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1. Kognitívne aspekty hepatálnych encefalopatií: pilotná štúdia

Martina Mikušiaková
(všeobecné lekárstvo, 6. ročník)

Spoluautor: MUDr. Mária Komlósi, PhD. 2

Školiteľ: MUDr. Igor Straka, PhD.1

1 II. neurologická klinika LF UK a UN Bratislava; 2 III. interná klinika LF UK a UN Bratislava

Úvod
Hepatálna encefalopatia (HE) je komplexný neuropsychiatrický stav, ktorého klinický obraz sa 
môže vyvíjať od miernej zmätenosti, poruchy kognitívnych funkcií až po kómu a nakoniec smrť 
(1,2). Výskyt HE pri chronickom ochorení pečene je asociovaný so zlou prognózou, negatívnym 
vplyvom na kvalitu života a celkové prežívanie pacientov (3). Podľa klinickej manifestácie a 
využívaných nástrojov na diagnostiku sa HE delí na manifestnú, rozpoznateľnú pri klinickom 
vyšetrení, a subklinickú, kedy kognitívne deficity možno odhaliť len pomocou špecializovaných 
testov (4). Tieto metódy zahŕňajú psychometrické testovanie pozornosti, pracovnej pamäte, 
psychomotorického tempa ako aj testovanie vizuo-priestorových schopností (5). 
Ascites je jednou z najčastejších komplikácií cirhózy pečene a tiež stavom, ktorý vedie k častým 
hospitalizáciám (1). Je rozdelený do 3 stupňov podľa závažnosti. Stupeň 1 je najmenej závažný, 
detekovateľný len ultrasonograficky a nie tu je indikovaná žiadna liečba. Pri stupni 2, ktorý sa 
manifestuje miernou symetrickou abdominálnou distenziou je odporúčaná liečba diuretikami 
a reštrikciou sodíka. Stupeň 3 je najzávažnejši, je sprevádzaný signifikantnou distenziou 
abdomenu a je indikovaný na abdominálnu paracentézu. Do tejto štúdie boli zaradení len 
pacienti s indikáciou na punkciu ascitu (3. stupeň alebo refraktérny ascites) (6,7). 
Podľa množstva odsatej tekutiny počas výkonu sa brušná paracentéza delí na dve skupiny: 
veľkoobjemová punkcia (>5000 ml) a nízkoobjemová punkcia (<5000 ml). 
Obehová dysfunkcia po abdominálnej punkcii (PPCD, z anglického Post-Paracentesis 
Circulatory Dysfunction) v dôsledku rýchleho poklesu efektívneho objemu arteriálnej krvi sa 
môže vyskytnúť najmä pri väčšom objeme punkcie. PPCD môže byť príčinou rýchleho 
opätovného objavenia sa ascitu, zlyhania obličiek, hepatálnej encefalopatie, dilučnej 
hyponatriémie a tiež je spojená so zvýšeným rizikom mortality (6,8). Táto pilotná štúdia bola 
zameraná na jeden z možných nežiaducich účinkov abdominálnej paracentézy, zhoršenie 
hepatálnej encefalopatie. Predpoklad tohto zhoršenia stavu je založený na efekte zníženia 
objemu krvnej plazmy spojeného so zvýšením koncentrácie amoniaku v krvi a postpunkčnou 
vazodilatáciou. Bol skúmaný a analyzovaný vplyv veľkoobjemovej paracentézy v porovnaní 
s nízkoobjemovou paracentézou ascitu na celkový stav a kognitívne funkcie pacientov. 

Materiály a metódy
Do štúdie bolo zahrnutých 10 pacientov (7 mužov a 3 ženy) u ktorých bola diagnostikovaná 
cirhóza pečene. Vek pacientov v skúmanom súbore sa pohyboval v rozmedzí 30-62 rokov 
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(priemer 50,30 ± 10,77 rokov). Hodnotenie kognitívnej poruchy u zúčastnených pacientov bolo 
založené na diagnostických kritériách podľa škál MoCA (Montreal Cognitive Assessment) a FAB 
(Frontal Assessment Battery).
Zároveň boli všetci participanti indikovaní na veľkoobjemovú alebo nízkoobjemovú punkciu 
ascitu. Všetci pacienti boli prijatí na III. internú kliniku Lekárskej fakulty Univerzity 
Komenského a Univerzitnej nemocnice Bratislava, Nemocnica akademika Ladislava Dérera. 
Štúdia bola vykonaná v súlade s Helsinskou deklaráciou. Informovaný súhlas podpísal každý 
pacient zahrnutý a hodnotený v štúdii. Exklúznymi kritériami boli neprítomnosť hepatálnej 
encefalopatie, kontraindikácia paracentézy ascitu, nespolupráca pacienta a ťažký kognitívny 
deficit (MoCA < 12 bodov).

Štúdia bola dizajnovaná ako intervenčná prospektívna. V štúdií boli použité nasledovné škály 
a testy:

• MoCA (Montrealská škála hodnotenia kognitívnych funkcii z angl. Montreal Cognitive 
Assessment test) (9,10)
• FAB  (Test exekutívnych funkcií frontálneho laloka z angl. Frontal Assessment Battery) 
(11, 4)
• NCT- A a B (Test spájania čisel z angl. Number Connection Test) (12,13,14)
• DSST (Test priraďovania symbolov a čísel z angl. Digit Symbol Substitution Test) (12, 
14,15)

Na celkové zhodnotenie kognitívnych funkcií boli použité škály MoCA a FAB. Na porovnanie 
účinku punkcie pred (baseline) a následne 24 hodín po výkone boli použité testy NCT-A, NCT-
B a DSST.

Pacienti boli pseudorandomizovane konzekutívne rozdelení do dvoch skupín. Skupina 1 
predstavovala pacientov s nízkoobjemovou punkciou, t.j. odobratý objem ascitu bol menší ako 
5000 ml, zatiaľ čo skupinu 2 tvorili pacienti s veľkoobjemovou punkciou nad 5000 ml.
Štatistická analýza sa realizovala pomocou IBM® SPSS® Statistics 24. Demografické a klinické 
parametre sa analyzovali pomocou deskriptívnej štatistiky. Úroveň premenných bola 
charakterizovaná priemerom a mediánom a základnými mierami variability (štandardná 
odchýlka, medzikvartilové rozpätie). Podľa Kolmogorovho-Smirnovovho testu neboli dáta v 
súbore rovnomerne rozdelené, preto sa použili neparametrické testy. Štatistická sila 
intervencie (rozdiel medzi východiskovou hodnotou a hodnotou 24 hodín po punkcii) sa 
merala pomocou Wilcoxonovho párového testu. Rozdiel medzi jednotlivými skupinami bol 
hodnotený pomocou Mann-Whitney U testu. Hodnota p ≤ 0,05 bola považovaná za štatisticky 
významnú.

Výsledky
Do pilotnej štúdie bolo zaradených 10 pacientov s diagnostikovanou cirhózou pečene 
a ascitom indikovaným na punkciu. Kohortu tvorilo 7 mužov a 3 ženy vo veku 30-62 rokov 
(priemer 50,30 ± 10,77 rokov). 
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Tabuľka 1: Základné východiskové klinické a demografické dáta

Spolu Skupina 1 Skupina2

Pohlavie
M/Ž

7/3 4/1 3/2

Poživanie 
alkoholu

9 4 5

Tenzný
ascites

7 3 4

Priemer
(ŠO)

Medián
(25.;75.
percentil)

Priemer
(ŠO)

Medián
(25.;75.
percentil)

Priemer
(ŠO)

Medián
(25.;75.percentil)

Vek 50.30
(10.77)

50.50
(43.00; 54.75)

53.80
(10.89)

52.00
(46.00; 62.50)

46.80
(10.57)

46.00
(37.50; 56.50)

Objem 
punkcie

4830.00
(1687.85)

4950.00
(3425.00;
6500.00)

3400.00
(857.32)

350.00
(2700.00;
4050.00)

6260.00
(750.33)

6400.00
(5500.00;6950.00)

Child-
Pugh

11.20
(2.15)

11.50
(9.00;13.25)

11.00
(2.56)

11.00
(8.50;13.50)

11.40
(1.95)

12.00
(9.50;13.00)

MELD-
Na

22.30
(7.17)

22.00
(14.75; 30.00)

22.00
(8.60)

20.00
(14.00; 31.00)

22.60
(6.43)

24.00
(16.00; 28.50)

MoCA 18.90
(6.33)

20.00
(12.75; 24.25)

18.60
(5.86)

20.00
(12.50; 24.00)

19.20
(7.46)

20.00
(12.00; 26.00)

FAB 13.00
(4.57)

14.50
(8.50;17.00)

13.00
(4.70)

15.00
(8.00;17.00)

13.00
(5.00)

14.00
(8.00;17.50)

DSST 1
(baseline)

9.20
(7.18)

8.50
(2.75;15.25)

7.60
(6.11)

5.00
(2.50;14.00)

10.80
(8.50)

14.00
(2.00;18.00)

DSST 2
(24h po 
punkcii)

6.50
(6.70)

5.50
(0.00;12.75)

5.20
(6.90)

1.00
(0.00;12.50)

7.80
(7.01)

10.00
(0.50;14.00)

NCT-A 1
(baseline)

89.90
(48.13)

73.00
(52.75; 140.00)

93.60
(48.77)

97.00
(44.50; 141.00)

86.20
(52.90)

62.00
(53.50; 131.00)

NCT-A 2
(24h po 
punkcii)

95.38
(51.10)

82.00
(56.75; 140.25)

84.25
(52.42)

72.00
(41.50; 139.25)

106.50
(54.90)

84.00
(71.25; 164.25)

NCT-B 1
(baseline)

198.00
(95.32)

149.00
(115.00; 295.00)

177.00
(104.80)

141.00
(84.00; 288.00)

224.5
(89.07)

216.50
(147.50; 308.75)

NCT-B 2
(24h po 
punkcii)

206.50
(152.84)

176.50
(81.75; 300.25)

199.75
(196.37)

117.00
(77.25; 405.00)

220.00
(24.04)

220.00
(203.00; 220.00)

Skr.: ŠO- Štandardná Odchýlka, MELD- Model for End Stage Liver Disease , MoCA -Montreal Cognitive Assessment 
FAB- Frontal, Assessment Battery, DSST- Digit Symbol Substitution Test, NCT-Number Connection Test
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U deviatich pacientov bol príčinou cirhózy pečene abúzus etylalkoholu a u jedného pacienta 
bola príčinou hepatitída typu C. Ako skórovacie systémy na posúdenie závažnosti ochorenia 
boli použité skóre MELD-Na (Model For End-Stage Liver Disease) a Child-Pugh. Priemerná 
hodnota MELD-Na skóre v našej kohorte bola 22,30, čo predstavuje približne 20 % 
pravdepodobnosť úmrtia v priebehu nasledujúcich 3 mesiacov. Child-Pugh skóre ukázalo, že 
väčšina (7/10) pacientov bola klasifikovaná v kategórii C, ktorá znamená pokročilú dysfunkciu 
pečene a 3 pacienti v kategórii B, čo prestavuje stredne ťažkú poruchu funkcie pečene. Podľa 
škály MoCA (maximálne 30 bodov) priemerné skóre bolo 18,90 bodov pre celú kohortu, čo 
naznačuje stredne závažnú kognitívnu dysfunkciu v oboch z nich (10). Vo FAB teste (maximálne 
18 bodov) bolo priemerné skóre 13 bodov. 
Následne boli pacienti rozdelení do dvoch skupín podľa objemu punkcie ascitu, pričom  to 
skupinu 1 predstavovali pacienti, ktorí podstúpili nízkoobjemovú punkciu ascitu (t.j. do 5000 
ml) a skupinu 2 tvorili pacienti, ktorí podstúpili veľkoobjemovú punkciu ascitu (t.j. nad 5000 
ml). Medzi skupinami 1 a 2 nebol zistený štatisticky signifikantný rozdiel v základných 
premenných, ako vek, Child-Pugh skóre, MELD-Na skóre a v škálach MoCA a FAB. Každá 
skupina obsahovala 5 pacientov. Na vyhodnotenie účinku intervencie boli použité testy DSST, 
NCT-A a B, ktoré pacienti absolvovali pred a 24 hodín po intervencii.

Tabuľka 2: Porovnanie vplyvu punkcie na sledované parametre v jednotlivých skupinách a 
vzájomné porovnanie skupín

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 1 a 2 
(Mann-Whitney)

Z skóre p hodnota Z skóre p  hodnota p hodnota

DSST -2,060 0,039 -2,023 0,043 0,548

NCT-A -0,365 0,715 -1,826 0,068 0,486

NCT-B -0,730 0,465 -1,342 0,180 0,533

Skr.: NCT- Number Connection Test, DSST- Digit Symbol Substitution Test

Pre porovnanie účinkov intervencie u pacientov v jednotlivých skupinách sa použil Wilcoxonov 
párový test. Výrazné zhoršenie po intervencii bolo pozorované v škále DSST v skupine 1 aj v 
skupine 2. Bolo zaznamenané signifikantné zhoršenie pri použití stupnice NCT-A v skupine 2, 
zatiaľ čo v skupine 1 sme zistili iba trend zhoršovania. Výsledky Wilcoxonovho testu, ktorý bol 
použitý na stanovenie štatistickej sily intervencie (punkcia ascitu), v prípade NCT-A ako aj NCT-
B môžu byť ovplyvnené skutočnosťou, že nie všetci pacienti zaradení do štúdie boli schopní 
dokončiť testy. Jeden pacient zo skupiny 1 nebol schopný dokončiť NCT-A a NCT-B po 
paracentéze. Jeden pacient zo skupiny 2 nebol schopný dokončiť NCT-B pred zákrokom. 
Okrem toho, jeden pacient zo skupiny 2 nedokončil NCT-A a traja pacienti NCT-B po punkcii 
ascitu (test bol prerušený, keď pacient nedokončil test do 5 minút). Hoci v skupine 2 nedošlo 
k štatisticky významnému zhoršeniu v NCT-A a NCT-B, deskriptívne môžeme konštatovať, že v 
skupine 2 došlo k významnému zhoršeniu týchto dvoch sledovaných parametrov. V tomto 
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prípade sa javí lepším deskriptívny opis súboru ako štatistický, za čo môže malý súbor 
pacientov a dosahovanie stropových efektov. Mann-Whitney U testom sme nezistili rozdiely v 
sledovaných parametroch po intervencii medzi skupinami navzájom.

Diskusia
Štúdia sa zaoberala komplikáciami cirhózy pečene so zameraním na hepatálnu encefalopatiu 
v súvislosti s punkciou ascitu. K dispozícii je viacero údajov o celkovom vplyve rozvíjajúcej sa 
postpunkčnej cirkulačnej dysfunkcie (PPCD),  ktorej súčasťou je aj hepatálna encefalopatia a 
tiež o vplyve LVP (veľkoobjemová paracentéza z angl. Large Volume Paracentesis) v porovnaní 
s TIPS (Transjugulárny Intrahepatický Portosystémový Skrat) na pacientov stav. Podľa 
odporúčaní pre manažment cirhózy a ascitu z roku 2020 je jednorazová veľkoobjemová 
punkcia preferovaná pred opakovanou nízkoobjemovou punkciou z dôvodu vyššieho rizika 
vzniku komplikácii spojených s výkonom punkcie (8). Podľa štúdie z roku 2021 nie je stanovený 
limit pre objem jednorazovej punkcie, avšak riziko PPCD výrazne stúpa, ak sa naraz odoberie 
viac ako 8 000 ml tekutiny (16). Rozvoj PPCD a zhoršenie symptómov HE po veľkoobjemovej 
punkcii ascitu je podmienený prudkým poklesom efektívneho cirkulujúceho objemu a 
prehĺbením hyperamonémie (6). Po veľkoobjemovej punkcii ascitu (> 5 000 ml) sa odporúča 
podať 20 – 25 % roztok albumínu (8 g/1 000 ml), z dôvodu prevencie a zníženia rizika vzniku 
PPCD, a tiež nízku dávku diuretík  kvôli prevencii opätovnej akumulácie tekutiny (17, 8). 
Zavedenie TIPS je odporúčané u pacientov s rekurentným ascitom kvôli zlepšeniu prežívania 
pacientov a tiež pri refraktérnom ascite z dôvodu lepšej kontroly stavu (21).
V prípade refraktérneho ascitu možnosti liečby zahŕňajú veľkoobjemovú punkciu s infúziou 
albumínu, umiestnenie TIPS alebo transplantáciu pečene (8). Podľa odporúčaní z roku 2020 je 
TIPS považovaný za liečbu refraktérneho ascitu prvej voľby. Toto odporúčanie je založené na 
randomizovanej kontrolovanej štúdii, kde 1-ročné prežívanie bez transplantácie bolo výrazne 
vyššie u pacientov s TIPS (93 %) v porovnaní s pacientmi s LVP a infúziou albumínu (52 %). 
Okrem toho sa ukázalo, že TIPS je účinným zásahom aj na prevenciu rekurentného krvácania 
z varixov (8) a tiež vykazuje lepšie výsledky v prevencii recidívy ascitu ako LVP (48 % oproti 84 
%) (19). Existuje však väčšie riziko rozvoja post-TIPS HE v porovnaní s punkciou ascitu (42 % až 
23 %) (19). Medzi potenciálne rizikové faktory patria predchádzajúce epizódy HE, zvýšené 
skóre Child-Pugh skóre a vyšší vek. Odhaduje sa, že výskyt nového nástupu klinickej alebo 
zhoršenia subklinickej formy HE po umiestnení TIPS je približne 20 % – 54 % (20). 
V tejto štúdii bola vykonaná analýza celkového účinku punkcie ascitu na kognitívne funkcie 
pacientov spolu s porovnaním veľkoobjemovej a nízkoobjemovej paracentézy. Predpokladalo 
sa, že punkcia väčšieho objemu spôsobí závažnejšie zhoršenie, pretože prináša vyššie riziko 
rozvoja PPCD. Štatisticky významné a v súlade s východiskovým predpokladom sa považovalo 
zhoršenie výkonu pri hodnotení pracovnej pamäti, pozornosti, koncentrácie a 
psychomotorického tempe. Čo sa týka efektu veľkoobjemovej punkcie v porovnaní s nízkym 
objemom, štatisticky významný rozdiel sa nepreukázal, ale v deskriptívnom pozorovaní sme v 
skupine s veľkoobjemovou punkciou zistili zhoršenie najmä koncentrácie, pozornosti a 
psychomotorického tempa. Výsledky čiastočne potvrdili počiatočný predpoklad, avšak boli 
ovplyvnené veľkosťou vzorky, ako aj neschopnosťou pacientov dokončiť testy potrebné na 
posúdenie kognitívnych funkcií. Jedná sa ale o pilotnú štúdiu a naďalej pokračujeme v zbere 
dát. 
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Úvod
Komorbidity majú podstatný vplyv na priebeh ochorenia súvisiaci s infekciou SARS-CoV-2 
(koronavírus spôsobujúci závažný akútny respiračný syndróm 2). U pacienta so zvýšeným 
počtom komorbidít sa zhoršuje priebeh ochorenia a riziko dlhodobých komplikácií alebo 
úmrtia na ochorenie COVID-19 (Koronavírusová choroba 2019). Cieľmi našej práce bolo 
zistenie súvislostí medzi komorbiditami, infekciou SARS-CoV-2 a úmrtím na ochorenie COVID-
19. Naše výsledky sme porovnávali s výsledkami podobných štúdií zo zahraničia. Vytvorili sme 
prehľad o 432 úmrtiach v období za rok 2022 a od septembra do konca roka 2021. Naše 
zistenie naznačujú koreláciu medzi rastúcim počtom už existujúcich respiračných, 
kardiovaskulárnych, metabolických, obličkových a onkologických ochorení prítomných u 
pacientov a vyššou úmrtnosťou na ochorenie COVID-19 na Slovensku. Práca predstavuje jednu 
z prvých informačných databáz o vplyve pridružených ochorení na úmrtia súvisiace s 
ochorením COVID-19 na Slovensku.
Typy úmrtí v súvislosti s ochorením COVID-19 rozdeľujeme na štyri kategórie: 1. Úmrtie na 
COVID-19 ako základnú chorobu, 2. Úmrtie s COVID-19 ako pridruženou chorobou, 3. Úmrtie 
SARS-CoV-2 pozitívneho pacienta a 4. Úmrtie pacienta bez možnosti zaradenia do prvých troch 
kategórií.

