmami maju narok na bezplatné alebo statom sponzoro-
vané VHI. Doplnkové poistenie poskytuju najma neziskové,
zamestnanecké zdruZenia.

Poskytovanie zdravotnej starostlivosti vo Francuzsku
je narodnou zodpovednostou. V roku 2024 sa Francuzsko

stalo prvou krajinou na svete s Ustavnym pravom, ktoré




Zenam poskytne explicitni ochranu v suvislosti s umelym
ukonéenim tehotenstva. Za definovanie narodnej zdra-
votnej stratégie je zodpovedné ministerstvo socidlnych
veci, zdravotnictva a prav Zien. Stanovuje a realizuje vlad-
nu politiku v oblasti verejného zdravia, ako aj organizaciu
a financovanie systému zdravotnej starostlivosti. Na zakla-
de celkového rdmca ustanoveného parlamentom reguluje
zhruba 75 percent vydavkov na zdravotnictvo. Ustredna
vldda rozdeluje rozpoctové vydavky medzi rozne sektory
(nemocnice, ambulantna starostlivost, duSevné zdravie
a sluzby pre zdravotne postihnutych obyvatelov) a re-
giony. Ministerstvo socidlnych veci, zdravotnictva a prav
Zien zastupuju v regidénoch regionalne zdravotnicke Urady,
ktoré zodpovedaju za koordindciu zdravia obyvatelstva
a zdravotnej starostlivosti vratane prevencie, verejného
zdravotnictva a socialnej starostlivosti. V r. 2008 predlo-
Zila Roselyne Bachelotova, ministerka zdravotnictva, mla-
deze, Sportu a zien, navrh nového zakona pod oficidlnym
nazvom ,Nemocnica, pacienti, zdravie, Uzemia“, ktory je
vo Francuzku beZzne znamy ako HPST zakon (skratka fran-
cuzskeho vyrazu Hépital, Patients, Santé, Territoires) ale-
bo lepsie znamy ako Bachelotovej zakon (Ordonnance no
2010-49, 2010). Cielom zékona bolo zarucit lepsi a rovna-
ky pristup k zdravotnej starostlivosti pre vSetkych Francu-
zov bez ohladu na ich geografickd polohu. Tato reforma
si vyZiadala Uplné prepracovanie organizdcie nemocnic,
¢o vyvolalo silné protesty medzi zamestnancami, ale tieto
nepodkopali jeho prezitie. Doplneny niekolkymi Upravami
ziskal meno a nikto teraz nespochybriuje Regiondlne zdra-
votnicke agentury ako nové riadiace organy. Stal sa dokon-
ca jednym z poslednych velkych nemocni¢nych zakonov.
V nadvaznosti na Bachelotovej zakon vladni experti pod
vedenim M. Ballereaua a A.M. Gallota, presadili v r. 2010
v oficidlnom vestniku Francuzskej republiky nova vyhlasku
reformujuicu lekdrsku biolégiu (Ordonnance n® 2010-49,
2010). Ustrednym bodom, na ktorom stoji reforma fran-
cuzskej lekarskej bioldgie, je téza, Ze medicinske biologic-
ké testy su medicinske postupy samy osebe. Reforma tak
stavia lekarsku bioldgiu do centra nemocniénych profesii
a manaimentu pacientov a stava sa rozhodujucim krokom
v poskytovani zdravotnej starostlivosti pre diagnostiku
dernizovala pravny ramec pre medicinske laboratoria (La-
boratories de Biologie Medicale, LBM) ustanoveny v roku
1975 a zohladnila medicinske a vedecké inovacie, ktoré
sa odvtedy v odbore udiali. Poskytla jednotny ramec pre
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vykon povolania a mala za ciel zlepsit kvalitu sluzieb pro-
strednictvom povinnej akreditacie 1SO 15189 pre vsetky
laboratéria najneskor do konca roka 2016. Reforma opa-
tovne potvrdzuje profesionalnu transformaciu discipliny.
Lekarsky bioldg uz nie je technikom, ale ma plni medicin-
sku Ulohu a je sucastou manazmentu pacienta (Gouget,
2010).

Reforma vytvara systémy, ktoré zarucuju pluralitu po-
nuky lekarskych sluzieb v ramci Uzemia verejného zdra-
votnictva, a to stanovenim takzvanych preventivnych
pravidiel. Pravnickym a fyzickym osobam je zakdzané
nadobudat podiely v spolo¢nostiach prevadzkujucich le-
karske laboratérium, ak by vysledkom tohto nadobudnu-
tia bolo umoznit takejto osobe priamo alebo nepriamo
kontrolovat podiel, ktory je vyssi ako 33 % z celkového
mnozstva vykonanych lekarskych laboratérnych vysetreni
na tom istom regionalnom Uzemi verejného zdravotnic-
tva. Zakon zakazuje, aby na zakladnom imani laboratérii
mali podiel pravnické alebo fyzické osoby, ktoré vykona-
vaju zdravotnicke povolanie, ktoré ich opraviiuje predpi-
sovat laboratérne vysetrenia alebo vykonavat ¢innost do-
davatela, distribatora alebo vyrobcu pristrojov lekdrskej
diagnostiky in vitro, alebo byt zamestnany v zdravotnej
poistovni alebo v organoch socialneho zabezpecenia, d6-
chodkového zabezpecenia alebo socialnej starostlivosti.
Nariadenie obsahuje 11 ¢lankov. Obsahuje definiciu medi-
cinskeho biologického testovania, podmienky, za ktorych
sa ma vykonavat, povinnosti medicinskych laboratorii
a uUlohu lekarskeho bioldga. Ide o zdravotnicky vykon,
ktory prispieva k prevencii choréb, skriningu, diagnostike
a zhodnoteniu rizik vzniku patologickych stavov, ktory
je sucastou rozhodovania, terapeutického manazmentu
a urcovania alebo sledovania fyziologickych alebo fyzio-
patologickych stavov. Nariadenie Specifikuje najma pod-
mienky pre vykondvanie medicinsko-biologickych tes-
tov mimo laboratdria a stanovuje limity pre rozsah tejto
discipliny (POCT, rychle skriningové testy pre lekarov a do-
mace testy pre pacientov). Stanovuje sa zapojenie lekar-
skeho bioléga do terapeutického vzdeldvania pacientov,
najma pre novu kontrolu samomonitorovacich meracich
zariadeni. Spolu s klinickym lekarom je teraz lekarsky bio-
I6g zodpovedny za cely lekdrsky postup, ktory sa odteraz
nazyva lekarske biologické vysetrenie. Posiliuje sa komu-
nikacia medzi lekdrskym biolégom a klinickym lekarom,
ziskavanie relevantnych klinickych informacii, pravo na
»,nahradné” vysetrenia s ohladom na pravidld spravnej

39



praxe pre spravne predpisovanie. Zodpovednost lekarske-
ho bioldga v preanalytickej faze je Specifikovana v oblasti
postupov pri odbere vzoriek vo verejnom a sikromnom
sektore a v roznych situacidch (laboratérium, domov,
Ustav starostlivosti). Specifikuju sa body prelinania s pato-
logickou anatdmiou a cytolégiou.

V r. 2017 malo Francuzsko 953 klinickych laboratorii,
10 442 lekarskych biolégov, z toho 2 975 lekarov a 7 467
farmaceutov. Vo Francuzsku (ale aj v inych krajinach ako
Portugalsko, Spanielsko, Belgicko alebo Svajciarsko) je bio-
logicky farmaceut (vo Francuzsku nazyvany Pharmacien
biologiste) farmaceut Specializovany na klinicki bioldgiu
(laboratérnu medicinu). Maju takmer rovnaké prava ako
lekari Specializovani na tuto disciplinu. Obaja sa nazyvaju
Hklinicky bioldg”. Lekarsky biolég je lekar alebo farmace-
ut s diplomom o Specializacii v odbore lekarska bioldgia.
Nariadenie popisuje podmienky, za ktorych mozu labora-
torni bioldgovia vykondvat svoje povolanie, t. j. lekarsku
biolégiu alebo cytopatologickd anatdmiu. Tento konkrét-
ny ¢lanok umozniuje laboratérnym pracovnikom zaradit
sa do kategdrie zdravotnickych pracovnikov. Stanovené
sU aj pravidld, ktoré opraviuju vykondvat tuto disciplinu
inymi odbornikmi, najma odbornikmi vyskolenymi v inych
krajindch. Ak by odbornd kvalifikdcia potvrdend osved-
c¢eniami o odbornej priprave vydanymi tretimi Statmi
a prislusnd odbornd prax naznacovala podstatné rozdie-
ly v porovnani s pozadovanymi kvalifikdciami vo Francuz-
sku, musia sa uplatnit kompenzac¢né opatrenia vo forme
skusok sposobilosti alebo adaptacnych kurzov (Gouget,
2009; Oosterhuis, 2015). Lekarski biolégovia predstavu-
ju 2,5 % odbornych zdravotnickych pracovnikov. Lekarska
biolégia pokryva vietky subdiscipliny v laboratérnej me-
dicine. Financovanie je zaloZené na type poskytovatela
a je kombindaciou verejného a sukromného zdravotnictva
s regionalnymi rozdielmi. Celkové vydavky na lekarsku bio-
I6giu vo Francuzsku, podporované narodnym systémom
zdravotnej starostlivosti, boli 4,3 miliardy eur v sukromnom
sektore a 2,4 miliardy eur vo verejnom sektore. Reforma
francuzskej bioldgie poskytla Ustredné miesto pre biologic-
ku diagnostiku, ktord zlepSuje diagnostické cesty a klinické
vysledky lepSimi sluzbami blizSie ku klinickym lekarom a
pomocou novych nastrojov, technoldgii a laboratérnej me-

diciny zaloZenej na dékazoch. Reforma si tiez kladie za ciel

dosiahnut zoskupenie laboratérii a zachovat Uzemné limity
pre ¢innost klinickych laboratérii. Zdravotnicke laboratéria
mozu byt v nemocnici alebo nemocni¢nom obvode v ramci
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Uzemia, ale tieto pracoviska nesmu byt zriadené na viac ako
troch susediacich miestach verejného zdravotnictva, pokial
regionalny Urad na to neudeli povolenie (Nicholls, 2017).
Nariadenie podporuje profesionalizovanu inSpekciu, t. j. ur-
cené poradie a Strukturu vySetreni na zaklade referencnych
systémov, zverejnenych najmad ndrodnym organom pre
zdravie (Haute Autorité de Santé, HAS) a zavadza financnu
pokutu pre vsetky zdravotnicke laboratéria za vykondvanie
takych vySetreni, ktoré nie s uvedené v nomenklature
postupov lekdrskej bioldgie alebo platnych odporucaniach
spravnej laboratdrnej praxe.

Francuzsko je v Eurdpe na Cele v zavadzani povinnej akre-
ditacie. Ak lekarske laboratérium nie je akreditované nemo-
Ze mat Ucast na klinickom vyskumnom skusani. Nariadenie
stanovuje povinnu akreditacnd schému pre zdravotnicke
laboratéria. Tato akreditdcia sa tyka vSetkych laboratorii,
sukromnych aj verejnych, univerzitnych aj neuniverzitnych,
s ciefom posilnit kvalitu a bezpe¢nost testovania. Francizsky
akreditacny vybor (Comité frangais d’accreditation, COFRAC)
je jedinym organom, ktory je opravneny udelovat akredita-
ciu na zaklade noriem NF EN ISO 15189 a pred rokom 2023
aj EN ISO 22870. Vysetrenie akreditované COFRAC zahfiia
niekolko medicinskych odborov: mikrobioldgiu, biochémiu,
hemostdzu a hematocytoldgiu. Rozhodnutia vydané COFRAC
sa zasielaju narodnému uradu pre zdravie (HAS), francuzskej
agenture pre bezpecnost zdravotnych vyrobkov (Agence fra-
ngaise de sécurité sanitaire des produits de santé, AFSSAPS),
Agenture pre biomedicinu (ABM) a Regionalnej zdravotnickej
agenture (ARS). Nariadenie taktiez Specifikuje podmienky in-
$pekcii, ktoré maju vykonavat inSpekéni pracovnici a ich vzta-
hy s COFRAC. Stanovuju sa spravne, disciplinarne a trestné
sankcie. Nariadenie tieZz nanovo definuje narodnud kontrolu
kvality vysledkov lekarskych biologickych testov a navyse sa
zavadza povinnost externého hodnotenia kvality pre vietky
lekarske biologickeé testy.

Standardnym postupom pre pacienta vyzadujiceho
laboratdrne vysetrenie vo Franclzsku je ist do laboratéria
lekarskej bioldgie so Ziadankou svojho lekara na labora-
torne testy a nechat si vysetrit biologicky material. Pandé-
mia COVID-19 ako aj naliehava potreba riesit preplnenost
zdravotnickych zariadeni vSak akcelerovala vzostup POCT.
Vo Francuzsku je POCT definované ako lekdrske biologické
vysSetrenie, ktorého analytickd faza sa vykonava mimo la-
boratdrii lekarskej bioldgie. Tento typ vySetrenia, vykona-
vany Co najblizSie k pacientovi, je ¢oraz rozsirenejsi, jeho

nasadenie urychlila zdravotnd kriza sp6sobend koronavi-




rusom. Testovanie v mieste starostlivosti spitia $iroké spek-
trum vyziev v oblasti verejného zdravia: zlepSuje Uzemné
pokrytie lekarskej bioldgie a umozriuje rychlejsie oslovit
viac pacientov, ¢im bojuje proti prenosnym chorobam
a antimikrobialnej rezistencii a zlepSuje prevenciu choréb
a skrining, najma chronickych ochoreni. Testovanie na
mieste starostlivosti tieZ pomaha zmiernit pretazenie na
pohotovostnych oddeleniach nemocnic, najma skratenim
Casu potrebného na ziskanie vysledkov a skratenim poctu
hospitalizacii. POCT su Coraz rozsirenejSie najma v ambu-
lanciach vSeobecnych lekarov a na pohotovostnych odde-
leniach nemocnic, ale aj v lekarfiach a menej tradi¢nych
lokalitach, ako su domovy déchodcov, ambulancie, skoly,
vaznice, atd. Vo Francuzsku existuje mnozstvo prekazok
rozvoja POCT: regulacné nariadenia, normy na implemen-
taciu ,offshoringu” lekarskej bioldgie, finanéné tazkosti
a nedostato¢na podpora na nakup pristrojov, preplacanie
POC vysetreni, ale aj otazky tykajuce sa kvality vykonania
testov a nedostatku Skoleni potencidlnych pouzivatelov.
Existuju rozne spdsoby rieSenia tychto problémov, pricom
sa Francuzi inSpiruju krajinami, ktoré uz vo velkej miere za-
viedli mobilné biologické systémy a diagnostické testova-
nie na mieste starostlivosti. Nasadenie POCT vo Francuz-
sku sa javi o to délezZitejSie vzhladom na pocetné vyhody
offshoringu, ako to jasne ukdzala kriza COVID. Zapojenie
lekarskych biolégov je nevyhnutné, najma pri zaskolovani
personalu uzivatelov a zabezpecovani spravneho vykona-
vania POC testovania (Gouget, 2009).

Holandsko

V holandskom zdravotnom systéme dominuju nezis-
kové nemocenské fondy a nezavisli poskytovatelia. Uloha
vlady je mala a zapada do Bismarckovskej tradicie. Zvlast-
nostou holandského systému su prakticki lekari v pozicii
ochrancu a nezavislé porodné asistentky, ktoré su zod-
povedné za nekomplikované pérody. Socidlne zdravotné
poistenie od svojho vzniku v roku 1941 pokryvalo len dve
tretiny obyvatelstva s nizSimi prijmami. Na dalSiu tretinu
sa vztahovalo sikromné zdravotné poistenie. Koncom 60.
rokov 20. storocia bol zavedeny aj systém socidlneho pois-
tenia pre dlhodobd starostlivost a neskor rozsireny na sta-
rostlivost o starsich ludi a sluzby dusevného zdravia. Velka
reforma zdravotnictva v roku 2006 nahradila rozdelenie
medzi verejnym a sukromnym poistenim univerzalnym
socialnym zdravotnym poistenim a zaviedla riadenu sutaz
ako hnaci mechanizmus v systéme zdravotnej starostlivos-
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ti. Priniesla nielen dlho Zelany jednotny systém povinného
poistenia, ale zasadne zmenila aj ulohy aktérov v zdra-
votnictve. Mnohé sukromné zdravotné poistovne zacali
v regulovanom prostredi sttazit o poistencov. Namiesto
vlady sa tak relativne nezavislé organy stali zodpovednymi
za riadenie systému. Socidlna podpora bola delegovana
na obce (Kroneman, 2016). V roku 2014 sa sluzby v oblasti
dusevného zdravia rozdelili na vSeobecné a Specializova-
né, pricom Ustrednd Ulohu zohrava vseobecny lekar ako
poskytovatel starostlivosti. Hlavnou hnacou silou reformy
v r. 2015 sa stala udrzatelnost dlhodobej starostlivosti.
Novy zdkon sa tykal len najzdvazinejsich pripadov, zatial ¢o
podpora domacej starostlivosti o starsich pacientov presla
do zodpovednosti samosprdv. Domdca oSetrovatelska sta-
rostlivost a Cast starostlivosti o dusevné zdravie boli zahr-
nuté do zdkladného balika zdravotného poistenia.
Holandania pozitivne hodnotia kvalitu svojho zdra-
votného systému. Medzinarodné porovnania ukazuju, Ze
Holandsko ma nizke uZivanie antibiotik, nizky pocet od-
vratitelnych hospitalizacii a relativne nizku odvratitelnu
umrtnost. Vnuatrostatne Studie ukazuju, Ze zdravotna sta-
rostlivost vyznamne prispela k zdraviu holandskej popu-
lacie, ¢o sa odraza v predliujlcej sa dizke Zivota (Kuipers
et al., 2022). Povinné zdravotné poistenie (basisverzeke-
ring) pokryva primarnu starostlivost (napr. starostlivost
o dusevné zdravie a pohotovostné sluzby). Volitelné do-
plnkové zdravotné poistenie (aanvullende verzekering)
pokryva sekundarnu starostlivost (napr. stomatoldogov
a oftalmolégov). DIhodoba starostlivost, chronické ocho-
renia a socialna starostlivost je financovana z dani. Za ve-
rejnd zdravotnu starostlivost je v Holandsku zodpovedné
Ministerstvo zdravotnictva, socidlnych veci a Sportu, ktoré
ponuka poradenstvo prostrednictvom Narodného Ustavu
pre verejné zdravie a Zivotné prostredie (Rijksinstituut
voor Volksgezondheid en Milieu, RIVM). Vlada kazdy rok
prehodnocuje potreby primdrnej starostlivosti holand-
ského obyvatelstva a urcuje ¢o bude systém pokryvat
a Co nie. Podla neziskového think-tanku Foundation for
Research on Equal Opportunity je holandsky zdravotnicky
systém na tretom mieste na svete (2020). Vysoka kvalita
a ucinnost systému je mozno dévodom, preco bolo Ho-
landsko vyhlasené za 6smu najzdravsiu krajinu na svete
(2021). Celkové priemerna dizka Zivota je 81,5 roka, ¢o je
takmer o rok viac ako priemer EU 80,6 roka (FREOPP.org).
Kym v medicinskych laboratériach klinickej chémie
a laboratérnej mediciny v Nemecku pracuje vysSe 2 tisic
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laboratérnych profesionalov, z ktorych 2/3 tvoria lekari
a 1/3 laboratdrni diagnostici (scientists), tak v Holandsku
pracuje v medicinskych laboratériach 10x menej pracovni-
kov ako v Nemecku, z ktorych vySe 90% tvoria laboratérni
diagnostici (scientists), 2% farmaceuti a len 8% lekari. Pred
8 rokmi bolo Holandsko jedinou krajinou v EU bez odbor-
nej pripravy lekarov na Specialistu v laboratdrnej medici-
ne, kde vzdeldvanie lekarov bolo v roku 2001 pozastavené.
Vyznamnu ulohu v holandskych medicinskych laboratéri-
ach zohrdva Holandska spolocnost pre klinicki chémiu
a laboratérnu medicinu (Nederlandse Vereniging voor
Klinische Chemie en Laboratoriumgeneeskunde, NVKC).
NVKC je pravdepodobne najstarSou vedeckou profesij-
nou asociaciou na svete v oblasti klinickej chémie, ktoru
v r. 1947 zalozila mala skupina velmi motivovanych a nad-
Senych chemikov pod ndzvom Spoloc¢nost pre klinickych
chemikov a chemickych lekarov (Vereniging voor klinische
chemici en chemische artsen). Holandské spolo¢nost pre
klinickd chémiu je aj v sucasnosti zaradena medzi lidrami
rozvoja klinickej chémie vo svete a vyznamne prispieva
k ndrodnému a medzinarodnému pokroku v zdravot-
nej starostlivosti. NVKC ma viacero komisii a pracovnych
skupin, napr. pre automatizaciu, nadorové markery, mo-
lekularno-biologickd diagnostiku, kvalitu, akreditdciu,
zahrani¢né veci a iné. Okrem toho sa ¢lenovia NVKC zu-
Castiuju vyskumu a vyvoja v mnohych medzindrodnych
komisidch EFLM a IFCC (Heeren, J. J., 2007).

