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Editorial

Maly zvedavec v nas

VSimli ste si, ze malé deti maju tendenciu kazdu hracku, ktora sa nejako hybe, ma
kolieska, pruzinky ¢i vo svojom vnutri skryté neviditelné suciastky, rozobrat na najmen-
Sie kiisocky a snazia sa na ,velku radost svojich rodiCov* prist na to, ako ta vecicka
vlastne funguje? Alebo ked' ich pozornost uputa nova hracka, vsetkymi prostriedkami,
celou svojou silou a mocou sa snazia dostat ju do svojho dosahu a ¢im skor presku-
mat vsetky jej detaily?

Preco a ako to deti robia?

Deti sa nepytajy, Ci sa to d4, nehl'adaju dévody, pre€o to nejde, neodkladaju veci na ne-
skor. 1du vytrvalo za svojim, bez ohladu na okolnosti, ni¢ pre ne nie problém, kazdy ciel
je pre ne blizko, najdu vzdy sposob ako ho dosiahnut, nedaju sa ni¢im odradit. Kazdé
malé dieta vie, ¢o je to nadsenie, odhodlanie, vytrvalost, schopnost prekonavat prekaz-
ky. Neutichajlca zvedavost a tizba odhalit, ako veci funguiju, pohana ich ricky a noz-
ky, mobilizuje malého ClovieCika k akrobatickym kidskom, ktoré nds uvadzaju do Uza-
su a musime obdivovat, o vSetko ten maly zvedavec dokaze. Je zaujimavé, Ze tieto
vlastnosti maju skoro vSetky deti. Vedia, ako dosiahnut svoje.

Ako je to vS§ak s nami dospelymi?

Zvedavost a tizba odhalit, ako veci funguijd, je hybnym motorom, hiboko zakédovanym v fudskej DNA, ¢o ludi pohéia vpred,
nuti nas klast si nové otazky a hl'adat spravne odpovede.

Obcas si véak pri pohlade na bezny pracovny ruch musim klast otdzku: Kam sa podel ten maly zvedavec v nas? Ten, ktory
nadsene skiima svet okolo seba, rozumie mu, odusevnene bojuje za svoje myslienky, neda sa ni¢im odradit a prekona vSetky
prekazky? Pocuvame este jeho hlas, ktory nam kazdé rano vravi: Dokazes to, zvladnes to?

Zijeme v rychlej a komplikovanej dobe. Kazdy def sa na nas vali prid informécii. Hovori sa, Ze st najcennej$ou komoditou.
Zrejme natom nieco pravdy bude, no nemézem sa ubranit tsmevu, ak si uvedomim, Ze st to len jednotky a nuly, ¢o nas niekedy
teSia a niekedy Zivot neocakavane komplikujua.

V takej chvili sa skisme myslou vrétit do detstva a uverme tomu, v ¢o veri kazdé malé dieta: s malym zvedavcom v nés to
spolo¢ne zvladneme!

P. S.: Som si isty, ze ak Citate NewsLab, urCite aj vy patrite k tym dospelym, v ktorych kisok toho malého zvedavca z detstva
zostal. Ked sa vam zajtra rano prihovori, pozdravujte ho odo mna!

MVDr. Juraj Kuléar, MBA
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Povodné prace

Identifikacia metabolickych ciest v patogenéze diabetickej retinopatie
s vyuzitim exomovych sekvenacénych dat — pilotna studia

Andrej Ficek, Andrea Soltysova, Ludevit Kadasi
Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského v Bratislave, Katedra molekularnej biolégie

Diabeticka retinopatia je jednou z najcastejsSich mikrovaskularnych komplikacii diabetu mellitu a patri medzi naj-
CastejSie priciny straty zraku v rozvinutych krajinach. Hyperglykémia, hypertenzia ¢i zvySena hladina lipidov, kto-
ré patria medzi hlavné faktory, vS§ak predstavuju priblizne len 10 % rizika vzniku a rozvoja tohto ochorenia. Vel-
ky vyznam so snahou odhalit presny mechanizmus sa pripisuje genetickym faktorom. V tejto pilotnej stidii sme
analyzou zastupenia DNA variantov ziskanych celoexdmovou analyzou u pacientov s diabetickou retinopatiou
a skupine diabetickych pacientov bez retinopatie identifikovali metabolické cesty, ktoré by mohli zohravat tlohu
v mechanizme vzniku tohto ochorenia. Medzi signifikantné drahy patrili drahy podielajice sa na O-glykozylacii,
viaceré metabolické drahy bunkovej organizacie a komponentov ¢i metabolizmus kolagénu, lipidov, plazmatické-
ho lipoproteinu, selénu a mnohé dalSie. Analyza zastipenia metabolickych ciest kombinuje efekt slabych Géin-
kov viacerych variantov a zvySuje tak silu informacie prevazne v asociacnych studiach s malym po¢tom vzoriek.
Klucové slova: diabeticka retinopatia, exdmové sekvenovanie, analyza metabolickych ciest

Identification of metabolic pathways in pathogenesis of diabetic retinopathy using exome sequencing — a pilot study
Diabetic retinopathy is one of the most common microvascular complications of diabetes mellitus and is a com-
mon cause of vision loss in western countries. Hyperglycaemia, hypertension and dyslipidaemia, which are
among the main factors, however, represent only approximately 10% of total risk of development and disease pro-
gression. Various genetic variants are considered and tested intensively to unveil the exact pathophysiological
mechanism. In this pilot study, we analysed the representation of DNA variants identified by exome sequencing
in the group of patients with diabetic retinopathy and diabetic patients without retinopathy, to identify metabol-
ic pathways that could play a role in the disease onset. Among the significant pathways those involved in O-gly-
cosylation, metabolic pathways of cellular organization and components, metabolism of collagen, lipids, plas-
ma lipoprotein, and selenium were most represented. Metabolic pathway analysis combines the weak effects
of multiple variants and increases the power of information mainly in association studies conducted on a small
number of samples.

Keywords: diabetic retinopathy, exome sequencing

Newslab, 2020; ro¢. 11 (1):5-8

Uvod

Diabeticka retinopatia (DR) je jednou z najcastejsich mik-
rovaskularnych komplikacii DM a radi sa medzi najcastejSie
pri¢iny straty zraku u ludi stredného a vyssSieho veku. Vznik
a progresia diabetickej retinopatie s spojené s predizenym
trvanim diabetu, hyperglykémiou, hypertenziou a so zvyse-
nou hladinou lipidov. Tieto faktory v§ak predstavuju len 10
% rizika vzniku a rozvoja tohto ochorenia a predpoklada sa
existencia dalSich faktorov, spomedzi ktorych sa najvacsi vy-
znam pripisuje genetickym faktorom. Presny mechanizmus
vzniku ochorenia nie je jasny, ale je zndme, ze do patogenézy
diabetickej retinopatie je zapojenych viacero biochemickych
drah. Spominané biochemické mechanizmy zahffiaju napri-
klad polyolovi metabolickd drahu, neenzymatickd glykdaciu
a tvorbu koncovych produktov pokrocilej glykacie, oxidacny
stres, aktivaciu proteinkinazy C a mnohé iné™.

Ugast genetickych faktorov na vzniku DR je $tudova-
na vo velkej miere najma analyzou variantov vybranych
kandidatnych génov a v poslednom obdobi ¢oraz Castej-
Sie celogendmovymi asociacnymi analyzami (GWAS), kto-
ré sa stali Ustrednou metédou na Stidium genetickej zlozky

komplexnych ochoreni, pricom umoznili identifikaciu mno-
hych asociovanych chromozémovych oblasti®. Pri takych-
to Studiach je vyrazne limitované mapovanie kauzalnych va-
riantov s malou popula¢nou frekvenciou a malym ucinkom,
ktoré mozno identifikovat iba pri analyzach velkych skupin,
¢asto dosahujucich niekolko tisic testovanych jedincov, ¢o
vyrazne zvySuje laboratérne a finan¢né ndroky takychto $tu-
dii. Dal$ou nevyhodou v konvenénom pristupe GWAS analyz
je vyuzitie nekddujicich, ¢asto medzigénovych jednonukleo-
tidovych (SNP) polymorfizmov, pomocou ktorych vazba k sa-
motnym kauzalnym variantom nemusi byt vzdy spolahlivo
odhalena. V poslednych rokoch sa preto v asocia¢nych studi-
ach vyuzivaju pristupy sekvenovania novej generacie, Casto
so zameranim na exdm s moznostou priamej identifikacie
kauzalneho variantu®. Napriek zapojeniu tychto pokrocilych
highthroughput postupov analyzy DNA zostéva spojitost ge-
netickych faktorov s diabetickou retinopatiou stale otdzna,
pretoze napriek mnohym stddidm vysledky nie su konzistent-
né, ¢o je sposobené pravdepodobne najma v désledku mul-
tifaktorialnej povahy ochorenia, tiez v§ak malého poctu vzo-
riek v jednotlivych stadiach a tazkosti pri kontrole kovariatov
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Povodné prace

tejto choroby®. Identifikacia kauzalnych variantov je v pripa-
de vacsiny multifaktoridlnych ochoreni navyse komplikova-
na najma z dévodu existencie a Ucasti variantov tzv. malého
Gcinku, ktorych jednotliva identifikacia je tazka a na ich od-
halenie je ¢asto potrebna analyza ich vzajomnych vztahov.
Z tohto dévodu je jednym z pristupov na objasnenie moleku-
larnej patogenézy vyuzitie suCasnej analyzy variantov vzhla-
dom na ich prislusnost k rovnakym metabolickym cestam.
Analyza metabolickych ciest kombinuje efekt viacerych va-
riantov malého Gcinku, a tym zvysuje silu $tadie®. Takyto pri-
stup moze upriamit analyzu na metabolicku cestu, v ktorej st
nasledne sledované aj iné zriedkavé varianty, ktoré nemuse-
li byt nutne zachytené v primarnej asociacnej studii. Zaroven
tento typ analyzy odhaluje moznu spojitost skupiny varian-
tov s fenotypom, a teda pochopenie molekularnych mecha-
nizmov, ktoré je nevyhnutné na identifikaciu biomarkerov na
diagnostiku a liecbu.

V tejto pilotnej Studii sme sa na zaklade analyzy varian-
tov ziskanych exdmovym sekvenovanim pacientov s diabe-
tickou retinopatiou a kontrol spocivajlcich z pacientov s DM
bez diabetickej retinopatie zamerali na identifikaciu moz-
nych kandidatnych metabolickych ciest pre dalSie stadium
tohto komplexného ochorenia.

Experimentalna cast

Material a metodika

VSetky genomické analyzy boli uskutocnené na DNA vzor-
kach periférnej krvi pacientov izolovanych standardnymi au-
tomatizovanymi postupmi (MagNA Pure LC DNA Isolation
Kit, MagNA Pure LC 2.0 Instrument, Roche, Svajciarsko) zis-
kanymi v rdmci rieSenia projektu.

Priprava kniznic pre exdmové sekvenovanie bola uskutoc-
nena pomocou Nextera Rapid Capture Exome kitu (Illumina)
s velkostou cielovej sekvencie 37 Mb podla odporucani vy-
robcu. Jednotlivé kroky pripravy aj kvalita pripravenej knizni-
ce boli overené vyuzitim kapilarnej elektroforézy systémom
Agilent 2100 Bioanalyzer s pouzitim Agilent High Sensitivi-
ty DNA Kitu (Agilent, USA). Pripravené kniznice boli analyzo-
vané systémom NextSeq 500 lllumina s vyuzitim NextSeq
500 High Output Kitu. Analyzované data boli bioinformatic-
ky spracované pomocou web-based BaseSpace aplikacie
(Ilumina) a GALAXY servera®. Analyza variantov aj identifi-
kacia variantov vykazujucich signifikantne rozdielne alelové
zastupenie medzi skupinami pacientov boli uskuto¢nené po-
mocou Ingenuity variant analysis softvéru (Qiagen) vyuzitim
asociacného testu s bonferroniho korekciou. Analyza zastu-
penia variantov v metabolickych cestach bola vyhodnotena
pomocou databazy ConsensusPathDB®),

Vysledky

Exémovou analyzou bolo skimanych 24 nepribuznych pa-
cientov s diabetom mellitom 2. typu rozdelenych do dvoch
skupin podla pritomnosti diabetickej retinopatie. 12 pa-
cientov vo veku 40 az 65 rokov (priemer 52,5 roka) trpelo
diabetom kratsSie ako 6 rokov, pricom u nich boli diagnos-
tikované priznaky neproliferativnej formy diabetickej re-
tinopatie s pritomnostou mikroaneuriziem, hemoragii a
makkych exudatov. ZvySnych 12 pacientov vo veku 48 az 84
rokov (priemer 65 rokov) predstavovali pacienti s diabetom

mellitom pretrvavajucim viac ako 17 rokov, avSak bez nédlezu
diabetickej retinopatie. V rdmci uskutocnenej exdmovej ana-
lyzy s priemernou hibkou ¢&itania cielovych sekvencii 150x
bolo u pacientov identifikovanych celkovo viac ako 120 000
variantov s minimalnym pokrytim 20 ¢itani, z ktorych 2 034
variantov, lokalizovanych v 1 417 génoch, vykazovalo signifi-
kantne rozdielne alelové zastlpenie medzi dvomi skupinami
pacientov (s p-hodnotou < 0,05, obrazok 1). Samotna analyza
prislusnosti identifikovanych génov k metabolickym cestam
(over-representation analysis) pomocou integrovanej data-
bazy ConsensusPathDB odhalila spolu 166 metabolickych
ciest, ktoré boli zastipené signifikantnym poctom identifiko-
vanych génov. Identifikované metabolické cesty pochadzali
z 11 databdz. Medzi metabolické drahy, v ktorych sa v signi-
fikantne zvySenej miere vyskytovali gény obsahujice nami
identifikované varianty, patrili:

O viazana glykozylacia (p = 2,05e-05), O-glykozylacia muci-
nov (p = 9,84e-05) a TSR proteinov (p = 0,0411) aj terminéacia
biosyntézy O-glykanov (p = 2,57e-05)

Bunkova organizacia. Viaceré metabolické cesty zodpoved-
né za organizaciu extracelularneho matrixu a interakciu re-
ceptorov ECM (p = 2,31e-05, 0,00027), interakcie integrinov
a beta-1 integrinu bunkovych povrchov (p = 2,37e-05, 8,28e-
05) ¢i interakcie lamininov (p = 0,0154)

Metabolizmus kolagénu, jeho biosyntézy (p = 2,86e-05) a for-
macie (p = 9,47e-05) aj trimerizacie retazcov a degradécie
(p =9,96€-05, 0,00166)

Metabolizmus lipidov, zastipeny viacerymi cestami ako mi-
tochondridlna beta-oxidacia dlhych a stredne dlhych retaz-
cov (p = 0,00287, 0,00107), prediZenie retazca mastnych ky-
selin v mitochondrii (p = 0,00821) ¢i syntéza eikozanoidov
(p =0,00311) aiiné.