Materiál a metódy
Získanie informácií o komorbiditách u pacientov pozitívnych na SARS-CoV-2, ktoré sa viažu na 
ich úmrtie, je kľúčové pre pochopenie vplyvu komorbidít na priebeh ochorenia COVID-19. V 
našej štúdii sme využili správy o úmrtiach a pitevné protokoly ako zdroje týchto informácií. 
Detailne údaje sme získali z elektronického systému evidencie patologicko-anatomických 
pitiev, súdno-lekárskych pitiev a nepitvaných pacientov (e-Pitvy) na základe povolenia sekcie 
súdneho lekárstva a patologickej anatómie Úradu pre dohľad nad zdravotnou starostlivosťou. 
Informačný systém e-Pitvy ÚDZS bol hlavným zdrojom informácií na zhodnotenie prítomnosti 
a typu komorbidít u zomretých pacientov s infekciou SARS-CoV-2 (úmrtia „s COVID-19“) alebo 
pľúcnou formou COVID-19 (úmrtia na COVID-19).
V rámci štúdie sme spracovali časť údajov o úmrtiach nepitvaných pacientov, ktorí zomreli v 
nemocniciach UN BA na alebo s ochorením COVID-19 z obdobia od začiatku septembra 2021 
do konca roka 2022. Získané údaje zahŕňali informácie o číselnom poradí pacienta, dátume 
úmrtia, čísle pitevného protokolu, veku, pohlaví, príčine úmrtia (na COVID-19 alebo „s 
COVID“), diagnózach (komorbidity) a bezprostrednej príčine smrti.
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Diagnózy sme vyhodnocovali na základe lekárskych záznamov určených klinickými 
pracovníkmi z poslednej hospitalizácie každého pacienta. Následne sme porovnali a zhodnotili 
diagnózy určené klinickými pracovníkmi s diagnózami uvedenými v pitevnom protokole počas 
prehliadky tela a výkonu pitvy vedúcim patológom. Diagnózy sme zoradili do skupín podľa 
najviac ovplyvneného orgánového systému. (Tab. 1)

Tab.1 Skupiny diagnóz zoradené podľa najviac ovplyvneného orgánového systému 

Kardiovaskulárne ICHS, ASU, Stav po operácii srdca, AH, Embolizácia do 
artérie pulmonalis

Respiračné Zápal pľúc, Asthma bronchiale, CHOCHP

Neurologické NCMP, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, 
Imobilizačný syndróm, Demencia

Renálne Chronické ochorenie obličiek, Akútne zlyhanie obličiek

Onkologické Onkologická diagnóza

Metabolické DM, Obezita, Metabolický rozvrat

Iné Anémia, CHSZ, FiP, Cirhóza pečene

Výsledky
Celkovo sme analyzovali úmrtia u 432 pacientov za obdobie od septembra 2021 do konca roku 
2022. Z tohto počtu, 246 pacientov zomrelo v roku 2022 a 186 v roku 2021. Z týchto pacientov, 
188 v roku 2022 zomrelo na pľúcnu formu COVID-19 a 58 bolo SARS-CoV-2 pozitívnych 
pacientov (pacienti "s COVID"), ktorých príčina smrti bola iná. V roku 2021 zomrelo na COVID-
19 celkovo 172 pacientov a 14 pacientov "s COVID". V roku 2022 prevládalo v počte úmrtí 
mužské pohlavie - 127 (52%) z celkového počtu 246. V roku 2021 mierne prevyšovalo v počte 
úmrtí ženské pohlavie - 96 (52%) z celkového počtu 186.
Priemerný vek pacientov pre rok 2022 bol 78 rokov (medián 80 r.). Priemerný vek pre rok 2021 
bol 76 rokov (medián 78 r.). V našej vzorke najstarší pacienti sa dožili 100 rokov, zatiaľ čo 
najmladší pacient mal 34 rokov (v roku 2021) a najmladšia pacientka mala 35 rokov (v roku 
2022). Počet úmrtí osôb mladších ako 50 rokov bol spolu 14 za obidva roky. V tejto kategórii 
prevládali muži, s 8 prípadmi, a zvyšných 6 prípadov úmrtia bolo u žien s prevahou pľúcnej 
formy ochorenia COVID-19.
V roku 2022 z 246 prípadov malo 236 (96%) pacientov poškodený respiračný systém, z toho 
219 (89%) pacientov malo vírusový alebo kombinovaný zápal pľúc, 218 (89%) pacientov malo 
respiračnú insuficienciu, 18 (7%) pacientov malo astmu bronchiale a 31 (13%) pacientov malo 
embolizáciu do artérie pulmonalis a 19 (8%) pacientov malo Chronickú obštrukčnú chorobu 
pľúc (CHOCHP). Zo 186 prípadov pre rok 2021 malo 184 (99%) pacientov poškodený respiračný 
systém, 179 (96%) pacientov malo vírusový alebo kombinovaný zápal pľúc, 177 (95%) 
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pacientov malo respiračnú insuficienciu, 10 (5%) pacientov malo astmu bronchiale, u 18 (10%) 
pacientov sa vyskytla embolizácia do a. pulmonalis a 12 (6%) pacientov malo CHOCHP.
Okrem toho, v roku 2022 z 246 prípadov malo 214 (87%) pacientov postihnutí 
kardiovaskulárny systém, 146 (59%) pacientov malo Ischemickú chorobu srdca (ICHS), 100 
(41%) pacientov malo Univerzálnu aterosklerózu (ASU), 32 (13%) pacientov bolo po operácii 
srdca a 188 (76%) pacientov sa liečilo na Arteriálnu hypertenziu (AH). Zo 186 prípadov v roku 
2021 malo 157 (84%) pacientov postihnutí kardiovaskulárny systém, 90 (48%) pacientov malo 
ICHS, 76 (41%) pacientov malo ASU, 15 (8%) pacientov bolo po operácii srdca a 146 (78%) 
pacientov sa liečilo na AH.
Z poskytnutých informácií vyplýva, že v roku 2022 malo renálne postihnutie 129 (52%) 
pacientov z 246 pacientov a v roku 2021 malo renálne postihnutie 103 (55%) pacientov zo 186 
pacientov. Chronické ochorenie obličiek malo v roku 2022 104 (42%) pacientov a v roku 2021
78 (42%) pacientov. Akútne zlyhanie obličiek malo v roku 2022 32 (13%) pacientov a v roku 
2021 26 (14%) pacientov.
V roku 2022 z 246 pacientov malo metabolické postihnutie 118 (48%) pacientov, 91 (37%) 
pacientov malo DM, 44 (18%) pacientov bolo obéznych a metabolický rozvrat nastal u 11 (4%) 
pacientov. Zo 186 pacientov v roku 2021 malo metabolické postihnutie 100 (54%) pacientov, 
80 (43%) pacientov malo DM, 48 (26%) pacientov bolo obéznych a metabolický rozvrat nastal 
u 9 (5%) pacientov.
V roku 2022 z 246 pacientov malo neurologické postihnutie 121 (49%) pacientov, 15 (6%) 
pacientov malo NCMP, 22 (9%) pacientov malo Alzheimerovu chorobu, 12 (5%) pacientov 
malo Parkinsonovu chorobu a 88 (36%) pacientov malo imobilizačný syndróm. Zo 186 
pacientov v roku 2021 malo neurologické postihnutie 78 (42%) pacientov, 5 (3%) pacientov 
malo NCMP, 8 (4%) pacientov malo Alzheimerovu chorobu, 6 (3%) pacientov malo 
Parkinsonovu chorobu a 60 (32%) pacientov malo imobilizačný syndróm.
V roku 2022 z 246 pacientov bola onkologická diagnóza potvrdená u 49 pacientov (20%), z nich 
zomrelo 32 (17%) pacientov na COVID-19 a 17 (29%) zomrelo "s COVID." Zo 186 pacientov v 
roku 2021 bola onkologická diagnóza potvrdená u 20 pacientov (11%), z nich zomrelo 16 (9%) 
na ochorenie COVID-19 a 4 (29%) zomreli "s COVID."
V roku 2022 z 246 pacientov malo 219 (89%) aj iné komorbidity. Zo 186 pacientov v roku 2021 
malo 153 (82%) aj iné ochorenia.
V roku 2022 z 246 pacientov mali 2 pacienti zo sledovaných skupín až sedem vážnych chorôb, 
pričom jeden z nich mal pľúcnu formu ochorenia COVID-19 a druhý zomrel pozitívny na 
koronavírus SARS-CoV-2 („s COVID“). Šesť závažných komorbidít malo 46 pacientov a z nich 
zomrelo 34 pacientov na COVID-19 a 12 zomrelo „s COVID“. Päť závažných sprievodných 
ochorení malo 76 pacientov, z nich bolo 55 úmrtí na COVID-19 a 21 pacientov zomrelo „s 
COVID“. Po štyri komorbidity sa vyskytlo u 63 pacientov, z ktorých 53 malo pozitívnu pľúcnu 
formu COVID-19 a 10 bolo „s COVID“. Tri sprievodné ochorenia malo 46 pacientov, z nich 
zomrelo na COVID-19 36 pacientov a 10 pacientov „s COVID“. Po dve komorbidity sme 
napočítali len u 13 pacientov, z ktorých 9 zomrelo na COVID-19 a 4 pacienti zomreli s 
pozitivitou SARS-CoV-2 („s COVID“). V skupine nepitvaných pacientov z roku 2022, ktorí 
zomreli na pľúcnu formu COVID-19 alebo ich príčina úmrtia bola iná, ale zároveň boli RT-PCR 
pozitívny pre koronavírus SARS-CoV-2 („s COVID“), sa vyskytli minimálne dve komorbidity.
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Zo 186 pacientov v roku 2021 mal 1 pacient zo sledovaných skupín sedem komorbidít, a teda 
mal pľúcnu formu ochorenia COVID-19. Šesť závažných komorbidít malo 27 pacientov a z nich
zomrelo 25 pacientov na COVID-19 a 2 zomreli „s COVID“. Päť závažných sprievodných 
ochorení malo 58 pacientov, z nich bolo 51 úmrtí na COVID-19 a 7 pacientov z nich zomrelo „s 
COVID“. Po štyri komorbidity sa vyskytlo u 55 pacientov, z ktorých 52 malo pozitívnu pľúcnu 
formu COVID-19 a 3 boli „s COVID“. Tri sprievodné ochorenia malo 30 pacientov, z nich zomreli 
všetci na COVID-19. Po dve komorbidity sme napočítali u 11 pacientov, z ktorých 9 zomrelo na 
COVID-19 a 2 pacienti zomreli s pozitivitou SARS-CoV-2 („s COVID“). Jednu komorbiditu mali 4 
pacienti a všetci štyria zomreli na ochorenie COVID-19. V skupine nepitvaných pacientov z roku 
2021, ktorí zomreli na pľúcnu formu COVID-19 alebo ich príčina úmrtia bola iná, ale zároveň 
boli RT-PCR pozitívny pre koronavírus SARS-CoV-2 sa vždy vyskytla minimálne jedna 
komorbidita.

Tab. 2
Tabuľka popisuje celkový počet úmrtí na COVID-19 alebo „s COVID“, rozdelenie a výpočty pre vek a 
pohlavie, počet úmrtí pod 50 rokov. Medzikvartilové rozpätie (IQR), Interval spoľahlivosti (CI).
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Graf 1 (časť 1) Graf znázorňuje všetky komorbidity vyskytujúce sa u pacientov v roku 2022.
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Graf 1 (časť 2) Graf znázorňuje všetky komorbidity vyskytujúce sa u pacientov v roku 2021.
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Graf 2 Graf znázorňuje priemerný priemerný počet komorbidít na pacienta v roku 2022 
a 2021.

Diskusia
Z výsledkov sme zistili, že v rokoch 2021 a 2022 bola vyššia úmrtnosť na pľúcnu formu 
ochorenia COVID-19 v porovnaní s úmrtiami pacientov „s COVID“, ktorých prvotná príčina 
úmrtia bola iná. Z celkového počtu 432 pacientov sme zaznamenali 360 prípadov úmrtí 
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spôsobených COVID-19. Pohlavie pacientov bolo približne rovnomerne zastúpené, pričom v 
roku 2021 bola prevaha žien (96 žien zo 186 prípadov), a v roku 2022 bola prevaha mužov (127 
mužov z 246 prípadov). Porovnaním našich výsledkov so štúdiou z Hamburgu vykonanej na 
pitvaných pacientoch, kde sa zistilo, že vyšší počet úmrtí zaznamenali u mužov (336 mužov zo 
618 prípadov úmrtí súvisiacich s COVID-19), sme si všimli výraznejšiu prevalenciu úmrtí na 
COVID-19 u mužov [1]. V Taliansku bola prevalencia úmrtí žien 40% z celkového počtu 6085 
prípadov úmrtí [2].Vo všeobecnosti vyšší podiel úmrtí mužov by sme mohli vysvetliť 
prirodzenou dlhšou dĺžkou života žien. Prieskum z ôsmich krajín ukázal, že ženy majú 
tendenciu dodržiavať prísnejšie opatrenia a vnímať COVID-19 ako vážny zdravotný problém, 
čo môže viesť k nižšiemu riziku nákazy a úmrtnosti u žien v porovnaní s mužmi. Na druhej 
strane, muži sa častejšie zúčastňujú rizikových aktivít, ako sú cestovanie alebo účasť na veľkých 
verejných podujatiach, čo môže zvýšiť ich riziko nákazy. Tento behaviorálny faktor môže 
prispievať k rodovým rozdielom v úmrtnosti [8].
Vek zahrnutých pacientov v našej štúdii bol v priemere 77 rokov (medián 79 r.). V Taliansku 
bol priemerný vek pri úmrtí 79,1 ± 12,0 rokov [2].V Hamburgu bol medián veku 83 rokov, čo 
ukazuje, že úmrtia súvisiace s ochorením COVID-19 sa prevažne vyskytovali u starších osôb [1].
Priemerný vek žien počas sledovaného obdobia bol 80 rokov (medián 82 r.). Priemerný vek 
mužov bol nižší, 75 rokov (medián 76 r.). V Hamburgu bol u žien medián veku 84 rokov a u 
mužov 81 rokov, čo potvrdzuje, že muži zomierali mladší na ochorenie COVID-19 v porovnaní 
so ženami [1]. Počet úmrtí u pacientov mladších ako 50 rokov bol výrazne nižší, ale s prevahou 
u mužov (8 z celkového počtu 14 prípadov). V Hamburgu zaznamenali 7 úmrtí zo 618 prípadov 
s prevahou u mužov [1].
Multimorbidita, stav pri ktorom pacient trpí viacerými chronickými ochoreniami súčasne, 
môže negatívne ovplyvňovať zdravie pacienta. Existujú pozorovania, že expresia ACE-2 je 
zvýšená u pacientov s určitými komorbiditami, ako je DM, CHOCHP a hypertenzia. Kombinácia
už viacerých existujúcich kardiovaskulárnych, respiračných, renálnych alebo hepatálnych 
ochorení môže zvýšiť riziko infekcie SARS-CoV-2, závažnosť príznakov a priebehu ochorenia 
COVID-19 [9]. V našej práci v kategórii komorbidít mali najväčšie zastúpenie z hodnotenej 
vzorky úmrtí pacientov pre rok 2021 a 2022 respiračné komorbidity (96-99%), po nich 
nasledovali kardiovaskulárne (84-87%), metabolické (48-54%), renálne (52-55%), neurologické 
(42-49%) a ako posledné v poradí onkologické (11-20%). Z respiračných komorbidít to bola 
najmä pneumónia (89-96%) spojená s respiračnou insuficienciou (89-95%), potom nasledovala 
embolizácia do a. pulmonalis (10-13%), astma bronchiale (5-7%) a CHOCHP (6-8%). Z 
kardiovaskulárnych komorbidít mali najvyššie zastúpenie AH (76-78%), za ňou nasledovala 
ischemická choroba srdca (48-59%), ASU (41%) a ako posledný v poradí bol stav po operácii 
srdca (8-13%). Metabolické komorbidity zahŕňali v najväčšom počte DM (37-43%), obezitu (18-
26%) a metabolický rozvrat (4-5%). Keďže naši pacienti boli vo väčšine prípadov geriatrickí a 
kachektickí, ich počet prípadov v kategórii obezity nebol taký, aký by sme možno očakávali, z 
toho dôvodu sme ich nezaraďovali do jednotlivých kategórii podľa BMI rozmedzia, ako to robili 
v štúdii v Hamburgu [1]. Z kategórie renálne ochorenia tvorilo najväčšie zastúpenie chronické 
ochorenie obličiek (42%) a za ním nasledovalo akútne ochorenie obličiek (13-14%). V 
podkategórii neurologických ochorení boli imobilizačný syndróm (32-36%), Alzheimerova 
choroba (4-9%), Parkinsonova choroba (3-5%) a náhla cievna mozgová príhoda (3-6%). 
Diagnózy, srdcové zlyhávanie a fibrilácia predsiení tvorili veľkú časť komorbidít v kategórii 
„Iné“ (77-83%). Anémiu, ktorú sme si zaradili do kategórie „Iné“ bola prítomná u 30-47% 
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pacientov. Poslednou najmenej zastúpenou kategóriou boli onkologické diagnózy u pacientov, 
ktoré boli zistené u 11-20% pacientov. V štúdii z Hamburgu sa na prvé miesto zaradili 
kardiovaskulárne komorbidity (89%), po ktorých nasledovali pľúcne (48,8%), neurologické 
(47%), renálne (37%), endokrinné (28,6%), onkologické (20,9%), postihnutie pečene (6,7%), 
pankreasu (1,6%), imunologické (4,7%), psychologické (2%), chronický zápal (1,6%) a iné 
(6,3%) [1]. Štúdia z Veľkej Británie potvrdzuje, že DM 2.typu, CHOCHP, pneumónia, demencia, 
depresia, hypertenzia a fibrilácia predsiení majú súvis s priebehom ochorenia COVID-19 a 
úmrtím [3]. Meta-analýza z Wu-chanu o prevalencii komorbidít u pacientov s COVID-19 tiež 
potvrdzuje, že základné ochorenie hypertenzia, ochorenia dýchacieho systému a 
kardiovaskulárneho systému sú rizikovými faktormi pre závažný priebeh ochorenia COVID-19 
v porovnaní s pacientmi, ktorí tieto základné ochorenia nemajú [4]. Najčastejšími 
komorbiditami u 5700 hospitalizovaných pacientov v New Yorku boli hypertenzia (56,6%), 
obezita (41,7%) a DM (33,8%) a až 553 (21%) pacientov s týmito komorbiditami zomrelo [5]. V 
rumunskej multicentrickej štúdií medzi komorbidity s najvyššou prevalenciou patrili 
hypertenzia (37,5%), DM (35,4%), obezita (12,27%), chronické ochorenie obličiek (10,19%), 
metabolické poruchy (42,82%) a choroby obehovej sústavy (59,26%) [7].
V našej práci sme zistili, že najviac prevládalo 5 komorbidít. Z oboch našich kategórii pre rok 
2021 aj 2022 malo až 58-76 pacientov minimálne 5 komorbidít, 55-63 pacientov aspoň 4 
komorbidity, 30-46 pacientov minimálne 3 komorbidity a 27-46 pacientov 6 komorbidít. 
Pacientov, ktorí mali 2 komorbidity bolo 11-13, pacienti s minimálne 1 komorbiditou boli štyria 
a pacienti bez komorbidity (komorbidita=0) neboli žiadni. V Taliansku dosahovala prevalencia 
multimorbidit (2 a viac komorbidít) až v 85% prípadov. V klinických záznamoch zosnulých 
pacientov boli najčastejšie hlásené hypertenzia (66%), DM 2.typu (29%) ISCHS (28%) a 
fibrilácia predsiení (24%) [2]. V Hamburgu malo priemerne 85 pacientov tri pre-existujúce 
komorbidity [1].
Zaujímavou štúdiou je aj národná kohortová štúdia z Estónska, ktorej autori zistili, že ľudia 
infikovaní SARS-CoV-2 (66 287 ľudí) mali viac ako trojnásobne vyššie riziko úmrtia počas 
nasledujúceho roka v porovnaní s tými, ktorí zostali neinfikovaní (254 969 ľudí). Krátkodobá 
úmrtnosť do 5 týždňov po infekcii bola významne vyššia v skupine s COVID-19 ako v 
referenčnej skupine. V prípade vekovej kategórie nad 60 rokov s ochorením COVID-19 
pretrvávala zvýšená úmrtnosť až do konca prvého roka po infekcii a súvisela so zvýšeným 
rizikom pre prítomnosť kardiovaskulárnych, respiračných ochorení, rakoviny alebo iných príčin 
smrti [6]. Pre-existujúce ochorenia majú svoje opodstatnenie v priebehu ochorenia COVID-19 
a u pacienta so stúpajúcim počtom komorbidít stúpa závažnosť ochorenia a riziko dlhodobých 
komplikácií alebo úmrtie na ochorenie COVID-19.

Záver
Celosvetovo sa ku dňu 3.4.2023 zaznamenalo takmer 7 miliónov úmrtí súvisiacich s COVID-19, 
z toho bolo 21 114 úmrtí súvisiacich s touto chorobou na Slovensku. Podľa štatistickej krivky 
sa najvyššie vrcholy výskytu dosiahli v decembri 2021 a vo februári 2022, čo sme zahrnuli aj v
našej práci. Pacienti, ktorí podľahli ochoreniu COVID-19 v tejto našej vzorke 432 úmrtí trpeli 
už mnohými pre-existujúcimi ochoreniami (134 pacientov malo 5 a viac komorbidít) a každý 
jeden pacient mal aspoň jednu alebo dve pridružené komorbidity. Najväčšie zastúpenie mali z 
hodnotenej vzorky úmrtí pacientov pre rok 2021 a 2022 respiračné komorbidity (96-99%), po 
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nich nasledovali kardiovaskulárne (84-87%), metabolické (48-54%), renálne (52-55%), 
neurologické (42-49%) a ako posledné v poradí onkologické (11-20%). Úmrtnosť sa zvyšovala 
s vekom pacientov, s priemerným vekom 77 rokov (medián 79 rokov). V roku 2021 bola 
bilaterálna koronavírusová pneumónia bezprostrednou príčinou smrti v porovnaní s rokom 
2022, kde kardiorespiračné zlyhanie bolo hlavnou príčinou úmrtí na COVID-19. V roku 2021 
bolo 30 prípadov pacientov s vážnym priebehom vírusového zápalu pľúc, ktorí potrebovali 
umelú pľúcnu ventiláciu, s priemerným vekom 63 rokov. V roku 2022 bolo takýchto prípadov 
len 13 s priemerným vekom 65 rokov. 
Podobne ako zahraničné štúdie, aj naše získané údaje potvrdzujú, že vek, pohlavie a 
komorbidity sú rizikovými faktormi smrti spôsobenej ochorením COVID-19. Chceme 
pokračovať v zbieraní dát, aby sme vytvorili ešte detailnejšiu analýzu úmrtí spôsobených 
ochorením COVID-19 od začiatku prvých prípadov na Slovensku.

Limitácie
Limitácie tejto práce zahŕňajú nasledujúce body. Prvou limitáciou je obdobie, pre ktoré sme 
zahrnuli údaje o úmrtiach súvisiacich so SARS-CoV-2. Analyzovali sme údaje za obdobie 
september až december 2021 a za celý rok 2022, avšak ak by sme zahrnuli údaje od začiatku 
pandémie na Slovensku, mohli by sme poskytnúť ešte podrobnejšiu analýzu.
Druhou limitáciou je to, že prehľad vychádza len z vyhodnotenia nepitvaných pacientov. Ak by 
sme zahrnuli aj dáta o pitvaných pacientoch, získali by sme podrobnejšiu interpretáciu 
výsledkov s podrobným morfologickým a mikroskopickým hodnotením nálezov. Vzhľadom na 
to, že sme nezahrnuli pitevné prípady úmrtí s ochorením COVID-19, nevieme s istotou 
povedať, či príčinou závažného stavu pacienta a následného úmrtia bolo len samotné pre-
existujúce ochorenie spojené s pľúcnou formou COVID-19 alebo či bunky jednotlivých orgánov 
boli poškodené pre prítomnosť ACE2 receptorov, na ktoré sa viazal SARS-CoV-2 a mohol ich 
poškodenie ešte výraznejšie ovplyvniť a spôsobiť ich zhoršenie a následné zlyhanie.
Treťou limitáciou sú minimálne rozdiely, ktoré mohli nastať v dôsledku subjektívnej 
interpretácie a vyhodnocovania jednotlivých diagnóz pacientov.
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Úvod
Nešpecifické zápaly pľúc sú charakteristické akútnym zápalovým procesom vlastného 
funkčného pľúcneho tkaniva, nachádzajúceho sa distálne od terminálnych bronchiolov. Práve 
v jesennom a zimnom období sa na ich etiológii významnou mierou podieľajú intracelulárne 
patogény ako sú vírusy alebo mykoplazmy a chamýdie, s alebo bez sekundárnej baktériovej 
infekcie (1). Môžu viesť k závažných zmenám interstícia tkaniva pľúc, charakterizovaných 
nepomerom medzi klinickým nálezom a skutočným rozsahom poškodenia. Na rozdiel od 
typickej baktériovej pneumónie s bohatým auskultačným nálezom a produktívnym kašľom s 
prítomnosťou spúta, je pri nešpecifických zápaloch pľúc prítomný najmä suchý dráždivý kašeľ. 
Rozvoj molekulárnych diagnostických metód v poslednom období napomohol lepšej 
identifikácii pôvodcov (2). 
V poslednom období vzhľadom na prebiehajúcu pandémiu choroby COVID-19 významne 
stúplo množstvo prípadov pneumónií spojených s infekciou SARS-CoV-2. Infekcie sa podieľali 
na chorobnosti populácie, významne stúpol počet prípadov úmrtí priamo spôsobených alebo 
komplikovaných infekciou SARS-CoV-2. Opísaná bola asociácia ťažšieho priebehu COVID-19 s 
niektorými chronickými chorobami, ako boli kardiovaskulárne choroby alebo diabetes 
mellitus. Z hľadiska infekčnosti je najvýznamnejšou štruktúrou vírusu SARS-CoV-2 spike 
proteín. Je to glykoproteín sprostredkujúci väzbu vírusu na jeho membránový receptor –
angiotenzín konvertujúci enzým 2 (ACE2). Spike proteín je tvorený S1 podjednotkou 
obsahujúcou receptor-viažúce domény a S2 podjednotkou, ktorá po svojom uvoľnení 
rozštiepením spike proteínu umožňuje membránovú fúziu s hostiteľskou bunkou a uvoľnenie 
genómu vírusu do cytoplazmy (3). Rozštiepenie spike proteínu je sprostredkované 
proteolytickými enzýmami ako sú transmembránová proteáza serín 2 (TMPRSS2) a 
proteolytický enzým furin, ktorý v štiepnom mieste S1-S2 štiepi špeciálnu sekvenciu označenú 
ako štiepne miesto pre furín – FCS (4). Infekcia COVID-19 primárne moduluje imunitné a 
zápalové reakcie a môže spôsobiť cytokínovú búrku ktorá môže mať u diabetikov vážnejší 
priebeh. Bolo opísané, že hyperglykémia ovplyvňuje imunitu a zvyšuje replikáciu SARS-CoV-2. 
Diabetes mellitus je asociovaný s oxidačným stresom a zvýšeným uvoľňovaním prozápalových 
cytokínov, čo zhoršuje výsledok infekcie SARS-CoV-2 u diabetikov, čo môže viesť k možným 
smrteľným následkom u diabetikov. Okrem toho COVID-19 sa môže podieľať na hyperglykémii 
aj v dôsledku inzulínovej rezistencie a deštrukcii β-buniek počas infekcie SARS-CoV-2 (5). 
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Cieľom predloženej práce bolo posúdiť histopatologické zmeny v tkanive pľúc u pacientov, 
ktorí zomreli v súvislosti s infekciou SARS-CoV-2 počas druhej vlny pandémie choroby COVID-
19 na jeseň v roku 2020 a boli pitvaní na Ústave patologickej anatómie Lekárskej fakulty 
Univerzity Komenského v Bratislave a hľadať prípadné asociácie medzi histopatologickými 
zmenami a dostupnými klinickými parametrami pozorovanými u pacientov pri prijatí majúcimi 
asociáciu s možným diabetes mellitus.