Ustrednt rolu v klinickych laboratéridch Holandska
predstavuje kvalita. Od dvadsiatich rokov otazky kvality
Coraz viac ziskavaju Ustredné miesto v holandskom sys-
téme zdravotnej starostlivosti. Koncom osemdesiatych
a zaCiatkom devatdesiatych rokov niekolko spolo¢nos-
ti pre lekdrov Specialistov vytvorilo prostrednictvom
vzajomnych ndvstevnych komisii Strukturalne hodnotiace
postupy. Holandska vlada podnietila tento vyvoj a v roku
1989 zorganizovala konferenciu, na ktorej sa zucastnili
vSetky relevantné zainteresované strany v holandskom
systéme zdravotnej starostlivosti: lekari, pacienti, zdravot-
né poistovne (HOPKINS, M. M. et al., 2006). Konferencia
viedla k niekolkym odporucaniam, ktoré boli prediskuto-
vané a preformulované pocas nasledujucich piatich ro-
kov a nakoniec boli stanovené v holandskom zdkone. Od
roku 1995 holandské laboratérid v nemocniciach a inych
miestach klinickej praxe — alebo s nimi suvisiace — aktivne
vytvaraju akreditacny systém na garanciu a zviditelnenie

kvality svojich procesov a tym aj vysledkov najma pros-
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trednictvom Nadacie pre podporu kvality laboratérne-
ho vyskumu a pre akreditaciu zdravotnickych laboratorii
(Stichting voor de bevordering van de kwaliteit van het
laboratoriumonderzoek en voor de accreditatie van labo-
ratoria in de gezondheidszorg, CKKL). Tito nadaciu zalozili
profesijné organizacie klinickych chemikov, farmaceutoy,
mikrobioldgov, patolégov a imunolégov. Pre medicinske
laboratérid vyvinula CCKL vSeobecny rdmec systému kon-
troly kvality. Cely proces od poziadavky na laboratérne
vysetrenie a7 po nahlasenie vysledku lekarovi musi spifat
prisne poziadavky kvality. Ako prvé ich zaviedli klinické
laboratdrid, vacésina laboratérii patoldgie ich nasledovala
v polovici devatdesiatych rokov. Dal$im krokom bolo,
ze odborné spolocnosti v oblasti laboratérnej medici-
ny zriadili organizaciu na vzajomné porovnavacie skusky
testovania - externé hodnotenie kvality. Systematicky
pristup vyvinuty CCKL je zavedeny systém kvality, ktory je
stanoveny v prirucke. Prirucka poskytuje popis vSetkych
relevantnych cCinnosti v laboratériu, organizaciu, vzdela-
vanie a Skolenie persondlu, udrzbu a kalibraciu technic-
kych zariadeni, hlasenie vysledkov, atd. Prirucka obsa-
huje vsetky Standardné pracovné postupy (SOP), ktoré
popisuju hlavné cinnosti laboratéria a ktoré musia byt
v sulade medzindarodnou normou pre laboratérid 1SO
15189. CCKL zahrnula tuto normu pre holandské labora-
toria do svojej Praktickej smernice (Praktijkrichtlijn).
Narodnym akreditacnym orgdnom v Holandsku je
Rada pre akreditaciu (Raad voor Accreditatie, RvA). Za-
kladnym prvkom systémov kvality su kazdorocné audity
kazdého laboratdria osobami, ktoré su na to vyskolené.
Na zéklade systému internych a externych auditov labo-
ratérid vypracovavaju plan kontinualneho zlepSovania
a vykonavaju pravidelné kontroly tak, aby sa planované
zlepSenia realizovali. Ked' laboratérium Uspesne prejde
auditom, ziska akreditaciu na Styri roky; po tychto Sty-
roch rokoch musi opét prejst auditom. Podla 1SO 15189
vyZaduje RvA akreditdcia organizovanie a Ucast na progra-
moch externého hodnotenia kvality, na programoch kon-
tinualneho vzdeldvania a skolenia a pravidelnu registra-
ciu. Vsetci $pecialisti v Holandsku sa musia kazdych pat
rokov opéatovne zaregistrovat, aby si udrzali svoje miesto
v lekdrskom registri. Do roku 2005 ziskanie akreditacie
CCKL nebolo zo zakona povinné. Laboratéria to robili na
dobrovolnom zéklade, pretoze chceli dodrziavat medzina-
rodné normy. Akreditacia nema pre laboratérium Zziadne
finan€né vyhody. Z iniciativy NKVC bola v Holandsku v r.




2015 vydand Smernica pre laboratorne vysledky (Richtlijn
vrijgave van laboratoriumuitslagen). NVKC rozvija nielen
svoje vlastné smernice, ale podiela sa aj na tvorbe smer-
nic inych Specializacii, ktoré vypracuvaju indikatory kvality
v oblasti analytickych, kvalitativnych alebo medicinskych
Cinnosti klinickej chémie (NVKC Reglement, 2015). Richt-
lijn vrijgave van laboratoriumuitslagen obsahuju mini-
malne terénne a cielové Standardy. Minimadlne Standardy
predstavuju neprekrocitelné minimum. Jednotlivé kapito-
ly smernice obsahuju predpisy pre transflziu krvi (2020),
predanalytickd fazu (2020), pokyny pre uvolfiovanie la-
boratérnych vysledkov (2016), usmernenie pre profesi-
onalnu standardnu klinickd chémiu a laboratérnu medi-
cinu (2013), pokyny na odber vzoriek Zilovej krvi (2013),
odporucanuy metédu a terminolégiu na mikroskopické
hodnotenie krvného obrazu (“brozdra Dif”), usmernenie
pre konzultacie so Specialistami v laboratérnej medicine/
klinickej chémii (2013) a pokyny pre reflexnu diagnostiku
pri anémii (2012).

Holandski vSeobecni lekari v Uzkej spolupraci s odbor-
nikmi z diagnostickych centier a laboratérii vo velkej mie-
re prijali testovanie na mieste starostlivosti . Za najvacsie
benefity POCT pre pacienta povaZuju viac bezpecnosti,
lepsie sluzby a lepsiu starostlivost. Smernicu pre testova-
nie na mieste starostlivosti (POCT) pre praktického lekara
(Richtlijn Point of care testing (POCT) in de huisartsenzorg)
vypracovala spolo¢na pracovna skupina Holandskej spo-
lo¢nosti vSeobecnych lekdrov (NHG), Holandskej asocia-
cie pre klinicki chémiu a laboratérnu medicinu (NVKC),
Holandskej asociacie pre lekarsku mikrobiolégiu (NVMM)
(SAN)
(Hopstaken, 2015). Toto usmernenie poskytuje odporu-

a Asociacia lekarskych laboratérii Holandska
Cania na bezpecné pouzivanie POCT v praxi praktickych
lekdrov. Okrem toho su v nej Specifikované samostatné
zodpovednosti a ulohy POCT pre poskytovatelov
zdravotnej starostlivosti v zariadeniach vSeobecnych
lekdrov a pre spolupracujice laboratéria a diagnostické
centra. Richtlijn Point of care testing (POCT) in de huisart-
senzorg sa obmedzuje na testy vykondvané v zariadeniach
praktického lekdra a neposkytuje odporucania tykajuce
sa testovania samotnym pacientom na samotestovanie
a domace testy. Zariadenia vSeobecnych lekarov mozu byt
akreditované/certifikované prostrednictvom NHG Practi-
ce Accreditation. Hodnotiaci rdmec vytvorila rada odbor-
nikov, ktora pozostava zo zadstupcov vseobecnych lekarov

(NHG a LHV), pacientov (NPCF) a zdravotnych poistovni
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(ZN), pricom pozorovatefom je InSpektorat zdravotnej
starostlivosti (IGZ). Cielom systému akreditacie je, aby
vseobecni lekari udrziavali systematicku politiku kvality,
zaloZenu okrem iného na zdkonnych poziadavkach a Speci-
fickych profesijnych a narodne stanovenych indikatoroch
kvality. Ak celkovy proces POCT v zariadeni vSeobecného
lekdra podporuje akreditované laboratérium, zabezpece-
nie kvality POC testovania na ambulancii vSeobecného
lekdra spada do akreditacie prislusného laboratéria. Am-
bulancia vSeobecného lekara, ktord nakupuje a pouZiva
POCT vo vlastnej rézii, musi spifiat poziadavky zakona
o kvalite zdravotnickych zariadeni. Pokial ide o vykon-
nostné charakteristiky, za dobré meranie sa vSeobecne
povazuje vysokd medzilahla presnost (opakovatelnost
a reprodukovatelnost) spolu s dobrou nadvaznostou na
referenéné materidly. Referen¢né intervaly a rozhodova-
cie limity umoznuju uZivatelovi porovnat vysledky s nor-
mélnou populdciou a robit lekdrske rozhodnutia. Tieto
tri prvky presnost, spravnost a referencny interval, resp.
rozhodovaci limit, ktoré sa nachddzaju medzindrodnych
usmerneniach (smernice CLIA a IVDR), tvoria zaklad vy-
konnostnych charakteristik na overenie vySetrovacieho
postupu. Okrem toho sa niekedy uvadzaju laboratérne
technické poziadavky, ako napriklad rozsah linearity tes-
tu (CLIA). Na zaklade vyssie uvedeného boli v smerni-
ci NVKC z roku 2016 zvolené nasledujuce vykonnostné
charakteristiky na validaciu: presnost (opakovatelnost
a reprodukovatelnost), neistota merania, analyticka $pe-
cifickost vratane rusivych latok, analyticka citlivost, limit
detekcie a limit stanovenia, rozsah merania, diagnosticka
$pecifickost a diagnosticka citlivost merania. Stanovisko
z EFLM Working Group Accreditation a normy ISO/CEN
priddva este ,porovnanie s predchddzajucou metédou”,
pretoze je dblezité, aby laboratérium aj Ziadatel porovnali
vysledky novozavedenej metddy s vysledkami predcha-
dzajlcej metddy. V roku 2022 nadobudla Géinnost nova
priloha Il odsek 6 o overovani a validacii, ktord nevyza-
duje vyhodnocovanie uvedenych charakteristik, ale po-
vinnost poskytovat Gdaje o spominanych vykonnostnych
charakteristikdch. Mimoriadna pozornost sa venuje
stabilite vzorky a Cinidla, nadvaznosti kalibratorov, klinic-
kému vykonu a vhodnosti na zamyslany Ucel. Pocas valida-
cie sa musia zdokumentovat vsetky uvedené vykonnostné
charakteristiky a akceptacné kritéria, pocas overovania to
plati pre obmedzeny vyber.
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Norsko

Norsko a ostatné Skandinavske krajiny st povaZiované
za priklad uspesnych narodnych systémov. Noérska zdra-
votna starostlivost nie je bezplatna, ale je silne dotova-
na. Norsky systém zdravotnej starostlivosti je zalozeny
na principoch univerzidlneho pristupu, decentralizacie
a slobodného vyberu poskytovatela. V prepocte na osobu
su norske vydavky na zdravotnu starostlivost najvyssie na
svete. Kazdy clen ndrskeho systému narodného poistenia
ma pravo na pristup k sluzbdm zdravotnej starostlivosti.
Vo vseobecnosti je to kazdy danovy poplatnik s trvalym
pobytom v Noérsku. Liecba vsak nie je bezplatnd. Norski
obyvatelia platia za zdravotnicke sluzby na mieste po-
skytovania sluzieb. Poplatky su vSak dotované a existuje
rocny limit, kolko musi jednotlivec zaplatit za zdravotnu
starostlivost. Zatial ¢o politika zdravotnej starostlivosti je
riadend centrdlne, zodpovednost za poskytovanie zdra-
votnej starostlivosti je decentralizovana. Miestne organy
na komunalnej Urovni organizuju a financuju sluzby pri-
marnej zdravotnej starostlivosti podla miestneho dopytu.
Ustredna vldada ma celkovt riadiacu a finanént zodpo-
vednost za nemocni¢ny sektor. Vsetky verejné nemocnice
v Norsku prevadzkuju Styri regionalne zdravotnicke ura-
dy (RHA), na ktoré dohliada ministerstvo zdravotnictva
a opatrovatelskych sluzieb.

Obyvatelia Norska, Ziadatelia o azyl alebo clenovia
NATO maju narok
Jednd sa o nérsky ekvivalent vseobecného lekara (GP), u

na vseobecného lekara (fastlege).

ktorého je zaregistrovanych 99% Noérov. V mestach maju
skupiny vSeobecnych lekarov tendenciu pracovat z jedné-
ho zdravotnickeho zariadenia, aby vyuZili SirSie moznosti.
Kazdy si méze slobodne vybrat svojho praktického lekéara
a bezplatne sa zaregistrovat. Svoju registraciu moze zme-
nit maximalne dvakrat do roka. Akdkolvek zmena je Gcin-
na od prvého dna nasledujuceho mesiaca. Ked' vsak clo-
vek dosiahne rocny limit vydavkov (v sucasnosti nie¢o cez
2 000 NOK), dostane kartu vynimky, ktora ho opravinuje na
bezplatné oSetrenie po zvySok roka. Tento systém zabez-
pecuje, ze kazdy trochu zaplati, no chori nie su zatazeni
stresom z obrovskych zdravotnych uctov. Vynimky z tohto
systému zahfaju deti do Sestnast rokov a tehotné Zeny,
ktoré dostavaju bezplatnu zdravotnu starostlivost.
Vacsina vseobecnych lekdrov su samostatne zarobko-
vo ¢inni a su sucastou praxe s dvoma az Siestimi lekarmi.
Prakticki lekari sa sami rozhoduju, ktory POCT ponuknu

svojim pacientom. Prax je sucastou verejného systému
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prostrednictvom zmliv s obcami. Prakticki lekari dosta-
vaju platby od samosprav, poplatok za sluzbu od externe;j
agentury Noérskej spravy pre zdravotnictvo a socialne veci
(Helsegkonomiforvaltningen, HELFO) a hotovostné platby
od pacientov aZz do vysky priblizne 250 eur roc¢ne, po kto-
rych sa uz neplati Ziadna spolutcast. O presnom platob-
nom systéme rozhoduje na narodnej urovni Ministerstvo
zdravotnictva po rokovani s Nérskou lekarskou asocidciou
(Den norske legeforening). Priblizne 95 % ndrskych leka-
rov je registrovanymi €lenmi Den norske legeforening,
profesijného zdruzenia a odborového zvazu lekarov, kto-
ré zohrdva aktivnu ulohu v rozvoji systému zdravotnej
starostlivosti. Prakticki lekari st v celej krajine pomerne
rozsireni, ale Specializovana starostlivost sa zvycajne ob-
medzuje na mestské oblasti. Vac¢sina vSeobecnych lekarov
v mestskych aj vidieckych prostrediach vyuziva POCT.
Testovanie na mieste starostlivosti (POCT) zahfna od-
ber vzoriek a vykondvanie biomedicinskych laboratérnych
analyz v blizkosti pacienta a mimo klinickych laboratdrii.
POCT sa vykondva v rdmci nemocnic na urazovych a ur-
gentnych oddeleniach, na akutnych oddeleniach (ARO,
JIS, ambulancie). Mimo nemocnic zachranarmi, v Usta-
voch osetrovatelskej starostlivosti, opatrovatelskych do-
moch, na klinikdch v primarnej zdravotnej starostlivosti
a v domovoch seniorov. Za decentralizovanu analyticku
¢innost a jej kvalitu zodpovedaju laboratérni diagnosti-
ci z biomedicinskeho laboratéria spolu so Specialistami
v laboratérnej medicine. Laboratérni diagnostici z bio-
medicinskych laboratoérii su zodpovedni za vyber metdd
a zariadeni, ktoré sa maju pouzit pri testovani v mieste
starostlivosti, zabezpecenie a zlepsenie kvality vSetkych
analytickych prac vykonanych v oblastiach blizkych pa-
cientom a na vyhodnotenie prinosu a alokacie zdrojov v
rdmci analyzy blizko pacienta. Vypracovavaju uzivatelské
pokyny, podielaju sa na praktickych tréningovych postu-
poch pre uZivatelov. Zabezpecuju poradenstvo s cielom
zabezpedit, aby sa metddy a vybavenie pouZivali v stlade
so schvdlenymi protokolmi. Dbaju a kontroluju dodrzia-
vanie internych a externych protokolov kontroly kvality.
Norsky institut biomedicinskych vied pre testovanie POC
v nemocniciach deklaruje tieto zédkladné principy (NITO,
2008):
1. Celkovu zodpovednost za POC testovanie v nemocni-
ciach maju biomedicinske laboratoria.
2. Vsetky nemocnice musia mat v biomedicinskom la-
boratériu laboratérnych diagnostikov, ktori su zodpo-




vedni za POC testovanie a plnia funkciu koordinatorov
POCT. To zahfria zodpovednost aj za vyber $tandardi-
zovanych metdd a zariadeni, multidisciplinarnu spolu-
pracu, poradenstvo a zabezpecenie kvality.

3. Potreba a naklady suvisiace s testovanim v mieste sta-
rostlivosti sa musia vyhodnotit z hladiska optimalnej
liecby pacienta a celkového vyuzitia zdrojov v zdravot-
nickych sluzbach.

4. Kvalita testovania v mieste starostlivosti musi byt za-
bezpelena prostrednictvom systematického monito-
rovania a overovania pouzivanych metdd a zariadeni,
aby sa zabezpetilo, e spifiajui rovnaké normy kvality
ako ostatné analytické postupy v biomedicinskych la-
boratériach.

5. Vysledky ziskané z testovania v mieste starostlivosti
musia byt hlasené rutinnymi postupmi pre oznamova-

nie vysledkov a musia byt vystopovatelné.

Odborné premisy POC testovania mimo nemochnic za-
hfnaju:

1. Ktokolvek vykonava analyzu, musi zabezpedit, aby vy-
sledky poskytovali reprezentativny parameter pre stav
ochorenia alebo liecby. Kazda analytickd praca musi
byt zabezpecena kvalitou.

2. Ti, ktori vykonavaju analytickd pracu mimo nemocni-
ce, sa zucastrnuju programu NOKLUS (podrobnosti v
dalSom texte) alebo podobného systému zabezpece-
nia kvality.

3. Metddy a analytické vybavenie pouzivané mimo ne-
mocnice by mali byt, pokial je to mozné, standardizo-
vané a prispésobené metddam, ktoré pouziva spolu-
pracujuce biomedicinske laboratdrium.

4. Ti, ktori ponukaju vybavenie (pristroje) na POC testo-
vanie, musia zverejnit poznatky o analytickych variaci-
ach a mat postup potrebny zabezpecenie kvality me-
tdd a zariadeni.

5. Pacienti, ktori si testuju a vyhodnocuju vysledky sami
na svoj vlastny konkrétny stav, musia absolvovat aspon
raz rocne primerané skolenie a nadvazne aj pristup ku
kontrole kvality metdéd a vybavenia.

6. Za zabezpecenie kvality analytickej prace vykonavanej
mimo nemocnice prostrednictvom POCT su zodpoved-
ni pracovnici biomedicinskych laboratarii, ktori fungu-
ju v pozicii nérskych laboratérnych konzultantov. Pra-
covnici biomedicinskych laboratérii v Specializovanej

zdravotnej sluzbe su navySe zodpovedni za vSeobecné
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rady a usmernenia vo vztahu k primarnym zdravotnic-
kym sluzbdam.

Kazdy konzultant ma prehlad o vSetkych uzivateloch
POCT vo svojom regione a celkovy register vedie centra-
la. Odborné vedenie laboratérnych konzultantov zabez-
pecuje centrala spolocnosti NOKLUS, ktora zaroven pre-
vadzkuje systém externého zabezpecenia kvality (EHK)
pre vsetkych uzivatelov POCT v primdarnej zdravotnej
starostlivosti. NOKLUS neustale monitoruje a hodnoti uZi-
vatelov z hladiska zabezpecenia kvality, pouZivania testov
a akychkolvek problémov, ktoré mézu nastat. NOKLUS
tieZz radi vlade a Norskemu lekdrskemu zdruZeniu, kto-
ré testy by mali byt preplacané. Vacsinu odporucanych
testov pre vSeobecnych lekdrov vlada preplaca. Pribliz-
ne 3500 uZivatefom POC testovania poskytuje svoje sluz-
by aj ndrodnd Noérska neziskova organizacia pre zlepso-
vanie kvality laboratérnych vysetreni (NOKLUS). Vsetkym
ndrskym ambulanciam vseobecnych lekarov, nemocni¢nym
a sukromnym lekdrskym laboratdéridm, opatrovatelskym
domom a inym zdravotnickym institicidm ponuka progra-
my externého hodnotenia kvality (EHK). NOKLUS pontka
svoje sluzby ambulanciam nérskych lekarov, opatrovatel-
skym domom a zdravotnym institiciam, vojenskym zaria-
deniam a pacientom, ktori si sami robia testovanie doma.
NOKLUS organizuje vzdelavacie kurzy (asi 700 ro¢ne s pri-
blizne 7000 ucastnikmi) a poskytuje poradenstvo posky-
tovatelom zdravotnej starostlivosti v primarnej zdravotne;j
starostlivosti. Okrem toho kazdoroc¢ne organizuje v oblasti
klinickej chémie miting pre biomedicinskych laboratér-
nych diagnostikov a Specialistov v laboratérnej medicine
v sekundarnej zdravotnej starostlivosti. NOKLUS je de-
centralizovana organizacia s priblizne 120 zamestnanca-
mi, prevazne laboratérnymi diagnostikmi a Specialistami
v laboratérnej medicine. Priblizne 40 zamestnancov ma
sidlo v centrale v Bergene a zvy3ni pracuju v 22 réznych
miestnych pobockach v ramci nemocnic po celej krajine.
To umoznuje tesny kontakt so vietkymi ucastnikmi. NO-
KLUS ma dohodu o partnerstve so vsetkymi Styrmi ndrsky-
mi regionadlnymi zdravotnickymi Uradmi a Fiirst Medical
Laboratory. V devatdesiatych rokoch sa v Nérsku objavili
obavy, Ze laboratoérne testy na mieste starostlivosti (POCT)
su vykondvané s nizkou analytickou kvalitou. Preto v roku
1992 Noérska lekarska asociacia, Norske zdruZenie miest-
nych a regionalnych organov a Ministerstvo zdravotnictva
a opatrovatelskych sluzieb zalozili NOKLUS s cielom zlepsit
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vsetky prvky celkového testovacieho procesu v primarne;j
zdravotnej starostlivosti. V roku 2017 sa NOKLUS zlucil
s organizaciou Ndrskeho programu externého hodnote-
nia kvality v klinickej chémii, ktora bola zodpovedna za
poskytovanie schém externého hodnotenia kvality (EHK)
nemocni¢nym laboratdériam. Odvtedy sa NOKLUS zame-
riava na primarnu aj sekundérnu zdravotnu starostlivost.
Sluzby, ktoré ponuka ambulancidm vSeobecnych lekarov,
financuje Norska lekdrska asociacia prostrednictvom fon-
du na zlepsSenie kvality. Ostatni ucastnici ako domovy do6-
chodcov, domdca starostlivost a nemocnicné laboratdria
platia ucastnicky poplatok.