Metabolizmus plazmovych lipoproteinov a ich klirensu
(p =0,0123, 0,00525)

Signalne drahy ako draha ovplyviujica hladinu cAMP cez
G alfa podjednotky (p = 0,00639) ¢i NOTCH1 (p = 0,0143)
a NOTCH3 (p = 0,0218) signalne drahy

Metabolické cesty spajané so selénom a kyselinou seléno-
vou (p = 0,00109) a metabolizmus zl(¢enin obsahujlcich se-
Ién (p = 0,0225)

Spomedzi 2 034 variantov vykazujucich signifikantne roz-
dielne zastupenie medzi skupinami boli identifikované aj
varianty v 32 génoch, ktoré zohravaju délezitd ulohu v pa-
togenéze retinalnych ochoreni, napriklad CNGA1 (retinitis
pigmentosa), ERCC6 (macular degeneration), NBAS (optic
atrophy and retinal dystrophy), OPN1SW (tritanopia), POC5
(syndromic disease with retinitis pigmentosa), RP1L1, CDH3
(macular dystrophy) a iné.

Diskusia

Presny mechanizmus vzniku diabetickej retinopatie do-
posial’ nie je napriek mnohym studiam celkom objasneny,
je vSak zname, ze do patogenézy je zapojenych viacero bio-
chemickych drah pre reguldciu hyperglykémie, hypertenzie,
zdapalu, hladiny lipidov a mnohé dalSie. V tejto pilotnej Stu-
dii sme analyzou dat exdmového sekvenovania 24 pacien-
tov identifikovali celkovo 166 kandidatnych metabolickych
ciest, z ktorych najviac zastipenymi boli cesty zapojené do
0O-glykozylacie, organizacie ECM, metabolizmu kolagénu,
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Povodné prace

Obrazok 1. Prehlad analyz a ziskanych vysledkov pilotnej Stidie zameranej na identifikdciu skupin
metabolickych ciest pre Studium asocidcie genetickych markerov s diabetickou retinopatiou. *166
metabolickych ciest bolo identifikovanych v 11 databazach (BioCarta, Inoh, Humancyc, Reactome,
Kegg, Smpdb, EHMN, Netpath, Signalink, Pid a Wikipathways) pricom v niektorych pripadoch sa

méZu identifikované metabolické cesty prekryvat.

selénu, lipidov a plazmovych lipoproteinov. Za jeden z hlav-
nych faktorov vzniku DR je povazovany pretrvavajuci, sub-
klinicky zapal, ktory v désledku hyperglykémie, oxidaéného
stresu, nadmernej glykacie a hypertenzie vedie k zvySené-
mu tlaku retinalnej vaskulatiry, neovaskularizacii, hemoragii
a leukostéaze, ktora je vyznamnym javom DR'9. Centralnu
ulohu zapalu v patogenéze DR potvrdzuju aj Studie zamera-
né na poddavanie protizapalovych liekov, ktoré brania progre-
sii DR, Pretrvavajlca expresia proinflamacnych cytokinov,
chemokinov a aktivacia solubilnych a bunkovych adhéznych
molekul koreluje s progresiou DR a prispieva k leukostaze
zvySovanim interakcie leukocytov s endotelidlnymi bunka-
mi. K zvySenej adhézii leukocytov prispievaji zmeny v uh-
lovodikovych retazcoch membrén leukocytov, pri ktorych v
dosledku zapalovej aktivacie N-acetylgluk6zaminyltransfe-
razy (C2GNT) dochadza k ich O-glykozylacii, ktorej zvysena
miera koreluje s progresiou a zavaznostou DR aj diabetickej
nefropatie®. Lokalny zapal sposobuje tiez aktivaciu mikrogli-
alnych buniek, ktora vedie k zvysSenej produkcii metalopro-
teinaz (MMPs). Ulohu MMPs vo vztahu k organizécii extra-
celularneho matrixu a interakcii ECM receptorov analyzovali
viaceré studie, pri ktorych bolo preukazané, ze degradaciou
komponentov ECM sa MMPs podielaju na reguléacii prolife-
racie, neovaskulogenézy a tkanivového remodelingu(2'®,
Varianty MMP-2 boli sledované aj vo vztahu ku kolagénu 1V,
ktorého akumulacia spdsobujuca zvacsenie bazalnej mem-
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brany kapilar je znamym patologickym nalezom DR a diabe-
tickej nefropatie'9. Uloha selénu bola skiimana v suvislos-
ti s reguldciou enzymov zucastnujucich sa na ochrane proti
oxidacnému stresu, pricom bolo ukazané, ze suplementacia
selénom pomaha zmierneniu tvorby mikrovaskularnych lézii
v retine a ma protektivny efekt pred oxidaénym stresom in-
dukovanym glukézou(e'”), Viaceré hypotézy vznikali ohladne
ulohy plazmovych lipoproteinov. Kym pri zdravej retine lipo-
proteiny neprechadzaju krvno-retinalnou bariérou, v pripade
diabetickej retiny moze byt tato bariéra narusena, preto lipo-
proteiny mézu hrat nepriamu, ale dolezita ulohu v modulécii
nasledkov tohto porusenia®. Stvislost DR a plazmovych li-
pidov bola preukazana vo viacerych stadiach priamym me-
ranim koncentracie cholesterolu, LDL, HDL, LDL a HDL fosfo-
lipidov, triglyceridov, a apolipoproteinov A a B, pricom bola
pozorovana zvySena koncentracia viacerych z nich prave u
pacientov s DR (929 V ramci tejto pilotnej Studie boli iden-
tifikované viaceré metabolické cesty, ktoré mézu byt kandi-
datnymi pre dalSie studie, uloha jednotlivych génov a ich va-
riantov véak musi byt sledovana analyzou vacsieho suboru
pacientov.
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Epidemiologické charakteristiky pacientov s diabetom mellitom
a diabetickou retinopatiou na Slovensku: vysledky zo studie DIARET SK

Marta Ondrejkova', Monika GajdoSova', Iveta Tvrda?, Jana Fabkova?, zastupuijuci tim Stidie DIARET SK
'Specializovana nemocnica v odbore oftalmoldgia, Zvolen
2Novartis Slovakia, s. r. 0., Bratislava

Diabeticka retinopatia (DR) je hlavnou pri¢inou slepoty u pacientov s diabetom mellitom (DM). DIARET SK je
prva epidemiologicka a multicentricka stidia na Slovensku, ktorej ciefom bolo vyhodnotit epidemiologické cha-
rakteristiky u slovenskych pacientov s DM 1. a 2. typu a DR. Epidemiologicky a multicentricky prieskum zahfnal
4 078 dospelych pacientov (vo veku = 18 rokov) od 51 diabetolégov a 47 oftalmolégov. Do Studie bolo zarade-
nych 3 700 pacientov (DM 1. typu = 295, DM 2. typu = 3 405). Priemerny glykovany hemoglobin (HbA1c (% DCCT))
bol 7,5 (1,4) u pacientov s DM 2. typu a 8,5 (1,6) u pacientov s DM 1. typu. Priemer trvania DM 2. typu bol kratsi
v porovnani s DM 1. typu (7,5 [5,2] vs 10,3 [6,9] roka). Najcastejsimi faktormi, ktoré prispievali u slovenskych pa-
cientov k vzniku DR a DEM, boli trvanie ochorenia a vys$si HbA1c.

Klucové slova: diabeticka retinopatia, diabetes mellitus 1. typu, diabetes mellitus 2. typu, diabeticky edém ma-
kuly, glykovany hemoglobin

Epidemiological characteristics of patients with diabetic retinopathy in Slovakia: results from the DIARET SK study
Diabetic retinopathy (DR) is the major cause of blindness in patients with diabetes mellitus (DM). DIARET SK is
the first epidemiological and multi-centre study in Slovakia aimed at evaluating the epidemiological character-
istics in Slovak patients with type 1 and type 2 DM and DR. The epidemiological and multicenter survey includ-
ed 4078 adult patients (=18 years of age) from 51 diabetologists and 47 ophthalmologists. The study enrolled
3700 patients (type 1 DM = 295, type 2 DM = 3405). The mean (SD) glycated hemoglobin (HbA1c) was 7.504 in
type 2 DM patients and 8.5("% in type 1 DM patients. The mean duration of type 2 DM was shorter compared to
type 1 DM (7.5 [5.2] vs 10.3 [6.9] years). The most frequent factors contributing to the development of DR and
DEM in Slovak patients were disease duration and higher HbA1c.

Keywords: diabetic retinopathy, type 1 diabetes mellitus, type 2 diabetes mellitus, diabetic macular oedema, gly-
cated hemoglobin

Newslab, 2020; ro¢. 11 (1): 9 - 13

Uvod

Diabetes mellitus (DM) je jednym z najvacsich zdravot-
nych problémov 21. storocCia. Podla udajov Medzindrodnej
federacie diabetu (International Diabetes Federation) z roku
2017 ma takmer 425 miliénov ludi vo veku 20 — 79 rokov dia-
betes(. Predpoklada sa, Ze do roku 2030 sa pocet pacientov
s DM zvySi 0 69 % v rozvojovych a 0 20 % v rozvinutych kraji-
nach®. Diabeticka retinopatia (DR) je hlavnou pri¢inou straty
zraku u dospelych vo veku 20 - 74 rokov®. Viac ako tretina
pacientov s DM ma priznaky DR a tretina z nich je postih-
nuta diabetickou retinopatiou ohrozujticou zrak (VTDR), kto-
rd je definovana ako zavazna neproliferativha DR alebo pro-
liferativna DR (PDR), alebo pritomnost diabetického edému
makuly (DEM)®@. Trvanie diabetu a zla kontrola glykémie su
najddlezitejSie rizikové faktory spojené s vyvojom DR a vac-
Sinou chronickych komplikacii suvisiacich s diabetom. Vy-
znamné klinické studie, ako je ,The Diabetes Control and
Complications Trial/Epidemiology of Diabetes Intervention
and Complications (DCCT/EDIC)", preukézali, Ze intenzivna
liecba hyperglykémie U¢inne oneskoruje nastup a spomalu-
je progresiu komplikacii pri DM vratane DR®. Dokazalo sa, Ze
okrem straty zraku prispievaju DR a DEM k rozvoju dalSich

komplikacii suvisiacich s cukrovkou vratane nefropatie, peri-
férnej neuropatie a kardiovaskularnych prihod®9). V tejto pra-
ci uvadzame vysledky studie DIARET SK (Prevalencia DIA-
betickej RETinopatie a dopad genetickych faktorov na vznik
diabetickej retinopatie u pacientov s DM 1. a 2. typu na Slo-
vensKu), ktorej cielom bolo zistit epidemiologické a rizikové
faktory pacientov s DM a DR.

Material a metody

DIARET SK bol epidemiologicky, multicentricky prieskum
u dospelych pacientov (vo veku = 18 rokov) s DM 1. a 2. typu,
ktori spifiali kritéria na zaradenie a podpisali formular infor-
movaného sihlasu s epidemiologickym vyskumom. Kazdy
zaradeny pacient absolvoval vysSetrenie oboch o¢i aj u oftal-
moldga. Pacientom bol prideleny unikatny identifikacny kod,
aby sa zachovala anonymita, a identitu pacienta poznal iba
o$etrujuci lekar. Udaje sa zbierali u 51 diabetolégov a 47
oftalmolégov v obdobi februar az december 2015. Zarado-
vanie pacientov prebiehalo pocas navstev u diabetoldgov, pri
ktorych im boli vySetrené potrebné parametre a tie boli elek-
tronicky zaznamenané spolu s retrospektivnymi anamnes-
tickymi udajmi. Aby sa zabezpecil nezaujaty vyber, pacienti
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boli vyberani kazdy den skriningu podla vopred Specifikova-
ného poradia. Zahrnuti boli vsetci pacienti s DM (1. aj 2. typu)
bez ohl'adu na trvanie DM a bez ohl'adu na o¢né komplikacie
v pacientovej anamnéze alebo pri vySetreni diabetolégom.
Pacienti boli vyradeni, ak mali 1) < 18 rokov, 2) gestacny dia-
betes alebo sekundarny - indukovany diabetes, 3) diabetic-
ku ketoaciddzu alebo hyperosmolarnu kému a 4) zneuzivali
alkohol alebo mali akutnu intoxikaciu alkoholom.

Statisticka analyza: Akékolvek zaujatie bolo eliminované
pouzitim vopred Specifikovaného kvazi néhodného procesu vy-
beru pacientov. Vd'aka vy$Siemu poctu pacientov sa oCakavali
najpresnejSie vysledky v zmysle Statistickej chyby vratane cel-
kovej prevalencie a identifikacie rizikovych faktorov prispieva-
jucich k vzniku DR. Primarne ciel'ové vysledky st uvadzané Wil-
sonovym skore 95 % intervalu spolahlivosti (IS). Analyza vplyvu
rizikovych faktorov na prevalenciu DR a DEM sa realizovala po-
mocou multivariaénej logistickej regresie. Miera chybajucich
hodnét bola véeobecne nizka. Nedoplifali sa chybajtice data.
V analyzach korelacii alebo logistickych regresii boli pouzité
vSetky data s dostupnymi vysledkami. Charakteristiky pacienta
boli opisované Standardnymi metédami deskriptivnej Statisti-
ky — celkovy pocet pacientov (N), percentuélny podiel (%), prie-
mer, median, minimum, maximum, Standardnd odchylka (SD).

Vysledky

Konecny subor dat obsahoval udaje od 4 014 pacientov.
Pomocou kvazi nahodného pristupu bolo zaradenych 3 700
pacientov (DM 2. typu = 3 405, DM 1. typu = 295), 16 (DM
2. typu = 15, DM 1. typu = 1) bolo zaradenych v skupine vo-
pred Specifikovanej s trvanim DM < 5 rokov s histériou DR
a298 (DM 2. typu =204, DM 1. typu = 94) pacientov s trvanim
DM = 20 rokov. Vysledky st uvadzané zvlast podla typu DM.