Metodika
Základný hodnotený súbor tvorilo náhodne vybratých 16 pacientov – 7 žien a 9 mužov s 
priemerným vekom 76,13 roka (medián 77,5, rozsah 35-92 rokov), ktorí zomreli v októbri a 
novembri 2020 v súvislosti s infekciou SARS-CoV-2 a boli pitvaní na Ústave patologickej 
anatómie LF UK. 
Inklúznym kritériom bolo úmrtie na infekciu COVID-19 ako základná príčina úmrtia, 
hospitalizácia v súvislosti s infekciou COVID-19 kratšia ako 10 dní a dostupnosť dostatočných 
klinických údajov o pacientoch a informácií o priebehu choroby. Cieľom bolo získať dostatočne 
homogénny súbor pacientov, u ktorých bude možné porovnať jednotlivé nálezy.
Pitva bola realizovaná štandardne, v zmysle platných odporúčaní a vzorky tkanív odobraté 
počas pitvy boli fixované v 4% roztoku formaldehydu a histopatologicky spracované. Hodnotili 
sme histologické nálezy v pľúcach u pacientov. Na základe predchádzajúcich nálezov 
popísaných pri COVID-19 pneumónii (6) sme sa sústredili na nálezy typické pre difúzne 
alveolárne poškodenie (DAD, diffuse alveolar damage) a to tak v exsudatívnej ako aj neskorej
proliferatívnej fáze. Následne sme histologický nález korelovali s klinickými laboratórnymi 
parametrami  u pacientov pri prijatí. Sústredili sme sa najmä na saturáciu O2, obezitu, klinický 
údaj o diabetes mellitus u pacientov a hladinu glukózy pri prijatí. Údaje o glykovanom 
hemoglobíne neboli štandardne k dispozícii. Do hodnotenia sme doplnili aj ďalšie biochemické 
parametre ako hladina močoviny, kreatinínu, fibrinogén, INR, DDI, NTBNP, albumín, celkový a 
konjugovaný bilirubín, GMT, ALP, CRP, IL6 a prokalcitonín. Výber parametrov bol ovplyvnený 
výberom jednotlivých parametrov u pacientov počas hospitalizácie. 
Údaje o pacientoch sú vyjadrené ako priemer a štandardná chyba priemeru (SEM) pre 
kontinuálne premenné. Shapiro-Wilk test sme využili na analýzu normálnej distribúcie 
hodnotených dát. Výsledky boli štatisticky spracované pomocou one-way ANOVA testu a 
nepárového t-testu v prípade kontinuálnych premenných a normálnej distribúcie dát resp. 
neparametrického Mann-Whitney testu v prípade dát pri ktorých nebola zachytená Gaussova 
distribúcia. Výsledky boli považované za štatisticky signifikantné pri p<0,05.

Výsledky
Histologicky sme v pľúcach pozorovali zmeny typické pre difúzne alveolárne poškodenie v 
exsudatívnej ako aj proliferatívnej fáze.  V exsudatívnej fáze dominoval obraz alveolárnej 
kapilaritídy s prítomnosťou lymfocytov a polymorfonukleárov v alveolárnych septách. 
Pozorovali sme taktiež ďalšie zmeny typické pre exsudatívnu fázu DAD ako intersticiálny 
alveolový edém a oveľa častejšie prítomný intraalveolový edém. Pre exsudatívnu fázu DAD je 
typická prítomnosť hyalínových membrán, avšak tie sme pozorovali len u 20% pacientov. U 
prevažnej väčšiny pacientov bola taktiež nápadná prítomnosť aktivácie pneumocytov, s 
prítomnosťou obrovských transformovaných buniek a obrovských mnohojadrových buniek. 
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Obr.1 Histologický obraz pneumónie asociovanej s infekciou SARS-Cov-2
Včasné postihnutie je charakteristické intraalveolovým edémom a tvorbou hyalínnych membrán (A). 
Charakteristickým nálezom je aj alveolárna kapilaritída (šípka). Dochádza k deskvamácii epitelu (B), 
aktivácii pneumocytov s výrazne zväčšeným jadrom (C) a ich hyperplázii a metaplázii (D, E). Častou 
komplikáciou môže byť sekundárna bakteriálna infekcia s rozvojom bronchopneumónie s infiltráciou 
alveolov polymorfonukleármi (F).
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Obr.2 Porovnanie laboratórnych parametrov a histologického obrazu COVID-19 pneumónie
Histologický obraz pneumónie bol asociovaný s glykémiou pri prijatí a s dĺžkou hospitalizácie.

Pozorovali sme taktiež prejavy proliferatívnej fázy DAD ako hyperpláziu alveolového epitelu a 
dlaždicovú metapláziu v alveolárnych priestoroch a taktiež reparatívne zmeny a ložiskovú 
proliferáciu fibroblastov s tvorbou väziva.
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Nepozorovali sme súvislosť medzi anamnestickou diagnózou diabetes mellitus a 
histologickými zmenami u pacientov. Podobne ani dĺžka hospitalizácie nekorelovala s hladinou 
glukózy pri prijatí. Zaujímavý bol ale signifikantne nápadnejší nález alveolárnej kapilaritídy a 
prítomnosti veľkých transformovaných buniek v pľúcach pacientov s vyššou hladinou glukózy 
(6,9 1,01 vs. 10,8 1,44 mmol/l resp. 6,33 1,3 vs. 11,01 1,38 mmol/l, p<0,05) a nižší 
výskyt mnohojadrových buniek ktorý bol na hranici významnosti (11,67 1,3 vs. 7,63 1,02 
mmol/l). Histologický obraz bol ovplyvnený aj dĺžkou hospitalizácie, dlhšia hospitalizácia bola 
asociovaná s nápadnejším nálezom alveolárnej kapilaritídy, naopak pacienti so sekundárnym 
zápalom zomierali skôr s kratšou hospitalizáciou. Ostatné sledované parametre nevykazovali 
nápadnejšiu súvislosť.

Diskusia
V histologických vzorkách pľúc získaných počas pitvy sme podobne ako Menter a kol. (7) 
pozorovali známky difúzneho alveolárneho poškodenia (DAD) a to tak v exsudatívnej ako aj 
neskorej proliferatívnej fáze. Podobne ako v predchádzajúcom výskume na Ústave 
patologickej anatómie v Bratislave (6), bola dominantným znakom v exsudatívnej fáze 
alveolárna kapilaritída s prítomnosťou zmiešanej zápalovej celulizácie lymfocytov a 
polymorfonukleárov v alveolárnych septách.
Zaujímavá je nami pozorovaná asociácia zvýšenej hladiny glukózy pri prijatí s nápadnejším 
nálezom alveolárnej kapilaritídy a prítomnosti veľkých transfomrovaných buniek. Na hranici 
štatistickej významnosti vychádzal aj negatívny vzťah k prítomnosti viacjadrových buniek, teda 
nižší výskyt viacjadrových buniek pri zvýšenej hladine glukózy. Predpokladáme, že s tým môže 
súvisieť zmenená imunitná reakcia u pacientov s DM. Práve u pacientov s diabetes mellitus 
prevažuje prozápalový typ reakcie, ktorý je však málo efektívny a nekontrolovaný, vedie k 
vzostupu voľnoradikálového preťaženia organizmu a sekundárne inhibuje protektívne 
schopnosti organizmu brániť sa infekcii. Svoju úlohu tu zohráva aj proteolytický enzým furín, 
ktorého hladiny bývajú zvýšené pri DM, arteriálnej hypertenzii a obezite (8). Furín však zohráva 
podobne ako TMPRSS2 úlohu v štiepení spike proteínu vírusu SARS-CoV-2. Spike proteín je 
tvorený S1 podjednotkou sprostredkujúcou väzbu vírusu ku svojmu receptoru ACE2 a S2 
podjednotkou. Po väzbe vírusu na ACE2 je spike proteín rozštiepený najmä prostredníctvom 
TMPRSS2. Uvoľnená S2 podjednotka zabezpečuje membránovú fúziu s hostiteľskou bunkou a 
uvoľnenie genómu vírusu do cytoplazmy (3). V polybázickom štiepnom mieste S1/S2 sa 
vyskytuje aj špeciálna sekvencia, ktorá môže byť štiepená proteázou furinom – FCS (4). 
Zvýšená hladina furinu teda uľahčuje vstup vírusu do intracelulárneho prostredia a tým zvyšuje 
jeho infekčnosť (8). Avšak prítomnosť intaktného FCS v spike proteíne SARS-CoV-2 je kľúčovou 
z hľadiska tvorby viacjadrových buniek, čo sa môže podielať na pozorovanej menej nápadnej 
tvorbe viacjadrových buniek (9).
Napriek týmto nálezom sme nepotvrdili asociáciu medzi anamnestickou diagnózou diabetes 
mellitus a histologickými zmenami v pľúcach u pacientov. Samotné anamnestické údaje však 
vzhľadom na prebiehajúcu pandémiu nemuseli byť dostatočne spoľahlivé. 
Presné mechanizmy vplyvu niektorých klinických parametrov na jednotlivé histopatologické 
zmeny vyžadujú ďalšie skúmanie. Rovnako vyžaduje ďalšie skúmanie posúdenie využitia 
týchto poznatkov pre efektívnu terapiu infekcie SARS-CoV-2.
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4. Samovražednosť – monitorovanie, identifikácia rizík, výskyt duševných 
porúch

Matúš Sedliak
(Epidemiológia a súdne lekárstvo)

Spoluautori: Peter Kováč
Školiteľka: prof. MUDr. Alexandra Bražinová, PhD., MPH1

1Ústav epidemiológie LF UK v Bratislave, Slovensko

Úvod
Celosvetová úmrtnosť na samovraždu predstavuje 1,4 % všetkých úmrtí, čím sa radí k hlavným 
preventabilným problémom zdravia populácie (1). Doposiaľ realizované štúdie potvrdzujú, že 
väčšina ľudí, ktorí zomreli samovraždou, trpela duševnými poruchami (2). Duševná porucha je 
evidovaná až u 90 % dokonaných samovrážd (3,4). Z psychických porúch sú najčastejšími 
rizikovými faktormi depresia, poruchy spôsobené užívaním návykových látok a poruchy 
s psychotickými príznakmi, napríklad schizofrénia. Prispievajú však aj úzkostné poruchy, 
poruchy osobnosti, poruchy príjmu potravy a traumy, ako aj organické duševné poruchy (1).
V Slovenskej republike doposiaľ nebolo možné uskutočniť kvantifikáciu zastúpenia duševných 
porúch v prípadoch dokonaných samovrážd z dôvodu nedostupnosti potrebných údajov. 
Národné centrum zdravotníckych informácii disponuje len štatistikami o predchádzajúcej 
psychiatrickej liečbe ľudí po suicidálnom pokuse. 
V 80. a 90.rokoch 20.storočia sa na Lekárskej fakulte Univerzity Komenského v Bratislave 
realizoval podrobný výskum okolností úmrtia a charakteristiky zomretého u samovrážd. Pri 
tvorbe psychopatologického profilu zomretého sa stretávame s pojmom psychologickej pitvy. 
Psychologická pitva je jedným z najcennejších nástrojov výskumu dokončenej samovraždy.
Prvá generácia psychologických pitiev potvrdila, že viac ako 90 % dokonaných samovrážd bolo 
spojených s komorbidnými duševnými poruchami.  Metóda zahŕňa zber všetkých dostupných 
informácií o zosnulom prostredníctvom štruktúrovaných rozhovorov s rodinnými príslušníkmi, 
a blízkymi osobami. Okrem toho sa zhromažďujú informácie z dostupnej zdravotnej 
starostlivosti, vrátanie psychiatrickej. Psychologická pitva teda syntetizuje informácie zo 
všetkých dostupných zdrojov. Štúdie psychologickej pitvy v budúcnosti by sa viac mali 
zmeriavať na interakcie medzi rizikovými faktormi (5).
Proces psychologickej pitvy má dva hlavné prvky. Prvým sú rozsiahle rozhovory s rodinnými 
príslušníkmi a inými blízkymi osobami. Druhým je zbieranie lekárskych, psychiatrických a iných
relevantných dokumentov o zosnulých. Typická psychologická pitva má jedného, respektíve 
dvoch hlavných informátorov, napr. manžel, partner, rodič alebo dospelé dieťa, alebo iného 
blízkeho príbuzného (5).
Naša práca nadväzuje na historické poznatky získané týmto výskumom. Cieľom práce je 
navrhnúť protokol na zber údajov o charakteristike samovražedného konania a súvisiacich 
okolnostiach. Protokol umožní identifikáciu rizikových faktorov podieľajúcich sa na 
samovražednom konaní v prípadoch dokonaných samovrážd. Protokol vyplní prehliadajúci 
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lekár a súdnolekárske pracovisko.  Výstup podrobného sledovania takto získaných informácií 
bude možné využiť pre cielenú prevenciu samovrážd. 

Materiál a metódy 
Retrospektívne sme analyzovali materiály zozbierané v 80.tych a 90.tych rokoch 20. storočia 
na Ústave súdneho lekárstva LF UK v Bratislave. Materiály obsahovali zbierku listov na 
rozlúčku, ručne písaných grafov, dotazník pre psychiatrov, predlohu na základné otázky pre
pozostalých, listy od príbuzných, kde opisovali povahu a správanie zomrelých. Dokumenty 
obsahovali aj krátku štúdiu, ktorá sa zamerala na psychologickú a psychopatologickú stránku 
suicídia. Výskum prebiehal v rokoch 1980-1982. Sledovanie sa zameralo na nasledovné 
oblasti:
Charakteristika zomretého: dátum narodenia/vek, pohlavie, bydlisko, rodinný stav, 
zamestnanie, nadmerné požívanie alkoholu/závislosť, osobnosť (povaha) / psychopatologický 
profil
Okolnosti suicídia: sezónnosť, mechanizmus samovraždy, koncentrácie alkoholu v krvi čase 
smrti, motivácia, rozhodovanie, údaj o diagnostikovanej duševnej poruche / 
využívanie psychiatrickej starostlivosti počas života, začiatok liečby a dĺžka trvania, konflikty v 
rodine, osobné problémy, trápenie, list na rozlúčku.
Zároveň sme analyzovali súčasné zahraničné štúdie týkajúce sa epidemiológie samovrážd, 

rizikových faktorov, výskytu dušených porúch medzi suicidantmi. Porovnané poznatky sme 
následne použili pre tvorbu protokolu, určeného pre prehliadajúcich lekárov a pracoviská 
súdneho lekárstva, slúžiaceho na zber údajov o okolnostiach suicídia a charakteristike 
zomretého. 

Výsledky
Zozbierané informácie a podklady sa stali predlohou na vypracovanie navrhovanej podoby 
protokolu (Obr.1).

Diskusia
Retrospektívnou štúdiou dokumentov a článkov sme potvrdili prevládajúce rizikové faktory 
suicídia. Jedná sa najmä o nedostatok dôverníkov, osamelý život, nezamestnanosť, finančný 
problém, duševné poruchy alebo samovraždu v rodine, zneužívanie alkoholu alebo drog, 
duševnú chorobu v anamnéze, medziľudské konflikty, a patologické zvládanie záťažových 
situácií (6). 
Pre účely protokolu pre prospektívny zber informácií o okolnostiach samovraždy boli 
najdôležitejšie poznatky o úlohe duševných porúch ako rizikového faktora. Zvýšené riziko 
samovrážd bolo hlásené práve medzi psychiatrickými pacientmi (7, 8) a hlavným rizikovým 
faktorom dokončenej samovraždy je psychiatrická porucha v anamnéze (9). Vo viacerých 
zahraničných štúdiách sa psychiatrická porucha uvádza až u 90% ľudí, ktorí zomreli na 
samovraždu (10). Prítomnosť samotného psychiatrického ochorenie nie je dostatočnou 
príčinou na vysvetlenie samovražedného správania, napriek tomu je  jedeným z 
najdôležitejších rizikových faktorov, ktoré sa vzájomne ovplyvňujú v samovražednom 
konaní(11).
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Obr. 1: Protokol (vzor)
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Nami navrhnutý vzor protokolu by mohol byť použitý prehliadajúcimi lekármi pri obhliadke 
tela zosnulého a na súdnolekárskom pracovisku. Informácie získané po vyplnení nami 
vytvoreného protokolu by nás priblížili k presnejším štatistickým údajom o zastúpení 
duševných porúch medzi dokonanými suicídiami. V súčasnosti v Slovenskej republike 
disponujeme najmä štatistickým prehľadom o suicidálnych pokusoch. Na stránkach 
Národného centra zdravotníckych informácii sú dostupné štatistiky týkajúce sa 
samovražednosti na Slovensku. Dostupné sú údaje o vývoji počtu samovrážd a 
samovražedných pokusov podľa pohlavia, vekových skupín, územia trvalého rodinného stavu, 
podľa motívu činu. Chýba prehľad o predchádzajúcej psychiatrickej liečbe u dokonaných 
suicidií. 
Podľa výstupov vedeckých štúdií včasná identifikácia a liečba psychiatrických porúch 
predstavuje jednu z najdôležitejších stratégií prevencie samovrážd, kde farmakologické aj 
psychologické intervencie preukázali svoju účinnosť (9). Napriek tomu sú psychiatrické 
poruchy nedostatočne zachytávané a liečené, najmä v podmienkach primárnej starostlivosti
(12, 13, 14). Výskum samovrážd sa väčšinou zameriava na rizikové faktory, zatiaľ čo oveľa 
menej preskúmané sú faktory, ktoré môžu zohrávať ochrannú úlohu (15). Napríklad sociálna 
podpora je uznávaná ako dôležitý ochranný faktor u jedincov s psychiatrickými poruchami a 
poruchami užívania návykových látok (16) a spája sa so zvýšeným vyhľadávaním 
profesionálnej pomoci v prípade samovraždy (17). Zvýšenie kvality spánku, podpora fyzickej 
aktivity, zdravá strava a čítanie literatúry sú výskumom potvrdené ochranné stratégie podpory 
duševného zdravia a prevencie samovrážd (18, 19, 20). 
Navrhnutý protokol, nadväzujúci na údaje získavané v osemdesiatych a deväťdesiatych rokoch 
minulého storočia, je dostupná cesta zisťovania výskytu duševnej poruchy u dokonaných 
suicídií. Veríme, že práve tieto štatistické údaje môžu viesť k efektívnemu nastaveniu 
prevencie samovrážd v Slovenskej republike. 
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5. Bradykinéza pri dystonických syndrómoch

Barbora Gaštanová
(všeobecné lekárstvo, 6.ročník LF UK)

Školiteľ: doc. MUDr. Zuzana Košutzká, PhD.
II. neurologická klinika LF UK

Úvod
Dystónia a dystonické syndrómy sú heterogénnou skupinou porúch, ktoré patria medzi 
hyperkinetické poruchy. Sú charakterizované trvalými, alebo prerušovanými svalovými 
kontrakciami, spôsobujúce abnormálne, často sa opakujúce pohyby a postoje. Dystonické
pohyby majú typický vzorec, sú krútivé a môžu mať charakter tremoru (1). V prípade, že 
dystonickými príznakmi je postihnutá iba jedna časť tela, hovoríme o fokálnej dystóniii (2). O 
segmentálnej dystóniii hovoríme vtedy, ak je postihnutých viacero priľahlých oblastí tela. Ak 
je postihnutý trup a súčasne najmenej dve ďalšie oblasti, ide o generalizovanú dystóniu. 
Najbežnejšou izolovanou dystóniou je cervikálna dystónia (CD) (3).
V súčasnosti je CD definovaná ako neurologické ochorenie, ktoré je charakterizované
mimovôľovými svalovými kontrakciami svalov krku, spôsobujúce abnormálne pohyby a 
držanie hlavy a krku. V niektorých prípadoch sú tieto kontrakcie trvalé, u iných môžu byť
prítomné ako intermitentné kŕče alebo tremor hlavy (4). Cervikálna dystónia je bežnejšia u 
žien, ako u mužov a jej výskyt sa uvádza 5 – 20/ 100 000 jedincov. Vrcholný vek nástupu je 
medzi 40 až 50 rokom života, priemerne v 42 roku (5). Ako patofyziologický podklad CD bola 
dlho vnímaná porucha na úrovni bazálnych ganglií, no súčasné poznatky hovoria o tzv. sieťovej 
poruche, ktorá zahŕňa bazálne gangliá, cerebellum a senzomotorickú kôru (6). Z motorických 
príznakov sú prítomné najmä abnormálne pohyby a postúry hlavy a krku, elevácia ramena či 
geste antagoniste (7). Diagnóza CD je založená najmä na anamnéze, klinickom vyšetrení a 
znalostí poruchy. Zlatým štandardom liečby CD je liečba botulotoxínom (4).
Bradykinéza (BK) je pojem, odvodený z gréčtiny, znamená pomalosť (brady- ) pohybu (kinéza) 
(8). V súčasnosti je známe, že ochorenia bazálnych ganglií spôsobujú parkinsonské príznaky, 
ako BK, tremor, rigiditu, poruchy chôdze, hypomímiu. Preto existuje predpoklad, že dystonické
syndrómy môžu byť sprevádzané miernymi parkinsonskými príznakmi, avšak obdobné štúdie 
zatiaľ chýbajú (9).

Materiál a metódy
Vyšetrovali sme celkovo 24 osôb – 12 pacientov s CD a 12 vekovo príbuzných zdravých kontrol. 
Zdravé kontroly pochádzali z databázy II. neurologickej kliniky LFUK a UNB. Pacienti boli 
regrutovaní z Centra pre extrapyramídové ochorenia II. neurologickej klinike UNB Kramáre. 
Všetkých 12 pacientov s CD bolo klasifikovaných podľa Movement Disorder Society Consensus 
update z roku 2013 (MDS-UPDRS) (1). Vyšetrovací protokol pozostával z dvoch častí –
klinického vyšetrenia vrátane zhodnotenia bradykinézy a merania spínania prstov prístrojom 
Leap Motion Controller (LMC). V rámci kognitívneho skríningu bol všetkým participantom 
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administrovaný Montreal Cognitive Assessment (MoCA). Inklúznym kritériom boli len pacienti 
a zdravé kontroly bez kognitívneho deficitu. Sumárne klinicko-demografické údaje 
vyšetrovaných sú uvedené v Tab. 1. Kritériami vylúčenia pacientov z výskumu boli  iné
neurologické choroby ako CD alebo ochorenia, ktoré by mohli interferovať s vyšetrovacím 
protokolom. V prípade pacientov bola závažnosť CD kvantifikovaná pomocou I. časti Toronto 
Western Spasmodic Torticollis Rating Scale (TWSTRS).