Hlavnou ulohou NOKLUS je ponuka programov ex-
terného hodnotenia kvality (EHK) pre vsetky POC tes-
ty, ktoré sa vykondvaju na mieste starostlivosti. Ucast
v NOKLUS nie je povinnd, no priblizne 99 % vSetkych prak-
tickych lekdrov sa ho zucastriuje dobrovolne. Spolo¢nost
aktivne spolupracuje s inymi organizatormi EHK a koor-
dinuje prihlasovanie nemocni¢nych a sukromnych lekar-
skych laboratdrii do schém externého hodnotenia kvality
od inych organizacii EHK. Poskytuje tiez poradenstvo, aké
analytické metody pouzit. NOKLUS pomaha nemocni-
ciam a sukromnym lekarskym laboratériam v odbornych
a praktickych otazkach a zapdja sa do réznych projektov
rozvoja kvality v Uzkej spolupraci s narodnymi a medzi-
narodnymi akademickymi komunitami. Ro¢ne organizuje
1000 kurzov po celej krajine, ktorych sa zucastnuje takmer
10 000 ludi, ¢o z NOKLUS robi vyznamného organizatora
kurzov pre poskytovatelov zdravotnej starostlivosti. Kaz-
dorocné stretnutie pracovnikov v oblasti klinickej chémie
je popularnym vzdelavacim stretnutim pre laboratérnych
pracovnikov a Specialistov biomedicinskych laboraté-
rii. NOKLUS ponuka desat webovych kurzov (e-learning)
v oblasti laboratdérnej prace, ktoré pokryvaju témy ako od-
ber vzoriek krvi a mocu, testovanie v mieste starostlivosti,
predanalytické chyby a praca na zabezpecenie kvality. NO-
KLUS je zodpovedny aj za rozvoj a kazdodennu prevadzku
Ndrskeho narodného registra diabetu pre dospelych, kto-
rého hlavhym cielom je zlepsit kvalitu liecby fudi s cuk-
rovkou. Register tieZ poskytuje udaje pre vyskum diabetu
a s nim suvisiacich stavov. Norskym pacientom liecenym
warfarinom ponuka vzdeldvacie kurzy o samoddavkovani
a samokontrole INR. Studie ukazali, 7 samotestovanie
a sebakontrola robi pacientov viac informovanymi a Ze
maju vacsi pocit slobody a dévery vo vztahu k vlastnej si-
tudcii a Ze ich kvalita Zivota je lepsia. Spolo¢nost NOKLUS
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si vybudovala dobrd medzindrodn( povest pre svoj vy-
skum v oblasti testovania na mieste starostlivosti a labo-
ratérneho testovania v primarnej zdravotnej starostlivosti
a vedie aj doktorandské studium (Lingervelder, 2022).

SKUP

Skandinavske hodnotenie laboratérneho vybavenia
pre testovanie na mieste starostlivosti (Skandinavisk
utprgving av laboratorieutstyr for pasientnaer analyse-
ring, SKUP), je spolo¢nou organizaciou medzi Danskym
inStititom pre externé zabezpecenie kvality v zdravot-
nickych laboratériach (Dansk Institut for Ekstern Kvali-
tetssikring for Laboratorier i Sundhedssektoren, DEKS),
Svédskym organizatorom externého zabezpecenia kvality
(Ackrediterad arrangér av extern kvalitetssékring, Equa-
lis) a Nérskou organizaciou pre zlepSovanie kvality labora-
térnych vysetreni (Norsk kvalitetsforbedring av laborato-
rieundersgkelser, NOKLUS). SKUP bol zaloZeny v roku 1997
z iniciativy odbornikov v oblasti laboratérnej mediciny
v troch krajindch Nérsku, Dansku a Svédsku, pretoze nee-
xistoval Ziaden systém hodnotenia POCT pristrojov. SKUP
vedie Skandindvsky riadiaci vybor a sekretaridt sa nacha-
dza v Norskom Bergene v sidle NOKLUS. Noklus je narod-
na neziskova organizacia, ktoru spravuje komisia zloZzend
zo zastupcov norskej vlady, Norskej lekarskej asociacie a
Norskej spolocnosti lekdrskej biochémie. Ndérska asocia-
cia miestnych a krajskych uradov ma v komisii Statut po-
zorovatela. Ugelom SKUP je zlepsit v Skandindvii kvalitu
testovania poskytovanim objektivnych a dodavatelsky
nezavislych informacii o analytickej kvalite a uZivatelskej
privetivosti meracich systémov na mieste starostlivosti.
Protokoly SKUP hodnoteni su pristupné na web stranke
https://www.skup.org/evaluation-results/evaluations/).
K datumu predloZenia tohto rukopisu ich bolo 136, z toho
41 na glukézu, 15 na PT(INR), 12 na StrepTest A, 8 na
HbAlc, 7 na CRP, 5 na SARS-CoV-2, 3 na u-hCG, a po jed-
nom na NT-proBNP, mocové pruzky, leukocyty, MAU, lipi-
dovy profil a iné.

Hodnotenie SKUP je skdskou analytického vykonu
a uZivatelskej privetivosti meracieho systému. Hodnote-
nia SKUP sa riadia vopred stanovenymi a vseobecnymi
pokynmi opisanymi v protokole a vykondvaju ich zamys-
l[ani pouZivatelia meracieho systému s Cerstvo odobraty-
mi vzorkami. Analyticky vykon sa hodnoti podla vopred
stanovenych pravidiel a pouZivatelia, ktori sa zucastnuju
hodnotenia SKUP, vyjadria svoj ndzor na pouZivatelsku




privetivost v Struktirovanom a podrobnom dotazniku zo-
stavenom SKUP. Specifikdcie analytického vykonu (Ana-
lytical Performance Specifications, APS) a klinicky rele-
vantné limity uréuje v hodnoteniach SKUP podla toho,
¢o povazuje za najmodernejSie v oblasti laboratérneho
testovania. APS (predtym analytické ciele kvality) su za-
loZzené prevazne na medzinarodnych a/alebo narodnych
usmerneniach, ako aj na vedeckych publikacidch. APS
v hodnoteniach SKUP su uvedené v protokole a sprave tes-
tovaného zariadenia. SKUP kontroluje APS pred kazdym
hodnotenim a v pripade potreby ich upravuje na zaklade
vysSie uvedenych zdrojov. UZivatelska privetivost sa hod-
noti Struktirovanym dotaznikom tykajucim sa vSetkych
aspektov meracieho systému. Dotaznik zahffia hodnotenie
jednoduchosti obsluhy, informacii v pouzivatelskej priruc-
ke, a internu analyticku kontrolu kvality a stabilitu testu. Pre
kazdu otazku méze hodnotitel vybrat odpoved' uspokojivu,
strednu alebo neuspokojivi. Na dosiahnutie celkového
hodnotenia ,uspokojivy“ musi meraci systém dosiahnut
celkové hodnotenie ,uspokojivy” vo vsetkych podoblas-
tiach. SKUP ponuka hodnotenie meracich systémov pre
pouzitie v mieste starostlivosti aj vyrobcom a dodavatelom
POCT pristrojov. Spoloc¢nost Ziadajlica o hodnotenie zapla-
ti ndklady na hodnotenie a na oplatku dostane nestranné
hodnotenie svojho systému. Spravy SKUP su publikované
a dostupné na webovej stranke https://www.skup.org/
about-skup/the-aim-and-organisation-of-skup/. SKUP ne-
stanovuje lehotu platnosti vysledkov hodnotenia a ani ne-
$pecifikuje, ktoré zmeny produktu je mozné vykonat bez
straty platnosti Gvodnej hodnotiacej spravy. Cas, kedy SKUP
hodnotil produkt, je uvedeny v sprave. Hodnotené pristroje
by mali byt v Standardnej verzii a reprezentativne pre pri-
stroje na trhu. Ak je to mozné, do hodnotenia su zahrnuté
tri Sarze Cinidiel/testovacich pruzkov/kaziet. Hodnotenie
SKUP sa vztahuje vylucne na pristroje a Sarze Cinidiel/tes-
tovacich pruzkov/kaziet pouZitych pri hodnoteni a nemoze
zarucit, Ze iné pristroje alebo ¢isla SarZi ¢inidiel/testovacich
pruzkov/kaziet poskytnd rovnaké vysledky. Je to vyhrad-
ne vyrobca pristroja a Cinidiel/testovacich pruzkov/kaziet,
ktory moze zabezpecit, Ze vykon a ostatné charakteristiky
meracieho systému na predaj su ekvivalentné tym, ktoré
hodnoti SKUP.

Spojené staty americké (USA)
USA su jedinou rozvinutou krajinou bez systému uni-
verzalnej zdravotnej starostlivosti a zna¢na Cast ich oby-
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vatelstva nemd zdravotné poistenie. Systém zdravotnej
starostlivosti v USA neposkytuje univerzdlne pokrytie
a mozno ho definovat ako zmiesany systém, v ktorom ve-
rejne financované Statne zdravotné poistenie Medicare a
Medicaid koexistuje so sukromne financovanym trhovym
pokrytim (US Healthcare System Overview). Zdravotna
starostlivost v Spojenych $tatoch je z velkej ¢asti posky-
tovand sukromnymi zdravotnickymi zariadeniami a je
hradena kombinaciou verejnych programov, sukromné-
ho poistenia a platieb z vlastného vrecka. Spojené Staty
americké vynakladaju na zdravotnu starostlivost viac ako
ktorakolvek ind krajina, a to v absolutnom vyjadreni aj
v percentach HDP (https://en.wikipedia.org/wiki/Health-
care_in_the_United_States). Pokrytie zdravotnej starost-
livosti sa v rdmci populacie znacne lisi, pricom urcité sku-
piny, ako napr. stari fudia a jednotlivci s nizkymi prijmami,
dostavaju komplexnejsiu starostlivost prostrednictvom
vladnych programov Medicaid a Medicare.

V 80. rokoch 20. storocia vzniklo v USA niekolko poj-
mov tykajucich sa laboratérneho testovania: testovanie
v blizkosti pacienta (near patient testing), testovanie pri
I6Zku (bedside testing), testovanie v mieste starostlivos-
ti (point of care testing), decentralizované testovanie
(decentralized testing), doplnkové testovanie (ancillary
testing), narocné testovanie (complexity testing). Na la-
boratdrne testovanie dohliada regulaény program Clinical
Laboratory Improvement Amendments, CLIA, ktory bol vr.
1988 schvaleny Kongresom Spojenych Statov americkych
ako federalny zakon s cielom regulovat laboratérne tes-
tovanie a zabezpedit presnost, spolahlivost a véasnost la-
boratérnych vysledkov. Systém CLIA 88 je subor postupov
a opatreni na kontrolu kvality laboratérneho testovania
(Regulatory and Quality Assurance Frameworks for PGX,
2006). VSetky laboratéria a POCT miesta, ktoré vykonava-
ju diagnostické alebo terapeutické testovanie u fudi, mu-
sia mat certifikaciu CLIA. Platia pre nich rovnaké predpisy
bez ohladu na to, kde sa test vykonava. Vsetky programy
POCT musia poziadat o certifikat CLIA a vybrat si vhodnu
akreditacnu agenturu pre svoje potreby. VSetky akreditac-
né agentlry musia dodrziavat poziadavky uvedené vo fe-
deralnom registri, niektoré agentury su prisnejsie ako iné.
Proces certifikicie CLIA zahffia absolvovanie série inSpek-
cii, ktoré maju zabezpecit, aby laboratérium bolo riadne
personalne a technicky vybavené a malo zavedeny systém
kontroly a zabezpecenia kvality. VSetok laboratérny per-

sondl musi byt riadne vyskoleny a kvalifikovany na vyko-
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navanie svojich uloh. O laboratdriach, ktoré spifiaju tieto
normy, sa hovori, Ze su ,,v sulade so zdkonom o zlepsovani
systéemu klinickych laboratdrii“. CLIA od klinickych labora-
térii vyzaduje, aby mali prislusny certifikat pred prijatim
ludskych vzoriek na testovanie. Existuju rozne typy certifi-
katov CLIA, ako aj rozne regulacné poziadavky na zaklade
typov a zlozZitosti klinickych laboratdrnych testov, ktoré
laboratérium vykondva. CLIA realizuje viacero federalnych
agentur, z ktorych kazda ma Specifické funkcie:

e Ministerstvo zdravotnictva a socialnych sluZieb (The
U.S. Department of Health and Human Services, HHS)
certifikuje laboratéria.

e Centra pre Medicare & Medicaid Services (CMS) spra-
vuju certifikaény program CLIA pre Ministerstvo zdra-
votnictva, ktory pozostava z nasledujucich funkcii:

- SluZia ako kontrolné agentury pre dodrziavanie CLIA.
- Zverejnuju pravidla a predpisy CLIA.

- Kontroluju dodrziavania predpisov.

- Vydavaju laboratérne certifikaty.

- Monitoruju vykon laboratdrii testovanim spésobilosti.
- Schvaluju programy testovania sposobilosti.

e Urad pre potraviny a lieéiva (Food and Drug Admi-
nistration, FDA). Je zodpovedny za ochranu verejného
zdravia. Zaistuje bezpecnost, ucinnost a ochranu hu-
mannych a veterinarnych liekov, biologickych produk-
tov, zdravotnickych pomdcok, potravin, kozmetiky
a radioaktivnych produktov.

- Kategorizuje laboratdrne testy na zaklade zlozitosti.

- Vytvara pravidla a usmernenia pre kategorizaciu zlo-
Zitosti testov podla CLIA.

- Posudzuje Ziadosti o vynimku testov.

e Centrum pre kontrolu a prevenciu chordb (The Cen-
ters for Disease Control and Prevention, CDC)

- Vyvija a distribuuje odborné informaéné a vzdeldva-
cie materidly.

- Vyvija technické normy a usmernenia (guidelines)
pre laboratérnu prax.

- Vykonadva laboratérne Studie na zlepsenie kvality.

- Riadi poradny vybor CLIA.

- Monitoruje postupy testovania odbornej sposobilos-
ti.

- Poskytuje technickd pomoc, analyzu a vyskum.

CLIA klasifikuje laboratdrne testy na zaklade zloZitosti
vykonu a Specifickych poziadaviek do troch hlavnych ka-
tegorii:
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e waived tests - volné, jednoduché testovanie, ktoré
nepodliehaju regulacii CLIA. Patria sem jednoduché
testy, ktoré maju nizke riziko chybnych vysledkov.
Existuje priblizne 120 waiver testov, medzi ktorymi sa
nachadzaju aj také, ktoré mozu mat negativny vplyv
na zdravie, ak sa vykonaju nepresne.

e non-waived tests of moderate complexity - testova-
nie strednej zlozitosti, napr. testovanie na ludsky pa-
pilomavirus (HPV), testovanie na chripku a testovanie
na streptokoky.

e non-waived tests of high complexity - narocné tes-
tovanie, napr. z histopatoldgie, mikrobioldgie a mo-
lekularne testovanie. Laboratdrid, ktoré vykonavaju
testovanie strednej zloZitosti, podliehaju prisnejsim
predpisom ako laboratéria, ktoré vykonavaju jedno-
duché testy. Laboratoriad alebo pracoviskd, ktoré vy-
konévaju komplexné testy, musia mat CLIA certifikat,
musia spliiat normy kvality (CLIA) (interna kontrola
kvality a skusky sp6sobilosti (Proficiency testing, PT).

Na niektorych miestach sa spomina aj Stvrta kategoria
testov a to mikroskopia vykonavand poskytovatelom. Podla
CLIA klinické laboratdrne testy vratane testovania v mieste
starostlivosti (POCT) skumaju ,materidly pochddzajuce z
ludského tela za ucelom poskytovania informdcii na diag-
nostiku, prevenciu alebo liecbu akejkolvek choroby...“.

Regulacny dohlad nad POCT sa v USA Iisi od klinickych
laboratérnych sluZieb v niekolkych ohladoch. Federdlna
reguldcia POCT je minimdlna a pre vacsSinu testov v tej-
to kategorii je jedinou pozZiadavkou, aby sa test vykonal
podla pokynov vyrobcu (Ehrmeyer, 2011). Z 234 584 la-
boratérii, ktoré registruje CLIA (2022), ma 80 % certifikat
na volné testovanie (Waiver), 9 % na vlastnd mikrosko-
piu (Provider Performed Microscopy), 6 % Osvedcenie
o zhode, 5 % Osvedcenie o akreditacii. Podla tychto uda-
jov len 11 % vsetkych testovacich miest absolvuje dvojroc-
nu kontrolu zo strany regulacnych organov. Na zvysnych
89 % testovacich miestach nie je kontrola garantovana. Na
ambulantné testovanie (Physician Operated Labs, POL),
je vydanych 131 238 licencii CLIA, z nich 70 % licencii ma
licenciu na volné testovanie (Waiver), 18 % na mikroskopiu
vykonavanu poskytovatelom, 8 % osvedcenie o zhode a 4 %
osvedcenie o akreditacii (Point of Care Testing (2022),
https://ascls.org/point-of-care/). Point-of-Care testy, na
ktoré sa nevztahuje CLIA, m6zu vykonavat aj lekarne, ak
disponuju Waiver certifikditom (COW). COW sa zvycajne




ziskava od Statnej rady zdravia. POC testy, ktoré st oslobo-
dené od podmienok komplexnosti, sa sustreduju na 3 fazy
testovania: preanalytické, analytické a postanalytické. Sta-
ty a akredita¢né agentury casto kladu na POCT dodatocné
poziadavky, s ktorymi sa zdravotnicke zariadenia musia
vysporiadat. Tieto poziadavky sa zameriavaju predovset-
kym na kompetentnost operatora (Skolenie a spdsobilost
personalu vykonavajluceho testovanie) a overenie, i po-
stupy Specifikované vyrobcom POCT zariadenia pre dany
test sa prisne dodrziavaju. To je obzvlast dolezité, pretoze
volné alebo stredne zloZité laboratorne metédy, mozu za
urCitych okolnosti vykonavat aj nelaboratdrni pracovnici
a vtedy sa stavaju velmi zloZitymi, ak sa pouzivaju sp6so-
bom, ktory sa odchyluje od protokolu (pokynov) vyrobcu
schvédleného FDA. Vysoko komplexné laboratdrne testy
mozu podla federalneho zdkona vykonavat iba pracovnici,

ktori splfiaju kvalifikaciu $pecifikovant v CLIA.

Kanada

Kanada ma decentralizovany, univerzalny, verejne fi-
nancovany zdravotny systém s ndzvom Canadian Medi-
care. Zdravotna starostlivost je financovana a spravovana
predovsetkym 13 provinciami a Uzemiami krajiny. Kazdy
z nich ma svoj vlastny poistny plan a kazdy dostava financ-
nu pomoc od federalnej vlady na zaklade poctu obyvate-
[ov. Canadian Medicare bol zriadeny na zaklade federalnej
legislativy pévodne schvalenej v roku 1957 a v roku 1966.
Kanadsky zakon o zdravi z roku 1984 nahradza a konso-
liduje dva predchadzajiuce zakony a stanovuje narodné
Standardy pre medicinsky nevyhnutné nemocni¢né, diag-
nostické a lekarske sluzby (Martin, 2018).

Za spravu a poskytovanie zdravotnej starostlivosti v Ka-
nade zodpovedd kazda provincia (Stat). VSetci obcania a
osoby s trvalym pobytom maju bezplatne nemocnicné a le-
karske sluzby. Na Uhradu vylucenych sluzieb vratane ambu-
lantnych liekov na predpis a zubnej starostlivosti poskytuju
provincie urcité pokrytie pre ciefové skupiny. Okrem toho asi
dve tretiny Kanadanov maju sukromné poistenie. Primdrnu
zodpovednost za financovanie, organizaciu a poskytovanie
zdravotnickych sluzieb a dohlad nad poskytovatelmi maju
provincionalne a Uzemné vlady. Federalna vlada spolufinan-
cuje programy univerzalneho zdravotného poistenia a spra-
vuje cely rad sluzieb pre urcité skupiny obyvatelstva vratane
opravnenych pévodnych obyvatelov a Inuitov (Eskimakov
arktického Uzemia Kanady), ¢lenov kanadskych ozbrojenych
sil, veteranov, uteCencov a niektorych dalSich Specifickych
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skupin obyvatelstva. Vlada reguluje bezpecénost a ucinnost
zdravotnickych pomocok, lie€iv a prirodnych zdravotnych
produktov, financuje zdravotnicky vyskum a niektoré sys-
témy informacnych technoldgii a spravuje niekolko funkcii
verejného zdravotnictva na celostatnej Urovni. Federalne
ministerstvom zdravotnictva (Health Canada) zohrava kltco-
vU regulacnu Ulohu v oblasti bezpecnosti potravin a liekov,
preskiimania zdravotnickych pomaocok a technoldgii a dodr-
Ziavania narodnych noriem. Kanadska agentura verejného
zdravia (The Public Health Agency of Canada) je zodpovedna
za verejné zdravie, mimoriadne situdcie, kontrolu a preven-
ciu infekénych a chronickych choréb a podporu zdravia. Nové
ministerstvo federalnej viady Sluzby domorodych obyvatelov
Kanady (/Indigenous Services Canada) financuje urcité zdra-
votnicke sluzby pre domorodcov a Inuitov.

Narodna vedecka a profesiondlna organizdcia zastu-
pujuca klinickych biochemikov v celej Kanade sa nazyva
Kanadska spolo¢nost klinickych chemikov (Canadian So-
ciety of Clinical Chemists, CSCC). CSCC predstavuje vedu-
ce postavenie v praxi klinickej biochémie a klinickej labo-
ratérnej mediciny prostrednictvom sluzieb, vzdelavania
a vyskumu. CSCC dba na bezpecnost pacientov vyvojom
a podporou vysokych Standardov kvality v ramci diagnos-
tickych sluzieb. CSCC sluzi ako zdroj a partner pre vladu,
priemysel a zdravotnictvo. Podporuje profesiu klinickej
biochémie a zasadzuje sa za odborné uznanie klinickych
biochemikov (https://cscc-scec.ca/). Klinicki biochemici su
laboratdrni diagnostici na Urovni PhD so Specializovanym
postdoktorandskym vzdelanim v laboratérnej medicine.
Vsetci maju certifikdciu od Kanadskej akadémie klinickej
biochémie alebo jeho ekvivalent. PriebeZzna odborna sp6-
sobilost je zabezpefena ucastou v programe UdrZiavanie
kompetencii, ktory ponuka Akadémia. Klinicki biochemici
zabezpecuju poskytovanie konzistentne vysokej kvality,
presnych a presnych vysledkov biochemickych testov, aby
sa pacientovi mohla poskytnut vysokokvalitna starostli-
vost. Klinicki biochemici vedu vyvoj a implementaciu la-
boratdrnych systémov manazérstva kvality, ktoré zahriaju
vsetky aspekty testovacieho procesu: preanalyticku, ana-
lyticku a postanalyticku fazu.

Akreditaciu klinickych laboratérii v Kanade reguluju
provinéné zdravotnicke organy. Z desiatich provincii Kana-
dy ma pat akreditané orgény, zatial ¢o v ostatnych piatich
provinciach si medicinske laboratérid akreditované Ka-
nadskou radou pre akreditaciu zdravotnickych sluzieb (Ca-
nadian Counsel on Health Service Accreditation, CCHSA).
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Kazdy z tychto akreditacnych organov ma svoje vlastné
normy, ktoré v roznom rozsahu implementuji dokumenty
Medzindrodnej organizacie pre normalizaciu 1SO. Narod-
ny program a harmonizaciu riadenia kvality v klinickych
laboratdriach zabezpecuje Kanadska koalicia pre kvalitu
v laboratérnej medicine (Canadian Coalition for Quality in
Laboratory Medicine, CCQLM) (Li, 2009).