Podiel zien bol podobny v oboch skupinach s DM 2. aj
1. typu (1 806 [53 %) vs 154 [52,2 %], v uvedenom poradi).
Priemerny vek (SD) v Case diagnostikovania DM bol 53,4
(9,5) roka u pacientov s DM 2. typu a 27,6 (12,9) roka s DM
1. typu. Priemerny vek (SD) pacientov bol 60,9 (9,5) roka u
pacientov s DM 2. typu a 37,9 (12,1) roka u pacientov s DM
1. typu. Vacsina pacientov v skupine s DM 2. typu bola vo ve-
ku medzi 50 — 70 rokov, zatial' ¢o v skupine s DM 1. typu bo-
li do 45 rokov (obrazok 1 A a B).

Priemer (SD) trvania DM 2. typu bol 7,5 (5,2) roka a DM
1. typu 10,3 (6,9) roka. Trvanie ochorenia DM 2. typu u vac-
siny (69,4 %) pacientov bolo < 10 rokov a viac ako = 20 ro-
kov iba u 40 (1,2 %) pacientov. Zo vSetkych pacientov s DM
1. typu malo 46,8 % trvanie ochorenia < 10 rokov a iba 5,4 %
= 20 rokov. Trvanie DM 2. a 1. typu kategorizované podla ro-
kov trvania je zobrazené na obrazku2 C aD.

Priemer (SD) HbA1c (% DCCT) bol 7,5 (1,4) u pacientov
s DM 2. typu a 8,5 (1,6) u pacientov s DM 1. typu. Hladiny
HbA1c sa u vacsiny (72,6 %) pacientov s DM 2. typu pohybo-
vali medzi 6 % - 8,5 %, zatial ¢o u vacsiny (63,7 %) pacientov
s DM 1. typu sa hladiny HbA1c pohybovali medzi 6,5 % — 9 %.
Celkovo 55,2 % pacientov s DM 2. typu a 81,8 % pacientov
s DM 1. typu malo hladiny HbA1c nad normdlnym rozpatim
(< 7 %)?. Pri DM 2. typu mali 2 % pacientov hladiny HbA1c
> 11, zatial ¢o pri DM 1. typu malo hladiny HbA1c > 11 5,8 %
pacientov (obrazok 3 E aF).

DCCT, studia kontroly a komplikacii diabetu; HbA1c, gly-
kovany hemoglobin

Prevalencia DR bola vy$sSia u pacientov s DM 2. a 1. ty-
pu s trvanim ochorenia = 20 rokov v porovnani s trvanim DM
< 20 rokov (tabulka 1).

Obrazok 1 (A a B). RozloZenie veku u pacientovs DM 1. (B) a 2. typu (A)
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Obrazok 2 (C a D). Trvanie DM 2. a 1. typu
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Tabulka 1. Prevalencia akejkolvek DR podla trvania a typu DM

Trvanie (roky)

[ +] Towmde Dl L v

S Y

=4 5=¥ 10-I8 L¥-1% zIb

0 e sy |

DM 2. typu DM 1. typu
N | n | Prevalenciaper100(95%IS)* | N | n | Prevalencia per 100 (95 % IS)*

0-4 1092 65 595 (4,7;7,52) 68 7 10,29 (5,08; 19,76)

5-9 1270 157 12,36 (10,66; 14,29) 70 10 14,29 (7,95; 24,34)

10 - 14 658 148 22,49 (19,47; 25,84) 82 30 36,59 (26,98; 47,39)
15-19 345 122 35,36 (30,5; 40,54) 59 27 45,76 (33,7; 58,34)

20 - 24 144 (30 +114) | 72 (19 + 53) 50 (41,94; 58,06) 42 (8 +34) | 26 (6 +20) 61,9 (46,81;75)

25 - 29 56 (4+52) | 36(2+34) 64,29 (51,19; 75,54) 27(4+23) | 16(3+13) 59,26 (40,73; 75,49)

=30 44(6+38) | 25(3+22) 56,82 (42,22; 70,32) 41 (4+37) | 27 (3+24) 65,85 (50,55; 78,44)
Diskusia incidencie a progresie DR u pacientov randomizovanych na

Stadia DIARET SK bola prva a zatial jedina na Slovensku,
v ktorej sa hodnotili epidemiologické charakteristiky pacien-
tov s DM a DR a ich vplyv na vznik DR a DEM. Prevalencia
DM stupa s rasticim vekom® a spésobuje komplikacie stvi-
siace s DR. DR je kld¢ovym indikatorom mikrovaskularnych
komplikacii suvisiacich s DM. V tejto studii bol priemerny vek
pacientov s DM 2. typu vy$si ako u pacientov s DM 1. ty-
pu a nase vysledky su podobné, ako vysledky hlasené z ne-
davno publikovanej danskej studie®. Skimanie rizikovych
faktorov tiez odhalilo zaujimavé Gvahy v klinickej praxi aj vo
vyskume. Hyperglykémia zostava najdolezitejSim modifiko-
vatelnym rizikovym faktorom DR. HbA1c predstavuje chro-
nicku koncentraciu glukézy v krvi a pouziva sa ako marker na
predpovedanie buducich komplikacii stvisiacich s DM a ako
kriticky parameter na hodnotenie vplyvu ochorenia. Na zis-
tenie efektu znizenych hladin glukézy v krvi na mikrovasku-
larne komplikacie u pacientov s DM 2. typu a 1. typu sa rea-
lizovalo niekolko klinickych studii. Vysledky studii naznacdili,
ze chronické znizenie hladin glukézy v krvi ndsledne znizi-
lo riziko DR, Vysledky zo $tudie kontroly a komplikacii
diabetu (Diabetes Control and Complications Trial (DCCT))
v USA a Kanade pre DM 1. typu a z prospektivnej studie
DM v Spojenom krélovstve (the United Kingdom Prospecti-
ve Diabetes Study (UKPDS)) pre DM 2. typu(? ukéazali vel-
mi vyznamné znizenia (DCCT, p < 0,001; UKPDS, p = 0,009)

prisnu kontrolu glukézy v krvi (HbA1c < 7 %). Na druhej stra-
ne vysledky zo Studii ADVANCE a ACCORD ukazali, ze agre-
sivna kontrola glykémie (< 6,5 %) vyznamne neznizila riziko
retinopatie(519),

V §tudii DIARET, bez ohladu na typ DM, mala vacsina pa-
cientov priemerné hladiny HbA1c nad normalnym rozpatim
(> 7 %). Priemerné hladiny HbA1c boli vy$sie u pacientov
s DM 1. typu v porovnani s pacientmi 2. typu, ¢o moze byt
jednym z doévodov vysSej prevalencie DR u pacientov s DM
1. typu v Stadii DIARET SK. Tieto vysledky zo $tudie DIARET
SK st podobné ako vysledky hlasené zo Spanielskej popula-
cie (priemer [SD]: 7,38 + 1,29 % pre DM 2. typua 8,38 £ 1,16 %
pre DM 1. typu). Autori vy$sie hodnoty akychkolvek DR pri
DM 1. typu vysvetluju dvoma roznymi pri¢inami: (i) dihsie tr-
vanie DM (13,63 + 8,42 roka u pacientov s DM 1. typu v porov-
nani s 8,25 * 6,1 roka u pacientov s DM 2. typu) a (i) zI& me-
tabolicka kontrola merana pomocou HbA1c (8,38 + 1,16 %
u pacientov s DM 1. typu v porovnani so 7,38 £ 1,29 % u pa-
cientov s DM 2. typu)(9. V liverpoolskej studii bol median
trvania DM pri 2. type 3,2 roka a pri DM 1. typu 12,8 roka,
vo waleskej studii 5,3 roka a 16,7 roka v uvedenom poradi
a v danskej stadii 8 rokov a 19 rokov v uvedenom poradi7-9,
V naSej studii bol median trvania DM 7 rokov u pacientov
s DM 2. typu a 10 rokov u pacientov s DM 1. typu. V studii
DIARET SK véacsina pacientov s DM 2. typu (69,4 %) udavala
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Obrazok 3 (E a F). Priemerné hladiny HbA1c u pacientovs DM 2. a 1. typu
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trvanie ochorenia < 10 rokov a iba 30,6 % pacientov s DM
2.typu a 53,2 % s DM 1. typu > 10 rokov. To moze byt jeden
z dévodov vyssej prevalencie DR medzi pacientmi s DM 1.
typu v tejto studii podobne, ako to bolo pozorované v pred-
chadzajucich publikovanych stadiach(7'9). Tato epidemio-
logickd Studia na slovenskej populacii potvrdzuje vysledky
predchadzajdcich studii v inych populaciach, ze glykemic-
ka expozicia (trvanie posobenia DM a HbA1c) je prevlada-
jucim faktorom pri vzniku DR. V¢asna detekcia, dobra kon-
trola HbATc a rychla lietba umoznuju prevenciu zrakového
poskodenia suvisiaceho s DM, lepSi manazment tychto pa-
cientov a znizenie zataze liecbou. Pacienti s DM si vyZadu-
ju pravidelné sledovanie lekarmi primarnej starostlivosti, aby
optimalizovali svoj glykemicky index a aby sa zabranilo vy-
voju a progresii DR a dalSich komplikacii suvisiacich s DM.
Udaje zo studie DIARET SK poskytuju zaklad na porovnanie
slovenskych epidemiologickych udajov so Studiami z inych
krajin, poskytuju pohlad na manazment a lepSie porozume-
nie tohto ochorenia ohrozujuceho zrak. DIARET SK je prva
rozsiahla, dobre kontrolovanda epidemiologicka studia, kto-
rd hodnotila epidemiologické charakteristiky pacientov s DM
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Prevalencia diabetickej retinopatie na Slovensku: vysledky zo studie
DIARET SK

Marta Ondrejkova’, Monika Gajdosova', Iveta Tvrda?, Jana Fabkova?, zastupujuci tim studie
DIARET SK

'Specializovana nemocnica v odbore oftalmoldgia, Zvolen
2Novartis Slovakia, s. r. 0., Bratislava

DIARET SK je prva epidemiologicka a multicentricka Stidia na Slovensku, ktorej cielom bolo vyhodnotit preva-
lenciu diabetickej retinopatie (DR) u slovenskych pacientov s diabetom mellitom (DM) 1. a 2. typu. Epidemio-
logicky a multicentricky prieskum zahfiial 4 078 dospelych pacientov (vo veku = 18 rokov). Do studie bolo za-
radenych 3 700 pacientov (DM 1. typu = 295, DM 2. typu = 3 405). U pacientov s DM 2. typu bolo 516 (15,5 %)
pripadov DR, 19 (0,56 %) proliferativnej DR (PDR) a 106 (3,11 %) pripadov diabetického edému makuly (DEM).
U pacientov s DM 1. typu bolo 86 (29,15 %) pripadov DR, 10 (3,39 %) PDR a 12 (4,07 %) DEM. DIARET je prva roz-
siahla, dobre kontrolovana epidemiologicka studia, ktora vyhodnotila prevalenciu DR na Slovensku. Tieto udaje
moZu slazit ako zaklad na porovnanie s inymi Stidiami a zaroven pomact lepSiemu porozumeniu a manazmen-
tu tohto ochorenia ohrozujuceho zrak.

Klicové slova: diabeticka retinopatia, diabetes mellitus 1. typu, diabetes mellitus 2. typu, diabeticky edém ma-
kuly, glykovany hemoglobin

Prevalence of diabetic retinopathy in Slovakia: results from DIARET SK study

DIARET SK is the first epidemiological and multicenter study in Slovakia to evaluate the prevalence of diabetic
retinopathy in Slovak patients with Type 1 and 2 diabetes mellitus (DM). An epidemiological and multi-center
survey included 4078 adult patients (aged =18 years). The study enrolled 3700 patients (Type 1 DM = 295, Type
2 DM = 3405). In the Type 2 DM patients, there were 516 (15.5%) cases of DR, 19 (0.56%) proliferative DR (PDR)
and 106 (3.11%) cases of diabetic macular edema (DEM). In type 1 DM patients, there were 86 (29.15%) cases of
DR, 10 (3.39%) PDR, and 12 (4.07%) DEM. DIARET is the first large-scale, well-controlled epidemiological study
to assess the prevalence of DR in Slovakia. These data can serve as a basis for comparison with other studies
while helping understanding better and managing this vision-threatening disease.

Keywords: diabetic retinopathy, type 1 diabetes mellitus, type 2 diabetes mellitus, diabetic macular edema, gly-
cated hemoglobin

Newslab, 2020; ro¢. 11 (1): 14 - 18

Uvod

Diabeticka retinopatia (DR) je hlavnou pric¢inou slepo-
ty u dospelych v produktivnom veku a takisto u pacientov
s diabetom mellitom (DM). Udava sa, Ze je pricinou 4,8 %
pripadov slepoty™. Celosvetova prevalencia DR u pacientov
s DM sa udéva okolo 34,6 % a vyskytuje sa najma u pacien-
tov vo veku 20 — 74 rokov®®. Dostupné Udaje o prevalencii
DR su vSak nekonzistentné. Uvadza sa, ze prevalencia DR je
vyssia u pacientov s DM 1. typu v porovnani s DM 2. typu®.
Ocakava sa, Ze prevalencia DR sa bude dalej zvySovat v do-
sledku zvysujucej sa prevalencie DM, starnutia populacie a
zvy$ovania strednej dizky Zivota pacientov s DM. DR sa kla-
sifikuje do dvoch typov: neproliferativna diabeticka retinopa-
tia (NPDR) a proliferativna DR (PDR)®. PDR je pokrocilé sta-
dium DR a vyskytuje sa v dosledku abnormalnej angiogenézy
na povrchu sietnice®. Je zname, Ze vcasna detekcia a rych-
la lieCba najmé& DR ohrozujlcej zrak (VTDR) umozniuju pre-
venciu zhorsenia zraku spojenu s DM. Uddava sa, Ze vCasna
liecba méze znizit riziko straty zraku u jednotlivcov az o 57
%®. Systematicky skrining DR je délezity pri identifikacii pa-

cientov, ktori potrebuju odporicanie k Specialistovi, najma
pacientom s VTDR. V sUcCasnosti nie su dostupné udaje o
prevalencii DR, jej stadidch a DEM na Slovensku. Slovensko
nema ndarodny skriningovy program pre DR a doteraz nema-
lo ani Udaje o prevalencii DR u pacientov s DM. V tejto praci
prvykrat uvadzame vysledky o prevalencii DR u slovenskych
diabetickych pacientov zo Studie DIARET SK ,Prevalencia
DIAbetickej RETinopatie a dopad genetickych faktorov na
vznik diabetickej retinopatie u pacientov s DM 1. a 2. typu
na SlovensKu“.