Tab. 1: Klinicko-demografické údaje pacientov a zdravých kontol. MoCA - Montreal Cognitive 
Assessment, TWSTRS – Toronto Western Spasmodic Torticollis Rating Scale

Vek
(priemer+SD)

Dĺžka ochorenia
(priemer+SD)

MoCA
(priemer+SD)

TWSTRS (1. časť)
(priemer+SD)

CD 59,8 ± 8,7 11 ± 11,1 25,6 ± 2,3 11,4 ± 3,8

Zdraví 60 ± 7,1 - 27 -

Pri objektívnom hodnotení bradykinézy boli pacienti požiadaní o jednoduchý motorický úkon 
– spínanie prstov podľa pokynov MDS-UPDRS. Tento pohyb bol zaznamenávaný na video 
a meraný pomocou LMC senzora, aby sme prípadné nejasnosti, alebo problémové záznamy 
systému LMC mohli posúdiť aj na základe nášho videozáznamu. Účastníci sedeli na stoličke 
a zariadenie LMC bolo položené na stole (Obr. 1). Následne účastníci dostali pokyn, aby 
predpažili ruku a my sme nakalibrovali prístroj podľa odporúčaní výrobcu. Participanti boli 
požiadaní o spínanie prstov palec a ukazovák s čo najväčšou rýchlosťou, amplitúdou 
a frekvenciou po dobu 10 sekúnd (Obr. 2). Meranie sme vykonávali trikrát na pravej a trikrát 
na ľavej ruke.

Obr. 1 Znázornenie vyšetrenia systémom LMC (11)
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Obr. 2 Pohyb spínania prstov(12)

V spolupráci s tímom inžiniera Kajana z ústavu robotiky a kybernetiky pri FEI STU boli 
spracované a vyhodnotené namerané dáta. Parametre, ktoré sme merali boli: amplitúda, 
dekrement amplitúdy, frekvencia, dekrement frekvencie, rýchlosť a zrýchlenie spínania 
prstov. Na štatistické spracovanie dát bol použitý program IBM SPSS verzia 24. Na porovnanie 
jednotlivých parametrov BK sme použili neparametrický Mann-Whitney U test. Korelačnú
analýzu parametrov BK a klinických parametrov v skupine pacientov sme hodnotili 
prostredníctvom Spearmanovho korelačného koeficientu. Za štatisticky významnú hodnotu p 
sme považovali výsledky menšie alebo rovné 0,05.

Výsledky
Vek zdravých kontrol a pacientov s CD nebol štatisticky významne odlišný. Pacienti aj zdravé
kontroly nemali štatisticky významne rozdielne hodnoty pri porovnávaní pravej a ľavej ruky, 
preto sme ďalej hodnotili priemerné hodnoty pravej a ľavej hornej končatiny. Priemerné
hodnoty vybraných parametrov a štatisticky významné rozdiely sú uvedené v Tabuľke 2. Zistili 
sme štatisticky významne signifikantné rozdiely vo frekvencii spínania prstov dekremente 
frekvencie, akcelerácii a rýchlosti pri porovnaní zdravých kontrol a pacientov s cervikálnou 
dystóniou. V pacientskej populácii parametre BK nekorelovali s dĺžkou trvania ochorenia ani 
so skóre škály TWSTRS. Priemerné hodnoty parametrov a porovnanie skupín je uvedené v Tab.
2.

Tab. 2: Priemerné hodnoty vybraných parametrov.
zdraví cervikálna dystónia (CD) p hodnota

priemer STD priemer STD

Amplitúda (mm) 62,22 9,65 58,67 15,73 0,77

Dekrement amplitúdy 14,16 4,50 18,55 7,49 0,65

Frekvencia (počet/10s) 15,67 3,55 8,00 2,80 0,006*

Dekrement frekvencie 0,60 0,37 1,02 0,63 0,04*

Rýchlosť (m/s) 0,44 0,06 0,29 0,12 0,03*

Akcelerácia (m/s2) 22,68 5,28 15,13 6,87 0,04*
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Diskusia
Našou prácou sme objektívne zhodnotili spínanie prstov u pacientov s cervikálnou dystóniou 
prostredníctvom optického senzora LMC. V pacientskej skupine sme zistili menšiu frekvenciu 
spínania prstov, väčší dekrement frekvencie, menšiu rýchlosť a akceleráciu v porovnaní so 
zdravými kontrolami. Podľa našich najlepších vedomostí je naša práca jednou z prvých štúdií
hodnotiacich BK u pacientov s CD. Nakoľko pri CD je prítomné aj postihnutie bazálnych ganglií, 
existuje predpoklad prítomnosti BK u týchto pacientov, aj keď je považovaná za hyperkinetickú
extrapyramídovú poruchu (9). Preto je možným vysvetlením primárna porucha bazálnych 
ganglií, ktorá spôsobuje BK, aj keď toto vysvetlenie je menej pravdepodobné. Viac 
pravdepodobným vysvetlením je tzv. sekundárna príčina končatinovej BK, pri ktorej dochádza 
pri ktorej sa objavuje „pretekajúca“ dystonická aktivita nielen v oblasti krku ale aj v oblasti 
končatín (10). Tá má pravdepodobne kineziogénnu komponentu, čiže sa demarkuje až pri 
špecifickej pohybovej aktivite. Zaujímavým zistením bola absencia rozdielu v hodnotení
amplitúdy a dekrementu amplitúdy pri hodnotení spínania prstov. Pri pacientoch s CD teda 
absentuje hypokinéza, ktorá je na druhej strane prítomná pri Parkinsonovej chorobe a 
parkinson plus syndrómoch. Pravdepodobne sa teda jedná o jedinečný dystonický fenotyp BK 
so zachovaným škálovaním pohybu ale menšou frekvenciou, rýchlosťou a akceleráciou.
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Introduction: 
Thyroid cancer can develop at any age, and it is more frequent in females than in males. There 
are different types of thyroid cancer; the most common is PTC. There are several differences 
regarding TC, between adults and children.1 In fact, in children, germline mutations like MEN2 
and RET/PTC are more common, while somatic mutations like RAS and TERT are much more 
common in adults.2 Also in the diagnostic, there are multiple differences. In children FNA 
biopsy is not always performed, because children as well as their parents are afraid of the 
procedure. During the FNAB, LN biopsy is not performed because lymphoma is quite common 
at this age and misdiagnosis can be present. Moreover the biopsy is not always necessary, 
because all hyperfunctioning nodules will be removed in children anyway.3 Regarding the 
surgical approach, there are some differences between adults and children as well. 
Prophylactic surgeries are performed much more frequently in children because they have a 
high risk to develop MTC due to the germline mutation. Moreover in childhood age, post-
surgical complications are quite common due to several anatomical variations in children like 
large thymus, small vessels, small nerves, etc. For that reason RLN palsy, hypoparathyroidism, 
laryngeal spasm, and other complications can occur more often. Due to this high incidence of 
complications, children are often treated in the ICU. The main focus of the presented research 
is to compare the differences in the management of thyroid cancer in children and in adults, 
with their relative complications.4

Methods:
In a single-center retrospective study, I evaluate the documentation of patients (adults and 
children) in Bratislava indicated for thyroid surgery due to a malignant and a non-malignant 
cause. For the Adults the data were obtained from the 1st January 2018 to the 31st December 
2021, moreover for children, this data were obtained from the 1st January 2012 to the 31st

December 2020. Of a total of 630 adult patients investigated, 20% were males while 80% were 
females; median age is 55 years (17-86); the median age in males is 52 years (22-82); while 
the median age in females adults is 55 years (17-86). In children however the patients 
investigated are 109, with 18% males and 82% girls, median age is 15 ( 4-19). 
The second part of this study is composed of a comparison between my results and the results 
obtained from another retrospective study, performed in the University Medical Center 
Mainz, Germany from 2005 to 2018. They evaluated the documentation of patients (children 
and young adults) indicated for a thyroid surgery due to a malignant and a non-malignant 
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cause. Total number of patients investigated is 155, 24% males and 76% females, median age 
15 years. 
All the information were archived and portrayed utilizing Microsoft Excel (Microsoft 
corporation, Redmond, USA).

Results:
1. Indication for OP in adults and in children
In Adults in a total of 630 adult patients investigated, 71% were indicated for OP due to a 
goiter-nodule; 23% due to a carcinoma; 4% due to G-B toxicosis and 2% were indicated for 
prophylactic surgery due to calcitonin levels between 10-40 pg/ml. In children, the indications 
for surgery are the same as in adults. In fact, in a total of 109 young patients investigated, 44% 
were indicated for OP due to a goiter or a nodule, 27% due to carcinoma, 23% due to G-B 
toxicosis and 6 % were indicated for prophylactic surgery due to calcitonin levels between 10-
40 pg/ml. However the situation is changing in Mainz, in a total of 155 children investigated 
the indications for cancer are much higher (57%). This value will decrease after the surgery, in 
fact, many children with postoperative histology will not present a TC but a nodular goiter. 
Another higher value is G-B toxicosis with 23%, while prophylactic surgeries indications are 
just 7%. Moreover in Mainz, there are also other indications like compression syndrome which 
accounts for 4%, and the completion thyroidectomy with also another 4%.

Graph 1

2. Relevance of biopsies performed and cancer in adults and children in Slovakia as well as in 
children in Germany
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Table 1
biopsy No biopsy p-value

Children with cancer 
(SK)

13 16
0

Adults with cancer 
(SK)

130 12

Children with cancer 
(SK)

13 16
0,22935

Children with cancer 
(DE)

41 69

The Odd ratio of 5,395 shows that in adults (SK) the biopsy is 5,395 times more often 
performed than in children. And this is statistically relevant due to a P-value of 0.
Due to the P-value of 0,22935 the comparison between children with cancer (SK) and children 
with cancer (DE) is not statistically relevant, because the percentage of performed biopsies in 
children with cancer in Slovakia and Germany is too similar.  

3. Correlation of different types of surgeries with complications in adults and children in 
Slovakia and in children in Germany

Table 2
Complications 
(transient 
hypoparathyroidism)

No Complications p-value

Children (SK) with 
TTE

13 56
0,00001

Adults (SK) with TTE 10 287

Due to an Odds ratio of 4,25921. I can say that in children the complication of transient 
hypoparathyroidism post TTE is occurring 4,25921 times more often, than in adults. And this 
is statistically relevant due to a P-value of 0,00001

Table 3
Complications 
(transient RLN palsy)

No Complications p-value

Children (SK) with 
TTE

9 60
0,00305

Adults (SK) with TTE 12 285
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The Odd ratio of 2,74238 shows that in children the complication of transient RLN palsy post 
TTE is occurring 2,74238 times more often, than in adults. And this is statistically relevant due 
to a P-value of 0,00305

Table 4
Complications (perm. 
RLN palsy)

No Complications p-value

Children (SK) with 
TTE

1 68
0,47367

Adults (SK) with TTE 4 293

The percentage of the occurrence of the complication of permanent RLN palsy post TTE is too 
similar in children and adults, which can be seen on the p-value of 0,47367 and it is therefore 
not statistically relevant.

Table 5
Complications 
(transient RLN palsy)

No Complications p-value

Children (SK) with 
lobectomy

1 35
0,30639

Adults (SK) with 
lobectomy

13 267

Due to the P-value of 0,30639 the comparison is not statistically relevant, because the 
percentage of the occurrence of the complication of transient RLN palsy post lobectomy is too 
similar in children and adults.

Table 6
Complications (perm. 
RLN palsy)

No Complications p-value

Children (SK) with 
lobectomy

0 36
NaN

Adults (SK) with 
lobectomy

1 279

The P-value is undefined or unrepresentable, because there are no cases of a permanent RLN 
palsy in children after the lobectomy. 
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Graph 2. The percentages of complications after TTE and lobectomy in adults (SK) are: 4% 
transient RLN palsy; 1% permanent RLN palsy; 1% transient hypoparathyroidism; 1% 
permanent hypoparathyroidism. 

Post TTE in adults (SK) the percentages of complications are: 4% transient RLN palsy; 1,3% 
permanent RLN palsy; 1% transient hypoparathyroidism; 2% permanent hypoparathyroidism.
Post lobectomy in adults (SK) the percentages of complications are: 4% transient RLN palsy; 
0,5% permanent RLN palsy.
The percentages of complications after TTE and lobectomy in children (SK) are: 9% transient 
RLN palsy; 0,5% permanent RLN palsy; 12% transient hypoparathyroidism; 2% permanent 
hypoparathyroidism. 
Post TTE in children (SK) the percentages of complications are: 13% transient RLN palsy; 1% 
permanent RLN palsy (the only case of permanent RLN palsy was due to the infiltration of the 
tumor in the wall of the trachea); 18% transient hypoparathyroidism; 0% permanent 
hypoparathyroidism.
Post lobectomy in children (SK) the percentages of complications are: 2% transient RLN palsy; 
0% permanent RLN palsy. 
The percentages of complications after TTE and lobectomy in children in Mainz (DE) are: 2,3% 
transient RLN palsy; 0,5% permanent RLN palsy; 34% transient hypoparathyroidism; 2% 
permanent hypoparathyroidism. 

Discussion:
In this retrospective study it is possible to observe how the approach of thyroid surgery is 
changing between adults and children in Slovakia. The indication for performing thyroid 
surgery in children and in adults are different. In adults the most frequent indications for OP 
are due to a goiter and nodules, however in children the causes are different in fact goiter and 
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nodules are still the main cause but in comparison to adults it is much lower, moreover in 
children we find an high amount of indication associated to carcinoma, G-B toxicosis and 
prophylactic due to calcitonin 10-40 pg/ml. 
According to other author, like Prgomet et al., in children the main indication for OP is due 
carcinoma. However, there are several benign thyroid disorders in children, including Grave’s 
disease, toxic adenomas, congenital hyperthyroidism and goiter, which required surgery.5

Mondain et al. elaborated that thyroid disorders that might lead to a thyroid surgery in 
children and teenagers include, thyroid nodules (which have a greater malignancy rate than 
adults); toxic multinodular goiter, Graves’ disease with inconsistent medical treatment 
effectiveness and familial MTC.6

According to the analyzed data, we can observe a discrepancy in the diagnostic method 
between adults and children, in fact FNA thyroid biopsy on children is more difficult to 
perform, because children are complaining much more and many parents are afraid of this 
examination, due to the fact that it should be performed under anesthesia. Because of this, 
many thyroid procedures are also carried out without a biopsy in children. 
According to the 2009 adult guidelines, FNA biopsy of the thyroid is not necessary for the 
assessment of an adult with a hyperfunctioning nodule. Moreover in the ATA guidelines 
relative to children, the pre-operative FNA biopsy in a child with an hyperfunctioning nodule 
is also not necessary. This is based on the idea that in all children with hyperfunctioning 
nodules, they would be surgically removed.7 Gharib et al. stated that FNA biopsy sensitivity 
and specificity in children are 86% to 100% and 65% to 90% respectively.8

The likelihood of complications following surgical resection for pediatric thyroid cancer varies 
and is often determined by a number of variables, including the surgeon’s expertise, the 
aggressiveness of the operation and the features of the tumor. When compared to adult 
patients, it was shown that children in Slovakia were more likely to experience surgical 
problems like transient RLN palsy and transient hypoparathyroidism.
According to Schneider et al. perform a thyroid surgery in children can result very tricky and 
complex due to a small space for the surgeon to operate and also because children have 
thinner nerve in comparison to adults. The RLN is susceptible to damage during surgery since 
it is located just beneath the thyroid capsule. The danger of damaging the nerve is higher while 
treating thyroid cancer since the thyroid gland must often be entirely removed.9

Borghi et al. showed that transient RLN palsy can be caused by post-operative edema 
(dysphonia present between the second and fifth post-operative days), or by traction injury 
of the nerve and damage of the axons (dysphonia up to 6 months). Permanent RLN palsy is 
associated with cutting, ligation or cauterization of the nerve (dysphonia persist beyond six 
months).10

Elgendy et al. showed that transient hypoparathyroidism is a common complication after TTE, 
because there is a high risk of injury and/or devascularization of the parathyroid gland, which 
has a high sensitivity to ischemic damage.11
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Introduction
In the young population, trauma is the leading cause of death [2], with almost 5 million 
traumatic deaths in 2013 [3]. Around 80% of trauma is due to blunt force with subsequent 
hypovolaemic shock as the cause of death. Also, intraperitoneal bleeding can be found in 
around 12% of trauma cases [1]. Generally, there are three common possibilities to detect 
free intraperitoneal fluid. These include Diagnostic Peritoneal Lavage (DPL), Computer 
Tomography (CT), and Point of Care Ultrasonography (POCUS) [1]. DPL is an outdated invasive 
procedure to detect intraperitoneal bleeding by injecting sterile saline solution into the 
abdominal cavity and inspecting the aspirate for gross bleeding [4]. Nowadays, the CT scan is 
the gold standard due to its sensitivity to free fluid. The main disadvantages of this method 
are logistics, time delays, and (fixed) localization, making it not always the best option for 
hemodynamically unstable patients [1]. Meanwhile, POCUS provides a cheap, non-invasive, 
and quick imaging method with high sensitivity and specificity for free intraperitoneal fluid 
[1]. In contrast to CT scan, ultrasonography machines are compact and can be quickly used all 
over the Emergency department area. Also, due to their size, portability and their ability to be 
deployed in pre-hospital care [5]. When speaking of POCUS and trauma, it is inevitable to talk 
about the most known ultrasound protocol for trauma, FAST [3]. FAST stands for Focused 
Assessment with Sonography in Trauma, having its roots 30 years ago, when Rozicky et al. 
described ultrasound examination of trauma patients in four predefined anatomic 
localisations, which are still in use today. It is generally agreed upon that trauma patients need 
early resuscitation, physical examination, and diagnostics [7]. Thus, it is why the FAST 
examination is established in trauma guidelines like the ATLS [9]. The FAST examination should 
answer three basic questions: (1) Does the patient have pericardial effusion or tamponade? 
(2) Does the patient have free intraperitoneal fluid? (3) Does the patient have haemothorax? 
[3]. To answer these questions, four anatomical areas are examined: the left and right upper 
abdominal quadrant, the pelvis, and the pericardium via the subxiphoid four-chamber view 
[1]. Lately, the acronym FAST was changed to eFAST (extended Focussed Assessment with 
Sonography in Trauma), which includes thoracic examination focussed on the detection of 
pneumothorax [10]. 
According to the results, the patients have three possible routes: observation and monitoring 
with additional diagnostics and repeated eFASTs, CT-Scan, or directly into the Operating 
Theatre. The latter is especially the case in hemodynamic unstable patients with positive 
eFAST for free intraperitoneal fluid [8]. In this prospective pilot study, we want to show that 
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the practice of eFAST in Slovakia and similar countries, results in increased efficiency of trauma 
patient management by shortening the time for answering the most important questions after 
free abdominal fluid, pericardial tamponade, and hemo-/pneumothorax. Currently, in the 
University Hospital Bratislava (UNB) the practice of POCUS in the Emergency Department (ED) 
is not as established as it is in more modern hospitals for example like in Germany and Austria. 
Here, the physician relies on ultrasonographic examination performed by a radiologist in the 
Radiology department one floor above the ED. The patient is often transported there and 
supervised by hospital staff that is only trained in basic cardiopulmonary resuscitation without 
additional monitoring and interventional equipment, hindering direct intervention in sudden 
hemodynamic instability and accepting possible time delays in case of need for emergent 
interventions. The aim of this work was to show that the implementation of the eFAST 
protocol, how it is suggested by current trauma algorithms, a physician from the Emergency 
Department can examine traumatic patients by POCUS with similar results as a radiologist and 
can thereby shorten the time to exclude or diagnose free intraperitoneal fluid, pericardial 
tamponade and hemo- /pneumothorax. 

Subjects and Methods
A prospective pilot study with 90 patients from March 2022 until March 2023 was performed. 
From these 27 patients were females and 63 were males. A medical student in 4th year 
received a half day training in performing eFAST with a subsequent 2-week practice. After the 
initial training, all patients fitting the study population received eFAST examination in the 
primary survey along with standard examination. The study population included patients from 
age of 18 and up of both genders having sustained blunt or penetrating trauma to the thorax 
or the abdomen, fall from height of more than three metres, road traffic accidents and 
polytrauma. Documented were times from registration, upon the admission to hospital or 
discharge of the patient from ED. Other information included time when the eFAST was 
performed, time when the results from the examination performed by the radiologist were 
available to physicians of the Emergency department. Additionally, vital parameters were 
noted and Injury Severity Scale (ISS), Revised Trauma Score (RTS) and Trauma score and Injury 
Severity Score (TRISS), were calculated. Statistical analysis was performed by Graphpad Prism 
9.5.1 (LaJolla, California, USA) with unpaired Mann-Whitney test. P values less than 0.05 were 
considered as significant. All values are presented as mean ± standard deviation.

Results
The clinical characteristics of the patients are presented in Table 1.
From the clinical parameters the average survival prognosis for blunt and penetrating injuries 
according to Trauma Injury Severity Score (TRISS) was calculated. For the blunt injuries the 
survival prognosis was 97.79 ± 8.662 % and 97.63 ± 8.819 % for penetrating injuries. From 90 
patients in total, five had positive eFAST in ED. In 85 patients, the eFAST examination was 
negative, no abdominal free fluid, tamponade or pneumothorax was found which was also 
confirmed by the radiologist. In one case, there was a missed finding, where initial eFAST was 
negative and examination from the radiologist revealed a positive finding for low amount of 
abdominal fluid around spleen with subsequent CT scan confirming the diagnosis of spleen 
rupture. On average, the patients spent 183.9 ± 77.82 minutes in the ED, from which 64 



Kevin-Lukas Klein, Julius Hodosy. Ultrasonography in emergency situations. Zborník študentských 
vedeckých prác. Univerzita Komenského v Bratislave. Bratislava. 2023.

56

patients were discharged and 26 patients were admitted due to various reasons. With 72 
cases, Road Traffic Accidents were the most common cause of injury. Road Traffic Accidents 
included all injuries happening in the road traffic, not discriminating the type of vehicle with 
which the accident happened, as well as speed and roll over manoeuvres. On average, the 
patients waited for 21.17 ± 18.80 minutes until they were first examined. It took on average 
66.33 ± 40.01 minutes from beginning of examination until results from the diagnostics by the 
Radiology were available to the ED physician. It took on average 6.089 ± 4.129 minutes from 
beginning of examination until performing the eFAST examination in the Emergency 
Department. It took on average 10.62 ± 8.708 minutes from the start of the examination until 
eFAST was performed. The average duration of the eFAST examination was 3.867 ± 2.051 min. 
From the start of examination until the patient arrived at the Radiologic Department on 
average passed 33.07 ± 19.58 min.  The eFAST in the Emergency Department achieved 83% 
sensitivity and 98.8% specificity. 