POC testovanie sa pouziva v réznych prostrediach, ale
najcastejSie na pohotovosti a v urgentnej medicine, v ne-
mocnicnej Ustavnej starostlivosti, primarnej starostlivosti
a pri samotestovani pacientov. POC testovanie zvycajne
vykonavaju nelaboratérne vyskoleni jednotlivci, predo-
vsetkym sestry, lekari, perfuzioldgovia, respiracni fyziote-
rapeuti, porodné asistentky a zachrandri, ako aj pacienti.
POC testovanie iniciovali kanadski poskytovatelia zdravot-
nej starostlivosti kvoli problémom s nedostupnostou labo-
ratérnych testov vo vidieckych zariadeniach v malo osid-
lenych oblastiach. Testovanie na mieste pacienta nemusi
byt akreditované a nevztahuju sa nan rovnaké normy kva-
lity a regulac¢né poziadavky ako na centrdlne laboratoria.
To nasledne vedie k zvySenému zaujmu regulacnych orga-
nov o monitorovanie kvality POCT a jeho implementacie.
Naopak, ak sa POCT vykonava v prostredi, ktoré patri do
zodpovednosti centralneho laboratéria, Standardy kvali-
ty a regula¢né poziadavky musia byt splnené. Prikladom
toho je centralny laboratérny dohlad nad programami
POCT v ramci skupiny nemocnic zdruZenia Eastern Ontario
Regional Laboratory Association (EORLA) v Ontdriu.

Koncept POCT sa v Kanade riadi pravnou definiciou
,POCT je testovanie vykondvané kvalifikovanymi zdravot-
nickymi odbornikmi mimo uzndvanych a akreditovanych
verejnych alebo sukromnych laboratdrii a mimo institucii
poskytujucich zdravotné a socidlne sluzby”. Politika defi-
nuje riadiace a technické poziadavky pre POCT v ramci na-
sledujucich kategérii (28):

e dohlad nad riadenim postupov POC testovania

e kritérid vyberu, nakupu a instalacie pristrojov

e protokoly hodnotenia a schvalovania POCT pristrojov

e poziadavky na spravnost a presnost POCT pristrojov

e (drzba POCT pristrojov

e manipuldcia so spotrebnym materialom a cinidlami

o Skolenie, certifikdcia a re-certifikdcia operatorov
POCT

e kontrola a zabezpecenie kvality

e sprava zdravotnej dokumentacie
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Centrélne laboratéria v kazdej lokalite EORLA dohlia-
daju na programy POCT v ramci svojich nemocnic, posky-
tuju poradenstvo v oblasti zabezpecenia a kontroly kvality
a dokumentacie vysledkov.

Australia

Australsky systém zdravotnej starostlivosti je jednym z
najkomplexnejSich a patri medzi najlepSie na svete. Ponu-
ka cely rad sluzieb od vSeobecného a preventivneho zdra-
via az po liecbu zlozitejsich stavov, ktoré si vyzaduju Spe-
cialistov alebo nemocniént starostlivost. Systém ma dve
hlavné casti: systém verejného zdravotnictva a sukromny
systém zdravotnictva. Austrdlia ma regionalne spravovany
program univerzalneho verejného zdravotného poistenia
(Medicare), ktory je financovany prostrednictvom vSeobec-
nych danovych prijmov a vladneho odvodu. Registracia je
automaticka pre obcanov, ktori maju bezplatni verejnu
nemocni¢nu starostlivost a zna¢né pokrytie lekarskych slu-
Zieb, liekov a niektorych dalsich sluzieb. Do Medicare sa
moZu zapisat aj ob¢ania Nového Zélandu, osoby s trvalym
pobytom a ludia z krajin s recipro¢nymi vyhodami. Pribliz-
ne polovica Austral¢anov si kupuje aj sukromné doplnkové
poistenie na zaplatenie sukromnej nemocnicnej starostli-
vosti, sluzieb stomatoldgov a inych sluZieb. Federalna vla-
da poskytuje financné prostriedky a nepriamu podporu
pre Ustavni a ambulantny starostlivost prostrednictvom
programu Vyhodny Medicare (Medicare Benefits Scheme,
MBS) a pre ambulantné lieky na predpis prostrednictvom
programu Farma vyhody (Pharmaceutical Benefits Sche-
me, PBS). Federdlna vlada je tieZ zodpovedna za reguldciu
sukromného zdravotného poistenia a vyplaca bud' zlavu zo
sukromného poistného alebo uctuje dariovu pokutu do-
macnostiam s vySsSimi prijmami, ktoré si nekupia siukromné
poistenie (The Australian health system, 2019).

Australia ma 31 primarnych zdravotnickych sieti, ktoré
spolupracuju priamo s praktickymi lekdrmi a inymi posky-
tovatelmi primarnej starostlivosti s cielom zlepsit koor-
dindciu starostlivosti o pacientov. V Australii su prakticki
lekari zvycajne povazovani za samostatne zarobkovo c¢inné
osoby a su sucastou praxe s priemerne Styrmi praktickymi
lekdrmi na ordindciu. V pripade Specializovanych sluzieb
méze pacient poberat davku programu Vyhodny Medica-
re (Medicare Benefits Scheme, MBS) len vtedy, ak ho od-
poruci prakticky lekar. Poprednou profesiovou organizaci-
ou vseobecnych lekarov v Australii je Kralovska australska
akadémia vSeobecnych lekdrov (Royal Australian College




of General Practitioners, RACGP), ktord poskytuje podpo-
ru praktickym lekdrom prostrednictvom vzdelavania, Sko-
lenia, zdrojov, smernic a Standardov, ktoré mozu prakticki
lekari pouzit pri poskytovani vysokokvalitnej zdravotnej
starostlivosti. RACGP razi presvedcenie, ze POCT by malo
byt pristupné praktickym lekdrom a malo by byt kryté
zdrojmi MBS. Australska akadémia vidieckej a vzdialenej
mediciny (Australian College of Rural and Remote Medi-
cine) je profesiovou organizdciou mnohych praktickych
lekarov na vidieku (Dixit, 2018) .

Neexistuju Ziadne povinné Standardy alebo usmer-
nenia, ktoré by prakticki lekari mali dodrziavat pri po-
uzivani POCT. Za kvalitu su zodpovedni sami a za tychto
podmienok nemaju POCT zahrnuté v platbach MBS. Aby
mal vSeobecny lekar narok na platby MBS, musi mat prax
akreditovanu podla noriem pre POCT. Normy implemen-
tované vo vseobecnej praxi pre POCT spadaju pod Narod-
nu poradnu komisiu pre akreditaciu patolégie (National
Pathology Accreditation Advisory Council, NPAAC), ktora
od praktickych lekdarov vyZzaduje, aby dodrziavali rovnaké
Standardy ako klinické laboratéria. To znamena, Ze prak-
ticki lekari musia dodrziavat akreditacné opatrenia, ktoré
boli vyvinuté pre medicinske laboratéria, ¢o vyzaduje, aby
si prakticki lekdri zaregistrovali svoju prax ako akreditova-
né klinické laboratdria podla noriem Australskej narodnej
asociacie pre skusobné laboratéria (National Association
of Testing Authorities, NATA), Co je nielen ¢asovo naroc¢né,
ale aj nakladné, pretoze zahffa rozsiahlu administrativnu
POCT u praktickych lekarov sa v sucasnosti vykonava bez
akreditacie prostrednictvom certifikovaného systému
Australskej narodnej asocidcie pre skisobné laboratoria.
To znamena, Ze neexistuje kontrola kvality POC testovania
ani ich nemozno uctovat MBS.

Od roku 2019 bolo v Australii akreditovanych cca 20
praktickych lekdrov, ktori vo svojej praxi pouzivaju testy
POC. V sucasnosti existuju dva subory noriem a usmer-
neni na implementaciu POCT a zabezpecenie vhodného
pouZitia vo vSeobecnej praxi; jeden je navrhnuty NPAAC
a druhy RACGP V rdmci poZiadaviek na implementaciu
POCT u praktického lekara obidva dokumenty stanovu-
ju ramce kvality, klinické riadenie, Skolenia, bezpeénost
a likvidaciu odpadu. Australska asociacia klinickych bio-
chemikov (Australasian Association for Clinical Biochemis-
try and Laboratory Medicine, AACB) odporuca, aby kazdé
zdravotnicke centrum, ktoré chce implementovat POCT,
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zriadilo planovaciu skupinu pozostavajucu zo vsetkych
zamestnancov, ktori sa budu podielat na testovani POC,
aby sa pred implementaciou podelili o zodpovednost za
pldnovanie vyZzadované normamia smernicami. Tato pla-
novacia skupina v idedlnom pripade rozhodne aj o tom,
ktoré POC testy kupi, a bude zodpovedna za obstaravanie
zariadeni od vyrobcu. Smernice a Standardy vyZaduju, aby
kazda ordinacia mala supervizora POCT (napriklad urce-
ného a vyskoleného praktického lekara, zdravotnu sestru
alebo praktického asistenta), ktory dohliada na pouZiva-
nie a riadenie POCT v praxi a aby tato osoba dostatocne
rozumela aj POCT. Supervizor musi absolvovat prislusné
Skolenie a mézZe delegovat niektoré zodpovednosti na iné-
ho ¢lena praxe, pokial tento ¢len tiez absolvoval skolenie
POCT. Supervizor alebo nim menovany pracovnik je tiez
zodpovedny za zabezpecenie kvality POCT v ramci ordi-
nacie a musi pravidelne vykonavat a overovat kontrolu
kvality, skimat vysledky a vykon a kontrolovat trendy vo
vysledkoch kontroly kvality. Hoci ordinacia by mala byt
akreditovana ako klinické laboratérium, lekari v ordinacii,
sestry alebo asistenti sa povaZuju za nelaboratérne vysko-
leny personal (Lingervelder, 2022).

Australia v uvadzani POCT technoldgii za ostatnym
vyspelym svetom nezaostdva, prave naopak. Rozsiahla
geografickd rozloha ju k tomuto systému zdravotnickej
starostlivosti priam preduréuje. Odhaduje sa, Ze v celej
Australii sa kazdy rok vykona priblizne 8 az 10 miliénov
POC testov. To je v porovnani s potom testov vykonanych
centralnymi laboratdriami malo, ale ocakdava sa, Ze objem
POCT porastie. Platba za vacsinu typov POCT je dostup-
na prostrednictvom Medicare za predpokladu, Ze takéto
testovanie vykonava akreditované laboratérium. Aby bolo
laboratérium akreditované, musi spiiiat normu AS 4633 /
ISO 15189. Australia zaviedla nariadenie, ktoré od vyrob-
cov POCT vyzZaduje, aby pouzivatefom dodavali lahko zro-
zumitelné pokyny a Specifikacie, ktoré zabezpecia sprav-
ne pouzivanie zariadeni. Glukometre a koagulometre su
rozSirené uz mnoho rokov. Nemocnice a akreditované kli-
nické laboratdria pouzivaju Sirokd skalu POCT zariadeni. S
vynimkou glukdzy sa nemocni¢né POC testovanie zvycaj-
ne tyka pohotovosti alebo kritickej starostlivosti a ¢asto sa
vykondva v nadvaznosti na akreditované laboratérne sluz-
by (Tirimacco, R., 2010). Zdravotné sestry a ini zdravotnic-
ki pracovnici, ktori pracuju vo velmi vzdialenych lokalitach
alebo v malych vidieckych nemocniciach, ktoré nemaju
laboratdrium, Casto potrebuji mat moznost testovat na

51



mieste. POC testovanie je vacsinou zdruzené do sieti ako
QAAMS, iCCnet a POCT Pathology Queensland. Tieto sie-
te vyuzivaju zdokumentované postupy kontroly kvality
a zucasthuju sa externého hodnotenia kvality alebo
skusok sposobilosti. POCT vyuZiva Specidlne navrhnuty
program EHK a indikatorov kvality. Casto prehliadané, ale
tiez velmi bezné v Australii, je pouzitie POCT v Sportovej
medicine a skriningu na pracovisku na zneuzivanie drog.
Z pravneho hladiska sa POC testovanie drog (a etanolu)
zvyc€ajne povazuje len za predbezny alebo skriningovy po-
stup. Pozitivne skriningové testy na zneuzivanie drog zvy-
¢ajne vyZaduju potvrdenie akreditovanym laboratériom
na zaklade australskeho standardu AS 4308.

Normy pre POCT vo vSeobecnej praxi spadaju v sucas-
nosti pod Narodnu poradnu radu pre akreditaciu labora-
torii (NPAAC), ¢o znamend, Ze vseobecnd prax sa riadi rov-
nakymi normami ako klinické laboratdria. Ramec riadenia
POCT stanovuju PozZiadavky na testovanie v mieste sta-
rostlivosti (Requirements for Point of Care Testing, 2021),
ktoré poskytuju usmernenia pre kazdé zdravotnicke za-
riadenie alebo zariadenie spojené s laboratériom, ktoré
vykondva POCT. Dodrzanie tychto poziadaviek zaistuje, ze
bezpecnost pacienta nie je ohrozend. PoZiadavky na tes-
tovanie v mieste starostlivosti, ktoré boli aktualizované
v r. 2021, maju pristup zaloZeny na riziku, ktory odzrkad-
[uje aktudlne najlepSiu prax pri vykonavani POCT. V tomto
Standarde je zahrnuty aj subor poziadaviek vytvorenych
RACGP, ktory sa pouZziva pri akreditacii POCT vykonava-
nej v prostredi vSeobecnej praxe. Tieto Standardy obsa-
huju rovnaké klucové principy pre POCT ako zastresujuce
Standardy. Do Uvahy sa bera vsetky prislusné australske
predpisy a normy. V Australii podliehaju vsetky diagnos-
tické zdravotnicke pomocky in vitro (IVD) reguldcii podla
zdkona Austrdlskeho registra zdravotnickych pripravkov
(Australian Register of Therapeutic Goods, ARTG). IVD ur-
¢ené na poutzitie v mieste starostlivosti musia byt uvedené
v australskom registri ARTG predtym, ako mézu byt doda-
né a distribuované v Australii. ARTG je verejne dostupna
databdza zdravotnickych pomdcok, ktoré mozno legalne
preddvat a dodavat v Austrélii. Informacie obsiahnuté
v ARTG zahfnaju nazov produktu a podrobnosti o jeho zlo-

Zeni, pouZziti a vyrobcovi /predajcovi.

ZAVER
V 20. storoci sa pozornost zo vseobecnej patoldgie pre-
sunula na Specifické choroby. Toto obdobie je zname aj ako
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terapeuticka revolucia chapana ako moment, kedy zacala
fungovat medicina. ,Zdravie pre vietkych” bol ciel stano-
veny v roku 1978 vo vyhlaseni medzinarodnej konferencie
o primarnej zdravotnej starostlivosti (AIma Ata). Jeho hlav-
nou agendou bolo vyjadrenie potreby naliehavych krokov
vsetkych vlad, vSetkych zdravotnickych pracovnikov a sve-
tového spolocenstva na ochranu a podporu zdravia vset-
kych ludi. Postupy a rozvoj zdravotnej starostlivosti v jed-
notlivych krajinach sa lisia, pretoZe zdravotna starostlivost
bola vidy tradicne povaZovana za miestne odvetvie Speci-
fické pre regidny a krajiny. Niektorym krajinam sa podarilo
vybudovat silny systém zdravotnej starostlivosti, iné krajiny
stale zaostavaju v mnohych faktoroch. V sucasnosti sa vsak
zdravotnd starostlivost meni na globalne odvetvie, ktoré
vyZaduje harmonizaciu vo vsetkych oblastiach, laboratérnu
medicinu a POCT nevynimajuc. Meniaci sa moderny Zivot-
ny Styl, spésob stravovania, obezita a nedostatok pohybu
vedie k zvySenej prevalencii chronickych ochoreni v popu-
Iacii. Tieto faktory sa stdvaju motorom vyuZzivaniu diagnos-
tickych pripravkov aj mimo laboratérii. Prisne regulaéné
opatrenia a konkuren¢né prostredie vedie vyrobcov k pro-
dukcii diagnostickych stprav s vys$ou ucinnostou. Rozvoj
infrastruktury a zdravotnickych zariadeni a obrovsky po-
Cet ludi s chronickymi poruchami stupriuje zvyseny dopyt
po diagnostickych metddach s modernymi technolégiami
a technikami potrebnymi na vykondvanie diagnostickych
postupov. Nedostatok zrucnosti nelaboratérnych pracovni-
kov a laikov vedie k vyvoju €oraz k sofistikovanejsich me-
dicinskych diagnostickych technoldgii nielen s vylepsenymi
technikami, ale aj softvérovym systémom zabudovanym do
zariadeni. Rychle akceptovanie novo vyvinutych technoldgii
a zlepsenie kvality testovania pomocou vylepSenych tech-
noldgii vedie k rozvoju zdravotnej starostlivosti v zaostalych
regionoch. Regulacny dohlad nad POCT sa v niekolkych
ohladoch [iSi od inych klinickych laboratérnych sluzieb
a udrziavanie suladu s Uradmi zapojenymi do dohladu nad
POCT je narocna uloha. Aby sa test vykonal podla poky-
nov vyrobcu ¢asto nestadi. Staty a akreditaéné agentury
Casto kladu na POCT dodatoc¢né poziadavky, s ktorymi sa
zdravotnicke zariadenia musia vysporiadat. Elektronické
lekarske zaznamy umoznia okamzité zdielanie vysledkov
testovania s poskytovatelmi zdravotnej starostlivosti. Oca-
kava sa, Ze v budicnosti sa POCT rozsiri eSte na viac oblas-
ti diagnostiky a liecby infekénych choréb, v onkologickych
ochoreni a demencie. Na zarucenie bezpecnosti pacienta
je nevyhnutné, aby nasadenie, implementdacia a hodno-




tenie POCT bolo vykonané na zdklade jasného postupu
a zabezpecenia kvality. V dbésledku nedostatku predpisov
nie je kvalita POCT vZdy dostato¢ne znama. POCT sa musi
pouzit na spravnu indikaciu, na spravne priznaky ochorenia,
v spravnom case a pre spravneho pacienta. To si vyZaduje
dostupnost a prenos vedecky podlozenych medicinskych
poznatkov a optimalizaciu vsetkych technickych a prevadz-
kovych aspektov. Vo vieobecnosti plati, Ze kvalita POCT je
taka dobra, aky dobry je najslabsi ¢lanok retaze. Indikacia
a interpretdcia laboratérnej diagnostiky a POCT je odlisna
v primarnej starostlivosti (extramuralna, najma ambulancia
vseobecného lekara) a v sekundarnej starostlivosti (intra-
muralna, hlavne nemocnic¢nad). Pacienti v primarnej starost-
livosti maju Casto v ranom $tadiu malo vyraznych tazkosti
alebo priznakov. Riziko ochorenia vopred je casto malé.
Oba tieto faktory ovplyvnuju charakteristiky diagnostické-
ho testu, ako je citlivost, Specifickost, pozitivha a negativna
prediktivna hodnota zamyslaného POC testu, ktory sa ma
pouzit. Napriklad diagnosticka pridand hodnota s nizkou
pravdepodobnostou ochorenia moze byt stale znac¢na, do-
konca aj pri teste so stredne pozitivnou prediktivhou hod-
notou. Na druhej strane sa méze stat, ze POC test s vysokou
negativnou prediktivnou hodnotou sotva prispieva k ma-
nazmentu pacienta, pretoze riziko ochorenia bolo uz vo-
pred extrémne nizke. Okrem toho zévaZnost stavu tiez zo-
hrava délezitu ulohu pri zvaZeni testovacich charakteristik.
POC testovanie u praktického lekdra moze vykonavat iba
opravneny a kvalifikovany personal, ktory musi mat potreb-
ny prakticky vycvik v laboratérnej praci. Odporuca sa, aby
pracovisko praktického lekdra okrem kontroly kvality s kon-
trolnymi vzorkami systematicky porovnavalo vysledky POC
testov aj s laboratériom. Dalej musi pracovisko POCT ve-
novat dostatocnu pozornost Udrzbe POCT zariadenia, kon-
trole a skladovaniu materidlov v ambulancii a tieZ evidencii
chybovych hlaseni. Monitorovanie (resp. kontrola) kvality
testovania v zariadeniach vieobecnych lekarov ma byt tr-
valou sucastou POCT. Vzhladom na zloZitost procesu vali-
dacie a overovania POCT pristrojov ponukanych na trhu je
Ziaduce, aby pracovisko praktického lekara posudilo spolu s
laboratdériom, €i konkrétny POCT pristroj vyhovuje na ucely
zamyslaného poufzitia. Podla praktickych lekarov je poradie
najvyznamnejsich POCT charakteristik nasledovné (1) vyso-
ka diagnosticka spravnost (citlivost a Specifickost), (2) uZiva-
tel'ska privetivost (user-friendliness), (3) rychly vysledok tes-
tu (kratky TAT), (4) ekonomicky efektivny, (5) kvantitativny
vysledok testu, (6) primerana doba pouZitelnosti. Poradie
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dolezitosti (naliehavosti) pre pouzitie POC testov je podla
praktickych lekarov nasledovné: (1) okamZité rozhodovanie
0 manazmente pacienta, (2) istota diagnostického a lieceb-
ného rozhodnutia, (3) lepSia komunikacia s pacientom, (4)
efektivnejsia ambulantna prax, (5) spokojnost a komfort
pacienta (Matthes, 2023).

Technoldgie nikdy neprestani napredovat, najma ¢o
sa tyka presnosti, Specifickosti, citlivosti a rychlejSej doby
obratky. Vdaka tomu diagnostické testy umoznia rychlej-
Sie rozhodovanie a jednoduch$iu interpretdciu. Okrem
toho, uZito¢nost zariadeni POCT bude umocriovat umela
inteligencia, ktord sa stane klucovym prostriedkom na
podporu lekdrov pri analyze Udajov o pacientovi a pri
diagnostickom rozhodovani. Vyznamnym sp6sobom méze
posilnit tlohu domacich testov a ich prepojenie prostred-
nictvom aplikacii a telemediciny.
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SUHRN

Diagnostika ochoreni Ustnej dutiny je neoddelitelnou
suéastou poskytovania kvalitnej zdravotnej starostlivos-
ti. Parodontitida je povazovana za jedno z najrozsirenej-
Sich imunitne-zapalovych ochoreni tstnej dutiny, kedy
v dosledku posobenia patogénnych baktérii dochadza k
destrukcii periodontalneho tkaniva. Velky doraz sa kla-
die na prevenciu a v€asnu diagnostiku, aby nedoslo k ne-
doslo k nezvratnému poskodeniu tkaniva. Konvencné kli-
nické parametre na diagnostiku parodontitidy ¢asto nie
su postacujtce. Preto sa vyskum sustred'uje na hl'adanie
markerov ochoreni Ustnej dutiny najma analyzou slin.
Prehladova praca prinasa najnovsie poznatky o moleku-
lovych markeroch parodontitidy, ktoré su pritomné v sli-
nach a maju potencial na v€asnu neinvazivnu diagnosti-
ku ako aj monitoring Uspesnosti liecby tohto ochorenia.