Material a metody

DIARET SK bola epidemiologicka multicentricka Studia
u dospelych pacientov (vo veku = 18 rokov) s DM 1. a 2. typu,
ktori spifiali kritéria na zaradenie a podpisali formular infor-
movaného suhlasu s epidemiologickym vyskumom. Pacien-
ti boli vyradeni, ak mali < 18 rokov, gestacny diabetes alebo
sekundarny — indukovany diabetes, diabetickl ketoacidézu
alebo hyperosmolarnu kdmu a zneuzivali alkohol alebo mali
akutnu intoxikaciu alkoholom.
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Zaradovanie pacientov prebiehalo poCas navstevy u diabe-
toldga, pri ktorej im vySetroval potrebné parametre, ktoré bo-
li elektronicky zaznamenané spolu s retrospektivnymi anam-
nestickymi idajmi. Aby sa zabezpecil nezaujaty vyber, pacienti
boli vyberani kazdy den skriningu podla vopred Specifikované-
ho poradia. Zahrnuti boli vSetci pacienti s DM (1. aj 2. typu) bez
ohladu na trvanie DM a bez ohladu na o¢né komplikacie v pa-
cientovej anamnéze alebo pri vySetreni diabetolégom. Kazdy
zaradeny pacient absolvoval vySetrenie oboch o¢i u oftalmo-
l6ga vratane najlepsSej korigovanej zrakovej ostrosti (BCVA),
biomikroskopie Strbinovou lampou a optickej koherentnej to-
mografie (OCT). Data sa zaznamenavali elektronicky s pouzi-
tim zabezpeceného softvéru. Pacientom bol prideleny unikat-
ny identifikacny kdd, aby sa zachovala anonymita, a identitu
pacienta poznal iba o$etrujuci lekar. Udaje sa zbierali u 51 dia-
betolégov a 47 oftalmolégov v obdobi februar az december
2015. Vd'aka epidemiologickému charakteru Studie bez sledo-
vania a skusanej lieCby sa nevyskytli neziaduce reakcie na liek
ani neziaduce udalosti, ktoré by bolo potrebné hlasit.

Statisticka analyza

Celkovo bolo nahodnym vyberom zaradenych 3 700 pa-
cientov. Aby sa zarucila dostato¢na velkost vzorky me-
nej Castych skupin pacientov pre Statistickd analyzu, vSet-
ci pacienti zo skupin Specifikovanych vopred boli zaradeni
do Studie, aj ked boli mimo $pecifikovaného poradia.
Miesto pre 500 pacientov bolo rezervované pre Specialne

Obrazok 1 (A a B). Trvanie DM 2. a 1. typu

podskupiny: pacienti s trvanim DM = 20 rokov a pacienti s tr-
vanim DM < 5 rokov s histériou DR. Aj ked' sa zozbierali da-
ta od menej pacientov, velkost vzorky bola dostatocna pre
naplnenie primarnych a sekundarnych ciel'ov tejto epidemio-
logickej Studie. Primarne cielové vysledky boli sprevadzané
Wilsonovym skore 95 % intervalu spolahlivosti (IS). Kalkula-
cia prevalencie pre kazdé stadium DR a DEM sa analyzova-
la pomocou rovnakych metdd aj pre celkovu prevalenciu DR.
Miera chybajtcich hodnét bola v§eobecne nizka. Nedopliriali
sa chybajuce data. V analyzach korelacii alebo logistickych
regresii boli pouzité vSetky data s dostupnymi vysledkami.
Trvanie DM od diagnostikovania sa vyhodnocovali ako kon-
tinualne kovarianty. Charakteristiky pacienta boli opisované
Standardnymi metdédami deskriptivnej Statistiky — celkovy
pocet pacientov (N), percentudlny podiel (%), priemer, medi-
an, minimum, maximum, standardnd odchylka (SD).

Vysledky

Priemer (SD) trvania DM 2. typu bol 7,5 (5,2) roka a DM 1.
typu 10,3 (6,9) roka. Trvanie ochorenia DM 2. typu u vacsiny
(69,4 %) pacientov bolo < 10 rokov a viac ako 20 rokov iba
u 40 (1,2 %) pacientov (obrazok 1A). Zo vsetkych pacientov
s DM 1. typu malo 46,8 % trvanie ochorenia < 10 rokov a iba
54 % = 20 rokov (obrazok 1B).

Prevalencia DR bola vy$Sia u pacientov s DM 2. a 1. ty-
pu s trvanim ochorenia = 20 rokov v porovnani s trvanim DM
< 20 rokov (tabulka 1).
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Tabulka 1. Prevalencia akejkolvek DR podla trvania a typu DM
DM 2. typu

DM 1. typu

Trvanie (rok
-_- Prevalencia per 100 (95%IS) | ___N___|___n___| Prevalenciaper 100 (95 % IS)*

0-4 1092 65 595 (4,7;7,52) 68 7 10,29 (5,08; 19,76)
5-9 1270 157 12,36 (10,66; 14,29) 70 10 14,29 (7,95; 24,34)
10-14 658 148 22,49 (19,47, 25,84) 82 30 36,59 (26,98; 47,39)
15-19 345 122 35,36 (30,5; 40,54) 59 27 45,76 (33,7; 58,34)
20 - 24 144 (30 +11) | 72 (19 + 53) 50 (41,94; 58,06) 42(8+34) | 26(6+20) 61,9 (46,81; 75)

25 - 29 56 (4+52) | 36(2+34) 64,29 (51,19; 75,54) 27 (4+23) | 16(3+13) 59,26 (40,73; 75,49)
230 44 (6+38) | 25(3+22) 56,82 (42,22; 70,32) 41(4+37) | 27(3+24) 65,85 (50,55; 78,44)

Pocty pripadov z nahodne vybranych pacientov a pacientov v preddefinovanej podskupine s trvanim DM = 20 rokov su zobrazené zvlast
v zatvorkach.
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Prevalencia PDR bola tiez vy$Sia u pacientov s DM s trva-
nim = 20 rokov v porovnani s pacientmi s trvanim DM < 20 ro-
kov, bez ohl'adu na typ DM. V porovnani s DM 2. typu bola
prevalencia PDR vy$Sia u pacientov s DM 1. typu s trvanim
ochorenia = 20 rokov (tabulka 2).

DEM mal najvysSiu prevalenciu medzi pacientmi s DM
2. typu s trvanim ochorenia > 20 rokov. Tieto data naznacuji
stabilny narast prevalencie DEM s trvanim DM pri oboch ty-
poch DM (tabulka 3).

Celkova prevalencia akejkolvek DR u pacientov s DM 2. ty-
pu bola 15,15 % a 3,35 % pre DR ohrozujtcu zrak (VTDR). Pa-
cienti muzi mali mierne vysSiu prevalenciu DR bez ohl'adu na
typ (16,70 %) v porovnani s pacientkami Zzenami (13,79 %)
(tabulka 4).

Celkova prevalencia akejkolvek DR u pacientov s DM 1. ty-
pu bola 29,15 % (tabulka 5).

Tabulka 2. Prevalencia PDR pod/a trvania a typu DM

Trvanie (roky)

DM 2. typu
| N | n | Prevalenciaper100(95%IS)* | N |  n | Prevalencia per 100 (95 % IS)*

Diskusia

DIARET SK bola prva studia na Slovensku, v ktorej sa hod-
notila prevalencia diabetickej retinopatie (DR) a tazkych $t&-
dii DR (PDR, DEM) u pacientov s diabetom mellitom (DM)
1. a 2. typu. DR je klGCovym indikatorom mikrovaskularnych
komplikacii suvisiacich s DM. Prevalencia DM stipa s rastu-
cim vekom a spdsobuje komplikacie suvisiace s DR. Suhrnna
analyza, ktora zahfnala 22 896 fudi s DM z 35 populaénych
tudii v USA, Australii, Eurépe a Azii (v rokoch 1980 — 2008)
ukazala, Ze celkova prevalencia akejkol'vek DR (pri DM 1. ty-
pua 2. typu) bola 34,6 % (95% Cl 34,5-34,8)a7 % (6,9 - 7)
VTDR. Celkova prevalencia DR pri DM 2. typu bola 25,2 %
a VTDR 6,9 %. Prevalencia DR sa pohybuje od 10 do 50 %
v zavislosti od populdcie, metéd pouzivanych pri skriningu
DR a rokov trvania DM. Preto prevalencia DR by sa mala ana-
lyzovat opatrne. Zistilo sa, Ze prevalencia sa v priebehu ¢asu

DM 1. typu

0-4 1002 1 0,09 (0,02; 0,52) 68 1 1,47 (0,26, 7,87)
5-9 1270 4 031 (0,12; 0,81) 70 2 286 (0,79; 9,83)
10-14 658 5 076 (032;1,77) 82 3 3,66 (1,25, 10,21)
15-19 345 7 2,03 (0,99;4,13) 59 1 1,69 (03; 9)

220 24;‘0(2)0 Yl 10(2+8) 41 (2.24;7,38) 110(16+94) | 10(3+7) 9,09 (5,01; 15,93)

Podty pripadov z ndhodne vybranych pacientov a pacientov v preddefinovanej podskupine s trvanim DM = 20 rokov su zobrazené zviast

v zatvorkdch.

Tabulka 3. Prevalencia DEM pod!a trvania a typu DM

| N | n | Prevalenciaper100(95%1S)* | N | n | Prevalencia per 100 (95 % IS)*

0 - 4 roky 1092 10 0,92 (0,5; 1,68) 68 1 1,47 (0,26;7,87)
5 - 9 rokov 1270 10 1,89 (1,27; 2.8) 70 3 4,29 (1,47;11,86)
10 - 14 rokov 658 10 5,02 (3,59; 6,96) 82 3 3,66 (1,25; 10,21)
15 - 19 rokov 345 10 9,57 (6,89; 13,13) 59 4 6,78 (2,67; 16,18)
> 20 rokov 244 (40 +204) | 43 (6 +37) 17,62 (13,35; 22,89) 110 (16+94) | 10(1+9) 9,09 (5,071; 15,93)

Pocty pripadov z néhodne vybranych pacientov a pacientov v preddefinovanej podskupine s trvanim DM = 20 rokov su zobrazené zvlast
v zdtvorkach.

Tabulka 4. Celkovd prevalencia diabetickej retinopatie u pacientov s DM 2. typu

DM 2. typu Celkovo (N) Pripady (n) Prevalencia per 100 (95 % IS)*

Vsetci

Akdkolv. DR 3405 516 1515 (13,95; 16,36)

PDR 3405 19 0,56 (0,31;0,81)

DEM 3405 106 3,11 (2,53;3,7)

VTDR 3405 114 3,35 (2,74; 3,95)

Akdkolv. DR 1599 267 16,70 (14,87;18,53)

PDR 1599 11 0,69 (0,28; 1,09)

DEM 1599 57 3,56 (2,66; 4,47)

VTDR 1599 60 3,75 (2,82; 4,68)
. Zev
Akakolv. DR 1806 249 13,79 (12,2; 15,38)

PDR 1806 8 0,44 (0,14;0,75)

DEM 1806 49 2,71 (1,96; 3,46)

VTDR 1806 54 2,99 (2,2; 3,78)

16 1/2020

newsla




Povodné prace

Tabulka 5. Celkova prevalencia diabetickej retinopatie u pacien-
tovs DM 1. typu

DM 1. typu Celkovo (N) Pripady (n)

Akakolv. DR 295 86
PDR 295 10
DEM 295 12
VTDR 295 17
Akakolv. DR 141 42
PDR 141 5
DEM 141 5
VTDR 141 8
Akékolv. DR 154 44
PDR 154 5
DEM 154 7
VTDR 154 9

meni, pravdepodobne v suvislosti so zlepSenou zdravotnou
starostlivostou o pacientov s DM, a aj Studie ako DIARET SK
mé&zu poskytnut lepsi prehl'ad o tychto zmenach. V tejto Stu-
dii bola prevalencia akejkolvek DR u pacientov s DM 2. typu
15,5 % a pre VTDR bola 3,35 %. U pacientov s DM 1. typu bo-
la prevalencia akejkol'vek DR 29,15 % a pre VTDR bola 5,76 %.
Tieto Cisla su nizke v porovnani s prevalenciou DR pozorova-
nou vo Svédskej aj v danskej populacii. Vo Svédskej studii bo-
la prevalencia akejkolvek DR 27,9 % pri DM 2. typu a 41,8 %
pri DM 1. typu, v danskej stddii bola prevalencia 21,2 % u pa-
cientov s DM 2. typu a 54,3 % s DM 1. typu®. Vysledky sys-
tematického skriningu realizovaného v Liverpoole ukazali po-
diely pacientov s DR a VTDR 25,3 % a 6 % u pacientov s DM
2. typu a 45,7 % a 16 % u pacientov s DM 1. typu®. V na-
rodnom skriningu vo Walese bol podobny pocet pripadov DR
a VTDR, ato 30,3 % a 2,9 % u pacientov s DM 2. typu a 56 %
a11,2 % u pacientov s DM 1. typu®?. Aj vysledky nedavno rea-
lizovanej $tidie Romero-Aroca, et al. v Spanielsku preukaza-
li vy$siu prevalenciu DR (47,26 % u pacientovs DM 2. a 1. ty-
pu)"™. Data zo studie DIARET SK naznacuju, Zze muzi s DM
maju mierne vyssiu prevalenciu DR bez ohl'adu na typ ocho-
renia v porovnani s pacientkami zenami (16,70 vs 13,79). Po-
dobné zistenia boli hldsené aj v studii z Liverpoolu (pomer
ganci [OR] muzi: 2,15,95 % IS 1,39 - 3,31; P = 0,001), Wales
(DM 2. typu: 59,1 % vs 40,9 %; DM 1. typu: 54,7 % vs 45,3 %),
a Svédske studie (30,9 % vs 27,4 %)©@"9. V studii DIARET bola
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vysoka prevalencia DEM u pacientov s trvanim DM > 15 rokov
bez ohladu na typ DM. Prevalencia DEM bola v predchadza-
jucich publikovanych popula¢nych Studiach rézna. V danskej
studii publikovanej v roku 2006 bola prevalencia DEM 12,8 %
u pacientov s DM 2. typu a 7,9 % u pacientov s DM 1. typu('?,
v Australii 7,6 % pre oba typy DM(3, v Kanade 15,7 % pre oba
typy DM@ a v Norsku 3,9 % pre oba typy DM(9. Vysledky na-
Sej Studie ukazuju prevalenciu DEM medzi 0,92 % - 17,62 %
pre DM 2. typu a medzi 1,47 % - 9,09 % u pacientov s DM
1. typu v zavislosti od rokov trvania DM. DIARET SK je prva
rozsiahla, dobre kontrolovana epidemiologicka Studia, kto-
ra hodnotila prevalenciu DR na zaklade FP a OCT. Pouzitie
OCT bolo velkou vyhodou v $tudii, pretoze je presnejSia na
diagnostiku DEM ako FP. Preto data o DEM zahrnuté v tej-
to Studii su spolahlivé a presné. Pokial je nam zname, zatial
nebola publikovand Ziadna ina epidemiologicka Studia s ta-
kym vysokym poctom pacientov s pouzitim OCT na diagnos-
tiku DEM. Hlavnou silnou strankou tejto Studie je velka vzor-
ka pacientov. Stidia DIARET SK je prva a jedina $tudia, ktora
ponuka pohlad na prevalenciu DR na Slovensku. Vysledky
tejto Stadie moézu sluzit na porovnanie so Studiami v inych
populdciach, a zarover lepSie porozumenie tohto ochorenia
ohrozujlceho zrak. Zaroven sa mozu vyuzit do budicna ako
podklad pre hladanie inovativnych spésobov manazovania
pacientov s DM, planovanie a zavedenie ndkladovo efektiv-
nych celonarodnych skriningovych programov u pacientov
s DM, ktoré Slovensko momentalne nema implementované
v oblasti verejného zdravia.
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Vyuzitie proteomiky pri diagnostike a monitoringu ochoreni

Veronika Lukacova
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o.