Table 1 Clinical parameters from study population

Parameter Mean ± Standard deviation Maximal Minimal

Age 44.96 ± 17.10 83 18

Systolic Blood Pressure [mmHg] 136.4 ± 20.89 

Diastolic Blood Pressure [mmHg] 82.88 ± 13.10

Blood Pressure (Systolic/Diastolic) [mmHg] 205/105 66/51

Heart Rate [BPM] 84 ±83.96 163 55

Oxygen saturation [%] 97.31 ± 2.217 100 88

Glasgow Coma Scale (GCS) 14.73 ± 1.356 15 3

Respiratory Rate [/min] 15.74 ± 2.89 24 11

Injury Severity Scale (ISS) 6.644 ± 6.94 33 0

Revised Trauma Score (RTS) 7.761 ± 0.4372 7.84 4.09
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Fig.1 Duration, until the respective examination(s) (eFAST or Radiologic examination) could be 
started and how much time passes until the results are available to the examining physician

Fig.2 Duration for performing the respective examination(s) (eFAST or Radiologic 
examination), comparing the time needed from the start of examination until the availability 
of the results to the examining physician.

From the graphs one value was excluded from the radiologic examination data set, which 
would distort standard deviation values. On the given day the elevators for patient 
transportation were out of service. Therefore, patients in need of in bed-transportation had a 
time delay until the elevators were repaired. Despite the exclusion, the overall picture for 
radiology times remains the same. 
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Discussion 
In the current organisation, a trauma patient will enter the treatment room and will be 
examined and monitored by a nurse and a doctor. Blood samples will be taken, vital 
parameters monitored followed by a physical examination, after which the physician will 
decide which imaging methods the radiologist should use. The patient is transported to the 
CT scan, X-Ray or Ultrasound examination by staff who is only trained in basic 
cardiopulmonary resuscitation, without possibilities to intervene or monitor the patient. 
Performing eFAST exams in the Emergency Department of the UNB Ružinov could show the 
desired effect on care for traumatic patients, by shortening the time until a patient is 
evaluated by an imaging method for trauma related internal injuries. All of this without the 
need to remove the patient from the examination room. It could decrease the delay, caused 
by the transport to the radiology department, until the initiation of definitive treatment of the 
injuries to a minimum, because with practising POCUS a hemodynamically unstable patient 
can be declared and evaluated quickly at the beginning of the physical examination for the 
cause of instability or the hemodynamically stable (but potentially being on the verge to 
become hemodynamically instable) patient can be found. In either case, immediate 
consultation with surgeons and anaesthesia can happen without the need to leave the safe 
and monitored space of the Emergency Department. If the patient is hemodynamically stable 
a CT scan, or other radiologic examinations, still can be performed to investigate injuries. On 
average the eFAST exam is possible to do quickly after the patient enters the door of the 
examination and treatment room and provides almost immediate results to the most 
important questions related to trauma and the clinical presentation of the patient. This will 
be performed by the examining doctor in the Emergency Department, not needing the 
presence of a Radiologist. In our study, the achieved sensitivity of 83% is slightly below the 
value found in international literature, which may be due to lower quality of ultrasound 
machines and the low occurrence of positive findings. Otherwise a 98.8% specificity was 
achieved, matching the international literature. 
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Introduction 
Testicular germ cell tumours (TGCTs) account for 98% of all testicular cancer, the rest belongs 
to non-germ cell tumours. Testicular cancer is the most common malignancy in young men 
(14-44 years) and its incidence has been increasing during recent decades, especially in 
industrialized countries (1).
The prognosis for TGCTs is good with overall survival rates greater than 90%. Despite the 
remarkable sensitivity to cisplatin-based chemotherapy, after first-line treatment, 10-30% of 
patients will experience relapse mostly within the 2 years and salvage chemotherapy is 
needed (2, 3, 4). In the metastatic stage, the overall cure rate is also excellent (>80%), 
however, patients experienced recurrence or have refractory disease have a poor prognosis 
(5,6). Patients with relapsed disease comprise a heterogeneous group of patients.
There have been efforts to find criteria that can reflect the biological characteristics of 
tumours to better estimate the prognosis of a patient before treatment. Systemic 
inflammatory indexes are prognostic factors whose potential is still being intensively 
researched not only in oncological but also in non-cancer diseases (7). The systemic immune-
inflammation index (SIII) and neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) are inflammation-based 
markers dependent on immune-inflammatory cells. Those cells, along with their mediators,
play an important role in the local microenvironment of tumours responsible for various 
tumour-promoting effects such as proliferation, survival of malignant cells, angiogenesis and 
metastasis promotion, response alteration to chemotherapy, and more (8). In 2014, SIII was 
defined for the first time as a prognostic factor in patients with hepatocellular carcinoma, but 
could also be used in urologic, gastrointestinal, small cell lung cancer, and many more cancers
(9). NLR was first described in sepsis at the St. Elizabeth Cancer Institute in Bratislava, and its 
applicability in oncology is also diverse (10). In the case of TGCTs, high SIII was associated with 
poor outcomes such as worse progression-free survival and overall survival in chemotherapy 
naive patients and patients receiving high-dose chemotherapy (2,11,12). The SIII was 
considered a powerful tool due to its balanced consideration of tumour-promoting 
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(neutrophils, platelets) and tumour suppressing (lymphocytes) variables, therefore, the 
predictive value of SIII is higher (11,13).
The main purpose of this study is to assess the prognostic value of SIII and NLR in patients with 
relapsed TGCT and their association with patients/tumor characteristics.  

Methods
Study population
This retrospective study included 71 patients with relapsed testicular germ cell tumour treated 
from March 2010 to May 2022 at the National Cancer Institute in Bratislava who underwent 
at least one line of previous chemotherapy. Exclusion criteria were other concurrent 
malignancy, infectious disease, and administration of growth factors for platelets, neutrophils,
or lymphocytes. All necessary data was obtained using the National Cancer Institute medical 
records database. The study was approved by the Ethics Committee of the National Cancer 
Institute of Bratislava, and waiver of informed consent was granted. 

Definitions
In the calculation of the indexes, platelets (P), neutrophils (N) and lymphocytes (L) were 
considered. The equation for the SIII calculation was: PxN/L (9). The neutrophil-to-lymphocyte 
ratio was calculated using the following formula: N/L (10). The calculated SIII and NLR values 
were dichotomized into 2 categories below and above the median SIII and NLR to classify
patients into low SIII, NLR and high SIII, NLR groups. The data were not normally distributed,
therefore, median SIII and median NLR were used as cut-off values. Dichotomized data were 
used in survival analyses. Both variables were calculated using the blood count before the first 
cycle of the upcoming chemotherapy line.

Statistical analysis
The results of a Shapiro-Wilk test indicated a significant difference from normal distribution 
of SIII and NLR values, thus nonparametric tests were used. The Kruskal-Wallis test was 
performed to evaluate the correlation between the groups covered in the 
patients‘characteristics and the SIII but also the NLR values. A prognostic value of SIII and NLR 
was evaluated using Kaplan-Meier analysis. Subsequently, log-rank test was performed to test 
the statistical significance of the difference in progression-free survival and overall survival 
between the low SIII, NLR and high SIII, NLR groups. 
The median follow-up period was calculated as the median observation time among all
patients. Progression-free survival (PFS) was calculated from the date of day 1 of the first 
chemotherapy cycle to the date of progression, the last follow-up, or death. Overall survival 
(OS) was calculated from the date of day 1 of the first chemotherapy cycle to the date of the 
last follow-up or death.
A P-value <0.05 was considered statistically significant for all tests. All analyses were 
performed via statistical analysis software NCSS 2022. 
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Results
Patients‘/tumour characteristics
Due to the patients’ characteristics, 53 patients (75%) had a non-seminoma histological type 
of TGCT and 67 of the tumours (94%) had a gonadal location. 47 patients (66%) had before 
the second line of chemotherapy and others before the third line and more. Almost all patients 
received standard dose of chemotherapy except for 5 patients who received high-dose 
chemotherapy (HDCT). Patients‘/tumor characteristics for the studied cohort are shown in Tab
1.

Association between SIII, NLR, and patients‘characteristics
The median SIII and NLR were calculated as 1099.17 and 4.28 respectively. A statistically 
significant correlation (P=0.015) was found between the SIII and the S stage of the tumour. In 
the case of NLR, significant correlations were found with S stage of the tumour (P=0.02) and
with the response to first-line chemotherapy (P=0.024). The association between SIII but also
NLR and patients‘ characteristics is shown in Tab 2.

Association between SIII, NLR, and patients’ outcome
At a median follow-up of 15.9 months (range:0.2-153.5 months), the disease progression 
occurred in 53 (75%) patients and 48 (68%) patients have died. The median PFS in patients 
with low SII was 6.7 months (95% CI: 4.9-9.4) and with high SII was 6.6 months (95% CI: 4.0-
9.2). The median PFS in patients with low NLR was 7.5 months (95% CI: 5.4-10.2) and with high 
NLR was 5.1 (95% CI: 4.0-7.8). The median OS in patients with low SIII was 19.1 months (95% 
CI:13.9-24.4) and with high SII was 11.9 months (95% CI: 8.5-18.9). The median OS in patients 
with low NLR was 20.1 months (95% CI: 15.9-24.4) and with high NLR was 9.1 months (95% CI: 
7.3-15.0).
The log-rank test has not shown significant difference in the estimated duration of 
progression-free survival or overall survival between patients with low SII or low NLR and 
patients with high SII or high NLR (Fig 1). 
Subgroup analysis (Tab 3 and 4) revealed the prognostic value of SIII in patients with S0 stage, 
present another than retroperitoneal and mediastinal lymph nodes metastases, unfavourable 
response after the last cycle of chemotherapy, and initial prognostic group III. The prognostic 
value of NLR was revealed in patients with non-seminoma histology, third line of 
chemotherapy or higher, initial prognostic group III, absent mediastinal and another site of 
lymph nodes metastases (except retroperitoneal), present lung, liver and another site of 
metastases (except brain), S0 stage and unfavourable response after the last cycle of 
chemotherapy.



Martin Hutera, Peter Leško, Katarína Kaľavská, Valentina De Angelis, Jana Obertová, Zuzana 
Országhová, Patrik Palacka, Katarína Rejleková, Zuzana Syčová-Milá, Jozef Mardiak, Michal Chovanec, 
Michal Mego. Prognostic role of the neutrophil-to-lymphocyte ratio and systemic immune-
inflammation index in patients with relapsed testicular germ cell tumours. Zborník študentských 
vedeckých prác. Univerzita Komenského v Bratislave. Bratislava. 2023.

63

Tab 1: Table with characteristics studied in a selected cohort of patients (patients’/tumour 
characteristics)
All patients (N=71, 100%) N %
Histology
seminoma 15 21
non-seminoma 53 75
N/A 3 4
Primary tumour site
gonadal 67 94
extragonadal 4 6
Number of metastatic sites
1-2 31 44
≥3 40 56
Metastatic site
retroperitoneal lymph nodes metastases 67 94
mediastinal lymph nodes metastases 23 32
another site of lymph nodes metastases 25 35
lung metastases 38 54
liver metastases 26 37
brain metastases 8 11
another site of metastases 20 28
S stage
0 6 8
1 25 35
2 30 43
3 10 14
Chemotherapy line
2 47 66
≥3 24 34
Progression-free survival
relapse 56 79
without relapse 15 21
Response after the last cycle
favourable 34 48
unfavourable 37 52
Overall survival
alive 23 32
dead 48 68
Initial prognostic group 
I and II 36 51
III 35 49
Response to 1st line
favourable   45 63
unfavourable 26 37
Platinum sensitivity
sensitive 53 75
refractory and resistant 18 25
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Tab 2: Table showing the association between systemic immune-inflammatory index (SIII), 
neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR), and patients’/tumour characteristics

SIII NLR
variable N mean s.e.m. median p-value mean s.e.m. median p-value
All patients 71 1501 137 1099 6,17 0,64 4,28
Histology 0,171 0,09
seminoma 15 1987 296 1887 6,62 1,43 6,22
non-seminoma 53 1354 157 952 6,07 0,76 4,01
N/A 3
Primary tumour site 0,618 0,566
gonadal 67 1503 142 1178 6,25 0,66 4,56
extragonadal 4 1456 581 719 4,76 2,72 3,62
Number of metastatic sites 0,501 0,835
1-2 31 1431 208 952 5,49 0,97 4,01
≥3 40 1555 184 1277 6,7 0,86 5,63
Retroperitoneal lymph nodes metastases 0,861 0,784
absent 4 1689 580 1212 5,39 2,72 4,85
present 67 1490 142 1099 6,22 0,67 4,28
Mediastinal lymph nodes metastases 0,338 0,796
absent 48 1422 167 990 6,2 0,79 4,2
present 23 1665 241 1473 6,1 1,14 5,61
Another site of lymph nodes metastases 0,665 0,596
absent 46 1445 171 973 5,48 0,79 4,01
present 25 1604 232 1440 7,43 1,07 5,61
Lung metastases 0,747 0,496
absent 33 1544 202 1233 5,75 0,95 4,28
present 38 1464 188 1047 6,53 0,88 4,38
Liver metastases 0,142 0,283
absent 45 1385 172 923 5,04 0,78 4,06
present 26 1702 226 1489 8,13 1,03 5,71
Brain metastases 0,203 0,649
absent 63 1547 145 1178 6,16 0,69 4,28
present 8 1140 408 703 6,26 1,93 4,38
Another site of metastases 0,338 0,466
absent 51 1425 162 1028 5,83 0,76 4,2
present 20 1695 258 1390 7,03 1,21 5,16
S-stage 0,015 0,02
0 6 1319 438 1093 4,35 1,96 3,6
1 25 1131 215 791 4,5 0,96 3,61
2 30 1477 196 1047 5,81 0,88 5,85
3 10 2607 339 2220 12,52 1,52 9,42
Chemotherapy line 0,688 0,56
2 47 1463 169 1233 5,95 0,79 4,28
≥3 24 1574 237 1011 6,61 1,11 4,98
Progression-free survival 0,767 0,632
relapse 56 1534 155 973 6,41 0,73 4,42
without relapse 15 1375 299 1289 5,28 1,4 4,11
Response after the last cycle 0,853 0,809
favourable 34 1381 198 1103 5,13 0,92 4,04
unfavourable 37 1611 190 1099 7,13 0,88 5,65
Overall survival 0,97 0,931
alive 23 1368 241 1028 5,15 1,13 4,06
dead 48 1564 167 1166 6,66 0,78 5,37
Initial prognostic group 0,589 0,899
I and II 36 1552 193 1275 5,35 0,9 5,37
III 35 1449 196 905 7,01 0,91 4,11
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Tab 2 (continued): Table showing the association between systemic immune-inflammatory 
index (SIII), neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR), and patients’/tumour characteristics

Response to 1st line 0,233 0,024
favourable 45 1359 171 952 5,27 0,8 3,75
unfavourable 26 1746 225 1736 7,73 1,04 6,32
Platinum sensitivity 0,937 0,303
sensitive 53 1467 159 1028 5,56 0,73 4,01
refractory and resistant 18 1601 273 1277 7,97 1,26 5,9

Fig 1: Kaplan-Meier curves for estimated progression-free survival (PFS) and overall survival 
(OS) length according to low and high systemic immune-inflammatory index (SIII) and 
neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR)
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Fig 1 (continued): Kaplan-Meier curves for estimated progression-free survival (PFS) and 
overall survival (OS) length according to low and high systemic immune-inflammatory index 
(SIII) and neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR)
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Tab 3: Estimated occurrence of the event (progression:PFS or death:OS) in each subgroup of 
the patients’characteristics in patients with low systemic immune-inflammatory index (SIII)

PFS for SIII OS for SIII
variable N HR 95% CI Low 95% CI High p-value HR 95% CI Low 95% CI High p-value

All patients 71 1,1 0,65 1,86 0,7185 0,8 0,45 1,41 0,4371
Histology
seminoma 15 1,3 0,29 5,79 0,7164 0,8 0,16 4,17 0,8006
non-seminoma 53 0,9 0,49 1,58 0,6627 0,7 0,35 1,23 0,172
N/A 3
Primary tumour site
gonadal 67 1,2 0,7 2,05 0,5082 0,9 0,47 1,52 0,5844
extragonadal 4 0,2 0 10,91 0,0833 0,2 0 10,91 0,0833
Number of metastatic sites
1-2 31 0,8 0,35 1,87 0,6122 0,5 0,2 1,47 0,2145
≥3 40 1,5 0,76 2,94 0,2229 1,2 0,58 2,32 0,6721
Retroperitoneal lymph node metastases
absent 4 1,6 0,16 15,6 0,6949 0,7 0,04 11,88 0,8084
present 67 1,1 0,62 1,83 0,8083 0,8 0,45 1,42 0,4325
Mediastinal lymph nodes metastases
absent 48 1 0,5 1,8 0,8714 0,7 0,35 1,4 0,3075
present 23 1,6 0,6 3,98 0,3401 1,1 0,41 3,18 0,7944
Another site of lymph node metastases
absent 46 0,8 0,38 1,46 0,3786 0,6 0,28 1,2 0,1215
present 25 2,5 0,93 6,42 0,0317 1,4 0,54 3,83 0,4447
Lung metastases
absent 33 1 0,42 2,15 0,9021 0,8 0,3 1,91 0,558
present 38 1,2 0,61 2,37 0,5906 0,8 0,37 1,58 0,4596
Liver metastases
absent 45 1,2 0,6 2,36 0,6131 0,9 0,44 1,98 0,8512
present 26 0,9 0,42 2,14 0,889 0,6 0,26 1,47 0,2686
Brain metastases
absent 63 1,1 0,62 1,93 0,753 0,8 0,41 1,41 0,3809
present 8 0,5 0,1 2,67 0,3382 0,7 0,15 3,4 0,6383
Another site of metastases
absent 51 1,2 0,65 2,25 0,5427 0,9 0,43 1,7 0,6595
present 20 0,9 0,33 2,35 0,7979 0,7 0,24 1,83 0,4043
S stage
0 6 0,2 0,03 1,81 0,0246 0,3 0,04 1,92 0,1098
1 25 2,4 0,93 5,93 0,0876 3,2 1,12 9,12 0,0544
2 30 1,5 0,63 3,4 0,3633 0,9 0,38 2,29 0,8748
3 10 0,7 0,11 3,92 0,6864 0,3 0,07 1,12 0,091
Chemotherapy line
2 47 1,4 0,7 2,62 0,3573 0,9 0,46 1,9 0,859
≥3 24 0,7 0,29 1,8 0,4722 0,5 0,19 1,38 0,1594
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Tab 3 (continued): Estimated occurrence of the event (progression:PFS or death:OS) in each 
subgroup of the patients’characteristics in patients with low systemic immune-inflammatory 
index (SIII)

Response after the last cycle
favourable 34 1,5 0,62 3,76 0,3574 0,9 0,3 2,92 0,9174
unfavourable 37 0,9 0,49 1,76 0,8061 0,5 0,27 1,04 0,0362
Initial prognostic group
I and II 36 1,8 0,81 3,98 0,1198 1,3 0,56 3,09 0,5226
III 35 0,5 0,24 1,17 0,076 0,4 0,17 0,93 0,0119
Response to 1st line
favourable 45 1,3 0,66 2,52 0,4629 0,9 0,4 1,88 0,7061
unfavourable 26 1 0,44 2,4 0,9519 1 0,41 2,25 0,9313
Platinum sensitivity
sensitive 53 1 0,56 1,89 0,9155 0,7 0,35 1,35 0,2702
refractory and resistant 18 1,2 0,43 3,52 0,6985 1,1 0,38 3,13 0,8599

Tab 4: Estimated occurrence of the event (progression:PFS or death:OS) in each subgroup of 
the patients’characteristics in patients with a low neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR)

PFS for NLR OS for NLR
variable N HR 95% CI Low 95% CI High p-value HR 95% CI Low 95% CI High p-value

All patients 71 0,7 0,43 1,24 0,2381 0,6 0,34 1,07 0,0754
Histology
seminoma 15 0,9 0,18 4,06 0,8588 1,2 0,2 6,69 0,858
non-seminoma 53 0,5 0,25 0,88 0,0071 0,4 0,18 0,72 0,0005
N/A 3
Primary tumour site
gonadal 67 0,8 0,45 1,34 0,3613 0,6 0,35 1,14 0,1194
extragonadal 4 0,2 0 10,91 0,0833 0,2 0 10,91 0,0833
Number of metastatic sites
1-2 31 0,5 0,23 1,26 0,1348 0,5 0,17 1,3 0,1293
≥3 40 1 0,5 1,93 0,9632 0,8 0,38 1,54 0,4499
Retroperitoneal lymph nodes metastases
absent 4 1,6 0,16 15,6 0,6949 0,7 0,04 11,88 0,8084
present 67 0,7 0,41 1,21 0,1945 0,6 0,33 1,06 0,0659
Mediastinal lymph nodes metastases
absent 48 0,5 0,28 1,03 0,0502 0,5 0,23 0,93 0,0221
present 23 1,4 0,57 3,65 0,4265 1,2 0,44 3,33 0,7116
Another site of lymph nodes metastases
absent 46 0,6 0,28 1,09 0,066 0,4 0,18 0,83 0,0059
present 25 1,2 0,49 2,89 0,7038 1,4 0,51 3,6 0,5199
Lung metastases
absent 33 0,7 0,28 1,47 0,2942 0,8 0,37 1,71 0,5522
present 38 0,8 0,38 1,53 0,439 0,5 0,24 1,05 0,0482
Liver metastases
absent 45 0,8 0,41 1,64 0,5714 0,7 0,31 1,42 0,2807
present 26 0,6 0,26 1,36 0,1938 0,4 0,16 0,92 0,0222
Brain metastases
absent 63 0,7 0,41 1,29 0,2753 0,6 0,32 1,11 0,0942
present 8 0,5 0,13 2,31 0,3221 1 0,22 4,48 0,9969
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Tab 4 (continued): Estimated occurrence of the event (progression:PFS or death:OS) in each 
subgroup of the patients’characteristics in patients with a low neutrophil-to-lymphocyte ratio 
(NLR)

Another site of metastases
absent 51 0,9 0,46 1,6 0,6326 0,7 0,36 1,43 0,332
present 20 0,5 0,19 1,39 0,1655 0,4 0,13 1,05 0,0369
S stage
0 6 0,3 0,03 3,23 0,107 0,2 0,01 3,06 0,0177
1 25 1,1 0,41 2,85 0,8742 1,3 0,43 3,95 0,645
2 30 1 0,43 2,3 0,9907 0,8 0,33 1,97 0,6311
3 10 0,7 0,11 3,92 0,6864 0,3 0,07 1,12 0,091
Chemotherapy line
2 47 1 0,54 2 0,9052 0,9 0,45 1,83 0,7779
≥3 24 0,4 0,14 0,93 0,0127 0,3 0,1 0,76 0,0054
Response after the last cycle
favourable 34 1,1 0,42 2,6 0,9211 1 0,32 3,19 0,9828
unfavourable 37 0,6 0,3 1,1 0,0784 0,4 0,19 0,74 0,0008
Initial prognostic group
I and II 36 1,2 0,57 2,64 0,5851 1,2 0,51 2,75 0,6803
III 35 0,4 0,16 0,81 0,003 0,3 0,11 0,61 0,0001
Response to 1st line
favourable 45 1 0,48 1,89 0,88 0,8 0,38 1,84 0,6466
unfavourable 26 0,7 0,29 1,61 0,3988 0,6 0,25 1,32 0,1998
Platinum sensitivity
sensitive 53 0,8 0,42 1,45 0,4239 0,7 0,33 1,3 0,2073
refractory and resistant 18 0,8 0,27 2,31 0,6814 0,6 0,21 1,74 0,3486