Klacové slova: parodontitida; slina; diagnostika; mo-

lekulové markery

ABSTRACT

Diagnosis of oral diseases is an integral part of provid-
ing quality healthcare. Periodontitis is considered one of
the most prevalent immune-inflammatory diseases of the
oral cavity, where the destruction of periodontal tissue oc-
curs as a result of the action of pathogenic bacteria. Great
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emphasis is placed on prevention and early diagnosis to
prevent irreversible tissue damage. Conventional clinical
parameters for the diagnosis of periodontitis are often not
sufficient. Therefore, research is focused on the search for
markers of oral disease, mainly by saliva analysis. This re-
view paper presents the latest findings on molecular mark-
ers of periodontitis that are present in saliva and have the
potential for early non-invasive diagnosis as well as moni-

toring the success of treatment of this disease.

Key words: periodontitis; saliva; diagnostics; molec-
ular markers

uvoD

Ochorenia Ustnej dutiny patria k najrozsirenejsim cho-
robdm na celom svete a maju vaine zdravotné nasledky
a zasadny vplyv na kvalitu Zivota. Siroka $kéla chordb a po-
rdch postihuje makké a tvrdé tkaniva Ustnej dutiny, vratane
radu kraniofacidlnych poruch, vrodenych anomalii, poraneni
a roznych infekcii. K najbeznejSim ochoreniam patri zubny
kaz, parodontalne ochorenie a s nimi spojena strata zubov.
Zriedkavé nie su ani nddory v orofacidlnej oblasti. Ordlne
ochorenia maju spolocné rizikové faktory, medzi ktoré patri
najcastejSie konzumdcia jednoduchych cukrov, uZivanie ta-
baku, konzumacia alkoholu a nespravna Zivotosprava (Peres
a kol., 2019).
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Diagnostika ochoreni Ustnej dutiny je neoddelitelnou
sucastou poskytovania kvalitnej zdravotnej starostlivosti.
VCasna detekcia ochoreni, ¢i uz oralnych alebo systémo-
vych zohrava rozhodujucu Ulohu v rdmci progndzy a sta-
noveni liecby. Systematicky pristup k vySetreniu pacienta
je klu¢ovy pre efektivnu diagnostiku a diferencidlnu diag-
nostiku. To zahfnia dokladné klinické intraoralne vyset-
renie Ustnej dutiny a extraoralne vysetrenie, pri ktorom
sa lekar zameriava na identifikdciu moznych priznakov,
symptémov ochoreni a pripadnej bolesti u pacienta (Ro-
binson a kol., 2018)

Okrem diagnostiky zubnych kazov sa v praxi zubny
lekar stretdva takmer denne s ochoreniami parodontu.
Parodontitida je povaZovana za jedno z najrozsirenejsich

imunitne-zapalovych ochoreni Ustnej dutiny. Pochadza

zo Specifickej patogénnej interakcie baktérie — hostitel

a vedie k destrukcii periodontdlneho tkaniva (Ramenzoni
a kol., 2021).

PARODONTALNE OCHORENIA

Parodontitida je chronickd bakteridlna infekcia paro-
dontu, ktord vedie k deStrukcii kosti a spojivového tkaniva
(Peres a kol., 2019). Hlavnymi cielmi parodontélnej liecby
by mala byt v€asna diagnostika a manazment, pretoze je
tazké obnovit parodont po Gbytku alveolarnej kosti. Paro-
dontitida vSak ¢asto postupuje bez prejavov akychkolvek
symptémov a mnohi pacienti nevyhladaju odbornu zubnu
starostlivost, kym poskodenie parodontu nedosiahne ne-
zvratné Stadium (Isola, 2022).

Parodontalne ochorenia vznikaju zvacsa na podklade
zapalového procesu, ktory postihuje zavesny aparat zuba
(tkanivo, ktoré obklopuje a fixuje zub). Hlavnou pri¢inou
ochorenia parodontu je nespravna Ustna hygiena, ktora
vedie k hromadeniu patogénneho mikrobialneho biofilmu
(plaku) na okraji dasien a pod nim. NajcastejSou etioldgiou
byva zapal spoésobeny bakteridlnymi kmenimi v zubnom
plaku. Hlavnymi bakterialnymi kmernmi, ktoré zapricinuju
progresivne ochorenia parodontu su Actinobacillus, ktory
uvolfiuje leukotoxin niciaci granulocyty, monocyty a en-
dotoxiny a spbdsobuje resorpciu kosti. Porphyromonas je
schopny stiepit kolagén typu |, Il a Il a spirochéty spdso-
bujuce nekrotizujucu ulceréznu gingivitidu a parodontiti-
du.

Chronickd parodontitida predstavuje najcastejsie
ochorenie parodontu a po zubnom kaze je druhym naj-
CastejSim ochorenim ustnej dutiny. Vznikd na podklade
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nelie¢enej gingivitidy, ktora sa prejavuje najma krvacanim
a opuchom dasien. Zapal postupne destruuje parodontal-
ne tkanivo vratane alveolarnej kosti obklopujucej zuby.
Chronickd parodontitida je charakterizovana stratou pod-
pory parodontalneho tkaniva, pritomnostou parodontal-
neho vacku, krvacania z dasien a radiograficky ubytkom
alveolarnej kosti. NajcastejSou etioldgiou byva zapal sp6-
sobeny bakteridlnymi kmerimi v zubnom plaku (Peres
a kol., 2019).

Agresivna parodontitida sa od chronickej parodontiti-
dy odlisuje tym, Ze postihuje najma systémovo zdravych
jednotlivcov mladSich ako 30 rokov. Spdésobuje rychlu
destrukciu tkaniv parodontu a lisi sa aj zloZenim subgingi-
valnej mikrofléry. Predstavuje 5% zo vSetkych parodonto-
patii a podla novych stadii mézu byt okrem mikrobiélnej
fléry pric¢inou aj oslabenie organizmu, stres, popripade
systémové ochorenia ako diabetes, hypertenzia, aj uZiva-
nie liekov, napr. beta-blokatorv alebo faj¢enie (Joshipura
a kol., 2015).

Pri vzniku agresivnej parodontitidy hraju rozhodujicu
ulohu aj genetické a environmentdlne faktory. Bolo ziste-
nych niekolko polymorfizmov génov a silnd asociacia napr.
medzi interleukinom (IL) -1a a polymorfizmom IL-1a ale-
ly3954 2 polymorfizmy a agresivnou parodontitidou.

KONVENCNE VYSETRENIA PARODONTU

Zakladné vysetrenie parodontu predstavuje klinické
vysetrenie a meranie hibky parodontalneho vacku pomo-
cou parodontalnej sondy, krvacanie pri sondovani (BOP)
a radiologické hodnotenie vysky alveoldrnej kosti (Tonetti
a Sanz, 2019).

Rontgenova diagnostika je neodmyslitelnou stcastou
pri diagnostike ochoreni Ustnej dutiny. Rontgenové snim-
ky poskytuju detailné informacie o zuboch a okolitych
kostnych Struktirach a umoznuju detekciu zubnych kazov,
posudenie stavu alveolarnej kosti, polohu neprerezanych
zubov a zubov mudrosti, cysty a inych kostnych abnor-
malit (Obr. 1). Najéastejsimi RTG snimkami v zubnom le-
karstve su panoramatické snimky (OPG), intraoralne a bi-

tewingové snimky.
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Obr. 1 Fotografia klinického obrazu a RTG snimka agresivnej paro-
dontitidy. Prevzaté z DentoSurf, n.d.

Fotodokumentacia v zubnom lekarstve je délezitym
nastrojom pre diagnostiku, planovanie liecby a sledova-
nie pokroku pacienta (Casaglia a kol., 2016). Fotografie
pomahaju identifikovat existujice problémy a poskytuju
jasny obraz pre budtce porovndvanie. Detailné fotografie
moézu pomoct pri diagnostike rdéznych stavov, ako su kazy,
parodontdlne ochorenia (obr. 2), ortodontické a iné prob-
Iémy. Pravidelna fotodokumentacia pocas lie¢by umoziu-
je sledovat pokrok ako aj pomdct pacientom lepsie pocho-
pit svoje zdravie a motivovat ich k spravnej starostlivosti
o zub. Fotografie poskytuju jasny zaznam o stave pacienta
pred, pocas a po ukonceni lieCby. DodrZiavanie etickych
noriem a suhlas pacienta s ich pouzitim je samozrejmos-
tou.-

Konvencné klinické parametre na diagnostiku paro-
dontitidy ¢asto nie su postacujuce. Tieto diagnostické
techniky moézu vyhodnotit iba stratu tkaniva, ktora uz

Periodontitis

nastala; nevedia povedat, ako choroba postupuje alebo
ako to bude v buducnosti (Isola, 2022). Preto sa vyskum
sustreduje na hladanie markerov ochoreni Ustnej dutiny

najma analyzou slin.

PERSPEKTIVNE BIOMARKERY PARODONTITIDY
V SLINACH

Detekcia slinnych biomarkerov je perspektivna ako
neinvazivne laboratdrne vysetrenie na vcasnu diagnosti-
ku parodontitidy. Sliny, napriek neinvazivnemu odberu,
su vo vSeobecnosti ako diagnosticky material podcenené.
Ich diagnosticky potencial je nielen pri ochoreniach Ustnej
dutiny, ale aj pri systémovych chorobach, kde sa zistila
vysoka korelacia zloZenia slin s plazmou alebo sérom, ¢o
umoznuje ich pouZzitie na neinvazivnu detekciu zdravotné-
ho stavu.

Pri ochoreniach Ustnej dutiny su sliny vyuZivané na
diagnostiku nadorov Ustnej dutiny, zubného kazu, ochore-
ni parodontu a xerostomie (Ngamchuea a kol., 2018)

Pri¢inou parodontitidy je interakcia baktérii zubného
plaku s tkanivom dasna. Vysledkom je zapalovy proces,
ktory spdsobuje destrukciu tkaniva. Z tohto dévodu sa vy-
skum biomarkerov sustreduje na metabolicky proces suvi-
siaci so zapalom (Bolerazska a kol., 2016). Skdmaniu toh-
to procesu sa v sucasnosti vyskumnici venuja na réznych
,omickych Grovniach”: od genomiky (DNA, RNA), cez pro-
teomiku (enzymy, cytokiny, rastové faktory, protilatky...)
az k metabolomike. Ako vhodné biomarkery sa skimaju
aj anorganické zlozky, antioxidanty, hormany ¢i antigény
(Koirala a Pradhan, (2021).

Enzymy ako diagnostické markery

Medzi obranné reakcie na ochorenie parodontu patri
produkcia réznych enzymov, ktoré mozu byt produkované
alebo uvoltiované prostrednictvom stromalnych, epiteli-

Obr. 2 Porovnanie RTG snimku pacienta s parodontitidou (A) a zdravého jedinca (B). Prevzaté od Jeon a kol., 2020.
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alnych a zapalovych buniek. Po poskodeni buniek a smrti
buniek sa uvolfiuju rézne dblezité enzymy. Su to enzymy,
ktoré sa normalne nachadzaju vo vnutri buniek, napr. pe-
roxiddza, laktdtdehydrogendza, kreatinkindzy, aspartdt-
a alaninaminotransferdza. Akékolvek zmeny v aktivite
tychto enzymov by preto mohli naznacovat metabolické
zmeny v dasnach a znamenie zapalu parodontu.

Antioxidalny enzym peroxiddza sa nachadza v dvoch
formach — slinna peroxiddza (SPO) a myeloperoxiddza
(MPQO) — a obe tvoria sucast obranného systému hostitela
v Ustnej dutine (34). Kluknavska a kol., sledovali v suvis-
losti s parodontitidou antioxida¢né enzymy ako superoxid-
dismutdza (SOD), glutationperoxiddza (GPx), glutationre-
duktdza (GR) ale aj matrixové metaloproteindzy (MMP).
MMP su hlavnou skupinou enzymov zodpovednych za
degradaciu extraceluldrneho matrixu. Izoforma enzymu
MMP-9 mala zvySenu aktivitu v slinach u pacientov s pa-
rodontitidou. (Kluknavskd a kol., 2021). Aj zvySena akti-
vita izoformy MMP-8 v slinach a MMP — 7 v gingivélnej
tekutine poukazuje na zvysené riziko ochorenia parodon-
tu (Emingil a kol., 2006). Koreldciu medzi zvySenou aktivi-
tou MMP-7 a parodontitidou potvrdili aj Jeon a kol., 2020
na zaklade analyzy RNA profilu. ZvySenu expresiu génu
vsak potvrdili v gingivalnom tkanive, ale nie v slinach (Jeon
a kol., 2020).

V suvislosti s deStrukciou a remodeldciou kostné-
ho tkaniva bola sledovana aj aktivita alkalickej fosfatdzy
(ALP) v slinach a gingivélnej tekutine. Nizka aktivita ALP
korelovala s nedestruktivnou alebo mierne destruktivnou
parodontitidou, zatial ¢o signifikantne vysoka aktivita bola
preukdzand v miestach s destrukciou a zavaznou destruk-
ciou parodontu (Isola, 2022).

Aj dalsie slinné enzymy boli Studované za ucelom ich
vyuzitia ako markerov na detekciu priebehu parodontdl-
nych problémov a inych moznych ochoreni v Ustnej dutine
(Ghannam a Singh, 2023)

Glykozyltransferdzy su skupinou transferaz, ktoré sa
podielaju na tvorbe zubného povlaku. Zmenena aktivita
glykozyltransferdzy produkovanej Streptococcus gordonii
by sa mohla poufzit ako slinny marker na tvorbu plaku pri
periodontitide. GLT6D1 (Glycosyltransferase 6 Domain
Containing 1) je gén lokalizovany na chromozéme 9q34.3,
ktory koéduje dany protein/enzym. Detekcia jednonukleo-
tidového polymorfizmu (SNP, single nucleotide polymor-
fism) SNP rs1537415 je spojena s predikciou genetického
rizika akutnej parodontitidy (Schaefer a kol., 2010). Detek-
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cia tohto polymorfizmu je aj sicastou diagnostického pa-
nelu ,Dental GEN“ na zistovanie rizika parodontitidy (tab.
1, Dental GEN, n.d.).

Oxidoreduktdzy predstavuju Siroké spektrum enzy-
mov, z ktorych vacésina sa nachddza v intracelularnom
prostredi, a preto sa mozu uvolfiovat v dosledku porane-
nia a poskodenia bunkovej membrany. Dehydrogenazy su
najrozSirenejSou skupinou oxidoreduktdz, ale zriedkavo
sa uvadza ich pritomnost v slinach. Laktdtdehydrogendza
(LDH), je enzym pritomny v slinnej tekutine a zistilo sa, Ze
aktivita LDH v slinach je u pacientov trpiacich parodontiti-
dou zvySend a je priamo Umerna zdvaznosti parodontitidy
(Paknjad a Rezaei, 2013).

Glykozaminoglykany

V suvislosti s deStrukciou tkaniva bola skdma-
na aj hladina glykozaminoglykdnov (GAG) v gingividl-
nej tekutine u pacientov s parodontitidou. Pritomnost
GAG v gingividlnej tekutine je vysledkom degradacie
extraceluldarneho matrixu periodontalnych tkaniv pocas
Hlavné GAG
pritomné v periodontdlnych tkanivach su dermatansulfat,

progresie periodontalneho ochorenia.

kyselina hyalurénova, chondroitinsulfat a keratansulfat.
Z nich najma chondroitinsulfat vykazoval silnu korelaciu so

zédvaznostou parodontitidy (Khongkhunthian a kol. 2014).

Cytokiny

Mnohé Studie sa zameriavaju na cytokiny v slinach,
ktoré by mohli mat potencial ako biomarkery pri systémo-
vych a oralnych ochoreniach. Cytokiny ako biologicky ak-
tivne molekuly pésobia ako tkanivové hormony a imuno-
modulacné cinidla. Prozapalovy ucinok majd napr. IL-1a,
IL-1B, IL-6, IL-8 aTNF-a (Tawfig, 2016).

IL1 ako prozdpalovy cytokin reguluje imunitnu odpo-
ved na bakterialnu infekciu a je modulatorom pri Gbyt-
interleukinu 1a (IL1A)
a interleukinu 1B (IL1B) boli najdené DNA polymorfizmy,

ku kostného tkaniva . V génoch
ktord maju asocidciu s agresivnymi typmi zapalu. IL1B je
jednoznacne jednym z najviac skimanych cytokinov v su-
vislosti s ochoreniami parodontu a patri medzi najcastej-
Sie sledované slinné biomarkery. Ich pritomnost znamena
vyssie riziko parodontdlnych ochoreni alebo vzniku peri-
implantitidy.

ILIRN je ¢lenom rodiny cytokinov interleukinu 1. Tento
protein inhibuje aktivity interleukinu 1, alfa (IL1A) a inter-
leukinu 1, beta (IL1B) a moduluje rézne imunitné a zpa-
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lové reakcie suvisiace s interleukinom 1, najma v akdtnej
faze infekcie a zapalu.

Inym sledovanym biomarkerom je tumor nekrotizujuci
alfa faktor (tumor necrosis factor alfa, TNF-a) ako kluc¢ovy
prozapalovy cytokin produkovany makrofagmi a aktivova-
nymi T bunkami. ZvySena aktivita tohto cytokinu sa nacha-
dza pri zapalovej odpovedi a Ubytku kostného tkaniva.

Ako prozdpalovy cytokin posobi interleukin 6 (IL-
6). Stanovenie jeho hladiny v gingivalnej tekutine méze
byt dolezitym diagnostickym a prognostickym faktorom
v ochoreni peridontu (Mazurek-Mochol a kol., 2024).

Rastové faktory zohrdvaju ulohu v niekolkych fyziolo-
gickych procesoch ako je vyvoj, regeneracia a hojenie ran.
Tieto molekuly maju Specifické ulohy aj vimunitnych reak-
ciach a zapalovych ochoreniach. Rastovy faktor hepatocy-
tov (Hepatocyte Growth Factor, HGF) sa javi ako potenci-
alny biomarker pri ochoreniach parodontu (Frodge a kol.,
2008). Zaujimavé vysledky priniesol vyskum Zhao a kol.
(2024) na experimentalnej parodontitide u transgénnych
mysi. Bolo zistené, Ze v pociatocnych Stadiach parodonti-
tidy ma HGF ochrannu funkciu, ale v neskorych stadiach
posobi destruktivne na kostné tkanivo.

Z doteraz skimanych molekul s cytokinovou aktivitou
su IL1B a HGF najvyraznejsimi slinnymi biomarkermi pri
parodontalnych ochoreniach.

Pritomnost alely HLA-DRB1*4 bola identifikovana
v suvislosti s agresivnou parodontitidou, reumatoidnou
artritidou, ale aj sklerodermiou. Zvysuje riziko ubytku kos-
ti a osteoklastogenézy (Frodge a kol., 2008).

Detekcia DNA polymorfizmov v génoch vybranych cy-
tokinov sa v sucasnosti realizuje uz aj v ambulantnej praxi
zubnych lekarov.

DIAGNOSTIKA MARKEROV PARODONTITIDY
V AMBULANTNEJ PRAXI

Laboratdrna diagnostika poskytuje asi 70% informacii
o zdravotnom stave pacienta. V sucasnej dobe uzZ nie je
zriedkavostou, Zze poskytuje vySetrenia, a tym aj cenné
informacie taktiez zubnym lekarom.

Prienik molekulovej genetiky do laboratéornej diag-
nostiky priniesol pokrok aj v diagnostike parodontitidy.
Standardizované a certifikované testy kvantitativnej
polymerdzovej retazovej reakcie (q PCR) v sucasnosti
maju doélezitu ulohu v periodontalnej diagnostike. Aj
v nasej ambulantnej praxi (Pearl Dental, pracovisko autor-
ky) vyuZivame na posudenie rizika parodontitidy vysled-
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ky genetickych testov na detekciu DNA polymorfizmov
v génoch vybranych markerov, najmé cytokinov (Tab. 1)
ako aj na detekciu DNA patogénnych baktérii (Tab. 2).

Analyzuje sa DNA pacienta, ktord je izolovand zo
vzorky gingivalneho steru, ktory odborne odobera lekar.
Spravny odber z hibokych vackov minimalne na 5. réznych
miestach je mimoriadne délezity pre UspeSnu analyzu.
Cielové oblasti DNA su amplifikované metdédou real time
PCR s fluorescencne znacenymi sondami Specifickymi pre
sledované DNA varianty.

Detekcia DNA polymorfizmov vybranych markerov
parodontitidy

Diagnosticky test Dental GEN je uréeny na detekciu
DNA polymorfizmov génov vybranych markerov. Z gingi-
valneho steru pacienta je vyizolovana DNA a nasledne je
realizovana séria qPCR reakcii. Na zaklade vysledku gPCR
je pre kazdy marker detegovany genotyp, genotypovy stav
a bodmi ohodnotené riziko parodontitidy. Stcet bodov ur-
Cuje celkové genetické riziko parodontitidy, ktoré je hod-
notené na zaklade skaly bodov takto: bezné riziko = menej
ako 3 body; zvySené riziko = 4 — 6 bodov; vysoké riziko =
7-12 bodov. Ukazka vysledku pacienta , A (Tab. 1) potvr-
dzuje nizke genetické riziko parodontitidy.

Detekcia DNA patogénnych baktérii

Parodontitida je multifaktoridlne chronické ochore-
nie, na ktorom sa vyznamne podielaju paropatogénne
baktérie. Bakterialna kultura je zlatym Standardom v pa-
rodontalnej mikrobioldgii, kedZe Ziadna ind metdda nedo-
kaze analyzovat citlivost patogénov na antibiotikd (Koirala
a Pradhan, (2021).

Identifikacia pritomnosti jednotlivych baktérii je v su-
Casnosti relativne jednoducha a rychla aplikaciou metddy
gPCR. V nasej ambulancii na urcenie rizika parodontitidy,
na zaklade pritomnosti patogénnych baktérii, vyuzivame
DNA diagnosticky test Dental BAC.

Vo vysledkovom sumari su baktérie zoradené do kom-
plexov podla stupna patogenity a tak su aj farebne vyzna-
cené.

Baktérie cerveného komplexu su vysoko patogénne
baktérie (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia
a Treponema denticola), ktoré st schopné degradovat na-
padnuté tkanivo a migrovat v epitelovych bunkdch.