V sucasnosti st imunodetekéné techniky zavedenym Standardom na identifikaciu a kvantifikaciu bielkovin vo
vzorkach v klinickej diagnostike. Napriek tomu v§ak maju svoje obmedzenia, ako je detekcia viacerych analytov
stcasne. Moderné proteomické pristupy zalozené na hmotnostnej spektrometrii st v porovnani s imunodetek¢-
nymi technikami citlivejSie, dokazu tiez pracovat s malymi objemami vzoriek a rychlo podat potrebnu informa-
ciu o ich proteinovom zloZeni. Z uvedenych dévodov je hmotnostna spektrometria velmi vhodnou metédou na
identifikaciu znamych, ale aj novych biomarkerov v klinickych vzorkach. Tie st vyznamnymi ukazovatelmi aktu-
alneho stavu pacienta. Prave preto zavedenie hmotnostnej spektrometrie do proteomickej analyzy v klinickom
laboratoriu vedie ku skvalitneniu diagnostickych metod.

Klacové slova: hmotnostna spektrometria, proteomika, biomarkery, diagnostika

Proteomics in the diagnostics and monitoring of diseases

Immunodetection techniques are established standards for the identification and quantification of proteins in
samples in clinical diagnostics. However, they have limitations, such as the detection of multiple analytes at the
same time. Modern proteomic approaches based on mass spectrometry are more sensitive than immunodetec-
tion techniques. They can also work with small sample volumes and quickly provide the necessary information
about their protein composition. For the above reasons, mass spectrometry is a very suitable method for identi-
fying both known and novel biomarkers in clinical specimens. These are essential indicators of the patient’s cur-
rent condition. It is the reason why the introduction of mass spectrometry into proteomic analysis in a clinical

laboratory leads to improved diagnostic methods.

Keywords: mass spectrometry, proteomics, biomarkers, diagnostics
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V klinickej praxi sa neustale zvysuje vyznam laboratérne-
ho vySetrenia na zistenie aktudlneho stavu pacienta. Jednym
z nich je identifikacia proteinov v klinickych vzorkach, ktora
vedie k diagnostike chorého pacienta. Moderné proteomické
pristupy zalozené na hmotnostnej spektrometrii pomahaju
zistovat zmeny bielkovinového zloZenia biologickych vzoriek
alebo monitorovat proces liecby po podani Gc¢innych latok.
V neposlednom rade davaju moznost identifikovat biomar-
kery nadorovych aj nenadorovych ochoreni v jednoducho do-
stupnom klinickom materidli. Coraz éastejsie sa kladie déraz
na ich zavedenie do klinického laboratdria, pretoze su citlivej-
Sie v porovnani so zauzivanymi diagnostickymi technikami.

Proteomika a hmotnostna spektrometria

Proteomika, vychadzajuca z proteinovej chémie, je od
svojho vzniku v 90. rokoch 20. storocia vel'mi rychlo sa rozvi-
jajucou vednou disciplinou, ktora sa venuje studiu protedmu.
Pod pojmom protedm chapeme subor vSetkych proteinov
v organizme, na rozdiel od genému je vSak protedm dyna-
micky a jeho zlozenie sa v bunke meni v zavislosti od Casu,
miesta alebo fyziologického stavu. Pojem proteém prvykrat
pouzil Marc Wilkins v roku 1994 pri charakterizacii bielkovin
patogénnej baktérie, pricom pod tymto pojmom rozumel pro-
teinovy komplement genému®.

Hmotnostna spektrometria je analytickou technikou, ktora
vyuZziva separaciu nabitych Castic v elektrickom alebo mag-
netickom poli podla pomeru ich hmotnosti a naboja (m/z).
Tato citliva technika sa v spojeni s chromatografickymi

pristrojmi vyuziva v klinickej praxi na identifikaciu a kvantifi-
kaciu malych molekul, ako su lieCiva, metabolity, drogy, pes-
ticidy alebo toxiny. V poslednych rokoch sa v§ak hmotnostna
spektrometria vyuziva aj na analyzu vacsich molekul, pepti-
dov a proteinov. Umoznilo to najma zavedenie tzv. makkych
ionizacnych technik, napr. MALDI (Matrix Assisted Laser De-
sorption/lonization) a ESI (Electrospray lonization). Ako prva
sa do zdravotnickej praxe etablovala technika MALDI-MS,
ktora sa vyuziva v klinickej mikrobiolégii na rychlu identifika-
ciu baktérii®. Pre jednotlivé bakteridlne koldnie su vytvorené
hmotnostné spektra dominantnych bielkovin a inych biomo-
lekdl, ktoré predstavuju akysi unikatny ,odtlacok prsta“ sku-
maného organizmu. Jeho softvérovym porovnanim s data-
bazou referenénych spektier mézeme nésledne rychlo ziskat
jeho mikrobiologicku identitu.

Proteomika, ktora za poslednych 30 rokov presla vyvojom
ohl'adne citlivosti, presnosti, vykonu a dynamického rozsahu,
predstavuje v sicasnosti perspektivne rieSenie pre mnohé
klinické otazky®. Spolo¢ne s hmotnostnou spektrometriou
umoznuje meranie absollutneho alebo relativneho zastupe-
nia tisicov proteinov v jednej vzorke. Tie su, ako uz bolo spo-
menuté, v organizme variabilné a ich mnozstvo je dynamic-
ké. Preto niektoré z detegovanych proteinov, tzv. biomarkery,
mézu slazit ako indikatory konverzie biologickych proce-
sov na patogénne alebo farmakologické odpovede na tera-
peuticky zasah. V stUcasnosti sa hmotnostna spektromet-
ria okrem proteomiky vyuziva aj v toxikoldgii, testovani lieCiv
alebo v operacnych salach, kde je chirurgicky n6z pripojeny
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k hmotnostnému spektrometru, pricom je schopny rozliso-
vat medzi zdravym a rakovinovym tkanivom®. Hmotnostna
spektrometria aplikovana v toxikoldgii je schopna identifi-
kovat vyssie percento vzoriek pozitivnych na omamné latky
v porovnani s imunodetekciou®.

Spracovanie vzorky

Ciefom proteomickej analyzy je popis ¢o najvacsieho
mnozZstva proteinov vo vzorke. Tie musia byt najprv enzyma-
ticky rozstiepené na peptidy, pricom si zachovavajui vnatornu
aminokyselinovu sekvenciu, ktora je potrebna na identifika-
ciu bielkoviny. Zmes peptidov moze byt nasledne separova-
na na kvapalinovom chromatografe s priamou analyzou na
tandemovom hmotnostnom spektrometri (LC-MS/MS). Zis-
kané hmotnostné spektra predstavuju velké objemy dat, na
ktorych spracovanie sa vyuziva bioinformatika. Pomocou nej
su zo spektier odvodené aminokyselinové sekvencie prote-
inov, ktoré vzorka povodne obsahovala (obrazok 1). Pouzi-
tim tohto pristupu mozno identifikovat napr. v HeLa bunkéach
okolo 4 800 réznych proteinov pocas jednej LC-MS/MS ana-
lyzy trvajucej 140 minut®.

V klinickych laboratéridch sa na diagnostiku mnohych
ochoreni bezne pouzivaju vzorky krvnej plazmy, tkaniva ale-
bo mocu. Napriklad, bielkovina fetuin-A v moci sluzi ako bio-
marker na stanovenie rizika tvorby oblickovych kamenov.
Studia vedcov z Irdnu ukézala, Ze hodnoty fetuinu-A v mogi
a pravdepodobnost vzniku oblickovych kamenov medzi se-
bou inverzne koreluju®.

Vysetrenie sa da robit aj zo slin alebo inych biologickych
tekutin. V pripade vzoriek slin bolo objavenych pat predpo-
kladanych biomarkerov (MMP1, PADI1, TNC, CSTA a MMP3),
ktoré mali vyrazne zmenené hladiny proteinov pri porovnava-
ni zdravych jedincov a pacientov s rakovinou Ustnej dutiny.
Vo vzorkach krvnej plazmy v tomto pripade neboli pozorova-
né zmeny v hladinach proteinov®.

Velmi dolezitym aspektom, ktory treba brat do tvahy, je
dynamicky rozsah koncentracie jednotlivych bielkovin. Bo-
hato zastUpené proteiny stazuju identifikaciu dalSich prote-
inov v tej istej vzorke, ktoré su oproti nim vo velmi malom
mnozstve. Prikladom najkomplexnejSieho proteému v fud-
skom tele je krvna plazma. Pri jej proteomickej analyze bolo
identifikovanych viac ako 5 000 proteinov('?. Prave jej bohaté
zlozZenie v§ak robi jej analyzu naro¢nou v klinickom laboraté-
riu, ked' sa doraz kladie nielen na presnost, ale aj na rychlost

analyzy. Najviac zastipenym proteinom v krvnej plazme je
sérovy albumin (koncentracia 35 — 50 mg/ml), naopak, naj-
menej zastipenym je interleukin-6 (koncentracia 0 — 5 pg/
ml), pricom rozdiel v ich koncentracii je az 10 radov(™. V&c-
ginu, az 99 % plazmy, tvori 22 najzasttpenejsich proteinov(?,
K zvySnému 1 % patria aj sekretované proteiny pochadzajuce
z viacerych orgdnov ludského tela. Prave preto je krvna plaz-
ma velmi dobrym modelom na identifikaciu biomarkerov. Pri
proteomickej analyze krvnej plazmy pouzil Geyer a kol. ob-
jem 1 pl, pricom boli schopni identifikovat viac nez 300 pro-
teinov pocas extrémne kratkeho ¢asu merania (20 min.). Ce-
Ia analyza od odobratia vzorky az po vyhodnotenie vysledkov
trvala okolo troch hodin. Z identifikovanych proteinov az 49
patrilo medzi biomarkery schvalené Americkym dradom pre
kontrolu potravin a lieCiv(®.

Hmotnostna spektrometria vs imunodetekcia

Hmotnostna spektrometria poskytuje velmi dobré vysled-
ky v porovnani s tradi¢nymi imunodetekénymi technikami.
Napriek tomu, ze ELISA testy su v klinickej praxi zavedenym
Standardom pre kvantifikaciu proteinov, maju obmedzenie
v detekcii viacerych analytov sic¢asne a nie su Specifické pre
proteinové izoformy. V pripade pouzitia sekundarnych proti-
latok méze tiez dochadzat k nespecifickému signalu.

Prikladom lepSich vysledkov hmotnostnej spektrometrie
v porovnani s imunodetekciou moze byt sledovanie hladi-
ny tyreoglobulinu v krvi®%. Tyreoglobulin je protein vyuZziva-
ny ako biomarker na hodnotenie G¢innosti lie¢by pri rakovine
stitnej zI'azy a tiez na zistovanie, ¢i nedochadza k jej recidive.
Priblizne 25 % pacientov trpiacich tymto ochorenim je vSak
pozitivnych na pritomnost antityreoglobulinovych protilatok,
¢o mobze sposobovat falosnu negativitu vySetrenia v pripade
pouzitia imunodetekcie. Hmotnostna spektrometria tiez od-
stranuje falosnu pozitivitu vysledku, ktord mézu spésobovat
heterofilné protilatky(®. Dalsim prikladom, ked sa méze zis-
kat nespravny vysledok z dévodu pritomnosti heterofilnych
protilatok, je stanovenie hladiny troponinu I, ktory je dolezity
pri diagnostike akutneho infarktu myokardu®. Cas potreb-
ny na inkubaciu protilatok so vzorkou pri vyuziti techniky ELI-
SA je porovnatelny s Casom analyzy vzorky na hmotnostnom
spektrometrit. V pripade Western blot analyzy, ktora sa tiez
pouziva v klinickom laboratériu, je problémom kvantifikacia
identifikovaného proteinu®®.

Obrazok 1. Schéma pracovného postupu proteomickej analyzy. Klinické vzorky od pacientov su po odobrati spracované podla ich ty-
pu. Proteiny v nich su enzymaticky rozstiepené na peptidy a analyzované LC-MS/MS. Zaznamenané data su bioinformaticky spracova-

né, pricom poskytuju informdciu o stave pacienta®.
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Vyuzitie proteomiky v diagnostike zavaznych
ochoreni

Biomarkery su neocenitelnymi nastrojmi na detekciu,
diagnostiku a prognézu ochorenia a v neposlednom rade
tiez vyber adekvatnej lieCby pre pacienta. Pradve hmotnostna
spektrometria je velmi vhodnou platformou na rychlu identi-
fikaciu znamych biomarkerov a taktiez identifikaciu novych.
Jej hlavnou vyhodou je v tomto pripade moznost identifika-
cie velkého mnozstva proteinov v jednom experimente.