Discussion
In this study, the association between S stage of the tumour and SIII and the association 
between S stage, response to first chemotherapy, and NLR was proven. The median value of 
both SIII and NLR in the S3 stage was considerably higher compared to other S stages, 
therefore, higher SIII and NLR could indicate a more aggressive tumour. The significantly 
higher median value for NLR was in the unfavourable response to first-line chemotherapy. 
Some tumour characteristics that influence PFS and OS depend on low, high SIII, and NLR were
found as well.
Multiple studies have investigated the prognostic value of SIII and NLR in chemotherapy naive 
patients (2,14,15). The study carried out in 2018 by Chovanec M. et al. and in 2021 by Göger 
Y.E., the SII has shown a significant correlation with some of the characteristics such as the
International Germ Cell Cancer Collaborative Group (IGCCCG) classification, the pathological 
stage of the tumour (T stage), but also the clinical prognostic stage based on the TNMS 
classification, the number of metastatic sites, the presence of metastases and serum tumour 
marker levels (S stage). High SIII and NLR proved to be prognostically worse for both PFS and 
OS compared to low SIII and NLR (2,11,15).
On the other hand, in the study from 2020 by Cursano M. C. et al. the prognostic role of SIII, 
NLR, and some other systemic inflammatory indexes in TGCTs treated with HDCT was 
researched. Low SIII and NLR were correlated with complete response and partial response 
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with negative markers, high values with disease progression in previous lines of treatment. 
Patients receiving HDCT are considered as not chemotherapy naive, but nonetheless high NLR 
and SIII were significantly correlated with shorter PFS and OS (12).
We also tried to assess the uniformity of the cut-off value for SIII and NLR using median SIII 
and NLR from other studies with chemotherapy naive patients as a cut-off point for the
studied cohort, however, the results remained unchanged.
Due to the nature of the study, such as retrospective design, absent control group, and 
relatively small cohort of studied patients, the strength of this study is limited. 
In conclusion, to our knowledge, we evaluated the prognostic value of SIII and NLR for the first 
time in patients with relapsed TGCT. There are some common features between SIII and NLR 
counted in chemotherapy naive and not chemotherapy naive patients, but the prognostic 
value on PFS and OS was not proved. This could be due to the limited statistical power of our 
study, but we cannot exclude differences in tumour biology compared to newly diagnosed 
patients.
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Úvod
Zhubné nádory močového mechúra predstavujú celosvetovo 10. najčastejšie diagnostikovanú 
malignitu, ktorá sa vyskytuje častejšie u mužov (1). Na Slovensku bol v roku 2020 odhadovaný 
počet nových prípadov 1 213 a počet úmrtí 629 (1). Približne 90% zhubných nádorov 
močového mechúra predstavuje urotelový karcinóm (UC) (2). UC sa môžu vyskytovať aj 
v oblasti renálnej panvičky a močovodov. Hovoríme o UC horného traktu. Najvýznamnejší 
rizikový faktor predstavuje fajčenie tabaku, ktoré je v príčinnej súvislosti s 50-65% UC u mužov 
a 20-30% u žien (1). Najrizikovejší sú jedinci, ktorí začali fajčiť tabak už v mladom veku (3). 
Avšak obmedzenie až úplne ukončenie fajčenia tabaku znižuje riziko mUC o 40% v priebehu 
štyroch rokov a až 60% počas 25 rokov (4).
Z klinického hľadiska rozlišujeme svalovinu-neinfiltrujúce a svalovinu-infiltrujúce UC, ktoré 
prerastajú svalovou vrstvou steny močového mechúra, resp. renálnej panvičky a močovodu. 
Približne 10% všetkých pacientov so svalovinu-infiltrujúcim UC má metastatickú chorobu. 
K najčastejším miestam vzdialených metastáz patria lymfatické uzliny, pečeň, pľúca, skelet, 
peritoneum a pleura (5). Štandardná liečba pacientov s mUC je chemoterapia na báze 
platinového derivátu (6).
Interleukín 6 (IL-6) je centrálny, prozápalový a pleiotropný cytokín, ktorého tvorba sa zvyšuje 
pri akútnych zápalových procesoch. Je syntetizovaný makrofágmi ako odpoveď na 
molekulárne vzory asociované s patogénom (PAMPs) a molekulárne vzory asociované 
s poškodením (DAMPs) po väzbe na špecifické receptory na rozpoznávanie vzorov (PRR) 
v organizme. Zvýšené hodnoty IL-6 boli zaznamenané pri zápalových reumatologických a 
autoimunitných ochoreniach avšak aj pri niektorých malignitách (7). Chronický zápal zohráva 
významnú úlohu v patogenéze malignít (8), avšak prognostický význam IL-6 u pacientov s mUC 
nie je doteraz známy.
Cieľom predkladanej prospektívnej štúdie bolo otestovať hypotézu, podľa ktorej zvýšená 
hladina IL-6 stanovená v plazme pacientov s mUC pred začatím štandardnej prvo-líniovej 
chemoterapie cisplatina + gemcitabín (GC) koreluje s kratším prežívaním bez progresie (PFS) 
a celkovým prežívaním (OS).



Sophie Vulganová, Patrik Palacka, Eliška Švastová. Prognostický význam interleukínu 6 (IL-6) 
stanoveného v plazme pacientov s metastatickými urotelovými karcinómami (mUC). Zborník 
študentských vedeckých prác. Univerzita Komenského v Bratislave. Bratislava. 2023.

73

Materiál a metódy
Do štúdie sme zaradili 86 pacientov s mUC, ktorí boli kandidátmi na štandardnú prvo-líniovú 
chemoterapiu v schéme GC. Priemerný vek pacientov bol 68 rokov (rozsah 31 – 85 rokov), 
počet mužov bol 55 (64,0%) a žien 31 (36,0%). Pacientov s dobrým výkonnostným stavom 
podľa Eastern Cooperative Oncoology Group (ECOG) klasifikácie 0-1 bolo 52 (60,5%). 
Tridsaťštyri chorých (39,5 %) malo zlý výkonnostný stav ECOG 2. Viscerálne, tzn. pľúcne 
a pečeňové metastázy boli prítomné u 43 (50,0%) jedincov GC.  
Vzorky periférnej krvi boli odobrané od 86 pacientov s mUC deň 0 alebo deň 1 prvého cyklu 
chemoterapie GC nalačno do 6 ml skúmaviek s kyselinou etyléndiamínotetraoctovou (EDTA) a 
spracované do 2 hodín v Hematologickom laboratóriu NOÚ. Skúmavky s krvou boli 
scentrifugované dvakrát po sebe, následne bola separovaná plazma, ktorá sa zamrazila 
a uskladnila v Biobanke NOÚ v mrazničke na -80 °C. IL-6 bol stanovený v rozmrazenej plazme 
metódou ELISA na Oddelení nádorovej biológie Biomedicínskeho centra Slovenskej akadémie 
vied v Bratislave. Na stanovenie IL-6 sa použili komerčné MILLIPLEX panely, ktoré sú založené 
na LUMINEX® xMAP® technológii. Táto technológia využíva fluorescenčne kódované 
magnetické mikrosféry dekorované zachytávajúcou protilátkou voči danému cytokínu. Po 
zachytení analytu sa zavádza biotinylovaná detekčná protilátka. Reakčná zmes sa následne 
inkubuje s konjugátom streptavidín-fykoerytrín (PE), ktorý slúži na detekciu analytov 
zachytených na povrchu každej mikrosféry. Následne sa všetky sféry identifikujú a analyzujú 
pomocou prístroja Luminex® analyzér MAGPIX® a výsledok biotestu sa kvantifikuje na základe 
fluorescenčných signálov.
Na základe mediánu IL-6 (19,682 pg/ml) stanoveného v plazme pacientov s mUC bol súbor 
dichotomizovaný na podskupiny s nízkymi hodnotami (<19,682 pg/ml) a vysokými hodnotami 
(≥19,682 pg/ml).
PFS bolo počítané od dátumu odberu periférnej krvi do dátumu progresie, úmrtia z akejkoľvek 
príčiny alebo poslednej kontroly. OS bolo počítané od dátumu odberu periférnej krvi do dátumu 
úmrtia z akejkoľvek príčiny alebo poslednej kontroly. Na odhady PFS a OS bola použitá 
Kaplan-Meierova metóda. Pre porovnanie rozdielov medzi skupinami bol použitý log-rank test 
(rozdiel bol považovaný za signifikantný, ak bolo p<0,05). Multivariačná analýza bola 
vykonaná pomocou Coxovho modelu proporcionálneho rizika. Na štatistické analýzy sme 
použili licencovaný štatistický softvér NCSS 23, Kaysville, UT, USA (9).

Výsledky
Pri mediáne sledovania 8,6 mesiacov (6,4-10,1 mesiacov), 95,3% pacientov na liečbe GC 
progredovalo a aj zomrelo. U pacientov s vysokými hodnotami IL-6 (n=43) bolo PFS (obr. 1) 
signifikantne kratšie v porovnaní s jedincami s nízkymi hodnotami IL-6 (n=43) (medián PFS 4,2 
mesiace oproti 7,6 mesiacom, HR 0,52). Podobne bolo u chorých s vysokými hodnotami IL-6 
signifikantne kratšie OS (obr. 2)  oproti jedincom s nízkymi hodnotami IL-6 (medián OS 6,4 
mesiacov v.s. 11,6 mesiacov, HR 0,47). Multivariačná analýza s ďalšími dvoma všeobecne 
akceptovanými prognostickými faktormi (výkonnostný stav a viscerálne metastázy) potvrdila 
nezávislý prognostický význam IL-6.       
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Obr. 1 Prežívanie bez progresie (PFS) pacientov s mUC s nízkymi hodnotami IL-6 (červená 
krivka) a vysokými hodnotami IL6 (modrá krivka)

Obr. 2 Celkové prežívanie (OS) pacientov s mUC s nízkymi hodnotami IL-6 (červená krivka) 
a vysokými hodnotami IL6 (modrá krivka)  
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Diskusia
V štúdii sme potvrdili testovanú hypotézu, podľa ktorej vysoké koncentrácie IL-6 stanovené 
v plazme pacientov s mUC pred začiatkom štandardnej chemoterapie korelujú s významne 
kratším prežívaním v zmysle PFS a OS.    
Viaceré štúdie publikované za posledných 20 rokov rozšírili koncept zápalu ako hlavnej 
a kritickej zložky progresie malignít. Nádorové mikroprostredie je čiastočne riadené 
zápalovými bunkami a zápal je súčasťou neoplastického procesu, ktorý podporuje proliferáciu, 
migráciu a prežívanie buniek (10).
Výsledky našej štúdie korešpondujú s prácou z roku 2013 (11), v ktorej sa autori zaoberali 
prognostickým významom IL-6 pri UC. IL-6 bol vo zvýšenej miere prítomný v tkanive UC 
v porovnaní s nemalígnymi tkanivami. Keď vystavili bunkové línie ľudského karcinómu 
močového mechúra HT1376 a HT1197 pôsobeniu supresora IL-6-GFP, produkcia IL-6 sa 
v oboch bunkových líniách významne znížila. Proliferácia a schopnosť invázie malígnych 
nádorových buniek boli oslabené pri supresii IL-6. Významne vyššie koncentrácie IL-6 
v moči pacientov s lokálne-pokročilým UC močového mechúra v porovnaní jedincami so 
svalovinu-neinfiltrujúcim UC naznačili asociáciu IL-6 s agresívnejším fenotypom. V závere 
práce autori uvádzajú, že IL-6 môže slúžiť ako biomarker na predikciu štádia a prognózy 
pacientov s UC (11).
Iná štúdia (12) preukázala koreláciu hladiny IL-6 v plazme pacientov s pokročilým karcinómom 
z renálnych buniek (RCC) liečených pembrolizumabom a axitinibom s prežívaním. PFS a OS boli 
významne dlhšie u pacientov s nízkymi koncentráciami IL-6. Vysoké hladiny v plazme pritom 
súviseli so zníženou produkciou interferónu-gama (IFN-γ) a tumor-nekrotizujúceho faktoru α 
(TNF-α) z CD8+ T buniek (12).
Záverom možno uviesť, že v našej štúdii sme dokázali, že IL-6 stanovený v plazme pacientov 
s mUC pred začatím štandardnej prvo-líniovej chemoterapie má prognostický význam. Cieľom 
ďalšieho výskumu bude objasnenie úlohy IL-6 v patogenéze a liečbe mUC. 
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Introduction 
Glioblastoma and breast cancer are two of the most aggressive and lethal forms of cancer, 
both of which have limited treatment options and low overall survival. Promising data 
collected from preclinical investigations have shown that a newly emerging class of drugs, 
copper complexes, exhibits anticancer potential. Copper (II) has been identified as a limiting 
factor for numerous aspects of cancer progression, including growth, angiogenesis, and 
metastasis, and has attracted substantial interest in cancer therapy. In this study, breast 
cancer cell lines were used to evaluate the anticancer effects of a series of copper complexes.

Methods
Copper (II) complexes
Complexes of composition [Cu(sal-L-glu)(H2 O)2 ].H2 O (1), [Cu2 (sal-D,L-glu)2 (isoquinoline)2 
] . 2C2 H5 OH (2), [Cu(sal-5-metL-glu)(H2 O)].H2 O (3), [Cu(ethanol)2 (imidazole)4 ][Cu2 (sal-
D,Lglu)2 (imidazole)2 ] (4), [Cu(sal-D,L-glu)(2-methylimidazole)] (5) were prepared, where (sal-
D,L-glu) or (sal-L-glu) is N-salicylidene-D,L- or L-glutamate and (sal-5-met-L-glu) is N-
salicylidene-5-methylester-L-glutamate. The synthesis and the structure of the complexes are 
described in the publication by Langer et al. (17). Schiff base Cu(II) complexes were dissolved 
in distilled water for the preparation of stock solution with a concentration of 10 mmol/L.

Cell culture
Human breast cancer cells (MCF-7) were purchased from the American Type Culture 
Collection (Manassas, VA, USA) and maintained in Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM, Life Technologies, Inc., Rockville, MD) containing 10% fetal bovine serum, 100 μg/ml 
streptomycin, and 100 U/mL penicillin G at 37 °C in a humidified atmosphere of 5 % CO2/95 
% air.
For our experiments, cells were seeded on culture dishes or plates in the amounts described 
below.

Cytotoxic analysis
We have determined the cytotoxic effects of six copper complexes (1L, 1D, 2L, 2D, 3L, 3D) on 
carcinoma cells by using the MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide] colorimetric technique (Carmichael et al., 1987). Cells were seeded (2 × 103 
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cells/100 μl well) in individual wells of 96-multiwell plates. We added different concentrations 
of copper complexes (2, 10, 20, 40 μM) to the cells and incubated them for 24, 48 and 72 h at 
37°C (humidified atmosphere of 5% CO2/95% air). After each time of incubation cells were 
treated with the MTT solution (5 mg/ml) in PBS (phosphate-buffered saline) (20 μl) for 3 h. 
The dark crystals of formazan formed in intact cells were dissolved in DMSO (dimethyl 
sulfoxide) (100 μl). The plates were shaken for 15 min and the optical density was determined 
at 490 nm using a MicroPlate Reader (Biotek, USA). All dye exclusion tests were performed 
three times.

Genotoxic analysis
After 24 hours of incubation with the complexes, we found that DNA strands in MCF-7 cells 
break. The alkaline comet assay was used to assess DNA strand breakage (Collins et al. 1993 -
Collins AR, Dobson VL, Dusinska M, Kennedy G, Stetina R (1997) Comet assay: What can it 
actually tell us? Mutat Res 375:183–193). Cells were resuspended in 400 μl of 0.8% low 
melting point agarose in PBS at 37°C and pipetted onto a frosted microscope slide precoated 
with 100 μl of 1% normal melting point agarose. Slides with layers of cells in agarose were 
incubated in a refrigerator for 10 min (4°C), then immersed in lysis solution (2.5 mol/l NaCl,
100 mmol/l, Na2EDTA, 10 mmol/l Tris, 1% Triton, pH 10) for 1 h to remove the cell 
membranes. After lysis, slides were placed in a horizontal electrophoresis tank containing a
electrophoresis solution (1 mmol/l Na2EDTA, 300 mmol/l NaOH, pH 13) at 4°C for 40 min (DNA 
uncoiling). Electrophoresis was performed in the same solution at 25 V, 300 mA, 4°C, for 30 
min. The slides were washed three times for 5 min at 4°C with neutralising buffer (0.4 mmol/l 
Tris, pH 7.5) before staining with 20 μl of 4’,6-diamidine-2-phenylindole dihydrochlorid (DAPI, 
1 μg/ml solution in distilled water). Comets were viewed by fluorescence microscopy after 
staining with DAPI. 

Statistical analysis
Results obtained from comet assay are shown as the arithmetic means ± standard deviation 
(SD). The significance of differences between values acquired by comet assay was evaluated 
by the Student’s t-test statistically different from the control: *P < 0.05.

Tab. 1. Inhibitory effects of Cu (II) complexes on the proliferation of human cancer cells MCF-
7. Cells were treated with copper complexes at the concentration range of 2-40 μM for 24, 48 
and 72h and the cell death was detected by the MTT test. Results are expressed as the mean 
± standard deviation from three independent experiments.

1L 1D 2L 2D 3L 3D
IC(50) 24h <2 <2 <2 1.96 3.74 <2
IC(50) 48h <2 <2 <2 <2 4.04 3.67
IC(50) 72h <2 <2 <2 <2 2.97 3.73
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Figure 1.: Cell proliferation of MCF-7 cells in response to 3L and 3D copper complex after 24h

Results 
In this study, cells were exposed to a range of concentrations (2 - 40 µM) of six copper 
complexes, 1L,1D, 2L, 2D and 3L, throughout the course of three independent time intervals 
(24, 48, and 72 hours). Using the MTT test, the cytotoxic effects of these complexes on the 
cells were then determined.
The experiment was conducted to evaluate the effectiveness of six copper complexes (1L, 1D, 
2L, 2D, 3L, and 3D) in inhibiting the growth of breast cancer cells. The IC(50) values were 
obtained at three different time points (24h, 48h, and 72h). The complexes 3D and 3L showed 
the best potential and will be compared in 24 and 72h. As we can see on Table 1 copper 
complex 3D exhibits a higher potency at the 24-hour time point, with an IC(50) value of less 
than 2, indicating a strong inhibitory effect on breast cancer cell growth. On the other hand, 
compound 3L shows a lower potency at 24h, with an IC(50) value of 3.74 µM. At the 72-hour 
time point, the effectiveness of compound 3L improves, with its IC(50) value decreasing to 
2.97µM. In contrast, the potency of compound 3D decreases over time, with its IC(50) value 
increasing to 3.73 µM at 72h.
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Figure 2.: Cell proliferation of MCF-7 cells in response to 3L and 3D copper complex after 72h

Figure 3.: Evaluation of copper complex-induced DNA damage in MCF-7 cells

As we can see from the graph (Figure 1 and 2), cell viability decreased with incubation time 
and concentration used.

Discusion
Copper complex compound 3D demonstrates stronger initial potency at 24h, while compound 
3L shows improved effectiveness over an extended period, as evidenced by the lower IC(50) 
value at 72h. Other authors focused on the effect of L and D forms of copper complexes in 
SW480 (colon carcinoma) and CH1 (ovarian carcinoma) [1]. The study evaluated the potency
of L and D forms of copper complexes on the SW480 and CH1 cancer cell lines. The 
thiosemicarbazone-proline conjugates of both D and L forms exhibited cytotoxic potency. The 
L copper (II) complex demonstrated stronger antiproliferative activity than the D-complex in 
both cell lines. Specifically, the IC(50) values for the copper(II) complex of L were 4.6 μM and 
5.5 μM in CH1 and SW480 cells, respectively, which were 13 and 5 times more potent than 
the D-complex. The results of this study are consistent with findings from other studies and 
also with our own experiment, suggesting that copper complexes in the L-form are more 
effective in inhibiting cancer cell proliferation. 
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The antitumor, cytotoxicity effect and apoptosis of copper have also been demonstrated in 
other studies. Arif Ali et. Al (2021) [2] investigated the cytotoxicity on MCF-7 cells. The 
complexes promoted cellular detachments via nuclear condensation and membrane 
destabilization, leading to apoptosis through metal-assisted generation of reactive oxygen 
species. Flow cytometry and mRNA expression analyses confirmed the induction of early 
apoptosis in MCF-7 cells by both copper complexes.

Conclusion
Our recent results and previous studies suggest that copper complexes are a promising 
approach for the treatment of various cancers. However, our data suggest that the 
effectiveness of copper complexes with different ligands may vary depending on the dose, 
time of evaluation and the configuration of the ligand. Further studies are needed to 
determine the optimal time point for the effectiveness of each compound and the importance 
of exploring the structure-activity correlations of copper complex configuration for its
applicability in cancer treatment. In addition, more research is needed to fully explain the 
processes behind the anti-cancer effects of copper complexes.
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Úvod
Diabetes mellitus je ochorenie, na vzniku ktorého sa môže podieľať viacero etiologických 
faktorov. Klasifikácia Americkej diabetologickej asociácie z roku 2022 rozdeľuje diabetes 
mellitus do nasledovných kategórií – diabetes mellitus 1. typu (DM1), diabetes mellitus 2. typu 
(DM2), iné špecifické typy diabetov a gestačný diabetes mellitus. Rastúci problém v kontexte 
diabetu je práve diferenciálna diagnostika medzi jednotlivými kategóriami. Nesprávne určenie 
môže vyústiť do neefektívnej liečby so slabou prevenciou komplikácií diabetu (1). 
V skupine detí a mladých dospelých je najzastúpenejším typom DM1, ktorý je potrebné odlíšiť 
predovšetkým od monogénových typov diabetov. Pri potvrdení diagnózy DM1 sa využíva jeho 
typický klinický obraz, dôkaz pozitívnych autoprotilátok proti komponentom Langerhansových 
ostrovčekov a v poslednom rade nízke hladiny C-peptidu včasne po stanovení diagnózy 
diabetu. Pacienti s autozómovo-dominantným diabetom majú obvykle pozitívnu rodinnú 
anamnézu diabetu, nástup do 25. roku života bez prítomnosti diabetickej ketoacidózy, 
merateľný C-peptid viac ako 3 roky od manifestácie diabetu a negatívne autoprotilátky.  Z 
hľadiska rozlíšenia DM1 od monogénových diabetov s rodinným výskytom a autozómovo-
dominantným typom dedičnosti (hlavne HNF1α-MODY, HNF4-α-MODY), je problematická 
neprítomnosť mimopankreatických príznakov u týchto foriem, možný podobný klinický obraz 
pacientov ako aj vek nástupu. Situáciu ďalej komplikuje častý výskyt de novo mutácií 
spôsobujúci necharakteristickú rodinnú anamnézu u monogénových diabetov, naopak možná 
pozitívna rodinná anamnéza u pacientov s DM1, negativita autoprotilátok u pacientov s DM1 
ako aj zriedkavá pozitivita u pacientov s monogénovým diabetom. C-peptid je len čiastočne 
využiteľný vo včasnej diagnostike DM1 kvôli obdobiu remisie. Cielená genetická analýza na 
potvrdenie diagnózy MODY je indikovaná na základe klinických kritérií. Je časovo a finančne 
náročná, avšak môže dať podklad na zmenu liečby, výber pacientov je preto kľúčový. Nakoľko 
môžu klinický obraz a aktuálne používané biomarkery vykazovať ambivalentný charakter, 
existuje tlak na identifikáciu nových pomôcok v diferenciálnej diagnostike diabetov (2).
Vážené genetické rizikové skóre pre diabetes mellitus 1. typu (DM1-GRS) sa ukazuje ako 
metóda schopná odlíšiť DM1 od monogénových foriem. Genetickú predispozíciu k vývinu DM1 
kvantifikuje do jednej kontinuálnej premennej vychádzajúc z pomeru šancí (OR) jednotlivých 
haplotypov. Táto je pri DM1 určená z 50 % lokusmi HLA 2. triedy, kde medzi najrizikovejšie 
haplotypy patria DR3 a DR4-DQ8, protektívny je DR15. Aspoň 1 z DR3, DR4-DQ8 je prítomný u 
90 % pacientov s DM1, naopak iba u 2% zdravej populácie. Asociácie boli dokázané aj v 
lokusoch HLA 1. triedy a v non-HLA regióne (3). Použitie DM1-GRS v diferenciálnej diagnostike 
vyplýva zo skutočnosti, že DM1 a monogénové diabety nezdieľajú spoločné genetické 
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determinanty. DM1-GRS využíva na označenie rizikových alebo protektívnych haplotypov 
polymorfizmy jedného nukleotidu (SNP). Započítanie len jedného SNP v rámci haplotypu je 
významné z hľadiska prevencie obsiahnutia tej istej asociácie viackrát a navyše redukuje 
časovú aj cenovú náročnosť tejto analýzy (4). Genetická informácia je nemenná v čase, oproti 
ostatným biomarkerom preto DM1-GRS predstavuje výhodu. Spolu s jeho ľahkou 
kombinovateľnosťou môže byť DM1-GRS nezávislý a aditívny faktor k už etablovaným 
biomarkerom. Vzhľadom na medzipopulačné rozdiely v efekte a zastúpení s DM1 
asociovaných haplotypov je potrebná validácia DM1-GRS pre každú populáciu zvlášť (5).
Cieľom tejto práce bolo zaviesť metodiku genotypizácie polymorfizmov jedného nukleotidu 
pomocou kompetitívnej alelovo-špecifickej PCR (KASP) a následne porovnať 10 SNP DM1-GRS 
medzi pacientami s DM1 a HNF1α-MODY zo Slovenska, charakterizovať DM1-GRS ako 
diagnostickú pomôcku prostredníctvom ROC krivky. Nakoniec na základe predošlých 
výsledkov stanoviť pilotnú cut-off hodnotu DM1-GRS pre slovenskú populáciu.