Baktérie oranzového komplexu (Prevotella intermedia,
Parvimonas micra a Fusobacterium nucleatum) su stredne




Tab. 1 Odpis vysledku testu Dental GEN vysetrenia DNA polymorfizmovu anonymného pacienta ,,A”

Gén Normadlna funkcia proteinu | Efekt Detegovany Genotypovy Parcidine riziko
genotyp stav P/R Body

ILTA Zvyseny zapal Standardna aktivita cc HOMWT - 0
IL1B Zvyseny zapal Zvysend aktivita cT HET MUT R 2
IL1RN Inhibicia zépalu Zvysend aktivita TC HET MUT P -1
TNF Odburavanie kosti Standardna aktivita GG HOMWT - 0
NIN ?’T;‘:;’ Efcig)uvkmra afunkda | $tandardn aktivita AA HOMWT : 0
IL19 Inhibicia zépalu Standardn aktivita GG HOMWT R 1
GLT6DT Lrysente altvity INDINENO | gtanardna akivita e HOMWT . 0
IL6 Zvyseny zapal Znizend aktivita CG HET MUT - 0
HLA-DRB1 Odburavanie kosti Funk¢ny receptor nepritomny - - 0
Celkovd hodnota rizika: NIZKE RIZIKO (22 12 b) Sucet 2

HOM - homozygot, HET - heteozygot, WT - wild type = referencny ,norméiny” genotyp, MUT — mutovany typ; R = riziko; P = protektivny tcinok

Tab. 2 Odpis vysledku testu Dental BAC vysetrenia pritomnosti DNA paropatogénnych baktérii u anonymného pacienta , A“

Bakterialny genotyp Skratka Komplex Patogenita Pritomnost Hodnota Ct
Aggregat:bacter actinomycetemco- Aa samostatny 34 i 1880
mitans
Filifactor alocis Fa samostatny 3 ++ 15,08
Porphyromonas gingivalis Pg 3 +++ 11,33
Tannerella Forsythia Td Cerveny 3 +++ 13,28
Treponema denticola Tf 3 +++ 13,71
Prevotella intermedia Pi 2/3 +++ 11,95
Parvimonas micra Pm oranzovy 2/3 +++ 12,92
Fusobacterium sp. Fsp 2/3 +++ 11,46
Campylobacter rectus Cr 2 + 20,60
zdruzeny
Eubacterium nodatum En 2 + 24,81
Eikenella corrodens Ec 1 ++ 15,06
zeleny
Capnocytophaga gingivalis. Cg 1 ++ 15,93

+/- pritomnost/nepritomnost DNA patogénu; 3+, 3 = vysoka patogenita; 2 = stredna patogenita; 1 = mierna patogenita

aZ vysoko patogénne a vytvaraju spojenie medzi skorymi
kolonizatormi a baktériami ¢erveného komplexu. V ramci
rodu Fusobakterium je detegovana, ale neSpecifikovana
(Fusobacterium sp.) pritomnost viacerych druhov: F. nucle-
atum, F. nodatum., F. naviforme.

Fialovy a oranZovy zdruzeny komplex zdruzu-
je baktérie, tzv. skorych kolonizatorov. Maju stredny
patogénny potencidl a su sucastou biofilmu. Tymto
vytvaraju podklad pre pésobenie dalsich baktérii. Medzi
zastupcov tohto komplexu patria napr. Campylobacter
rectus alebo Eubacterium nodatum.

Do zeleného komplexu su zaradené nizko patogén-
ne typy, Eikenella corrodens, Capnocytophaga gingivalis
(Dental BAC, n.d.).
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Hlavnou baktériou s vysoko patogénnym potencialom
je Aggregatibacter actinomycetemcomitans, ktory dokaze
odoladvat imunitnej odpovedi hostitela a enzymaticky nicit
napadnuté tkanivo. Tato baktéria nie je zaradend do Ziad-
neho komplexu.

Dal$ou baktériou, ktora nie je zaradend do Ziadneho
komplexu, je Filifactor alocis (Fa). Tato gram-pozitivna
obligatne anaerdbna baktéria je dalSim diagnostickym
indikatorom periodontalneho ochorenia. Jej patogénne
vlastnosti s zvyraznené schopnostou prezit v prostredi
parodontalneho vacku, ktoré je bohaté na oxidacny stres
a vyznamne menit dynamiku mikrobidlnej komunity vy-
tvaranim biofilmov a interakciou s niekolkymi oralnymi

baktériami. Fa je asociovany s neuspesSnou endodotic-
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kou liecbou. U pacientov s agresivnou parodontitidou je
pritomnost Fa a Aa v subgingivalnom tkanive asociovana
s Ubytkom kostnej hmoty (Aja a kol., 2021).

Pozitivita, resp. negativita vysledku gPCR sa posudzuje
podla hodnoty Ct, amplifikacnej krivky. Tato hodnota je ur-
¢ena softverovo a znamena cyklus, v ktorom amplifikaéna
krivka danej PCR reakcia dosiahla stanovenud hodnotu, tzv.
threshold. Podla celkového poctu cyklov PCR reakcie sa
stanovi vyznamnost hodnoty Ct v stvislosti s pozitivitou/
negativitou pritomnosti detegovanej DNA. V teste Dental
BAC bol celkovy pocet cyklov 30, horny limit detekcie Ct =
25. cyklus. Hodnotenie pritomnosti bakteridlneho druhu
podla hodnoty Ct bolo nasledovné: Ct > 25 = negat (-); Ct =
20-25, pozit (+); Ct = 15-20, pozit (++); Ct < 15, pozit (+++).

Ukazka vysledku pacienta ,,A” (Tab. 2) potvrdzuje vyso-
ko rizikovy bakterialny nalez pre parodontitidu.

ZAVER

Spravna diagnostika ochoreni Ustnej dutiny je nevy-
hnutna pre Uspesnu liecbu a udrzanie celkového zdravia.
Kompletny diagnosticky proces pri ochoreniach Ustnej
dutiny si vyZaduje kombinaciu vSetkych klucovych fakto-
rov, od dokladného vysetrenia a diferencialnej diagnosti-
ky az po vyuzitie modernych diagnostickych technik, ako
aj spolupracu so Specialistami, aby sa dosiahla najlepsia
moznd diagnostika a lie¢ba. Moderné diagnostické meto-
dy umoziuju v zubnom lekarstve spresnit diagndézu a tym
ponuknut pacientovi najvhodnejSie lieCebné moznosti,
¢im sa minimalizuje riziko komplikacii a zlepsuje kvalita

Zivota pacientov.
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SUHRN

Sucasna geneticka laboratoérna diagnostika disponuje
bohatou skalou vysSetrovacich postupov od tzv. ,, klasic-
kych “ cytogenetickych metdd vratane FISH az po sekve-
novania najnovsich generacii. Atraktivita novych moder-
nych metdd a predpoklad ich diagnostickej a ekonomickej
efektivity sposobuju, Ze su starSie diagnostické metddy
odsuvané do uzadia a niekedy je dokonca spochybnova-
na a podceriovana ich opodstatnenost v diagnostickom
a vySetrovacom procese. Dlhorocné praktické skusenosti
z rutinnej laboratdrnej diagnostiky vSak potvrdzuju, Ze
Ziadna z metadd nie je idealna ani univerzalna a nedokaze
v plnej miere nahradit vSetky ostatné. KIuéova je pres-
nost, rychlost a efektivita v kvalitnej odpovedi na otazky
diagnostické, prognostické a spojené s vyberom cielenej
terapie. Prehladovy ¢lanok je pohladom dlhorocne;j
laboratdrnej diagnostiéky na opodstatnenost a najvié-
Sie devizy FISH metody v stcasnej rutinnej genetickej

diagnostike.

Klacové slova: fluorescencna in situ hybridizacia
(FISH); diagnostika; onkohematolégia; solidne tumory
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ABSTRACT

Current genetic laboratory diagnostics possesses
a wide variety of examination methods ranging from
“classical” methods to sequencing of the new genera-
tion. Attractiveness of new modern methods and as-
sumption of their diagnostic as well as economic effec-
tivity cause that previously applied diagnostics methods
are getting neglected and sometimes their eligibility in
diagnostics process is doubted. The practical experienc-
es indicate that no single method is universal, therefore,
it may not fully substitute all the other. Accuracy, speed
and efficiency are absolutely crucial in providing a high
- quality answer to any diagnostics question eventually
questions concerning disease prognosis or selection of
target therapy. This review article is a view of a labora-
tory diagnostician on the benefits of FISH method in cur-

rent genetic diagnostics.

Key words: fluorescent in situ hybridization (FISH);
diagnostics; oncohematology; solid tumors
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Sucasna geneticka laboratérna diagnostika disponuje
bohatou skalou metdd zahfnajucou tzv. ,, klasické” me-
tédy — cytogenetiku a fluorescenéndt in situ hybridizaciu
(FISH), metdody molekulovo genetické postavené na poly-
merdzovej retazovej reakcii (PCR) a jej roznych variaciach
—nested PCR, real time PCR, multiplex PCR, RT PCR a pod.,
metddy ,, hybridné“ - spdjajlce prvky in situ hybridizacie
a PCR - ako su MLPA ¢i CGH a metddy sekvenacné L., II.
a lll. generacie (molekulové metddy). Sekvenacné tech-
niky novej generacie v genetickej diagnostickej praxi
uz nie su zriedkavé, ale ich aplikdcia do beznej rutinnej
diagnostiky je v nasich podmienkach v sucasnosti nere-
alna z dévodu vysokej ekonomickej, Casovej, analytickej
a interpretacnej narocnosti. V rutinnej diagnostickej praxi
aktudlne dominuju analyzy zaloZzené na metdde PCR, ale
svoje opodstatnenie este stadle nestratila klasicka cytoge-
netika, ¢i vySetrenia zaloZzené na metdde FISH.

PRINCIP FISH METODY

FISH, ako molekulovo — cytogenetickd metdda, umoz-
nuje analyzovat numerické a struktdrne aberacie chromo-
zémov na baze in situ hybridizacie sondy s komplementar-
nym usekom v ciefovej DNA. Takymto spdsobom vieme
identifikovat a nasledne vizualizovat konkrétne sekvencie
nukleotidov v DNA: 3pecifické gény pripadne ich useky,
skupiny génov, celé chromozémy alebo ich ¢asti (centro-
méry, teloméry) a to ako v mitdzach tak aj v interfazovych

jadrach (obr.1). Princip metddy spolocne s FISH sondami

su dolezitymi faktormi, ktoré zasadne determinuju moz-
nosti jej praktického vyuzitia.

Frobe DA

&7

Fluorescant

Fluorescent Labeling
of Probe DNA

.7} FISH Proba Attaching
to DNA Molecule

Hybridization

Visualzation "5

Obr.1 Princip metédy FISH — fluorescencne znacend DNA sonda po
denaturdcii hybridizuje s komplementdrnym dsekom vo vysetro-
vanej DNA. (Prevzaté od Kumar, A., 2020)

FISH SONDY

FISH sondy su synteticky pripravené, fluorescencne
znacené oligonukleotidové DNA retazce. Moze ist o Useky
DNA klonované pomocou vektorov alebo amplifikované
pomocou PCR. V diagnostike st vyuZivané prevazne sondy
s dizkou niekolkych 100 kb.

Podla oblasti na chromozéme, v rdmci ktorej docha-
dza k hybridizacii sondy, rozliSujeme 4 zdkladné typy DNA
sond: centromérové, lokusovo Specifické, celochromozo-
mové a subtelomérové (tzv. B — satelitové, ktoré su v ru-

tinnej diagnostike pouzivané len vynimocne).

Obr. 2 Detekcia chromozémov X a 18 — pouZitim centromérovych sond Vysis CEPX (SG) a CEP18 (SA) (Abbott). Centroméry v jadre (a), na
metafdzickych chromozémoch (b)
Zdroj: Z archivu autorky (Gendiagnostica Kosice, s.r.o.)
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Centromérové (o — satelitové) sondy sa viazu k cen-
tromére a su vhodné najma k diagnostike numerickych
zmien a k detekcii marker chromozémov. PouZitim centro-
mérovych sond je mozné vizualizovat oblast centroméry
konkrétnych chromozémov v jadre ako aj na metafazic-
kych chromozémoch (obr. 2).

Lokusovo Specifické - viaZzuce sa ku konkrétnemu
génu (lokusu). Umoziuju vysetrenie mikrodelécii napr.
pri mikrodelec¢nych syndromoch, amplifikacii onkogé-
nov, prestavieb génov, Specifickych translokacii, inverzii,
duplikacii a pod. Na obr. 3 je ilustrovana detekcia prestav-
by MLL génu FISH metddou s pouzitim lokusovo Specific-
kej sondy. Pritomnost prestavby MLL génu indikuju dva
oddelené signdly — oranZovy a zeleny. Intaktny MLL gén
ma podobu fuzneho signalu.

Centromere 11 q23 Region
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Break Apart Rearrangement Probe

Celochromozémové FISH sondy hybridizuju s mnoho-
pocetnymi sekvenciami pozdi? celého chromozému (obr.
4). Umoznuju doriesenie komplexnych chromozémovych
prestavieb, detekciu translokacii a marker chromozémov
(mFISH, SKY, mBAND). Nie su vhodné pre interfazovu FISH.

V rdmci rutinnej laboratérnej diagnostiky su prefero-
vané komercne dostupné fluorescencné sondy. Ich vyber
v diagnostickom procese sa odvija od typu aberdcii, ktoré
maju byt detegované.

Komercné FISH sondy su priamo znacené roznymi flu-
orochrémami (TexasRed, FITC, Rhodamine, DEAC a pod.)
a vdaka tomu je mozné vysledok hybridizacie vizualizovat fluo-
rescencnym mikroskopom vybavenym vhodnymi fluorescenc-
nymi filtrami. V tabulke 1 je prehlad fluorochrémov, ktorymi

su znacené komercne dostupné sondy od firmy Zytolight.

Telomeara

Obr. 3 Prestavba MLL génu - interfdzovd FISH s pouZitim lokusovo Specifickej sondy Vysis LSI MLL dual color, break apart rearrangement probe
(Prevzaté od Abbott, 2024)
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Obr.4 Priklad multicolor FISH (mFISH) pri detekcii pévodu marker chromozému (a). Vpravo karyotyp so zachytenym marker chromozémom (b).
(Prevzaté od Kalkan, R. et al, 2016)
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Dostupné farebné spektrum komeréne vyrabanych
FISH sond a fluorescencénych filtrov vSak limituje pocet
aberacii hodnotitelnych v ramci jedného FISH vysetrenia
(pod jednym krycim sklom). Fluorescenéné mikroskopy
pouzivané v rutinnej laboratérnej diagnostike su zvycajne
vybavené Styrmi az piatimi fluorescenénymi filtrami — pre
DAPI (counterstain), spectrum orange (SO), spectrum gre-
en (SG), spectrum aqua (SA) a tzv. trojkockou (DAPI + SO
+SG).

To znamend, Ze FISH metdda umoziiuje detegovat na-
raz v ramci jedného vysetrenia maximalne tri rozne abe-
racie (SO + SG + SA), vacSinou len jednu pripadne dve.
Pocet sucasne analyzovatelnych genetickych zmien zavisi
aj od ich typu.

V pripade numerickych aberacii — aneuploidii — je re-
alne vySetrenie maximalne troch réznych chromozémov
pouzitim troch rézne znacenych sond (napr. chromozému
¢.1 v SO, chromozému ¢.2 v SG, chromozému ¢.3 v SA).
Kombinaciou numerickej a Strukturnej aberacie sa po-
Cet detegovatelnych genetickych zmien redukuje na dve
(napr. prestavba génu (SO+SG) + aneuploidia (SA) a pod.).

Tab.1 Prehlad fluorochrémov pouZivanych na znacenie komercnych

sond
(Prevzaté a upravené podla Zytovision, (2024)

//FII hrom Excitaci Emisia Oznacenie

® IyBlue™ 418 nm 467 nm DEAC

® TyGreen™ 503 nm 528 nm FTC

TyGold™ 532 0m 553 nm Rhodamine 66

® IyOrnge” 547 nm 572 nm Rhodamine

@ IyRed” 580 nm 599 om Texasked

APLIKACNY POTENCIAL FISH

FISH metdda nie je vhodna na primarne ,preskrinova-
nie” gendmu prip. exdmu na pritomnost réznych aberacii.
Deteguju sa fou uz zname aberacie odhalené inou vhod-
nejSou metddou (karyotyp, MLPA, CGH, sekvenovanie)
a aberacie o ktorych je zname, ze m6zu byt v kauzélnej
suvislosti so suponovanym ochorenim. Velkou vyhodou
FISH v porovnani s inymi diagnostickymi metédami je sku-
tocnost, Ze akonahle je zachytenda nejaka aberacia / abe-
racie - patologicky klon / klony - je mozné ich opakovane
sledovat v ¢ase a monitorovat ich dynamiku. Tato obrov-
skd deviza FISH metddy je vyuZivana najma v onkohema-
toldgii (Vaskova et al., 2015).

FISH je mozZné aplikovat na Sirokej Skale biologické-
ho materialu - na kultivovanych vzorkach periférnej krvi,
kostnej drene, plodovej vody, na nateroch, otlackoch,

choriovych klkoch, réznych druhoch fixovanych a do para-
finu zaliatych tkaniv, dokonca na 1 bunke (predimplantac-
na geneticka diagnostika, PGD).

Na rozdiel od klasického cytogenetického vysetrenia,
ktoré spociva v zostaveni karyotypu a vyZzaduje pritom-
nost metafaz (deliacich sa buniek), FISH je mozZné realizo-
vat ako na metafazach tak aj na interfazovych (nedeliacich
sa) jadrach. Moznost detegovat vybrané genetické abera-
cie v interfazovych jadrach priniesla metdde FISH vysadné
postavenie hlavne v onkohematoldgii a patologii.

Aplikacia metddy FISH v onkohematoldgii

Vychodiskovymi materialmi pre genetické vysetrenia
v onkohematoldgii su periférna krv a kostna dren t. j. bio-
logické materialy, ktoré su pacientom odoberané v case
stanovovania diagndzy a ndsledne, opakovane, aj v prie-
behu liecby.

V Case stanovovania diagndzy je primarnou snahou
kombinaciou réznych genetickych metdd detegovat u pa-
cienta aberacie, ktoré su v kauzalnej suvislosti so supono-
vanou diagndzou. Nasledne — po vyspecifikovani vstupne;j
diagndzy - je pacient lieceny a Gcinnost lieCby sa okrem
iného posudzuje aj na zaklade pretrvavania, poklesu
alebo vzostupu sledovanych aberacii prave metddou FISH.
Vdaka mozZnosti hodnotit konkrétne genetické zmeny v in-
terfazovych jadrach je mozné pri opakovanych odberoch
sledovat dynamiku jednotlivych patologickych klonov bez
odkazanosti na pritomnost metafaz (u vacsiny lie¢enych
onkologickych pacientov su metafazy zriedkavé).

Takyto ,geneticky monitoring” poskytuje lekarovi
konkrétnejsiu predstavu o Gcinnosti nasadenej terapie (Ci
pacient smeruje k remisii) eventualne pri dlhodobejsom
sledovani je mozné zachytit relaps ochorenia ovela skor
ako sa premietne do inych klinickych parametrov.

Aplikacia metddy FISH v patologii

Spojenie metddy FISH a patoldgie je unikatne z viace-
rych dévodov. Vychodiskovym materidlom pre FISH diag-
nostiku v patoldgii su FFPE - t. j. vo formaline fixované
a do parafinu zaliate - tkanivové vzorky z réznych typov
nadorov napr. karcindmu prsnika, karcindmu zZaludka , ne-
malobunkového karcindmu pluc, sarkdémov, mozgovych
tumorov a pod. (obr.5).

UZ samotna priprava FISH prepardtov je v pripade
niektorych vzoriek naroénou zaleZitostou kvéli velmi ma-

Iému mnoZstvu odobratého tkaniva (malé broncho- a gas-
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Obr. 5 Amplifikdcia génov MDM2 a HER2. (a) amplifikacia MDM2 génu (zelené signdly) pri dediferencovanom liposarkome detegovand
pouZitim sondy ZytoLight ® SPEC MDM2/CEN 12 Dual Color Probe;
(Prevzaté od Zytovision-ZytoLight-z2013)
(b) amplifikdcia HER2 (ERBB2) génu (Eervené signdly) pri karcindme Zaltidka v porovnani s negativnym statusom detegovand pouZitim sondy
ZytoLight ® CEN 17/SPEC ERBB2 Dual Color Probe (b) (Zytovision)
(Prevzaté od Zytovision-ZytolLight-z2077)

tro - skopie, ,core — cut” biopsie). Vlastna FISH analyza
si okrem Standardnych znalosti suvisiacich s hodnotenim
genetickych aberdcii vyZzaduje aj vedomosti z histologie
a imunohistochémie t. j. multidisciplinarny pristup.

Detekcia jednotlivych genetickych aberacii priamo
na fixovanom tkanive umozriuje vizualizovat napr. ich roz-
nu distribdciu v ramci nadoru pri nddorovej heterogenite,
rdzne zastupenie v in situ a invazivnej komponente a pod.
Poskytuje tak ovela komplexnejsi a presnejsi obraz o gene-
tickom profile daného nadoru v porovnani s molekulovo
genetickymi metédami. V tomto ohlade je metdoda FISH
jedine¢na a nenahraditelna.

Genetické markery u solidnych tumorov su vysetrova-
né velmi cielene a maju predovsetkym diagnosticky, prog-
nosticky a prediktivny vyznam.

Specifikom FISH metddy, vyuzivanym ako v onkohe-
matoldgii tak aj v patoldgii, je taktieZ moZnost identifiko-
vat prestavby tzv. ,promiskuitnych génov“ t. j. génov, kto-

ré maju vela potencialnych transloka¢nych partnerov a to
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bez nutnosti presnej identifikacie konkrétnej translokacie
napr. u génov MLL, ALK, IgH a mnohych dalSich. MLL ma
napr. 54 moznych partnerov, ALK 21 a IGH 40 (obr.6).