Prikladom biomarkera, ktorého hladina sa da velmi dobre
sledovat pomocou hmotnostnej spektrometrie, je protein li-
pokalin asociovany so Zelatindzou neutrofilov (NGAL)(®). Ten
je véasnym indikatorom akutneho poskodenia obliCiek, pre-
toze je jeden z prvych proteinov, ktorého koncentracie v moci
sarychlo zvysuju po ischemickych alebo nefrotoxickych pod-
netoch. Na porovnanie, hladina kreatininu sa zvysuje az 72
hodin od poskodenia, ked uz méze dochadzat k funkénému
zlyhaniu obli¢iek. Stanovenie mnozstva bielkoviny NGAL ma
velky vyznam u pacientov po zavaznych chirurgickych zakro-
koch alebo u pacientoy, ktori pridu v kritickom stave na po-
hotovost a u ktorych je podozrenie, Ze mohlo dojst k posko-
deniu obliciek.

Rakovina je druhou naj¢astejSou pri¢inou umrti na celom
svete. V roku 2018 bola zodpovedna za 9,6 miliéna umrti, te-
da priblizne za kazdé Sieste umrtie®. Je Studovana hlavne
na genomickej rovni, proteomika sa vSak javi ako velmi slub-
na komplementarna technolégia, pretoze umoznuje nahlad
na proteinovej Urovni. Napriklad pri rakovine vajecnikov bo-
lo zistené, Ze protein CT45 je markerom pri pozitivnej odpo-
vedi na chemoterapiu®). Jednym z najzavaznejsich ochore-
ni je rakovina zaludka, pri ktorej je miera prezitia len nieCo
vySe 30 %??. Preto je skora diagnostika mimoriadne délezi-
ta. V skorom stadiu je jej priebeh takmer bezpriznakovy a do
dnesného dna nebol objaveny vhodny biomarker pre pocia-
toc¢né stadium tohto ochorenia. Neddvna studia krvnej plaz-
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my vS§ak odhalila 11 proteinov, ktoré by v buddcnosti pomohli
odlisit pacientov s ochorenim rakoviny Zalidka od zdravych
jedincov®. Hmotnostna spektrometria predstavuje nadej aj
pre pacientov, u ktorych nebola Gc¢innd chemoterapia. Tim
vedcov z Nemecka odobral vzorky tkaniva z plicnych me-
tastaz pacienta s urachdlnym karcindmom. Pri porovnani
so zdravym pltucnym tkanivom boli odhalené viaceré prote-
iny s vyrazne zvySenym zastupenim v metastdzovom tkani-
ve. Jednym z nich bola histénova demetyldza LSD1, ktora uz
bola identifikovana pri inych druhoch rakoviny. Pred podanim
vhodnej lieCby v podobe inhibitora proteinu LSD1 boli obja-
vené metastdzy aj v peCeni pacienta a uz sa ho nepodarilo
zachranit. Napriek tomu, tato stddia poskytla rychlu a repro-
dukovatelnt moznost aplikdcie hmotnostnej spektrometrie
do klinického laboratéria. M6Ze byt vhodna aj pre pacientoy,
u ktorych nezabrali iné druhy lie¢by. Celkova analyza, od spra-
covania vzorky az po vyslovenie zaverov, trvala len dva dni®,

Zaver

Prave vd'aka aplikacii hmotnostnej spektrometrie a prote-
omiky bol v poslednych desatroc¢iach zaznamenany znacny
pokrok v diagnostike a prognéze mnohych ochoreni. Hmot-
nostna spektrometria dokaze pracovat s malymi objemami
vzoriek arychlo podat potrebnt informéciu o ich proteinovom
zloZeni. V spojeni s bioinformatikou je schopna identifikovat
rozdiely v hladinach proteinov vo vzorkach pacientov a ur-
¢it tak nasledujuci postup liecby. Hmotnostna spektromet-
ria ma vSetky predpoklady na to, aby sa Gspesne etablovala
do klinického laboratéria a skvalitnila pristupy v diagnostic-
kych metédach.
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Nové pristupy k diagnostike lyzozomovych ochoreni na baze stanovenia
volnych oligosacharidov v moci

Marek Nemé&ovié', Zuzana Pakanova', Anna Salingova?, Claudia Sebova?, Maria Ostrozlikova?,
Jan Mucha'

'Centrum excelentnosti pre glykomiku, Chemicky ustav SAV, Bratislava

2Centrum dediénych metabolickych ochoreni, oddelenie laboratérnej mediciny NUDCH, Bratislava

Diagnostika lyzozomovych ochoreni vyzaduje vysokopersonalizovany pristup, pretoze tieto ochorenia pokryva-
ju Siroké spektrum dedi¢nych metabolickych poruch s odliSnymi molekularnymi podstatami. Rychlou a perspek-
tivhou alternativou sa popri tradicnych metéddach stava Strukturalna analyza volnych oligosacharidov v mo¢i
pacientov pomocou MALDI TOF/TOF hmotnostnej spektrometrie. Tymto novym diagnostickym pristupom sme
presne definovali reprezentativne profily vol'nych oligosacharidov obsiahnutych v mo¢i, typické pre vybrané po-
ruchy metabolizmu glykokonjugatov.

Klacoveé slova: diagnostika, glykogendzy, lyzozomové ochorenia, MALDI TOF/TOF

New approaches in the diagnosis of lysosomal storage disorders based on the determination of free oligosaccha-
rides in urine

The diagnosis of lysosomal storage disorders requires a highly personalized approach as these diseases cov-
er a wide range of hereditary metabolic disorders with highly specific and different molecular bases. In addi-
tion to traditional methods, structural analysis of free oligosaccharides in patients’ urine using MALDI TOF/TOF
mass spectrometry is a fast and reliable alternative. This new diagnostic approach defines representative pro-
files of free oligosaccharides in urine typical for selected disorders of glycoconjugate metabolism, determined

with high accuracy.

Keywords: diagnostics, glycogenoses, lysosomal storage disorders, MALDI TOF/TOF

Newslab, 2020; ro¢. 11 (1): 24 - 26

Uvod

Napriek odhadovanému predpokladu, ze zriedkavymi
ochoreniami trpi na Slovensku az 300 000 fudi™, molekulova
podstata tychto ochoreni je mnohokrat unikatna, a preto ich
diagnostika vyzaduje maximalne personalizovany pristup.
Lyzozémové ochorenia (z angl. Lysosomal Storage Disor-
ders — LSD) tvoria Siroku skupinu zriedkavych dedi¢nych me-
tabolickych ochoreni, v ramci ktorej ich rozdelujeme na:

A.) poruchy v Stiepeni a degradécii glykanov a glykoprotei-
nov (napr. alfa- a beta-manozido6za, sialiddza), glykolipidov (na-
pr. GM1 ganglioziddza, Gaucherova a Fabryho choroba), glyko-
zaminoglykanov (napr. MPS I-l1l) a mukopolysacharidov (napr.
MPS IV), B.) poruchy v stiepeni a degradécii lipidov — sfingoli-
pidov (napr. Niemann Pick typu A alebo B) a triacylglyceridov,
C.) poruchy v degradécii proteinov a D.) poruchy lyzozémovych
transportnych proteinov (napr. mukolipiddzy Il a IV)®@.

Jednotlivé LSD su sprevadzané hromadenim nedegra-
dovanych produktov v tkanivach a glykokonjugatov v moci
v dbésledku nedostatocnej aktivity lyzozémovych degradac-
nych enzymov (hydroldz). Niektoré z nich, napr. volné oli-
gosacharidy obsiahnuté v moci (z angl. free oligosacchari-
des — FOS), maju charakteristicky profil, Specificky pre dané
ochorenie. FOS mozno detegovat rychlou, presnou a nein-
vazivnou diagnostickou metédou - tandemovou hmotnost-
nou spektrometriou MALDI-TOF/TOF, ktora presne definuje
strukturne zlozenie nahromadenych oligosacharidov v moci
a predstavuje alternativu tradi¢nych skriningovych technik,
ako je metdda tenkovrstvovej chromatografie (TLC), ktorej

identifikacia metabolitov spociva v porovnavani pohyblivos-
ti FOS nachadzajucich sa vo vzorke so Standardnou zmesou
oligosacharidov s T — 9 hexézovymi jednotkami. Tato meté-
da je vhodnym prvotnym skriningovym pristupom, v pripade
hrani¢ného, resp. pozitivheho vysledku je v§ak d'alSia charak-
terizacia pozorovaného profilu esencidlna. Na rozlisenie, Ci
kumulované FOS pochadzaju zo stravy alebo su tvorené pa-
tologickymi, Specifickymi metabolitmi, predstavuje vhodné
vyuzitie vysokorobustna MALDI TOF/TOF analyza.

LSD ochorenia su typické multisystémovymi klinickymi
priznakmi s trvalou progresiou v désledku neustaleho hro-
madenia nedegradovaného substratu. Niektoré priznaky sa
mézu spociatku javit ako nevyznamné, resp. typické pre ind
¢i beznejsiu chorobu (napriklad vracanie, hypoglykémia, hy-
potonia, letargia, kfce, hluchota, vSeobecné neprospievanie,
psychomotoricka retardacia) a mézu sa prejavit v akomkol-
vek veku, od fetdlneho obdobia az po senium. Kombinovana
prevalencia LSD predstavuje az 1 : 5000 Zivonarodenych®,
a preto je ich v€asna a spolahliva diagnostika esencidlnym
faktorom ovplyviujicim zivot pacientov a ich rodin. Odde-
lenie glykobiolégie Chemického uUstavu SAV v spolupraci
s Centrom dediénych metabolickych poriich NUDCH v Bra-
tislave zaviedlo a optimalizovalo analyticki metédu na sta-
novenie profilov volnych oligosacharidov v moci, ktora v po-
rovnani s tradicnymi konvencnymi metédami disponuje
vysokou presnostou, Specificitou, citlivostou a méze byt po-
uzita okrem prvotného diagnostického pristupu aj v pripade
monitorovania ucinnosti terapie.
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Material a metéda

Vzorky mocu odobraté od pacientov s roznymi lyzozémo-
vymi ochoreniami (beta-manoziddza, alfa-manozidéza, roz-
ne typy mukopolysacharidéz, mukolipid6za, gangliozidéza I.
a ll. typu, sialidéza) a glykogendzou IlI. typu (Pompeho cho-
roba), resp. od zdravych fyziologickych jedincov ako nega-
tivnych kontrol, boli uchovavané pri —20 °C az do ich spra-
covania. Riedeny mo¢ bol po odstraneni nerozpustného
sedimentu lyofilizovany a takto vysusené vzorky sa deriva-
tizovali permetylaciou (PerMe) s jédmetanom v zasaditom
prostredi NaOH, ktorého nadbytok bol nasledne odstrane-
ny extrakciou s chloroformom. Pripravené PerMe FOS sa po
vysuseni rekonstituovali do 50 % metanolu a v pomere 1 :
1 s matricou 2,5-dihydroxybenzoovou kyselinou sa naniesli
na MALDI platni¢ku. Analyza PerMe FOS sa uskutocnila na
tandemovom hmotnostnom spektrometri (UltrafleXtreme
MALDI TOF/TOF, Bruker Daltonics, MA, USA) v reflektréno-
vom pozitivnom ionovom mode. Postanalyticka interpretacia
nameranych spektier bola spracovana softvérom GlycoWor-
kbench a ProteinScape 3. 0.

Vysledky

Analyzou permetylovanych FOS boli stanovené charak-
teristické mocové profily pre 7 vybranych LSD. V spektrach
FOS kontrolnych vzoriek (zdravé kontroly) bolo pozorova-
nych niekolko Standardnych volnych oligosacharidov, kto-
ré su pritomné medzi vSetkymi vekovymi skupinami, najma
m/z 838,40, 879,43, 1 240,61 a 1274,62. V spektrach novo-
rodencov na materskom mlieku sa potvrdili Specifické FOS
pochadzajice z materského mlieka. Ziskané vysledky ana-
lyz profilov FOS su v zhode s datami publikovanymi v litera-
tare9),

FOS reprezentativnych profilov LSD (obrazok 1), ziskané
analyzou MALDI TOF/TOF permetylovanych oligosacharidov
obsiahnutych v moci pacientov, predstavuju typické zlozenie
oligosacharidov vyplyvajuce z nefunkénosti alebo nizsej ak-
tivity Specifickych lyzozémovych hydrolaz:

+ Alfa-manozidéza (MAN2B1) - v dosledku tejto poruchy
katabolizmu glykokonjugatov dochddza k akumulacii
viacjednotkovych mandz naviazanych na B-N-acetylhexo-
zamin z redukujiceho konca oligosacharidu.

+ Beta-manozidéza (MANBA) — pritomné charakteristic-
ké spektrum s nadbytkom disacharidu Man(B1-4)GIcNAc
a sialylovaného trisacharidu NeuAc(a2-6)Man(B1-4)Glc-
NAc vznikda pravdepodobne netypickou sialyzaciou prekur-
zora Man(B1-4)GIcNAc. V pripade diagnostiky beta-ma-
noziddzy je dolezité rozlisit struktdry tychto Specifickych
di- a trisacharidov od tych, ktoré mozu byt exogénneho po-
vodu (laktoza, sialyllakt6za) a vyllcit tak falosne pozitivny
vysledok.

* Pompeho choroba (GAA) - v dosledku poruchy degra-
dacie glykogénu na monoglukézové jednotky docha-
dza k akumulacii polyhexdz od tetrasacharidu Glc4 (G-
cal1-6Glca1-4Glcal-4Glc) po Glc8.

* Gangliozidéza GM2 ((HEXA) (HEXB)) — charakteristicky
profil FOS reprezentuju oligosacharidy s terminalnymi GI-
cNAc v dbsledku znizenej degradacie B-N-acetylgalakto-
zaminu z neredukujiceho konca oligosacharidu nefunk¢-
nou hexozaminidazou.