Metodika
Pracovali sme so súborom 62 pacientov s DM1 prijatých na DK LF UK a NÚDCH v Bratislave 
medzi rokmi 2011 – 2018 (vekové rozpätie: 1 – 18 rokov) vybraných náhodným výberom. 
Porovnávaná skupina pozostávala zo 43 pacientov s HNF1α-MODY z biobanky laboratória 
DIABGENE, BMC SAV (vekové rozpätie: 7 – 32 rokov). Analyzovaný materiál bol odobraný pri 
stanovení diagnózy diabetu. Charakteristika týchto skupín je v Tabuľke 1.

Tabuľka 1: Charakteristika porovnávaných skupín. V tabuľke sú uvádzané priemerné hodnoty ± smerodajná 
odchýlka, n = počet zahrnutých pacientov v jednotlivých charakteristikách.

DM1 HNF1α-MODY

Počet 62 43

Počet chlapci 39 16

Počet dievčatá 23 27

Vek pri prijatí (roky) (n) 8,19 ± 4,19 (62) 16,56 ± 4,93 (43)

BMI SDS (n) -0,38 ± 0,99 (62) 0,76 ± 1,39 (39)

C-peptid (pmol/l) (n) 172,34 ± 136,68 (62) 543,41 ± 293,77 (27)

Glykémia (mmol/l) (n) 9,30 ± 4,32 (62) 11,74 ± 6,65 (17)

Izolácia DNA v súbore pacientov bola uskutočnená zo vzorky periférnej krvi s použitím 
MagCore automatického izolátora pri nastavení 104 (Genomic DNA Large Volume Whole 
Blood Kit). Pri analýze KASP sme pracovali so vzorkami DNA s koncentráciou 50 ng/µl. Pomer 
reakčných zmesí a nastavenie cyklov v cykléri na analýzu KASP boli realizované podľa platného 
protokolu firmy LGC. Získané údaje boli vyhodnotené softvérom QuantStudio Design & 
Analysis v1.5.2. Bolo sledovaných 10 SNP.
Pre výpočet DM1-GRS bol použitý 10 SNP model podľa publikácie Oram a spol. z roku 2016. 
Priradenie efektívnych alel pre najrizikovejšie haplotypy DR3 a DR4-DQ8 bolo na základe dvoch 
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SNP, rs2187668 a rs7454108. Ak bol pacient heterozygot pre oba SNP mal najrizikovejšiu 
kombináciu DR3/DR4-DQ8, ak bol homozygot AA pre rs2187668 mal genotyp DR3/DR3, ak bol 
homozygot CC pre rs7454108 mal genotyp DR4/DR4. Ak mal jedinec iné kombinácie, nemal 
haplotyp asociovaný so zvýšeným rizikom vývinu DM1. Váhy SNP boli prirodzeným logaritmom 
OR, tie sme vynásobili s počtom rizikových alel a konečné číslo bolo výsledkom sčítania týchto 
hodnôt (6). Zahrnuté SNP a ich váhy sú v Tabuľke 2.

Tabuľka 2: SNP zahrnuté v 10 SNP DM1-GRS. K SNP sú uvedené hodnoty OR a od nich vyvodené váhy, ktoré sa 
používajú pri samotnom výpočte DM1-GRS. Efektívne alely sú definované nukleotidom na pozitívnom vlákne 
DNA. A = adenín, T = tymín, X = akákoľvek alela, efektívna alela = alela asociovaná s rizikom (6).

SNP Haplotypy OR (pomer šancí) Váha Efektívna alela

rs2187668, 
rs7454108

DR3/DR4-DQ8 48,18 3,87

Vysvetlené v 
texte

DR3/DR3 21,12 3,05
DR4-DQ8/DR4-DQ8 21,89 3,09

DR4-DQ8/X 7,03 1,95
DR3/X 1,53 1,51

rs1264813 HLA A*24 1,54 0,43 T
rs2395029 HLA B*57:01 2,50 0,92 T
rs3129889 HLA DRB*15 14,88 2,70 A
rs2476601 PTPN22 1,96 0,67 A

rs689 INS 1,75 0,56 T
rs12722495 IL2RA 1,58 0,46 T
rs2292239 ERBB3 1,35 0,30 T

rs10509540 C10orf59 1,33 0,29 T

Výsledky
Na základe vypočítaného DM1-GRS v súbore pacientov s DM1 a s HNF1α-MODY sme zhotovili 
graf distribúcie DM1-GRS v oboch týchto súboroch. Za použitia non-lineárnej regresie sme 
zostrojili krivku predpokladanej distribúcie (Obrázok 1). Priemerné hodnoty DM1-GRS 
v skupine pacientov s HNF1α-MODY a s DM1 boli ďalej porovnané nepárovým t-testom. 
Rozdiel medzi skupinami bol štatisticky vysoko signifikantný na úrovni -2,45 ± 0,33 (9,63 ± 1,84 
u HNF1α-MODY oproti 12,09 ± 1,49 u DM1, p < 0,0001) (Obrázok 2).
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Obrázok 1: Distribúcia DM1-GRS u pacientov s HNF1α-MODY a DM1. Výška stĺpcov reprezentuje počet jedincov 
s DM1T-GRS v rámci hodnôt DM1T-GRS príslušného stĺpca. Krivka znázorňuje predpokladanú normálnu 
distribúciu (Gaussova krivka) oboch súborov.

Obrázok 2: Porovnanie DM1-GRS u pacientov s HNF1α-MODY a DM1. Výška stĺpcov znázorňuje priemernú 
hodnotu DM1-GRS daných súborov, dĺžka tenkej čiary spojenej so stĺpcom predstavuje 2 smerodajné odchýlky. 
Nad stĺpcami je uvedená hodnota p porovnávania týchto 2 súborov.

Vychádzajúc z vypočítaných údajov DM1-GRS sme boli schopní zostrojiť ROC krivku DM1-GRS 
pre zhodnotenie diagnostickej sily testu. Na grafe je spolu s ROC krivkou veku pri stanovení 
diagnózy diabetu (Obrázok 3).
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Obrázok 3: ROC analýza DM1-GRS a veku pri stanovení diagnózy. Červená čiara udáva hodnotu AUC = 0,5. Body 
reprezentujú výsledky pri rôznych hodnotách cut-off. Červený bod je najvzdialenejší bod DM1-GRS od priamky 
s AUC = 0,5. DM1-GRS p < 0,0001, vek pri diagnóze p < 0,0001.

Z ROC analýzy vyšla hodnota AUC pre DM1-GRS na úrovni 0,86 (95 % CI = 0,78 až 0,93, p < 
0,0001). Cut-off hodnota s najväčšou senzitivitou a zároveň špecificitou (definovaná ako 
najvzdialenejší bod od priamky s AUC = 0,5) bola pre DM1-GRS = 11,14 so Se = 79 % a Sp = 86 
%. Hodnota AUC pre vek pri diagnóze bola 0,91 (95 % CI = 0,85 až 0,96, p < 0,0001). Analýza 
DM1-GRS pomocou krivky ROC ukázala, že DM1-GRS a vek pri diagnóze sú parametre, na 
základe ktorých je možné rozlíšiť HNF1α-MODY od DM1 s porovnateľnými výsledkami.

Diskusia
V našej práci sme dokázali, že metóda KASP bola vhodná na genotypizáciu za účelom 
zostavenia 10 SNP DM1-GRS. Hodnoty DM1-GRS sa signifikantne líšili medzi skupinami 
pacientov s DM1 a s HNF1α-MODY zo Slovenska a použitý 10 SNP DM1-GRS model bol schopný 
rozlíšiť DM1 od HNF1α-MODY s AUC na úrovni 0,86 (95 % CI = 0,78 až 0,93, p < 0,0001). Pilotné 
cut-off s najväčšou senzitivitou a špecificitou pre slovenskú populáciu bolo na úrovni DM1-
GRS = 11,14 so Se = 79 % a Sp = 86 %.
Na genotypizáciu za účelom vytvorenia DM1-GRS sú celogenómové metódy neadekvátne 
rozsiahle. Väčšina získanej informácie je nadbytočná pre potreby DM1-GRS a navyše môže 
klásť etické a legálne prekážky v získavaní genetického materiálu. Okrem toho, na 
vyhodnotenie SNP array data (konečný výstup celogenómových metód) je nevyhnutná 
odborná bioinformatická analýza. Metódy pracujúce len s vopred presne stanovenými 
miestami genómu sa preto javia ako vhodnejšie na podobnú analýzu. V štúdií J. M. Locke a 
spol. z roku 2019 dokázali, že KASP metóda vedela priradiť genotyp až v 99,5 % skúmaných 
reakcií s výsledkami v 99,9 % v súlade s predtým stanoveným genotypom Sangerovým 
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sekvenovaním, ktoré sa považuje za zlatý štandard. Oproti Sangerovmu sekvenovaniu malo 
KASP tú výhodu, že je to jednokrokový proces s relatívne nízkou cenou na jednu reakciu. 
Dovoľuje vyhodnocovanie na rôznych zariadeniach a tým pádom znižuje nároky na prístrojové 
vybavenie laboratórií. S každou analýzou však vyžaduje aj analýzu viacerých kontrolných 
vzoriek a nemá CE značku. V tomto ohľade je biočip firmy Randox vhodnejší, no je drahší a 
vyžaduje špeciálne príslušenstvo (7).
Výsledok porovnania DM1-GRS u pacientov s HNF1α-MODY a DM1 korešpondoval so závermi 
Patela a spol., ktorí testovali DM1-GRS na skupine pacientov s DM1, MODY a neonatálnym 
diabetom (NDM) z Wellcome Trust Case Control Consortium (WTCCC), kedy bolo použité 30 
SNP DM1-GRS. Pri analýze ROC zistili, že diagnostická sila 30 SNP DM1-GRS za daných 
podmienok bola na úrovni AUC 0,87 (95 % CI = 0,86 až 0,89, p < 0,0001 (4). Malý rozdiel medzi 
naším výsledkom a záverom spomínanej štúdie mohol byť spôsobený viacerými faktormi, 
predovšetkým rozdielnym počtom SNP, kohortami s odlišnou distribúciou DM1-GRS ako aj 
malým počtom pacientov zahrnutých do našej štúdie. Napriek tomu bolo dokázané, že 
zvyšovanie počtu SNP nad 9 neprináša významný benefit v odlišovacej schopnosti DM1-GRS 
(6).
Diagnostickú silu DM1-GRS sme na grafe porovnali s vekom pri stanovení diagnózy. V závere 
mal vek podobnú rozlišovaciu schopnosť ako DM1-GRS s AUC 0,91 (95 % CI = 0,85 až 0,96, p < 
0,0001). V každom prípade by však DM1-GRS mohlo byť využité ako pomocná informácia, ak 
by nebol vek pri stanovení diagnózy preukazný pre HNF1α-MODY alebo DM1. Hlavnou 
perspektívou DM1-GRS v kontexte ostatných biomarkerov je však jeho skombinovanie s inými 
faktormi, jednak so spomínaným vekom pri stanovení diagnózy, ale napríklad aj C-peptidom a 
autoprotilátkami. Podobnými kombináciami sa zaoberali v roku 2016 Oram a spol., kedy 
testovali DM1-GRS ako odlišovaciu pomôcku medzi DM1 a DM2 a prediktor silnej inzulínovej 
deficiencie. Skombinovali vtedy DM1-GRS, vek pri stanovení diagnózy, BMI a stav 
autoprotilátok, čo prinieslo zlepšenie AUC o 0,09 oproti samotnému DM1-GRS (6).
Dôležitým krokom pri rozhodovaní o DM1-GRS v odlišovaní DM1 a monogénových diabetov 
bude stanovenie hodnoty cut-off, ktorá bude záležať predovšetkým od konečného postavenia 
DM1-GRS v diagnostickom procese. Treba si uvedomiť, že klinická hodnota DM1-GRS je hlavne 
v populácií diabetikov alebo príbuzných pacientov s DM1 a spočíva v negatívnej prediktívnej 
hodnote testu s vysokou špecificitou na úkor senzitivity. V spomínanej štúdií Patel a spol. 
pracovali hneď s niekoľkými variantami cut-off. Pri cut-off v 50. percentile DM1-GRS v 
študovanej kohorte dosiahli senzitivitu 50 % so špecificitou 94 % pre identifikáciu DM1. Práve 
tento model navrhli využiť ako diagnostickú pomôcku na zefektívnenie výberu pacientov s 
predpokladanou monogénovou príčinou diabetu na cielené genetické testovanie, nakoľko by 
vyšlo minimum pacientov ako falošne pozitívnych na DM1 a teda záchyt monogénových 
diabetov by bol na dobrej úrovni. Títo pacienti by následne mohli byť prednostne geneticky 
vyšetrovaní podľa už existujúceho protokolu, čo by potenciálne vedelo zlepšiť záchyt nových 
doposiaľ neznámych príčin monogénového diabetu zároveň s redukciou nákladov na 
genetické testovanie (4). Ekvivalentom hodnoty cut-off s podobnou charakteristikou by v 
našom experimente bol DM1-GRS na úrovni 12,11, kedy by bola senzitivita 55% a špecificita 
93 %. V súčasnosti je už DM1-GRS používané v britskom Exeteri, kde slúži na skvalitnenie 
klasifikácie DM1 a DM2 u pacientov s ambivalentným klinickým obrazom a na výber pacientov 
s možným MODY alebo NDM na cielené genetické testovanie (8).
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Doposiaľ bola väčšina štúdií na zostrojenie a overenie DM1-GRS vedená v súvislosti s 
kaukazoidným etnikom, postupom času sa však viaceré centrá z celého sveta pokúšajú o 
validáciu na tamojšej populácií (9). V rámci tejto práce sme ako prví stanovili pilotný cut-off 
DM1-GRS pre slovenskú populáciu, pričom súčasťou spoločných vedeckých projektov 
laboratória DIABGENE Ústavu experimentálnej endokrinológie BMC SAV a Detskej kliniky LF 
UK a NÚDCH v Bratislave je stanoviť genetické rizikové skóre u približne 900 pacientov s 
diabetom 1. typu a viac ako 300 pacientov s monogénovým diabetom.

Podporené: MinZdrav 2019/20-LFUK-8, VEGA 2/0131/21
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Úvod
Mitochondriálna DNA je dvojvláknová kruhová molekula obsahujúca 16 569 bázových párov a 
37 génov kódujúcich 2 rRNA, 22 tRNA a 13 polypeptidov, zabezpečujúcich v bunke oxidačnú 
fosforyláciu. Vlákna v molekule mtDNA sa podľa relatívneho zastúpenia nukleotidov v 
jednotlivých oblastiach delia na L - ľahké (prevaha pyrimidínov) a H-ťažké (prevaha purínov). 
Súčasťou tejto molekuly je i 1 122 bázových párov dlhá, kontrolná nekódujúca sekvencia, 
nazývaná D-slučka, ktorá predstavuje začiatok replikácie jedného z vlákien mtDNA. V D-slučke 
sa nachádzajú hypervariabilné oblasti: HV1-oblasť (16024-16365), HV2-oblasť (73-340) a HV3-
oblasť (438-574), v ktorých pozorujeme najvyššiu sekvenčnú variabilitu mitochondriálneho 
genómu. Na rozdiel od zvyšku molekuly mtDNA sa tu nenachádzajú evolučne konzervované 
kódujúce oblasti, ktorých mutácie majú závažný dopad na bunkový metabolizmus. Spomedzi 
HV-oblastí vykazujú práve HV1 a HV2-oblasti najvyššiu mieru variability (1). Z tohto dovodu 
sme sa v rámci nášho výskumu rozhodli zamerať práve na tieto dve oblasti.
Dedičnosť mitochondriálnej DNA je maternálna a rekombinácii podlieha len minimálne. 
Výsledkom uniparentálnej dedičnosti sú teda jedinci s uniformným typom mtDNA 
(homoplazmia). Fyzické zoskupenie genomických variantov, ktoré sa v dôsledku absencie 
rekombinácie dedí spoločne, nazývame haplotyp. Mitochondriálne haploskupiny predstavujú 
populácie so spoločnými haplotypmi, definované kombináciami jednotlivých 
jednonukleotidových polymorfizmov (SNP) v mtDNA zdedených od spoločného predka. Tieto 
haploskupiny vznikajú v dôsledku postupného hromadenia mutácií v materských líniách. 
Variabilita oblasti D-slučky a existencia haplotypov charakteristických pre danú populáciu teda 
predstavujú vhodný marker pre určovanie etnickej príslušnosti (2).
Komplikácie do problematiky vnáša fakt, že existujú i prípady s výskytom heteroplazmie, ktorá 
vzniká na podklade somatickej mutácie počas života organizmu, alebo v dôsledku úniku 
paternálnej mtDNA počas oplodnenia. Heteroplazmia zohráva dôležitú úlohu v rozvoji 
mitochondriálnych ochorení a navyše predstavuje hlavný limitujúci faktor pre využitie mtDNA 
pre diagnostické účely (3).
Materiál a metódy
Vzorky krvi boli získané od 192 náhodne vybraných nepríbuzných jedincov zo subpopulácie 
slovenských Rómov proporcionálne z celého územia Slovenskej republiky. Proteíny boli vo 
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vzorkách štiepené pomocou proteinázy K a následne bola DNA extrahovaná pomocou fenol-
chloroformu. Pri PCR amplifikácii HV1-oblasti boli použité primery H15806 (pre ťažký reťazec) 
a L16545 (pre ľahký reťazec) a pri HV2-oblasti boli použité primery H8 a L429.
PCR produkty HV1-oblasti boli purifikované pomocou exonukleázy I a shrimp alkalickej 
fosfatázy. Na osekvenovanie HV1-oblasti bola použitá metóda asymetrickej PCR s 
fluorescenčne značenými ddNTP. Použité boli primery H15909, H15975 a L16420 s využitím 
reakčnej zmesi DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech) 
a sekvenačný produkt bol precipitovaný pomocou zmesi octan sodný/EDTA/dextrán a 96% 
etanolu a následne purifikovaný premytím 70% etanolom. Následne bol precipitát 
suspendovaný v MegaBACE nanášacej zmesi a osekvenovaný pomocou MegaBACETM 1000 
Sequencer (Amersham Biosciences).
Produkty amplifikácie HV2-oblasti boli vyzrážané bezvodým etanolom a následne premyté 
70% etanolom. Pri sekvenačnej reakcii HV2-oblasti boli použité rovnaké primery, ako pri jej 
amplifikácii s použitím BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, CA, 
USA). Sekvenačný produkt bol precipitovaný v roztoku obsahujúcom octan sodný, bezvodý 
etanol a destilovanú vodu a purifikovaný od reziduálnych terminátorov premytím 70% 
etanolom. DNA bola analyzovaná metódou kapilárnej elektroforézy pomocou Applied 
Biosystems 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA).
Kontrola kvality sekvenačných dát bola prevedená v súlade s odporúčaniami Medzinárodnej 
spoločnosti pre forenznú genetiku (ISFG) (4).
Bioinformatická analýza sekvenačných dát HV1-oblasti bola uskutočnená pomocou SeqLab 
(GCG Wisconsin Package 10, Genetics Computer Group) a HV2-oblasti pomocou Sequencing 
Analysis Software version 5insC (Applied Biosystems, CA, USA). Sekvenačné dáta boli 
namapované pomocou ABI PRISM® SeqScape® Software version 2.5 (Applied Biosystems, CA, 
USA) na cambridgeskú referenčnú mitochondriálnu sekvenciu (5).
Výsledky analýzy vzoriek pochádzajúcich od slovenských Rómov sme porovnali s výsledkami 
práce uskutočnenej podobnou metodikou na vzorkách pochádzajúcich od 374 probandov 
reprezentujúcich slovenskú kaukazskú rasu (6).
Výsledky
Celkovo sme v hypervariabilných oblastiach detegovali 92 polymorfných miest. Väčšiu hustotu 
polymorfných miest sme identifikovali v HV1-oblasti, ktorá obsahovala 64 takýchto miest v 
rámci 377 bázových párov dlhého úseku. V HV2-oblasti sme detegovali 28 polymorfných miest 
nachádzajúcich sa v úseku dlhom 269 bázových párov.
Po analýze celých sekvencií oblastí HV1 a HV2 sme u 192 probandov identifikovali 83 rôznych 
haplotypov. Z toho 59 (30,7% vzoriek) probandov malo v rámci nami analyzovanej skupiny 
unikátny haplotyp. Desať haplotypov (10,4% vzoriek) sme detegovali 2x, tri haplotypy (4,7% 
vzoriek) sme detegovali 3x, päť haplotypov (10,4% vzoriek) sme detegovali 4x, dva haplotypy 
(6,3% vzoriek) sme detegovali 6x, jeden haplotyp (3,6% vzoriek) sme detegovali u 7 
probandov, jeden haplotyp (4,7% vzoriek) sme detegovali u 9 probandov, jeden haplotyp 
(14,1%vzoriek) sme detegovali u 27 probandov a jeden haplotyp (15,1% vzoriek) sme 
detegovali u 29 probandov (tabuľka 1).
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Tabuľka 1: Haplotypy mtDNA detegované vo vzorkách 192 slovenských Rómov zaradené do haploskupín.
No. - poradové číslo detegovanej haploskupiny; HV1 + 16 000 a HV2 - pozícia v mitochondriálnom genóme, na 
ktorej došlo v príslušnej hypervariabilnej oblasti k tranzícii, transverzii (za číslom pozície špecifikované príslušné 
nukleotidy), inzercii (ins nasledované inzertovanými nukleotidmi), alebo delécii (del nasledované deletovanými 
nukleotidmi); CRS – cambridgeská referenčná sekvencia (sekvenčná zhoda).