ZAVER

Metdda FISH ma stale svoje miesto v rutinnej diagnos-
tike, ale je potrebné rozumne a citlivo zvaZovat kedy ju
pouzit a kedy naopak je efektivnejsie a vyhodnejsie siah-
nut po inej metdde. Kazda metdda ma svoje vyhody aj ne-
vyhody, pozitiva rovnako ako negativa a v praxi je dblezité
vediet sa vysporiadat s otazkou volby, avsak na Uvodnu
otazku ,, Quo vadis fluorescenéna in situ hybridizacia ? “
je moiné s pokojnym svedomim odpovedat — este stale
vpred!
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Obr. 6 Priklady promiskuitnych génov
MLL (Prevzaté od Huret, JL, 2003); ALK (Prevzaté od Allouche, M., 2010); IGH (Prevzaté od Lefranc, MP., 2010)
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P2X RECEPTORY A ICH MOZNE VYUZITIE PRI LIECBE RAKOVINY
P2X RECEPTORS AND THEIR POSSIBLE USE IN CANCER TREATMENT
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Ustav biologickych a ekologickych vied, PF UPJS v KoSiciach, KoSice

terezia.kiskova@upjs.sk

SUHRN

Rakovina patri medzi zavazné a rozmanité ochorenie,
ktoré je jednou z hlavnych pricin tmrtnosti na celom sve-
te. V sucasnosti sa v boji proti rakovine vyuzivaju lieceb-
né postupy, medzi ktoré patri chemoterapia, ozarovanie,
cielena liecba a imunoterapia. Tieto liecebné postupy
vSak nie su vidy dostacujtice, pricom najvacsi problém
predstavuje rezistencia na liecbu. Je preto potrebné hla-
dat nové terapeutické ciele. P2X receptory predstavuji
sfubnt cestu. Su to ionové kanaly riadené ATP, ktoré su
exprimované v roznych bunkach a tkanivach. Bolo iden-
tifikovanych 7 podtypov receptora P2X (P2X1-7). Tie-
to receptory sa podielaji na mnohych fyziologickych a
patofyziologickych procesoch. In vitro a in vivo dékazy
naznacuju, Ze receptory P2X modzu byt idealnym terapeu-
tickym cielom pri rakovine, ako aj pri niektorych dalSich
ochoreniach.

Klacové slova: P2X receptory; ATP; rakovina; glioblas-
tom

ABSTRACT

Cancer is a serious and diverse disease that is one
of the leading causes of mortality worldwide. Current-
ly, treatments used in the fight against cancer include
chemotherapy, radiation, targeted therapies, and immu-
notherapy. However, these treatments are not always
sufficient, with treatment resistance being a major prob-
lem. It is therefore necessary to look for new therapeu-
tic targets. P2X receptors provide a promising pathway.
They are ATP-gated ion channels that are expressed in
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a variety of cells and tissues. Seven P2X receptor sub-
units (P2X1-7) have been identified. These receptors are
involved in many physiological and pathophysiological
processes. In vitro and in vivo evidence suggests that
P2X receptors may be an ideal therapeutic target in can-
cer as well as in some other diseases.

Key words: P2X receptors; ATP; cancer; glioblastoma

Rakovina sa prejavuje ako rozmanité ochorenie cha-
rakterizované odlisSnymi genotypovymi a fenotypovymi
znakmi, ktoré sa liSia nielen medzi jednotlivymi pacient-
mi, ale aj medzi r6znymi oblastami nadorov (Zhang a kol.,
2018). Je jednou z hlavnych pri¢in Umrtnosti na celom
svete. Progndzy naznacuju rychle zvySovanie vyskytu
rakoviny a umrtnosti, ¢o koreluje s expanziou populacie,
demografickym starnutim a osvojenim si Zivotného Stylu,
ktory zvysuje riziko rakoviny (Torre a kol., 2016).

Napriek pokrokom v navrhovani a implementacii
ucinnych protinadorovych terapii predstavuje rezisten-
cia na lie¢bu zdsadnu prekdzku na zlepSenie preZivania
pacientov (Sung a kol., 2021). Existujuce liecebné po-
stupy, ako je chemoterapia, oZarovanie, cielend liecba
a imunoterapia, zvySuju metabolicky a oxidacny stres,
¢im vyvijaju vyznamny selektivny tlak na nddorové bunky.
K tomuto tlaku dochadza predovsetkym prostrednictvom
stimuldcie imunitného systému a aktivacie mechanizmov
bunkovej smrti. Aby sa nadorové, imunitné a stromalne
bunky prispdsobili tymto stresorom a preiZili, vyuzivaju
rézne zmiernujuce cesty spojené so zmenenym metabo-
lizmom, opravou DNA, zdpalom a odolnostou voéi apo-




ptdze (Zanoni a kol., 2022). Odolnost voci chemoterapii
zostdva vyznamnym problémom, ktory mozno pripisat
réznym mechanizmom, ako je oprava poskodenia DNA,
znizeny influx lieciv, zmeny metabolizmu lie€iv a potla-
Cenie apoptdzy (Mansoori a kol., 2017). Radioterapia je
popri chirurgickej liecbe a chemoterapii zakladom liecby
mnohych solidnych nadorov (Larionova a kol., 2022). Na-
priek tomu problém vyvoja mechanizmov radiorezistencie
pretrvava, ¢o vedie k horSim vysledkom u pacientov, zvy-
Senému riziku recidivy a metastatickej progresii (Zanoni
a kol., 2022). Imunoterapia, ktora reaktivuje protinadoro-
vé imunitné reakcie, sposobila revoluciu v lieCbe rakoviny.
Ponuka ucinna terapiu mnohych predtym neliecitefnych
druhov rakoviny. Nastup inhibitorov kontrolnych bodov,
ako napr. inhibitorov cytotoxickych T lymfocytov 4 (CTLA-
4) alebo ligand programovanej smrti 1 (PDL1) vyznamne
prediZil o¢akavanu dizku Zivota pacientov (Smyth a kol.,
2016). NeZiaduce ucinky vyplyvajice z nadmernych imu-
nitnych odpovedi a taktiez aj znac¢né ndklady na liecbu
si vSak Casto vyZzaduju prerusenie imunoterapeutickych
lieCebnych postupov. NavySe nereagovanie na liecCbu
u niektorych pacientov zdéraznuje potrebu alternativnych
kombinacnych terapii na dosiahnutie lepsSich vysledkov
(zanoni a kol., 2022).

ATP v nadorovom mikroprostredi

V sucasnosti rastice povedomie o komplexnej sieti
vymeny informacii, ktord sa vyskytuje v ndadorovom mik-
roprostredi, predstavuje jedinecnu prileZitost v boji proti
nadorom (Vultaggio-Poma a kol., 2020). V procese tumo-
rigenézy sa velké mnoZstvo intraceluldrneho adenozintri-
fosfatu (ATP) uvolfiuje do extraceluldarneho matrixu, ¢o
vedie k vyraznému zvyseniu koncentracie ATP v nadoro-
vom mikroprostredi (Zhang, 2021). ATP vynika ako klu-
Cova zlozka nadorového mikroprostredia, ktora ma vplyv
na proliferaciu nadorovych buniek, mobilitu, Sirenie a na-
slednu imunitnd odpoved’ (Vultaggio-Poma a kol., 2020).
Extracelularny ATP uplatiiuje svoj vplyv na nadory pros-
trednictvom Specifickych plazmatickych membranovych
receptorov. Prakticky vSetky nadorové a imunitné bunky
exprimuju P2 receptory, ktoré su citlivé na extracelularny
ATP (Burnstock, 2007). Tieto P2 receptory su rozdelené
do dvoch podrodin: P2Y (P2YR) a P2X (P2XR) receptory.
Receptory P2X su idbnové kanadly riadené ATP, ktoré sa na-
chadzaju na plazmatickej membrane excitabilnych aj ne-
excitabilnych buniek. Su priepustné pre idny Ca2+, Na+
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a K+. Z cicavcich buniek bolo doteraz klonovanych sedem
podtypov, P2X1-7R, z ktorych kazdy vykazuje rozne afinity
k ATP, profily desenzibilizicie a kinetiku aktivacie/inakti-
vacie. Zaujimavostou je, Ze podtypy P2XR, a to P2X4R
a P2X7R, mdzu byt modulované aj nenukleotidovymi
zlu€eninami, ktoré pdsobia ako pozitivne alosterické mo-
dulatory (Di Virgilio a kol., 2021). Za normalnych fyziolo-
gickych podmienok zostavaju purinergné receptory P2X
takmer neaktivne a ich biologické funkcie si obmedzené.
V patologickych stavoch sa viak uvolfiovanie ATP zvySuje,
¢im sa purinergné receptory P2X aktivuju a tak sa podie-
[aju na procese reakcie mnohych ochoreni (Zhang, 2021).

V nadorovom mikroprostredi podlieha extracelularny
ATP hydrolyze na adenozinmonofosfat (AMP) prostrednic-
tvom ektonukleotiddzy CD39, po ktorej nasleduje dalsia
hydrolyza na adenozin prostrednictvom ektonukleotida-
zy CD73 (Allard a kol., 2017). Adenozin, klicova zlozka
v nadorovom mikroprostredi, ma schopnost navodit imu-
nitnu toleranciu v nadoroch prostrednictvom imunosup-
resie, ¢im znizuje Ucinnost terapeutickych liekov (Boison
a Yegutkin, 2019). V nadorovom mikroprostredi moze
ATP regulovat progresiu nadoru interakciou s purinergny-
mi receptormi P2X na membranach nadorovych buniek
a inych buniek. Takto aktivované purinergné receptory
P2X mdZu iniciovat otvorenie iénovych kanalov na bun-
kovej membrane, ¢o vedie k pritoku vapnikovych a sodi-
kovych idnov a odtoku draslikovych idnov. Tato aktivacia
nasledne spusta rozne signalne drahy v bunkach, ¢im sa
meni osud nadorovych buniek. Okrem toho su purinerg-
né receptory P2X zamerané aj na imunitné a zapalové
bunky v ramci nadorového mikroprostredia, pricom tieto
receptory zohrdvaju kltic¢ovu ulohu pri progresii a lieCbe
nadorov tym, Ze moduluju tieto bunky (Zhang, 2021). Ak-
tivacia alebo zvySené hladiny expresie P2X purinergnych
receptorov mézu ucinne regulovat proliferaciu, apoptézu,
migraciu a invaziu nddorovych buniek (Roger a kol., 2015).

Je vSseobecne zndme, Ze liecba ATP Ci analdogmi ATP
ma silny cytotoxicky uUc¢inok na rézne nadory. Naopak,
je zrejmé, Ze nizke davky ATP, napriklad tie, ktoré sa
spontanne uvolfiuju takmer z kaZzdého typu buniek, mozu
podporovat rast. Odpoved nadorovych buniek na ATP sa
lisi v zavislosti od purinergnych P2 receptorov, ktoré ex-
primuju. Niektoré nadorové bunky mézu byt citlivejSie na
ucinky ATP vyvoladvajice bunkovu smrt, zatial ¢o iné mézu
viac reagovat na jeho ucinky podporujlce rast. Tato va-
riabilita zd6raznuje komplexnu interakciu medzi signaliza-
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ciou ATP a spravanim nadorov a poukazuje na délezitost
pochopenia Specifickych podtypov receptorov (Burnstock
a Di Virgilio, 2013).

P2X receptory a ich uloha v rakovine

V rdmci rodiny P2X vynikd receptor P2X7 ako klucova
molekula vo vyvoji nadoru, a preto sa objavuje ako novy
ciel' pre skimanie lieCby nadorov. V zdravych tkanivach je
receptor P2X7 prevaZne exprimovany v centrdlnom ner-
vovom systéme (CNS), periférnom nervovom systéme
(PNS) a imunitnych bunkach, ¢im sa stava cielom pre chro-
nickd bolest a chronické zdpalové ochorenia. Pri mnohych
typoch rakoviny je vSak P2X7R nadmerne exprimovany, o
potencidlne usmernuje vyvoj nadoru a pomaha pri prezi-
vani nadoru (Lara a kol., 2020). Viaceré studie v priebehu
rokov odhalili jeho aktivitu podporujicu rast a podporu
progresie nadorov a to napriek dobre znamej cytotoxic-
kej aktivite spojenej s P2X7R. To predstavuje zaujimavy
paradox vzhfadom na vysoku extracelularnu koncentraciu
ATP v TME, ktora by teoreticky mala spustit cytotoxicitu
sprostredkovanu P2X7R. Zda sa vsak, Zze nadorové bunky
su voci tomuto ucinku pozoruhodne odolné (Vultaggio-
-Poma a kol., 2020). Presna pricina tejto rezistencie zosta-
va neznama, ale predpoklada sa, Ze ju mozno Ciastocne
pripisat odpojeniu aktivacie P2X7R od vnutrobunkového
mechanizmu smrti (Raffaghello a kol., 2006). P2X7R je ex-
primovany v réznych typoch rakoviny, okrem iného v ra-
kovine prsnika, Zaludka, pluc, obli¢iek, prostaty, hrubého
Creva, konecnika, melanému, koznych skvamocelularnych
a bazoceluldrnych karcindmov, papilarnej Stitnej Zlazy,
pankreasu, leukémie, glidmu, neuroblastému, vajecnikov,
krcka maternice, mocového mechdra a kosti (Lara a kol.,
2020). Okrem P2X7R sa na proliferacii a preziti nadoro-
vych buniek taktiez podiela aj nadmerna expresia P2X3R
a P2X5R (Maynard a kol., 2015; Greig a kol., 2003). ATP
tiez vykondva kontrolu nad imunitnymi bunkami a jeho
akumuldcia spusta protinddorovd imunitnt odpoved, ¢im
inhibuje tumorigenézu. Na potla¢ani nadorového rastu
sa podielaju napr. receptory P2X5 a P2X7. Zistilo sa, Ze
P2X5R zohrava ulohu pri cytotoxickych ucinkoch T-buniek
a prispieva k potlaceniu chronickej myeloidnej leukémie.
Vyradenie P2X7R vedie k zniZeniu populdcie CD8+ cyto-
toxickych T buniek. Zda sa preto, Zze obohatenie ATP v na-
dorovom mikroprostredi teda predstavuje vnutorny pro-
tinadorovy mechanizmus vyvolany imunitnym systémom
(Huang a kol., 2021).
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Vysokd expresia P2X1R bola spojena s nadorovou
progresiou pri svalovo-invazivnom karcindme mocové-
ho mechura (Ledderose a kol., 2023). Zvysena expresia
P2X6R bola indukovana Ziarenim v bunkovej linii T24, ¢o
moze sluzit ako priaznivy prognosticky faktor (Dietrich
a kol., 2022).

Dal$im zaujimavym purinergnym receptorom je P2X4.
Vyskum naznacuje, Ze P2X4R zvySuje invaziu in vitro, ako
aj podporuje rast a metastazovanie nadorov prsnika in
vivo (Chadet a kol., 2022). Okrem toho sa zistilo, Ze P2X4R
je nadmerne exprimovany v hepatokarcinéme zavislom
od virusu hepatitidy C (Khalid a kol., 2018) a zohrava klu-
Covu ulohu pri inicidcii a progresii podkoznych alograftov
rakoviny prostaty u mysi (Maynard a kol., 2022). Délezi-
tu dlohu ma aj pri raste a apoptdze buniek glioblastému
(Huo a Chen, 2019).

P2X receptory v glioblastomoch

Glioblastdm je najrozSirenejSim a zaroven najagre-
sivnejSim primarnym nadorom mozgu u dospelych. Me-
dzi charakteristické histopatologické znaky patri nekréza
a endotelova proliferacia. Glioblastom je preto zaradeny
do IV. stupna, teda najvyssieho stupna v klasifikacii na-
dorov mozgu Svetove] zdravotnickej organizacie (WHO).
Okrem veku su rizikové faktory vzniku glioblastomu ne-
dostato¢ne vymedzené (Wirsching a kol., 2016). Studie
naznacuju moznu korelaciu medzi P2X receptormi, kon-
krétne P2X4 a P2X7, a glioblastomom. V CNS zohrdvaju
tieto receptory vyznamnu ulohu pri modulacii komuni-
kacie medzi neurénmi a gliou, zapale a apoptdze (Territo
a Zarrinmayeh, 2021). P2X4R je exprimovany v nizkych
hladinach v bunkach CNS, vratane neurénov a gliovych
buniek. Za normalnych podmienok prispieva aktivacia
P2X4R k synaptickému prenosu a synaptickej plastici-
te (Montilla a kol., 2020). Studia poskytla prvé dékazy
0 zapojeni P2X4R do rastu a apoptdzy glidmovych buniek
a zdoraznila zapojenie signalnej drahy BDNF/TrkB/ATF4
do sprostredkovania ucinku P2X4R. Ich zistenia ukazali,
Ze znizend expresia P2X4R vyznamne inhibuje preZivanie
a proliferaciu glidmovych buniek a zaroven podporuje ich
apoptodzu (Huo a Chen, 2019).

P2X7R sa povazuje za hlavny imunomoduldtor, ktory
reaguje na ATP v miestach zapalu a poskodenia tkaniva
(Burnstock a Kennedy, 2011). P2X7R ndajdeme lokalizo-
vané v CNS prednostne na mikrogliach, ale aj pri nizsej
hustote na neurogliach (astrocyty, oligodendrocyty), pre-




to stimulacia tohto receptora vedie k uvolfiovaniu bioak-
tivnych molekul indukujicich neurodegeneraciu, ako su
napriklad prozapalové chemokiny, cytokiny, protedzy, re-
aktivne molekuly kyslika a dusika (Illes, 2020). Tieto zloz-
ky zapalovej reakcie zohravaju kltic¢ovu ulohu pri réznych
neurologickych patoldgiach a neurodegenerativnych po-
ruchach. V CNS sa expresia P2X7R na mikrogliach, astrocy-
toch a oligodendrocytoch zvySuje pocas neurozapalového
stavu (Territo a Zarrinmayeh, 2021). P2X7R je zodpovedny
za proliferaciu, migraciu a invazivitu mnohych nadorovych
buniek. Tento receptor je exprimovany v ludskych mozgo-
vych nadoroch vratane malignych gliémov. Udaje o tlohe
P2X7R v tomto type nadorov vSak zostavaju kontroverzné
(Matysniak a kol., 2022). Na jednej strane Studie preuka-
zali na P2X7R zavislé zvySenie intraceluldrneho vapnika
a ATP cytotoxicitu v glidmovej bunke GL261 odvodenej od
mysich astrocytov (Strong a kol., 2018). Dali vyskumnici
preukdzali, ze P2X7R zohrava klucovd ulohu pri inhi-
bicii rastu gliomovych kmenovych buniek (D’Alimonte
a kol., 2015). Bol skimany antagonizmus P2X7R s bri-
lantnou modrou G (BBG), pricom doslo k zniZeniu poctu
nadorovych buniek. To naznaCuje antagonizmus P2X7R
ako potencidlny terapeuticky postup na liecbu fudskych
glidmov (Monif a kol., 2014). V bunkovej linii glioblasto-
mu U251 viedla inhibicia P2X7R pomocou AZ10606120
k zniZeniu expresie mRNA a proteinu GM-CSF. Antagoniz-
mus P2X7R pomocou AZ10606120 vyznamne znizil pocet
buniek glioblastomu U251 (Drill a kol., 2020). Inhibicia
P2X7R in vitro aj in vivo viedla k zniZeniu expresie niekto-
rych negativnych prognostickych markerov rakoviny, ako
napr. proteinov suvisiacich s nadorovym mikroprostredim
a taktiez bola preukdzana aj znizena hladina ATP ¢i pro-
dukcia ROS v gliomovych bunkach C6 (Matysniak a kol.,
2022).

Ulohav GBM

Ulohav CNS

exprimovany na gliovych
bunkéch a neurénoch
aktivacia prispieva k
synaptickému prenosu a
synaptickej plasticite

- exprimovany na ghomovych
bunkach

Niekolko predklinickych studii poskytuje presvedcivé
dokazy, Ze kombinacia tradi¢nych protinddorovych inter-
vencii s terapiami zameranymi na purinergicku signali-
zaciu by mohla ponuknut slubnu stratégiu na vyliecenie
rakoviny a prevenciu jej relapsu. Zacielenim na purinergné
signdlne drahy, ktoré hraju rozhodujucu ulohu v réznych
aspektoch vyvoja a progresie nadoru, ako je bunkova pro-
liferacia, apoptdza a imunitna modulacia, mézu kombino-
vané terapie zvysit Ucinnost existujlcich protinadorovych
terapii. Zacielenie na purinergicku signalizaciu by navyse
mohlo potencidlne prekonat mechanizmy rezistencie voci
konvenénym terapidm a zlepsit celkové vysledky liecby.
Preto integracia terapii zameranych na purinergnu signa-
lizaciu so zavedenymi protinadorovymi intervenciami ma
v buducnosti vyznamny potencidl pre pokrok v stratégidch

lie¢by rakoviny.
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SUHRN

Lipidomika je vedny obor, ktory sa zaobera Studiom
biochemickych drah lipidov v biologickych systémoch.
Ide o novu subspecializaciu klinickej biochémie, ktora je
podloZena vysledkami najma hmotnostnej spektromet-
rie. V poslednom desatroéi sa nahromadili dékazy o tlo-
he ceramidov a fosfolipidov ako moznych mediatorov
ateroklerézou podmienenych kardiovaskularnych ocho-
reni (ASKVO) alebo prognostickych biomarkerov. Kom-
binacia plazmatickej hladiny ceramidov a fosfolipidov
zlepsuje predpoved’ ASKVO. CERT1 a CERT2 st hové sko-
rovacie systémy v predpovedi korondrneho rizika na za-
klade stanovenia Specifickych ceramidov a fosfolipidov

hmotnostnou spektrometriou.

Klfacové slova: ceramidy; fosfolipidy; hmotnostna
spektrometria; skorovaci systém; ateroskleréza; kardio-

vaskularne ochorenie

ABSTRACT

Lipidomics is the branch of science that deals with
the study of the biochemical pathways of lipids in bi-
ological systems. Lipidomics is a new sub-specialty of
clinical biochemistry using mainly mass spectrometry. In
the last decade, evidence has accumulated for the role
of ceramides and phospholipids as possible mediators of
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atherosclerosis-related cardiovascular disease (ARVD) or
prognostic biomarkers. The combination of plasma cer-
amide and phospholipid levels improves the prediction
of ASKVO events. CERT1 and CERT 2 are novel scoring
systems in the prediction of coronary risk based on the
determination of specific ceramides and phospholipids

by mass spectrometry.

Key words: ceramides; phospholipids; mass spec-
trometry; scoring system; atherosclerosis; cardiovascu-

lar disease

uvoD

Kardiovaskularne riziko v sucasnej dobe vypocitava-
me z beZne stanovovanych parametrov, ktoré su imple-
mentované v medzinarodnych odporucéaniach, akym je
SCORE (z anglického Systematic Coronary Risk Evaluation,
Mach a kol., 2020). Zakladnym parametrom, ktorym sme
sa doteraz prevazne zaoberali pri aterosklerézou pod-
mienenych kardiovaskularnych ochoreniach (ASKVO) bol
cholesterol a LDL-cholesterol (LDL-Ch). LDL-Ch bol zaro-
ven vybraty ako ukazovatel miery lieCby a prevencie ate-
rosklerézy. Menej pozornosti sme venovali nesterolovym
zloZzkam lipoproteinov a lipidom vieobecne. V poslednej
dekade sa do medicinskej praxe zacali razantne presadzo-
vat poznatky o jednotlivych zlozkéach lipoproteinov a lipi-




dov ziskanych na zaklade novych separacnych postupov
s naslednym stanovenim pomocou hmotnostnej spektro-
metrie (MS). Na zdklade hmotnostnej spektrometrie vie-
me stanovovat hladiny ceramidov a fosfolipidov v plazme
, ktoré zohravaju vyznamnu ulohu v rozvoji aterosklerézou
podmienenych kardiovaskularnych ochoreni a zarover su
markermi v systémoch predpovede ASKVO.