* Mukolipidéza ML2 (GNPTAB) - v spektre sa pozoruje hro-
madenie réznych FOS s variabilnymi terminalnymi mo-
nosacharidmi — mandzami, galaktézami Ci sialovymi ky-
selinami v dbsledku nedostato¢nej funkcie niektorych
lyzozémovych hydroldz, napr. sialidaz, beta-galaktozidaz

Obrazok 1. Charakteristické hmotnostné spektra FOS reprezentativnych LSD profilov (alfa-manozidézy, beta-manozidézy, Pompeho
choroby, gangliozidézy GM2, mukolipidézy ML2, gangliozidézy GM1 a sialidézy)a zdravych kontrol (1- a 2-ro¢né dieta).
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alebo alfa-manoziddz, enzymov vyuzivajucich produkty
GlcNAc-fosfotransferazy (GNTP) — fosforylované mandzy.

» Gangliozidé6za GM1 (GLB1) — charakteristické spektrum
v dobsledku nefunkénej beta-galaktozidazy predstavu-
je akumuldciu galaktozylovanych FOS. Pozorovany roz-
diel v GM1 a GM2 FOS profiloch jednoznacne poukazuje
na konkrétne miesto prerusenia prislusnej metabolickej
drahy, a tak umoznuje tieto dve gangliozidézy Specificky
rozlisit.

+ Sialidéza (NEU1) - v hmotnostnom spektre mocu su pri-
tomné dominantné sialylované FOS. Profil je na prvy po-
hl'ad podobny ako pri mukolipidéze ML2, v pripade sialidé-
zy su vSak vSetky kumulované oligosacharidy zakoncené
kyselinou sialovou.

Diskusia

Analyza volnych oligosacharidov v moci 7 referen¢nych
vzoriek LSD pacientov s vyuzitim hmotnostnej spektrometrie
(MALDI TOF/TOF) identifikovala $truktirne zlozenie pritom-
nych oligosacharidov. Uréenim presnej Struktury oligosacha-
ridov v sucinnosti s pouzivanymi skriningovymi technikami je
ucinna a rychla metdda v diagnostike vybranych lyzozémo-
vych ochoreni pred naslednou molekularnogenetickou analy-
zou. Jej vyhoda, okrem vysokej citlivosti a presnosti, spoCiva
v predpoklade jednoduchej automatizacie na 96- i viacjam-
kovy format, o moze byt vyuzité v pripade celoplosného ale-
bo novorodeneckého skriningu.

0d dostupnosti vzoriek zavisi profilovanie a vytvaranie re-
ferenénych databank volnych oligosacharidov obsiahnutych
vo vzorkdach pacientov tychto ochoreni. Charakterizujeme pri-
tomnost Specifickych volnych oligosacharidov v moci sied-
mich geneticky potvrdenych LSD ochoreni ziskanych z Cen-
tra dediénych metabolickych porich NUDCH v Bratislave.
Z medzindrodnych databaz pozname niekolko dalsich LSD
referenénych spektier, napr. pre fukozidézu, aspartylgluko-
zaminuriu, Gaucherovo ochorenie a iné™*9. Pretoze ide o vel-
mi zriedkavé ochorenia, moznost pridavat referencné FOS
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profily je obmedzena v zavislosti od poctu LSD diagnostiko-
vanych pacientov. Napriklad k dneSnému dnu na Slovensku
nie je ziadny pacient trpiaci fukozidézou. S neustale sa roz-
vijajucim spolahlivym skriningom a véasnym zachytom pa-
cientov sa vSak postupne budi moct pridavat FOS profily
véetkych 60 LSD ochoreni a bude sa moct vypracovat pod-
robna Studia, ktora by pojednavala aj vysledky profilov FOS
v zavislosti od veku, progresu ochorenia, a pod. Spolupraca
medzi lekarmi a vedeckymi laboratériami prispieva k verifi-
kacii a dokladnejSiemu objasneniu nejednoznacnych, resp.
hrani¢nych ndlezov v selektivnom skriningu pre suspektné
LSD.

Zaver

Tenkovrstvova chromatografia (TLC) je v si¢asnosti v kli-
nickych laboratériach primarna a Standardne pouzivana me-
téda na analyzu volnych oligosacharidov v moci. TLC ma
limity v Specificite a citlivosti analyz a neposkytuje Struktur-
nu analyzu oligosacharidov FOS, ktora je ¢asto v diagnos-
tike lyzozomovych ochoreni nevyhnutna. V sérii niekolkych
LSD ochoreni a kontrolnych vzoriek mocu sme aplikova-
li metédy hmotnostnej spektrometrie MALDI TOF/TOF a ur-
Cili sme Struktury dominantnych oligosacharidov pre vybra-
né subtypy. Prezentovana metdda je vyznamnym prinosom
v diagnostike LSD, urychluje rozhodovaci diagnosticky pro-
ces a v sucasnosti je uz aj na Slovensku dostupna pre pa-
cientov s podozrenim na niektort z uvedenych lyzozémo-
vych chordb.
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Laboratorna diagnostika karcinoidov

Zuzana Cingelova
Klinicka biochémia, Medirex, a. s.

Karcinoidy su relativhe vzacne nadory. Patria do skupiny neuroendokrinnych tumorov, ktoré vychadzaju z neu-
roendokrinného tkaniva a maju urcité spolo¢né charakteristiky. Rastt vel'mi pomaly, rozmerovo st malé, a preto
byvaju ¢asto diagnostikované az v pokrocilom stadiu. Nemusia ich sprevadzat prakticky Ziadne priznaky alebo
su ich priznaky typické aj pre cely rad inych choréb, preto odhalenie moZe trvat celé mesiace az roky. Vzhladom
na to, ze patria medzi endokrinne aktivhe nadory a produkuju rézne spektrum hormonalne aktivhych substan-
cii, velmi délezitd dlohu hra laboratérna diagnostika danych parametrov. Medzi najcastejsie hormonalne aktiv-
ne latky, ktorych hodnotu stanovujeme na nasom pracovisku, patri sérotonin, NSE, CgA v sére a 5-HIAA v mo¢i.
Specificita a senzitivita danych markerov je velmi vysoka, pri niektorych typoch karcinoidov skoro 100 %, a pre-
to je velmi potrebna pri véasnej diagnostike danych nadorov.

Klucové slova: karcinoid, sérotonin, NSE, CgA, 5-HIAA

Laboratory diagnosis of carcinoids

Carcinoids are quite rare tumours. They belong to the group of neuroendocrine tumours, which originate from
neuroendocrine tissue and have some common characteristics. They grow very slowly and are small. Therefore,
they are often diagnosed in the late stage of the disease. In addition, there are no specific clinical signs, so to
find a correct diagnosis may take months or even years. As they belong to the active neuroendocrine tumours
and produce different hormonal active substances, laboratory diagnosis of these parameters is very important.
To the most common hormonal active substances there belong parameters, which are analysed in our laborato-
ry such as serotonin, NSE, CgA in serum and 5-HIAA in the urine. Specificity and sensitivity of these parameters
are very high, in some cases of carcinoid around 100% and so their analysis is very important in the early diag-

nosis of these tumours.
Keywords: carcinoid, serotonin, NSE, CgA, 5-HIAA
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Uvod

Karcinoidy predstavuju svojrazny typ nadorov, ktoré sa
Struktdrou, histologicky aj biologickym spravanim lisia od
beznych epitelovych nddorov GIT-u. Patria medzi najCastej-
Sie sa vyskytujuce tumory zo skupiny neuroendokrinnych na-
dorov (NET). Incidencia tychto nadorov v poslednych rokoch
vyrazne stipa. Z hladiska svojej hormonalnej aktivity tvoria
velmi pestru a heterogénnu skupinu. Ich zdkladom su ne-
uroendokrinné enterochromafinné bunky (EC), ktoré sa vy-
skytuji v réznych anatomickych Castiach tela, najcastejSie
v8ak v trdviacom trakte vratane pankreasu, v plicach, me-
nej Casto v ovdriach Ci stitnej zl'aze. Vac¢sinou ide o poma-
ly rastice nadory. Casto byvaju diagnostikované neskoro,
v mnohych pripadoch uz ako diseminované ochorenie. Kar-
cinoidy moézu dlhsi ¢as rast asymptomaticky, mézu sa ma-
nifestovat onkologickymi priznakmi alebo sa pri endokrinne
funkénych nadoroch manifestuju karcinoidovym syndré-
mom. Klinické prejavy su zavislé od typu spektra hormonal-
ne aktivnych substancii. Diagnéza karcinoidov je zalozena
na pouziti zobrazovacich metéd podla lokalizacie nadoruy,
tiez na histologickom naleze a z laboratérnych vySetreni na
stanoveni sérotoninu, chromograninu A a neurénovej Speci-
fickej enolazy (NSE) v sére a kyseliny 5-hydroxyindoloctovej
(5-HIAA) v moéi.

Epidemioldgia karcinoidov

Karcinoidy sa vyskytuju v poCte asi 1-2 pripady na 100 000
obyvatelov ro¢ne. Tvoria len 0,49 % zo vSetkych malignit.
Predominantne sa vyskytuju u zien, vrchol vyskytu je medzi
40. az 60. rokom veku. U deti nachadzame karcinoidy zried-
ka, a to najviac v apendixe®™.

Kedze nadory vyrastaju z neuroendokrinnych buniek, frek-
vencia ich vyskytu koreluje s hustotou tychto buniek. V naj-
vacsom endokrinnom organe Cloveka, v Creve, sa nachadza
priblizne 60 % karcinoidov. Viac ako 25 % karcinoidovych na-
dorov rastie v bronchopulmonalnom trakte®.

Karcinoidy byvaju najviac lokalizované v tenkom cCreve.
Nadory tenkého Creva akéhokolvek druhu sa vyskytuju zried-
ka a tvoria iba 1 % vSetkych nadorov gastrointestindlneho
traktu. V tejto skupine vS§ak karcinoidy majui vyznamné po-
stavenie svojim 50 % zastipenim medzi malignitami tenké-
ho ¢reva. Rastu velmi pomaly, rozmerovo su pomerne malé,
preto byvaju ¢asto diagnostikované az v pokrocCilom stadiu.
Nemusia ich sprevadzat prakticky Ziadne priznaky alebo su
ich priznaky typické pre cely rad inych chordb, preto odha-
lenie moze trvat mesiace az roky. Vyskyt karcinoidov podla
lokalizacie je uvedeny v tabulke 1. Existuju tiez ve'mi neob-
vyklé a extrémne vzacne lokalizacie primarneho vyskytu kar-
cinoidov - zI¢nik a ZICové cesty, vajecniky, semenniky, moco-
vy mechdr, prostata, mlieCna Zlaza, tymus®.
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Karcinoidy apendixu byvaju zo vSetkych tychto nadorov
najmenej zhubné, len zriedka vzdialene metastazuju. Byvaju
diagnostikované nahodne pri chirurgickom vykone pre apen-
dicitidu (asi 1/200 — 300 pripadov) a okolo 87 % l'udi s takto
diagnostikovanym a odstranenym nadorom preziva dlhsie
ako 5 rokov. Druhu skupinu s dobrou prognézou tvoria karci-
noidy rekta s 5-rocnym prezivanim v 72 %. Ak su vSak v Ca-
se stanovenia diagndzy pritomné vzdialené metastazy a pa-
cient sa nelieci, klesa 5-ro¢né prezitie na hodnotu 27 %®.

Etiolégia karcinoidov je prakticky nezndma. Vo vacsine
pripadov sa vyskytuju sporadicky. Familidrny vyskyt je velmi
zriedkavy, menej ako 1 % pacientov s karcinoidom ma pozi-
tivnu rodinnd anamnézu. Relativne riziko vzniku karcinoidu
pocas Zivota u pokrvného pribuzného je 3,6 %®.

Rozdelenie karcinoidov

Doneddvna bola pouzivana schéma rozdelenia karcinoi-
dov podla klasifikacie Williamsa a Sandlera z roku 1963, kto-
rd sa opierala o rozdelenie nddorov podla réznych usekov
embryonalneho ¢reva a poukazovala na vztah morfoldgie
a topografie ich vyskytu®.

Toto delenie sa pri suCasnych poznatkoch javi ako preko-
nané, je vSak jednoduché, zrozumitelné, a preto sa aj dnes
s vedomim urcitej nepresnosti pouziva v literature. Tato kla-
sifikacia deli karcinoidy na tri skupiny — karcinoidy vychadza-
juce z predného Gseku embryonalneho ¢reva (foregut karci-
noidy), karcinoidy zo stredného Useku (midgut karcinoidy)
a karcinoidy zo zadného Useku embryonalneho ¢reva (hind-
gut karcinoidy)™ (tabulka 2).

Karcinoidy zalidka

Predstavuju asi 2 — 4 % zo vSetkych karcinoidov GIT-u a iba
0,3 % malignych nadorov zZaltdka®. Vznik Zalidoc¢ného kar-
cinoidu sa dava do suvislosti s inym ochorenim zaludka, pri
ktorom dochadza k zvySenej produkcii gastrinu. Ide predo-
vSetkym o chronicku atrofickt gastritidu spojenu s enteral-
nou metaplaziou zalidocnej sliznice. NajCastejSia lokaliza-
cia je fundus zaludka®.

Bronchopulmonalne karcinoidy

Vyskytuju sa v 1 — 6 % zo vSetkych primarnych pluc-
nych neoplazii. Predstavuju 10 — 12 % vSetkych karcinoi-
dov. Vychadzaju z neuroendokrinnych buniek lokalizovanych
v bronchialnej sliznici. NajCastejSie sa vyskytuje u muzov -
2,5/100 000. Z hladiska biologickych vlastnosti zahfna-
ju benignejsie formy v podobe typickych karcinoidov az po

Tabulka 1.Vyskyt karcinoidov podla lokalizacie a percenta vyskytu

lokalizacia karcinoidov vyskyt (%)

zaltdok 2-4
pankreas 2-3
tenké Crevo 39
hrubé ¢revo 5-7
apendix 26
rektum 15
pecen >1
pltca 10

maligne atypické formy. Malobunkovy plucny karcinoid je
najmalignejSou formou. Metastdzuje v regiondlnych medias-
tindlnych lymfatickych uzlinach, v peceni, vzacne v kostiach
a kozi. Pri produkcii ACTH dochadza k rozvoju Cushingovho
syndromu®.