No. Haploskupina HV1 + 16000 HV2 Počet 
vzoriek

1 C 223 287 298 327 73 189 249delA 263 309insC 315insC 1

2 H 093 212 222 263 315insC 1

3 H 129 368 263 309insC 315insC 1

4 H 184 189 191insC 192 150 263 309insCC 315insC 1

5 H 189 150 263 309insCC 315insC 1

6 H 189 192 73 150 263 309insCC 315insC 1

7 H 189 192 150 263 309insCC 315insC 1

8 H 189 192 270 150 263 309insCC 315insC 1

9 H 218 278 93 263 315insC 2

10 H 223 263 309insCC 315insC 1

11 H 304 152 263 315insC 2

12 H 304 263 315insC 1

13 H CRS 72TG 152 263 315insC 1

14 H CRS 263 309insCC 315insC 7

15 H CRS 263 315insC 1

16 H1 CRS 246TG 263 309insC 315insC 1

17 H1 CRS 263 309insC 315insC 4

18 H1a 162 209 73 263 315insC 1

19 H1b 189 356 263 309insC 315insC 1

20 H3 311 263 315insC 3

21 H5 304 311 320 152 263 309insC 315insC 1

22 H6 362 400 293 263 315insC 1

23 H7 261 304 93 263 315insC 4

24 H7 265 263 309insCC 315insC 2

25 H7 CRS 73 146 152 195 263 315insC 1

26 H11 311 93 146 152 195 263 309insC 315insC 1

27 H11 311 390 195 263 309insCC 315insC 1

28 HV 067 195 263 309insC 315insC 1

29 I1 111CG 129 172 223 311 391 73 199 203 204 250 263 315insC 1

30 I1 129 162 166delA 172 223 311 391 73 199 203 204 250 263 315insC 1

31 I1 129 172 223 311 391 73 199 203 204 250 263 309insC 315insC 1

32 I1 129 172 223 311 391 73 199 203 204 250 263 315insC 29

33 J1 069 126 73 185 228 263 295 315insC 2

34 J1 069 126 73 185 263 295 309insC 315insC 1

35 J1 069 126 73 185 263 295 315insC 1

36 J1a 069 093 126 222 73 185 228 263 295 309insC 315insC 1

37 J1a 069 126 145 172 222 261 299 73 242 263 295 315insC 1

38 J1a 069 126 145 222 234 235 261 271 73 263 295 309insC 315insC 1

39 J1a 069 126 145 222 235 261 271 73 263 295 309insC 315insC 9
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Tabuľka 1 (pokračovanie) : Haplotypy mtDNA detegované vo vzorkách 192 slovenských Rómov zaradené do 
haploskupín.
No. - poradové číslo detegovanej haploskupiny; HV1 + 16 000 a HV2 - pozícia v mitochondriálnom genóme, na 
ktorej došlo v príslušnej hypervariabilnej oblasti k tranzícii, transverzii (za číslom pozície špecifikované príslušné 
nukleotidy), inzercii (ins nasledované inzertovanými nukleotidmi), alebo delécii (del nasledované deletovanými 
nukleotidmi); CRS – cambridgeská referenčná sekvencia (sekvenčná zhoda).

40 J1a 069 126 145 222 235 261 271 73 263 295 315insC 1

41 J1a 069 126 145 222 235 261 271 311 73 263 295 309insC 315insC 1

42 K1a 224 311 73 195 263 315insC 1

43 K1c 224 311 320 73 146 152 263 315insC 4

44 K2b 224 311 73 146 152 263 309insC 315insC 1

45 L2a 051 129 223 278 294 309 390 73 143 146 152 195 263 309insC 315insC 1

46 L2a 051 223 278 294 309 390 73 143 146 152 195 263 309insC 315insC 3

47 M35 129 223 230 233 304 73 199 263 315insC 1

48 M35 129 223 230 233 304 344 73 199 204 263 309insC 315insC 1

49 M35 129 223 230 233 304 344 73 199 263 309insC 315insC 2

50 M35 129 223 230 233 304 344 73 199 263 315insC 2

51 M5 129 223 224 291 298 73 263 309insC 315insC 1

52 M5 129 223 291 298 73 195 263 309insC 315insC 1

53 M5 129 223 291 298 73 234 263 309insC 315insC 1

54 M5 129 223 291 298 73 263 309insCC 315insC 6

55 M5 129 223 291 298 73 263 309insC 315insC 27

56 M5 129 223 291 298 73 263 315insC 2

57 M5 129 223 291 298 311 73 263 309insC 315insC 2

58 M5 223 291 298 73 263 309insC 315insC 1

59 N1a 147CA 154 172 223 320 355 73 152 199 203 204 263 309insCC 315insC 1

60 T1 126 172 186 189 294 298 399 73 263 315insC 1

61 T2 104 126 294 304 73 152 207 263 309insC 315insC 1

62 T2 126 240 294 296 304 73 263 315insC 3

63 T2 126 294 296 73 152 210 263 309insCC 315insC 1

64 T2 126 294 296 304 73 263 309insCC 315insC 1

65 T2 126 294 296 304 73 263 309insC 315insC 4

66 T2 126 294 296 304 73 263 315insC 1

67 T2 126 294 324 73 263 315insC 1

68 U2 051 189 234 266 294 73 152 199 309insC 315insC 1

69 U3 148 343 73 150 152 263 315insC 2

70 U3 162 166delA 311 343 73 150 195 263 315insC 1

71 U3 343 73 150 263 315insC 4

72 U4 179 356 73 195 263 315insC 1

73 U5a 145 189 192 256 270 399 73 195 263 309insC 315insC 1

74 U5a 192 256 270 399 73 263 309insC 315insC 6

75 U5a 192 256 270 399 73 263 315insC 1

76 U5b 189 270 73 150 263 315insC 1

77 U5b 192 270 73 150 204 207 235 263 309insC 315insC 1

78 U7 309 318AT 73 152 234 263 309insC 315insC 1

79 V 111 298 72 195 263 309insC 315insC 1

80 V 298 72 263 309insC 315insC 1

81 W 223 292 362 73 189 194 195 200 204 207 263 309insC 315insC 1

82 X1 126 189TA 223 278 73 195 263 309insC 315insC 1

83 X2 183delA 189 223 248 278 304 73 195 263 309insC 315insC 2
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Pri porovnaní frekvencie výskytu najčastejšie detegovaných haplotypov v rámci našej skupiny 
vzoriek pochádzajúcich od slovenských Rómov s frekvenciou ich výskytu u slovenskej 
kaukazskej rasy, publikovanej v štúdii metodicky podobnej tej našej (6), sme zistili významné 
rozdiely, ktoré sumarizujeme v tabuľke 2.

Tabuľka 2: Porovnanie frekvencie výskytu najčastejšie detegovaných haplotypov vo vzorke 192 slovenských 
Rómov s ich frekvenciou výskytu v štúdii uskutočnenej na vzorke 374 probandov reprezentujúcich slovenskú 
kaukazskú rasu (6). HS – haploskupina; SR – slovenskí Rómovia; SK – slovenská kaukazská rasa; HV1 + 16 000 a 
HV2 - pozícia v mitochondriálnom genóme, na ktorej došlo v príslušnej hypervariabilnej oblasti k tranzícii alebo 
inzercii (ins nasledované inzertovanými nukleotidmi); CRS – cambridgeská referenčná sekvencia (sekvenčná 
zhoda).

Haplotyp
HS SR SK (6)

HV1 + 16000 HV2

129 172 223 311 391 73 199 203 204 250 263 315insC I1 15,1% 0,2%

129 223 291 298 73 263 309insC 315insC M5 14,1% 1,0%

069 126 145 222 235 261 271 73 263 295 309insC 315insC J1a 4,7% -

CRS 263 309insCC 315insC H 3,6% 2,4%

129 223 291 298 73 263 309insCC 315insC M5 3,1% 0,2%

192 256 270 399 73 263 309insC 315insC U5a 3,1% -

Diskusia
Výhody analýzy mitochondriálnej DNA spočívajú v jej odolnosti voči extrémnym podmienkam 
vonkajšieho prostredia, vysokému počtu molekúl na bunku a jej bohatému zastúpeniu v 
rôznych tkanivách. Okrem kože, krvi, spermií a slín, ktoré sa bežne používajú na identifikáciu 
osoby, je možné mtDNA extrahovať aj zo zubov, vlasových stvolov, úlomkov kostí a dokonca 
aj z ľudských exkrementov. V jednej bunke sa môžu nachádzať až tisícky kópií molekúl mtDNA, 
čím sa stáva jej získavanie a sekvenovanie v porovnaní s manipuláciou so vzorkou jadrovej DNA 
neporovnateľne jednoduchšie (7).
Analýza mitochondriálnych haplotypov je pre diagnostické účely aplikovateľná len v prípade, 
že sa jedná o populáciu tvorenú príslušníkmi minimálne dvoch odlišných haploskupín. Všetky 
doposiaľ známe haploskupiny sú anotované v príslušných databázach, z ktorých sa pri 
populačnej analýze využíva napr. medzinárodná databáza EMPOP, obsahujúca ku dňu 
29.3.2023 vyše 48 500 anotovaných vzoriek zo všetkých kontinentov (8). V spojitosti s využitím 
databáz mtDNA sa naskytá etická a legislatívna otázka vyplývajúca z asociácie niektorých 
geneticky podmienených ochorení s konkrétnymi mutáciami v mitochondriálnom genóme, čo 
by mohlo mať za následok predikciu súčasného alebo budúceho zdravotného stavu jedinca na 
základe príslušnej patogénnej mutácie. Z tohto dôvodu je nutné, aby analýza mtDNA bola pre 
výskumné účely vykonávaná výhradne na nekódujúcich HV úsekoch (9).
Treba mať však na pamäti, že táto metóda je striktne vylučovacia, nie je teda možné ju použiť 
na identifikáciu konkrétnej osoby, ale na zúženie okruhu jednotlivcov na príslušníkov 
detegovaného haplotypu. V našej štúdii sme sa zamerali na detekciu najfrekventovanejších a 
pre rómsku populáciu najtypickejších haplotypov a zároveň na porovnanie frekvencie ich 
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výskytu u Slovákov kaukazskej rasy. V rámci našich výsledkov sme podľa predpokladov 
potvrdili prítomnosť veľkého množstva polymorfných miest v rámci hypervariabilných oblastí 
mitochondriálneho genómu. Celkovo sme u 192 probandov rómskeho pôvodu zachytili 83 
haplotypov zaradených do 13 hlavných haploskupín. Pri porovnaní výsledkov našej práce s 
výsledkami metodicky podobnej práce, uskutočnenej na vzorke 374 probandov kaukazskej 
rasy na Slovensku (6), sme zistili významné rozdiely vo frekvencii výskytu jednotlivých 
haplotypov (tabuľka 2). Najvýznamnejšie výsledky sme identifikovali pri podskupinách M5 a 
I1. Do podskupiny M5 spadalo 41 vzoriek (21,4%) (tabuľka 1), čo je porovnateľná frekvencia 
výskytu s ich zastúpením v rómskych populáciách v iných krajinách Európy (10). Naopak, 
podskupina I1, do ktorej spadalo 32 vzoriek (16,7%) (tabuľka 1), nie je v literatúre spájaná s 
výskytom u Rómov, ale s etnikom Lemkov, ktorých na území východného Slovenska 
reprezentujú Rusíni. Práve u nich bola zistená najvyššia popísaná frekvencia výskytu 
haploskupiny I (11). Tieto výsledky mohli byť zapríčinené regionálnymi rozdielmi aj v rámci 
samotnej rómskej populácie na Slovensku, čo by mohlo byť predmetom budúcich výskumov, 
ktoré by danú problematiku mohli ešte dôkladnejšie ozrejmiť.
Na základe vyššie popísaných charakteristík mitochondriálnej DNA a výsledkov vyplývajúcich 
z nášho, ako aj predošlého výskumu (6), vidíme potenciál využitia danej metodiky nielen v 
populačných štúdiách, ale aj pri antropologických a forenzných výskumoch.
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Úvod 
Statíny sú preferovaná hypolipidemická terapia pre jedincov s hyperlipidémiou a potvrdeným 
aterosklerotickým kardiovaskulárnym ochorením [1]. 
V ostatných rokoch sa však odhalil aj pleiotropný účinok statínov, vrátane protinádorového. 
Protinádorový účinok statínov ovplyvňujú rôzne faktory, vrátane miesta, pôvodu 
a genetického profilu nádoru a miery aktivácie génov cholesterolovej dráhy [2].
V našej štúdii staviame na koncepte citlivosti a rezistencie voči fluvastatínu, ktorá je spojená 
s úrovňou expresie génov v mevalonátovej dráhe [3-5]. Pleiotropný účinok fluvastatínu môže 
spočívať však aj v ovplyvnení procesov nesúvisiacich so syntézou cholesterolu. Cieľom práce 
bolo identifikovať gény mimo mevalonátovej dráhy, ktorých úroveň expresie by mohla súvisieť 
s citlivosťou vybraných bunkových línii na účinok fluvastatínu. 

Materiál a metódy
Zdroj dát a výber kľúčových génov
Dáta z expresnej štúdie nám boli poskytnuté v spolupráci s Laboratórium genomiky a 
bioinformatiky, Ústav molekulárnej genetiky, Česká akadémia vied, Praha, Česká republika. Na 
transkripčnú mikročipovú analýzu kmeňových buniek boli použité bunky ADMSC. Informácie 
o metodickom postupe sú dostupné v ArrayExpress databáze (E-MTAB-11579).
Zo získaných dát z expresnej štúdie boli vybrané rôzne exprimované gény (REG) spĺňajúce 
kritérium pre FDR (False Discovery Rate) < 0,05 a abs(log2FC) ≥ 1,5. V následnej analýze 
pomocou STRING aplikácie v Cytoscape softvéri [6,7] bola zostrojená sieť génov s ich 
interakciami, z ktorej boli vybrané kľúčové oblasti pomocou MCODE algoritmu. Podrobný 
popis algoritmu je dostupný v publikácii tvorcov [8]. Ako kľúčové gény boli vybrané gény 
najsignifikantnejšieho modulu MCODE algoritmu.

Analýza potencionálnych biomarkerov
ROC Plotter (https://www.rocplot.org/) je online nástroj na validáciu prediktívnych 
biomarkerov. ROC Plotter je schopný pomocou údajov na úrovni transkriptómu spojiť úroveň 
génovej expresie a odpoveď na terapiu. Algoritmus používa dáta z bunkových línií 
ovplyvnených rôznymi liekmi pochádzajúcich z dvoch dátových súborov: depmap a CTRP, 
pričom v oboch bol použitý fluvastatín. Na základe vypočítaných priemerných hodnôt IC50
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testovaných liečiv sa bunkové línie rozdelia na tertily. Bunkové línie s IC50 v hornom tertile 
priemernej hodnoty IC50 sú kategorizované ako rezistentné (nereagujúce) a bunkové línie v 
dolnom tertile IC50 sú kategorizované ako citlivé (reagujúce). Bunkové línie s IC50 v strednom 
tertile sú z analýzy vylúčené. Vstupné dáta sú potom náhodne rozdelené na tréningové dáta 
(66 %) a testovacie dáta (34 %). Algoritmus využíva model strojového učenia (Random Forest) 
a generuje ROC (Reciever Operator Characteristic) krivku. AUC (plocha pod krivkou) je počítaná 
z ROC krivky. Expresia génu s AUC v rozsahu 0,6 – 0,7 sa považuje za biomarker s potenciálnym 
klinickým využitím, v rozmedzí 0,7 – 0,8 ako biomarker vysokej kvality. Podrobnejšie 
informácie poskytuje článok tvorcov [9]. Ako vstup sme použili kľúčové gény a gény 
mevalonátovej dráhy. Gény s AUC > 0,6 v dátových súboroch CTRP aj depmap boli zobrazené 
a použité v ďalších analýzach. 

Stanovenie cytotoxicity fluvastatínu
Bunkové línie MCF-7, MiaPaCa-2, PC3 a WPMY-1 (ATCC, USA) boli inokulované do 96-
jamkových kultivačných platní (TPP, Švajčiarsko) v počte 3000 buniek na jamku a inkubované 
24 hodín pri 37,5°C a 5 % CO2. Kultivačné média DMEM s 10 % FBS boli použité pre bunkové 
línie MCF-7 a MiaPaCa-2. Pre bunky WPMY-1 bolo použité DMEM médium s 5 % FBS a pre PC3 
F12K médium s 10 % FBS. Následne boli ovplyvnené stúpajúcimi koncentráciami fluvastatínu 
(LKT Laboratories, USA) a inkubované ďalších 48 hodín. Pre stanovenie viability sme použili 
nepriamu metódu WST-1 (Roche, Švajčiarsko). Do každej jamky bolo pridaných 5 μl WST-1 
reagencie na 100 μl kultivačného média. Následne boli platne kultivované 3,5 hodiny 
v inkubátore. Pre stanovenie viability a výpočet IC50 bola fotometricky stanovená miera 
absorbancie metabolizovaným WST-1 (Synergy HTX, BioTek, USA).

Meranie génovej expresie pomocou kvantitatívnej PCR
Na izoláciu RNA z vybraných bunkových línii sme použili komerčnú extrakčnú súpravu GeneJET 
RNA Purification Kit (ThermoFisher Scientific, USA). Na ošetrenie RNA sme použili DNase 
I Amplification Grade, 1 U/μl (Invitrogen, USA). Na reverznú transkripciu sme použili súpravu
First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific, USA) s náhodnými hexamérmi ako 
primermi. Na určenie úrovne expresie sledovaného génu sme použili kvantitatívnu PCR (qPCR) 
s využitím TaqMan prób pre BIRC5 (s FAM reportérom) a referenčný gén TBP (s VIC 
reportérom). Na qPCR sme využili reakčnú zmes Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix 2X 
(ThermoFisher Scientific, USA. Všetky chemikálie boli použité podľa odporúčaní od dodávateľa. 
Na qPCR reakciu sme využili teplotný cyklér QuantStudio 3 (Applied Biosystems, USA). 
Pomocou programu QuantStudio Design and Analysis Software v1.5.2. sme vyhodnotili 
získané Ct hodnoty a amplifikačné krivky. Akékoľvek manipulácie dát boli vykonané v RStudio
(verzia 2022.2.0.443).

Výsledky
Analýzou REG pomocou MCODE algoritmu v Cytoscape softvéri sme sa dopracovali po sieť 
najsignifikantnejšieho modulu, zloženého zo 125 génov. Všetky gény v tejto sieti mali zníženú 
úroveň expresie oproti kontrole a funkčne patrili k regulátorom procesov ako bunkový cyklus 
a smrť. Vybraných 125 génov sme testovali algoritmom ROC Plotter s cieľom identifikovať 
gény, ktorých AUC < 0,6 v oboch použitých dátových súboroch. Boli identifikované 3 gény, 



Juraj Hutník, Petra Priščáková, Helena Gbelcová. Génová expresia ako potencionálny marker účinku 
statínov na nádorové bunky. Zborník študentských vedeckých prác. Univerzita Komenského v 
Bratislave. Bratislava. 2023.

98

BIRC5, SHCBP1, a DEPDC1. Dosiahnuté hodnoty AUC pre jednotlivé gény a ich kombináciu sú 
zhrnuté spoločne s p hodnotou rozdielu miery génovej expresie medzi citlivými 
a rezistentnými bunkovými líniami v Tab. 1. Testované boli taktiež gény mevalonátovej dráhy, 
z ktorých jediný spĺňal kritéria HMGCS1. 
Následne sme použitím depmap portálu sledovali korelácie génovej expresie vybraných génov 
a citlivosti na fluvastatín v rámci bunkových línií s rôznym nádorovým pôvodom. Korelácie boli 
negatívne pri génoch BIRC5, SHCBP1, DEPDC1 a naopak pozitívne pri géne HMGCS1. Silné 
Pearsonove korelácie boli pozorované pri bunkových líniách nádorov štítnej žľazy, prostaty, 
pleury, pečene a žlčového traktu. Vysoké korelácie sú pravdepodobne spôsobené nízkym 
počtom bunkových línií daného pôvodu v analýze. Podľa hodnoty p sú signifikantné korelácie 
pri líniách nádorov z uteru, pankreasu, pečene, obličky a hlavy a krku. 
Predpokladáme preto, že gény so signifikantnými Pearsonovými koreláciami majú vysoký 
potenciál biomarkera pre liečbu fluvastatínom nádory daného pôvodu a sú vhodné na 
experimentálne otestovanie. Všetky namerané Pearsonove korelácie vyššie ako -0,3 alebo 0,3 
sú zhrnuté v Tab. 2. 

Tab.1.: Gény s najväčšou mierou prediktability. Medzi testované gény boli zahrnuté kľúčové gény vybrané na 
základe analýzy expresnej štúdie a gény z mevalonátovej dráhy. depmap a CTRP predstavujú dve rôzne databázy 
účinku liekov na nádorové bunky. Mann-Whitney test bol použitý pre porovnanie rozdielu expresie medzi 
senzitívnymi a rezistentnými bunkovými líniami. V tabuľke sú zahrnuté gény, ktorých AUC > 0,6 v oboch dátových 
zdrojoch. 

Pre experimentálne overenie korelácie odpovedi na fluvastatín a génovej expresie BIRC5 sme 
zvolili 4 dostupné bunkové línie: MCF-7, MiaPaCa-2, WPMY-1 a PC3. Bunkové línie PC3 a 
WPMY-1 sú prostatického pôvodu, zatiaľ čo MCF-7 a MiaPaCa-2 prsníkového 
a pankreatického pôvodu. Pre porovnanie citlivosti na fluvastatín sme stanovili hodnoty IC50

pre každú bunkovú líniu. Zistili sme, že najlepšiu odpoveď vykazujú bunky MiaPaCa-2 
s hodnotou IC50 19,12 µmol/l. Bunky PC3 oproti ostatným bunkovým líniám vykazujú 
nelineárny charakter citlivosti na fluvastatín, preto nebolo možné určiť ich IC50 (Obrázok 1.). 
PC3 mali výrazne vyššiu úroveň expresie BIRC5 v porovnaní s ostatnými testovanými líniami. 
Predpokladáme, že práve veľmi vysoká expresia BIRC5 spoločne s ďalšími faktormi by mohla 
byť spojená s daným javom. Pri bunkovej línii WPMY-1 sme takýto charakter závislosti 
nepozorovali. Zistená IC50 pre fluvastatín bola 124 µmol/l. Bunky MCF-7 vykazovali najvyššiu 
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rezistenciu na fluvastatín, s hodnotou IC50: 272,4 µmol/l. Zároveň bola u nich nameraná 
najnižšia úroveň expresie BIRC5. 

Tab.2 Korelácie génovej expresie vybraných génov a senzitivity bunkových línii solídnych nádorov na fluvastatín. 
Pôvod charakterizuje oblasť primárneho nádoru danej bunkovej línie. Počet línii ukazuje množstvo bunkových 
línii daného pôvodu testovaných na fluvastatín. Pearson značí výsledok korelačnej analýzy podľa Pearsona. 
Hodnota p značí signifikanciu lineárnej regresnej analýzy. Zobrazené sú len korelácie Pearson > abs(0,3) a 
zahrnuté sú len pôvody, ktoré majú strednú silu korelácie aspoň pri dvoch génoch. * označuje korelácie so 
signifikantnou hodnotou p < 0,05. Dáta boli vygenerované cez depmap portál (www.depmap.org) na základe 
CTRP dátového súboru. PNS – periférny nervový systém.
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