Lipidomika je dnes povaZovana za biochemicky podo-
dbor, ktory sa rychle rozvija najma zlepSovanim techno-
I6gii hmotnostnej spektrometrie spolu s bioinformatikou.
Lipidomickd analyza je viacstupriovy proces. Lipidy sa
extrahuju v organickych rozpustadlach z réznych vzoriek.
Extrahované lipidy sa bud’ dalej separuju pomocou chro-
matografie, alebo sa priamo infunduju do hmotnostnej
spektrometrie. Analyza pikov identifikuje druhy lipidov
(Obr.1).

V roku 2005 LIPID MAPS konzorcium (n.d.) urci-
lo medzindrodnu klasifikaciu lipidov na osem kategorii
zalozenych na chemickej a biochemickej charakteristike
lipidov: mastné kyseliny, glycerolipidy, glycerofosfolipidy,
sfingolipidy, sterolové lipidy, prenolové lipidy, sacharoli-
pidy a polyketidy. Kazda kategdria sa deli na podtriedy
podla chemickej Struktury. Doteraz bolo identifikovanych
viac ako 40 000 lipidovych jednotiek, ktoré su zahrnuté
v databaze LIPID MAPS (n.d; Lydic a Goo, 2018). V lipido-
mike su pouZivané viaceré moderné metodiky: nuklear-
na magneticka rezonancnd spektromeria, fluorescentna
spektroskopia, chromatografia, hmotnostna spektromet-
ria. Prave elektrosprejova ionizacia (ESI) je ioniza¢na tech-
nika v hmotnostnej spektrometrii a je najpopularnejsia
a najviac vyuzivana metdda v stanovovani malych polar-
nych lipidov.

Hmotnostna spektrometria presla svojim vyvojom za
poslednych 20 rokov. Prelomovy bol objav, za ktory bola
udelend Nobelova cena v roku 2002, ktoru ziskal John
Bennett Fenn za rozvoj vyuZitia elektrosprejovej ionizacie
(ESI) v analyze biologickych molekul (Markides a Graslund,

2002). V roku 2002 dostal Nobelovu cenu aj Koichi Tanak
za vyuzitie inoniza¢nej techniky MALDI — matricou asisto-
vana laserova desorpc¢na ionizacia. Neexistuje univerzalna
ioniza¢na technika. Hmotnostna spektrometria vyuzivaju-
ca ESI sa nazyva hmotnostna spektrometria s elektrospre-
jovou ionizaciou (ESI-MS). Spojenie kvapalinovej chro-
matografie s elektrosprejovou ionizdciou a hmotnostnou
spektrometriou (LC-ESI-MS) vyznamne prispelo k stano-
vovaniu jednotlivych zloZiek lipidému (Yang a Han, 2011).
Hydrofilnd interakénd kvapalinova chromatografia (HILIC)
ako separacna technika je alternativny pristup k separacii
malych poldrnych latok (Buszewski a Noga, 2012). Pre sta-
novovanie ceramidov boli pokusy o vypracovanie valida-
cie metodiky pre ich rutinné pouzivanie (Kauhanen a kol.,
2016).

Vyuzitie hmotnostnej spektrometrie

Velké Studie zamerané na ASKVO pouzivali rézne lipi-
domické postupy, ale najma LC-ESI-MS. Pociatocné pra-
ce, najma Studia LURIC, skimajuca ceramidy a fosfolipi-
dy, ich rozdelila na pozitivne alebo negativne korelujuce
s kardiovaskuldrnou mortalitou (Sigruener a kol., 2014).
Na zéklade spomenutej Studie su prikladom Siestich lipi-
dovych ukazovatelov pozitivne korelujucich s mortalitou
na ASKVO nasledujuce sfingomyeliny (SM), ceramidy (Cer)
a fosfolipidy (PC): SM 16:0, SM 24:1, Cer 16:0, Cer 24:1, PC
32:0a PC0-32:0; kym 6 negativne korelujucich —, protek-
tivnych” druhov je: SM 23:0, SM 24:0, PC 38:5, PC 38:6,
PC 36:5 a PC40:6.

Ceramidy a fosfolipidy su syntetizované v bunkovych
membranach a v endoplazmatickom retikule a len tie,
ktoré su syntetizované v peceni a v Creve su prenasané
lipoproteinmi do periférie.

Najma oxidované fosfolipidy menia aktivitu endote-
lovych buniek, trombocytov, hladkych svalov a HDL, tym
podporuju vznik aterosklerdzy. Oxidované fosfolipidy maju

odlisnu signdlnu sustavu a metabolické cesty cez rozne re-

Sample Collection Lipid Extraction Lipid Scparation Lipid Detection

Cells i
(whole cells or organelles) Lipids —1—* Chromatography —— Mass Spectrometry — Peak analysis
Biological fluids (e.g. LC and GO) NMR Spectroscopy Bioinformatics

e R '’

Organisms Amuno acids,
lssues Nucleic acids,

Cell debns Direet Infusion

Obr.1 Pracovné postupy lipidomiky, zdroj: Lydic a Goo, 2018.
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Tab.1 Relativne zastipenie fosfolipidov detegované metédou vysokoicinnej chromatografie na tenkej vrstve, zdroj: Dashti a kol., 2011

Fosfolipidy
PLF PE PG PS PI PC SM Lp-C CL
VLDL +H+++ nd nd ++++ +H++ +++ + nd
IDL + nd nd ++ +++ ++ 4+ nd
LDL + nd nd +++ ++++ -+ ++ nd
HDL2 + nd nd +++ ++++ ++ + nd
HDL3 ++ nd nd +H+++ +HH++ +++ ++ nd
VHDL + nd nd ++++ +++ ++ +++ nd
PLFF nd nd nd nd + + +H++ nd

PLF - lipoproteinové frakcia plazmy; PE - fosfatydiletanolamin; PG - fosfatydilglycerol; PS - fosfatydilserin; Pl - fosfatydilinositol; PC - fosfatidylcholin;
SM - sfingomyelin; Lp-C - lyzofosfatydilcholin; CL- kardiolipin; VLDL - lipoproteiny s velmi nizkou hustotou; IDL - lipoproteiny so strednou hustotou;
LDL - lipoproteiny s nizkou hustotou; HDL - lipoproteiny s vysokou hustotou; VHDL - lipoproteiny s velmi vysokou hustotou; PLFF - frakcia plazmy bez
lipoproteinov; + - ukazovatel zastupenia, nd (not detected) - nedetegovatelné

ceptory pre individudlne druhy oxidovanych fosfolipidov
(Lee a kol., 2012). Detailnejsie skimanie metabolizmu
ceramidov a fosfolipidov poukazalo na procesy, v ktorych
uvedené zlozky zasahuju do procesu aterogenézy.

Zvysené hladiny ceramidov sU spojené so zvySenym
rizikom KVO. Ceramidy moduluju lokalne zapalové reakcie
a indukuju apoptdézu endotelu (Obr. 3). Zvysena je infla-
macia, apoptodza, agregacia LDL Castic, zniZzena je produk-
cia oxidu dusnatého.

Dalsie $tudie, SPUM-ACS a BECAC $tudia (Laaksonen
a kol., 2016), skumali r6zne kombinacie ceramidov a ich
vyuzitie pri diagnostike ASKVO prihod. Popri Standard-
nych rizikovych faktoroch, ceramidy zlepSuju odhad rizika
vzniku ASKVO (Meeusen a kol., 2020). Na zaklade hore

uvedenych poznatkov bolo zostavené skére CERT1 (z an-
glického Cardiovacular Event Risk Test 1), na vyvoji ktoré-
ho sa podielali Zora Biosciences, Finsko a Mayo Clinic, USA
(Laaksonen a kol., 2016; 5.Hlivo, M, Vasile V.C, Meeusen
a kol., 2020).

Ceramidové skére CERT1 sa vypocitava na zaklade roz-
delenia zistenych hodnét ceramidov do kvartilov, ku kto-
rym su priradené hodnoty vyjadrujice zédvaznost zmien
parametrov. Vzhladom na to, Ze jeden parameter nedo-
statoCne vyjadruje mieru rizika pri ceramidoch, bolo po-
uzitych 6 komponentov pre stanovenie rizikového skoére.
Tri samostatné ceramidy a tri pomery ceramidov navza-
jom st komponentmi skore. CERT1 ma Sest zloziek a body
udeluju iba kvartily 3 a 4. Sucet bodov pri skére CERT1

SCORE CALCULATION

& 1 . ... s -_"- 31 :r, o ":
- Hetie ey - CERT1 / CERT2 SCORE:
Cer(d18:1/16:0) 0 | 0 |+1 | +2 0-12 points
Cer(d18:1/18:0) 0 | 0 | #1 | #2 l
Cer(d18:1/24:1) 0 0 | +#1 | +2
CERT1 1
Cer(d18:1/16:0) / Cer(d18:1/24:0) 0 0 |1 |+ RISK GROUP DETERMINATION
Cer(d18:1/18:0)/ Cer(d18:1/24:0) 0 0 +1 +2
Cer(d18:1/24:1)/Cer(d18:1/24:0) 0 0 @ +1  +2 Low ik 02 03
Cer(d18:1/24:1) / Cer(d18:1/24:0) 0 @ +1 | +2 +3 Moderate risk 3.6 4-6
Cer(d18:1/16:0) / PC 16:0/22:5 0 +1 | +2 | 3
Cer(d18:1/18:0) / PC 14:0/22:6 0 1 | +2 | #3
PC 16:0/16:0 0 +1. | %2 | #3

Tab.2 Vypocet skore rizika CERT a urcenie rizikovych skupin,
zdroj: Hilvo a kol., 2020b
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Obr. 3 Zhrnutie bunkového metabolizmu ceramidov vrdtane ich potencidlnej ticasti na kardiovaskuldrnych ochoreniach,
zdroj: Zietzer a kol., 2022

komponentoch v jednotlivych kvartiloch vyjadruje riziko-
vU skupinu. Rizikové skupiny su nasledujuce: 0-2 nizke ri-
ziko, 3-6 stredné riziko, 7-9 zvySené riziko, 10-12 vysoké
riziko (Tab. 2).

Z pociato¢nych studii, akou je LURIC, bolo evidentné, ze
aj fosfolipidy mézu byt rizikovym faktorom ASKVO. Kom-
bindcia ceramidov a fosfolipidov efektivnejSie vyjadruje
riziko ASKVO. Na zdklade poznatkov z velkych studii WE-
CAC (The Western Norway Coronary Angiography Co-
hort), LIPID (Long-Term Intervention with Pravastatin in
Ischeamic Disease) a KAROLA (Langzeiterfolge der KAR-
diOLogischen Anschlussheilbehandlung) bolo zostavené
skére CERT2. (Hlivo a kol., 2020a) CERT2 bolo vytvorené
tou istou skupinou ako CERT1, ale vychadza z hodnét 4
ceramidov a troch fosfolipidov. Postup vypoctu a uréenie
rizikovej skupiny je analogicky ako pri vypocte z cerami-
dov pri CERT1 (tab. 2). CERT2 rizikové skére je vyznamnym
faktorom pre predpoved rizika ASKVO aj v sekundarnej
prevencii - MACE (z anglického Major Adverse Cardio-
vascular Events), o je definované ako infarkt myokardu,
cievna mozgova prihoda a umrtie na ASKVO (Papazoglou
a kol., 2022). Oproti CERT1 ma CERT2 len 4 zlozky, ale uz
druhy kvartil poskytuje rizikovy bod. Stupnica pre skdre

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2024

CERT1 aj CERT2 je rovnaka, s maximom 12 bodov a na za-
klade nich je subjekt zaradeny do jedne;j z rizikovych ka-
tegdrii KVO (Tab. 2).

DISKUSIA

V tomto ¢lanku su uvedené novsie poznatky o sfingoli-
pidoch a fosfolipidoch a ich mozné vyuZitie v klinickej pra-
xi. Nové poznatky su zaloZené na zdokonaleni techniky
hmotnostnej spektrometrie resp. kombindacie kvapalino-
vej chromatografie, ionizdcie a hmotnostnej spektromet-
rie (Avela a Sirén, 2020). Ide o novy pristup v prevencii
a diagnostike ASKVO. Tieto nové poznatky budi poma-
hat rozpoznavat biochemické pochody na molekularnej
urovni v aterogenéze a neskorsie aj v oblasti pre skiuma-
nie novych ucinnych liekov pri liecbe dyslipoproteinémii
a ASKVO. Nové poznatky a nové systémy skére je nutné
preverit v praxi. Existuju aj urcité neobjasnené body ako je
napriklad uloha nenasytenych mastnych kyselin s dlhym
retazcom v skdrovacich systémoch. Zaclenenie skdrova-
cich systémov CERT1 a CERT2 do rutinnej biochemickej
prace bude vyzadovat dlhsie sledovanie a skimanie, ako

aj zvazenie ekonomickej efektivity.
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SUHRN

Opis objavu zvlastnej formy hemoglobinu u diabeti-
kov iranskym genetikom Samuelom Rahbarom a cesta k
objasneniu biosyntézy jednej malej frakcie l'udského he-
moglobinu (HbA1c) a k jej vyuZzitiu ako zlatého Standardu
posudenia glykemickej kompenzacie chorych s diabetes
mellitus

Klicové slova: Samuel Rahbar; diabetes; glykovany

hemoglobin

ABSTRACT

A description of the discovery of a peculiar form of
hemoglobin in diabetics by the Iranian geneticist Samu-
el Rahbar, and the journey to elucidate the biosynthesis
of one of the small fractions of human hemoglobin (Hb
Alc) and to its use as the gold standard for assessing gly-

cemic compensation in patients with diabetes mellitus.

Key words: Samuel Rahbar; diabetes; glycated hemo-
globin

V poslednych rokoch sa o Irdane hovori skér negativne
a Casto zabudame na to, Ze ide o byvali mocnu a bohatu
Perziu. Malo sa uz dnes hovori aj o tom, Ze posledny pa-

novnik krajiny, Mohammad Reza Pahlavi navstivil v roku
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1979 - kratko pred prevzatim moci ajatollahom Chomej-
nim - Prahu a na Karlovej univerzite dostal ¢estny dokto-
rat. Tieto Udaje vSak eSte nemaju Ziadnu suvislost s dia-
betoldgiou, ale ak spomenieme meno Samuela Rahbara
(Obr. 1), niektori starsi kolegovia si mozno spomenu na

nieco okolo glykovaného hemoglobinu.

Obrdzok 1. Samuel Rahbar
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Profesor Samuel Rahbar. M.D., PhD. sa narodil v roku
1929 v Zidovskej rodine a komunite v Hamedane, ako je-
den zo siedmych surodencov. Po skonceni gymnazia Stu-
doval medicinu v Teherdne a po promdcii, v roku 1963 zis-
kal doktorat z imunoldgie. Po Studijnej ceste v Izraeli (kde
jeho brata liecili na leukémiu) a vplyvom prednasky profe-
sora Hermana Lehmanna zmenil svoje pévodné rozhod-
nutie stat sa imunolégom a zacal sa venovat hladaniu va-
riantnych foriem hemoglobinu v irdnskej populacii. Vdaka
vylepSenej elektroforetickej metdde delenia réznych
frakcii hemoglobinu bol schopny analyzovat velky pocet
vzoriek denne. Pocas niekolkych rokov vyskumu objavil vo
vzorkach iranskej populacie az 11 hemoglobinopatii. V su-
bore velkého poctu analyzovanych vzoriek zbadal nieco
nezvycajné na elektroforetograme u dvoch vysetrenych
s diabetes mellitus (Rahbar, 1968). Neskor ten isty cudny
nalez potvrdil na va¢som pocte diabetikov, ale nemal na to
vysvetlenie. V tomto bode sa spdja jeho vyskum diabetic-
kého hemoglobinu s panovnikom, ktory mal dobré vztahy
s USA a vyslal ho na studijnd cestu na pracoviska, kde
o Struktire hemoglobinu a jeho malych frakciach uz vedeli
a vysledky profesora Samuela Rahbara boli v odbornych
kruhoch zname (Rahbar a kol., 1969). Netrvalo dlho a Ra-
hbarov ,,nezvyéajny (unusual)“ hemoglobin bol identifiko-
vany ako jedna z malych frakcii hemoglobinu, ako aj to,
Ze tato frakcia, zndma ako HbAlc, vznika neenzymovou
adiciou glukdézy na ludsky hemoglobin A. Od tohto mo-
mentu bola cesta glykovaného hemoglobinu priamociara

k dnesnej slave zlatého Standardu hodnotenia glykemickej
kompenzacie (Tabulka 1).

Na tejto dlhej ceste sme sa zucastnili aj my (Tabulka 2).

Po ukonceni studijného pobytu v USA sa Samuel Rah-
bar vratil do Teherdnu, stal sa dekanom lekarskej fakulty
a nadalej sa venoval vyskumu. Zial, toto obdobie bolo
ukoncené Islamskou revoluciou v roku 1979, ked ho vyho-
dili z univerzity, udajne pre jeho uzke kontakty s rodinou
panovnika. Spolu so svojou rodinou emigroval do USA,
kde sa v City of Hope National Medical Centre (Duarte, Ca-
lifornia) dalej venoval vyskumu, aZ do svojej smrti v roku
2012. Samuel Rahbar bol tesne pred smrtou oceneny
Outstanding Discovery Award Americkej diabetologickej
spolocnosti (Gebel, 2012). Jeho tri dcéry nepadli daleko
od stromu: najstarSia Roya sa zaobera vyskumom v ob-
lasti molekulovej bioldgie, Geeta je vSeobecnou lekarkou
a najmladsia Firoozeh zubnou lekarkou.

Madlo sa vSak vie o tom, Ze Rahbar mal aj ,,predskoka-
nov“, konkrétne velmi znamych hematolégov Huismana
a Dozyho, ktori uz v roku 1962 videli nie¢o podobné pri
analyze hemoglobinu diabetikov (Huisman a Dozy, 1962).
Tito pacienti boli lieCeni tolbutamidom (sulfanylurea, prvy
oralny pripravok na liecbu diabetikov 2. typu) a ich logicka
hypotéza bola, Ze zmeneny hemoglobin je aduktom tejto
latky na hemoglobin. Experimentalne pridali tolbutamid
ku krvinkam, ale kedZe nenastala ocakavana reakcia, ich
vyskum pokracoval inym smerom. V tom istom roku videl
abnormalny hemoglobin u chorych s diabetes mellitus aj

Tabul'ka 1. Délezité momenty objavu HbA1c a jeho vyznamu v diabetolégii

1958-1962 Vyriedenie priestorovej konfiguréacie 4 podjednotiek koriského hemoglobinu a nésledne zisk Nobelovej ceny v roku 1962: Ken-
drew a Perutz (zdroj: Récz a kol., 1989).
1961 Urcenie primarnej Struktury alfa a beta retazcov fudského hemoglobinu Braunitzerom a spol. a Hillom a spol.
(zdroj: Racz a kol., 1989).
1966 Identifikacia malych frakcii ludského hemoglobinu vratane HbA1c Holmquistom a Schroederom (zdroj: Racz a kol., 1989).
1968-1969 Nalez nezvycajného hemoglobinu u diabetikov a potvrdenie nalezu v USA
(Rahbar, 1968; Rahbar, Blumenfeld a Ranney*, 1969).
1969-1977 Objasnenie biosyntézy HbA1c a jeho vyznamu ako mozného ukazovatela glykemickej kompenzacie u chorych s diabetes melli-

tus na zaklade vyskum Bunna a spol. v roku 1975 a Koeniga a spol. v roku 1977 (zdroj: Racz a kol., 1989).

Po roku 1977 Upresnenie kinetiky glykacie hemoglobinu.

tografiou.

Meranie glykovaného hemoglobinu u va&ieho po¢tu chorych s diabetes mellitus kolorimetrickou metédou a stipcovou chroma-

1993-1998

moon a kol.,, 1993; Turner, 1998).

Vyskumna skupina kontroly chorych s diabetes mellitus a jeho komplikacii (Diabetes Control and Complications Trial Research
Group, DCCT) urcuje HbA1c ako dolezitého ukazovatela u chorych s diabetes prvého typu.
Britské prospektivna studia diabetes (UK Prospective Diabetes Study, UKPDS) stanovuije to isté u chorych s druhym typom (Sha-

Clinical Chemistry, IFCC (Weykamp a kol., 2008).

2008 Vyvoj primarneho analytu a jednotna Standardizacia metéd na meranie HbA1c pracovnou skupinou International Federation of

2018, 2019

Velké medzinarodné kontrolné studie ,EurA1c” zamerané na kontrolu kvality, spradvnost a presnost metdd na meranie HbA1c.

*Helen Ranney bola okrem iného aj vyznamnou odbornickou vyskumu kosacikovej anémie
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Tabulka 2. Nasa ucast na dlhej ceste HbAlc

1979 Prvé pokusy merania glykovaného hemoglobinu dnes obsolentnou kolorimetrickou metédou

1982 Prvé publikdcia o glykovanom hemoglobine, do roku 1989 17 dalsich (Vicha a kol., 1982)

1989 Monografia o glykovanom hemoglobine (Récz a kol., 1989) ocenend cenou Slovenského literarneho fondu v roku 1990.

21. storocie Navrat k problematike pomocou modernej metodiky. Riedenia otézok kinetiky HbA1c a spravnej interpretacie hodnét. Spolu viac

ako 40 publikacii a prezentdcii na domécich a zahrani¢nych podujatiach.

2024 Prednaska na 3. kongrese emeritnych profesorov v Londyne (Récz., 2024)

japonsky vyskumnik Shibata, ale jeho ¢lanok bol publiko-
vany v japonskom jazyku a preto ostal bez medzinarodne;j
odozvy (Shibata a kol., 1962). Reakcia aminoskupin s kar-
bonylmi vsak bola opisana uz davno pred nimi francuz-
skym farmaceutom a chemikom Maillardom (Maillard,
1912). Najjednoduchsi priklad tejto reakcie je zoZltnutie
sladkého kondenzovaného mlieka po urcitej dobe. Z Mail-
lardovych origindlnych pozorovani spred vyse sto rokmi
vznikla celd vedecka disciplina okolo pokrocilych produk-
tov glykacie a podobnych reakcii (Jakus a kol., 2014).
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