Karcinoidy tenkého creva

Karcinoidy tenkého Creva predstavuju najpocCetnejsiu sku-
pinu (asi 50 %) gastrointestinalnych karcinoidov. Vzhladom
na to, ze adenokarcindmy tenkého Creva sa vyskytuju vzac-
ne, karcinoidy patria k najcastejSim malignym nadorom vy-
skytujucim sa v tejto lokalizacii (60 %). Najcastejsie su loka-
lizované v ileu®.

Biologické vlastnosti karcinoidov tenkého Creva su dané
predovsetkym ich velkostou a spésobom rastu. Nadory men-
Sie ako 1 cm metastazuju iba v 2 %, zatial' Co nadory vacsie
ako 2 cm metastazuji v 80 %

Karcinoidy apendixu

Zvlastnu skupinu karcinoidovych nadorov GIT-u predsta-
vuju karcinoidy apendixu. Su relativne Casté, tvoria 34 % vSet-
kych karcinoidov GIT-u a su najCastejSimi epitelovymi na-
dormi apendixu (90 %). Incidencia kulminuje u Zien vo veku
15 — 19 rokov a u muzov vo veku 20 — 24 rokov. Mézu sa ob-
javit aj u deti®.

Klinické prejavy karcinoidov

Klinické prejavy su zavislé od lokalizacie primarneho na-
doru, rozsahu ochorenia a spektra hormonalnej produkcie
nadorom. Karcinoidy maji vacsinou malé rozmery, byvaju
dlho asymptomatické, m6zZu sa manifestovat véeobecne on-
kologickymi priznakmi alebo sa pri endokrinne funk&nych na-
doroch manifestuju karcinoidovym syndrémom®®.

Pri plicnych tumoroch byva klinickym prejavom skor ka-
Sel, dychavi¢nost, hemoptyza alebo bolest na hrudniku vyply-
vajlca z lokalizacie tumoru®.

Karcinoidy Zalidka a Criev sa mozu prejavit krvacanim,
a to okultnym s postupnou anemizaciou alebo manifestnym
vo forme hematemézy ¢i melény. Nadory ¢reva mézu viest
k obstrukcii alebo enteroragii. Tumory v duodéne &i pankrea-
se mbzu spdsobovat obstrukény ikterus™.

Karcinoidovy syndrom

Karcinoidovy syndrom sa moéze vyvinat u 10 az 18 %
pacientov s karcinoidovym nadorom. Klasicky karcinoi-
dovy syndrom typicky zahffia vazomotorické, kardidlne

Tabulka 2. Lokalizacia karcinoidov

i Percento
_

- Respiracny trakt, tymus, zaltdok, e

Foregut karcinoidy proximalne duodénum, pankreas 10-15%
. T lleum, jejunum, apendix, proximalna ono
Midgut karcinoidy East hrubého &reva 50-70%
. . Distalna ¢ast hrubého ¢reva o
Hindgut karcinoidy a rektum 15-20%

Zdroj: http://neuroendokrinni-nadory.cz/downloads/sbornik-karci-
noid.pdf

Zdroj: LOUTHAN, 0. 2005. Neuroendokrinni nadory. Klinické pohle-
dy. Praha: Grada, 2005. 344 s. ISBN 80-2471-16-2
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a gastrointestinalne priznaky. NajcastejSimi prejavmi su
flush, hnacka, kardialne poskodenie, bronchidlna astma, hy-
potenzia alebo hypertenzia. Ku klinicky manifestnym preja-
vom syndromu dochdadza v pritomnosti metastaz v peceni
alebo ak je nador lokalizovany mimo gastrointestinalneho
traktu a uvolfiované hormonadlne latky su vyplavované pria-
mo do cirkulacie — napriklad pri nddoroch lokalizovanych
v ovariu, v testes alebo v plicach®.

Medzi hlavné prejavy karcinoidového syndromu patri koz-
ny flush. Vyskytuje sa v 25 - 73 % pripadov metastazujuceho
karcinomu. V typickej podobe sa prejavuje ndhlym vznikom
cerveného alebo ¢ervenofialového erytému hornej Casti tela,
hlavne na tvari a na krku. Pacient ho vnima ako pocit horu-
¢avy a svrbenia. Castymi sprievodnymi priznakmi st hnacka,
busenie srdca, slzenie, opuch tvare alebo spojoviek®.

Prvé ataky flushu v skorych fazach ochorenia su prchavé,
trvanie nepresahuje 5 minut. Neskor je ich vyskyt prolongo-
flush aj fixovany, permanentne hnedoCerveny a pacient nepo-
cituje Ziadne subjektivne priznaky®.

Karcinoidové poskodenie srdca

Vyskytuje sav 10 — 50 % pripadov karcinoidového syndré-
mu. Patogenéza postihnutia srdca nie je doposial’ celkom
jasna, ale urcitu ulohu hra vyluCovanie sérotoninu a inych va-
zoaktivnych latok nadorovymi bunkami, ktoré vedie k posko-
deniu endokardu. Délezitym faktorom je nielen absolutne
mnoZstvo sérotoninu, ale tiez dizka expozicie(. Postihnu-
tie srdca je charakterizované fibrézou endokardu, ktora vy-
tvara plaky porceldnového vzhladu v dutinach pravého srd-
ca a Casto spdsobuje retrakciu a fixaciu cipov trikuspidalnej
a pulmonalnej chlopne. Tri najcastejSie chlopriové poskode-
nia su tvorené trikuspidalnou insuficienciou, pulmonalnou
insuficienciou a trikuspidalnou stenézou. Kardialne prizna-
ky sa objavuju v pokrocilych fazach ochorenia a zmeny su
ireverzibilné. Az polovica pacientov s karcinoidovym syndré-
mom zomiera na pravostranné srdcové zlyhanie®.

Laboratorna diagnostika

Karcinoid predstavuje z hladiska diagnostiky zloZzity
a komplexny problém. Vyplyva to v podstate z jeho biolo-
gickych vlastnosti. Na rozdiel od klasicky hormonalnych ak-
tivnych tumorov vychadzajucich z difuzneho endokrinného
systému, kde klinicky maju prevahu prejavy hypersekrécie
jedného konkrétneho hormoénu, podla ktorého sa nador
oznacuje (gastrindm, inzulindm, somatostatiném, glukago-
ném, vipém atd’), pri karcinoide je situacia odlisna. Klasicky
karcinoid produkuje hlavne sérotonin, prostaglandiny a za ur-
citych okolnosti cely rad tzv. gastrointestinalnych horménov,
napr. gastrin, somatostatin, vazoaktivny intestinalny peptid
(VIP), taktiez peptidové a proteinové latky, napr. ACTH®,

Medzi hormonalne aktivne latky, ktoré najCastejSie stano-
vujeme pri diagnostike karcinoidu v nasom laboratoriu, pat-
ria: sérotonin, NSE, chromogranin A v sére a 5-HIAA v moci.

Sérotonin

Sérotonin (5-hydroxytryptamin, 5-HT) je biologicky ak-
tivna latka, ktora sa vyskytuje v trombocytoch, v bunkach
GIT-u a v mens$ej miere aj v CNS. Vznika syntézou z aminoky-
seliny L-tryptofanu (obrazok 1).

Na nasom pracovisku sa stanovuje sérotonin v sére HPLC
pomocou HPLC analyzatora Agilent 1200.

Odber treba realizovat do Standardnej biochemickej
skimavky so separacnym gélom. Referen¢né hodnoty su
u oboch pohlavi 667 — 1 097 nmol/I.

Nevyhodou vysSetrenia je kolisanie hladiny poc¢as dna
v sére, z dovodu kratkeho biologického polCasu sérotoninu.
Preto je zakladnym postupom laboratérnej diagnostiky kar-
cinoidu vySetrovanie denného odpadu jeho hlavného meta-
bolitu, kyseliny 5-hydroxyindoloctovej, v moci za 24 hodin.

5-hydroxyindoloctova kyselina (5-HIAA)

Pri podozreni na karcinoid sa pouziva ako jedna z prvych
laboratérnych metdd vySetrenie 5-hydroxyindoloctovej kyse-
liny (5-HIAA) v moci. 5-HIAA je vyznamny metabolit séroto-
ninu, vznika oxidacnou deaminaciou enzymom monooxida-
za a vylucuje sa do mocu® (obrazok 2).

VySetrenie 5-HIAA v moci za dodrzania podmienok zbe-
ru mocu je prakticky 100 % Specifické. Mo¢ sa zbiera 24 ho-
din do tmavej nddoby s pridanim 10 ml 25 % HCI. 5-HIAA
v mocCi sa stanovuje HPLC metédou pomocou HPLC analy-
zatora Agilent 120002,

Referencné hodnoty st u oboch pohlavi 10,5 - 47,1 pmol/
24 hod.

Pred vysSetrenim 5-HIAA v moci je nutné dodrzat 2-3-dnovu
diétu z vylucenim potravin, ktoré by faloSne zvysovali hladinu
sérotoninu a nasledne 5-HIAA v moci" (tabulka 3).

Obrazok 1. Biosyntéza sérotoninu

! H Tryptophan
HN— NH;
Tk
Titrabwedrobiopde nne

Trypiophan hydroxidase
Trypilophan-5-monooxygenase

| Byt oyt
I Dol 1ot
S-hydroxytryptophan
.| " 5-HTR)
HM NH;

5-HTP decarboxylase
Aromatic amino acid decarboxylase

Fyncinayipharegpalo

HO
) B Serotonin
I S-hydroxytryptamine
H& - MHy {E'HTJ

Zdroj: https.//www.researchgate.net/figure/Serotonin-5-HT-bio-
synthesis-pathway-5-HT-is-synthesized-from-the-amino-acid_
fig3_315771564

1/2020
ewslab

29



https://www.researchgate.net/figure/Serotonin-5-HT-biosynthesis-pathway-5-HT-is-synthesized-from-the-amino-acid_fig3_315771564
https://www.researchgate.net/figure/Serotonin-5-HT-biosynthesis-pathway-5-HT-is-synthesized-from-the-amino-acid_fig3_315771564
https://www.researchgate.net/figure/Serotonin-5-HT-biosynthesis-pathway-5-HT-is-synthesized-from-the-amino-acid_fig3_315771564

Prehladové prace

Okrem potravin obsahujlcich sérotonin patria medzi in-
terferujice faktory rézne lieky a ochorenia, ktoré vyznam-
ne ovplyviuju hladinu sérotoninu a odpad 5-HIAA v mo¢i(™
(tabulka 4).

V pripadoch vyznamného zvySenia hodn6t odpadov
5-HIAA v moci existuje pozitivna koreldcia medzi hmotnos-
tou nadoru a hladinou 5-HIAA v moci. VySetrenie sluzi i na
monitorovanie priebehu a efektivity liecby, pripadnej poope-
racnej recidivy alebo progresie po predchadzajicej uspes-
nej odpovedi na konzervativhu terapiu. K najbeznejsSim

Obrazok 2. Metabolicka cesta sérotoninu a 5-HIAA

Tryptotan
} w . Karcinoldni
Iryplotan i buiika
| Irymtofanticio
E-hydroxytrypiotan (3-HTP)
dokarbonyiags srom. § -aminokyeadin
G-hydroxytryplamin (serolonin) =5-HT)
sarptonin (uloksny v granulich) I
f /MY vyt ™,
EHT vkrvf ————— |  sulddend
| monaalyinguidesa ‘“ﬂﬂ?"
Mmrmm!vmﬁlh--.-_.
—
| 5-HIAA v modi (11 | SHT v modi {1)

Zdroj: https://www.slideserve.com/ashley/biogenn-aminy-a-neu-
roendokrinn-tumory-biochemie-patobiochemie-klinick-v-znam-la-
boratorn-vy-etren

Tabulka 3. Obsah sérotoninu v r6znych potravindch

Potraviny svysokym obsahom sérotoninu > 3 ug/g

butternut — tekvica muskatova 398 ug/g
cierny vlassky orech 304 ug/g
vlassky orech 87 ug/g
orechy hickory-shagbark nut (Carya ovata) 143 ug/g
pekanové orechy 29 ug/g
banany 30 ug/g
ananas 17 ug/g
kivi 5,8 ug/g
slivky 4,7 ug/g
paradajky 3,2ug/g
Potraviny so strednym obsahom sérotoninu 0,1 - 3 ug/g

avokado 1,5ug/g
datle 1,7 ug/g
grapefruit 0,9 ug/g
olivy 0,2 ug/g
baklazan 0,2 ug/g

Potraviny snizkym obsahom sérotoninu < 0,1 ug/g

rozne plody: pistacie, muskatovy orieSok, sinecnicové semiacka, jahody,
borievky, ostruziny, brusnice, jablkd, éere$ne, mango, hrusky, broskyne,
pomarang, citrén, mrkva, uhorky, hlavkovy Salat, limetka

Potraviny svelmi nizkym obsahom sérotoninu < 0,1 ug/g

dalSie potraviny: rozne druhy méasa, pecena Sunka, pecené kura, ryby, syr
parmezan, obilniny, ryZa, zemiaky, kdva, ¢aj, mlieko

biochemickym vySetreniam pri karcinoidoch doteraz patri
24-hodinovy zber mocu na vysetrenie 5-HIAAUD,

Na nasom pracovisku (Medirex, a. s.) okrem specifickych
markerov pre diagnostiku karcinoidov (sérotonin a 5-HIAA)
stanovujeme aj nespecifické nddorové markery. Tieto marke-
ry s velkou pravdepodobnostou signalizuju pritomnost NET,
ale samy osebe nepodavaju blizsiu informaciu o vlastnos-
tiach vySetrovaného NET(". K nespecifickym markerom pat-
ria NSE, chromogranin A, gastrin a kalcitonin.

Neurénova Specificka enolaza

Neurénovéa Specifickd enoldza (NSE) je jeden z 5 izoe-
nzymov glykolytického enzymu enolazy (2-fosfo-D-glyce-
rathydroldza). Vyskytuje sa v roznych dimerickych izofor-
mach zahrnujicich 3 imunologicky odlisné podjednotky q, B,
y — apodjednotka enolazy sa vyskytuje v rozlicnych typoch
tkaniv cicavcov, zatial co Bpodjednotka sa nachadza predo-
vSetkym v srdci a prie¢ne pruhovanych svaloch. I1zoformy
enolazy ay a yy, ktoré si oznacované ako neurénova Spe-
cificka enoldza (NSE) alebo tiez yenolaza, sa vyskytuju vo
vysokych koncentraciach v neurénoch a neuroendokrinnych
bunkach alebo v tumoroch z nich vzniknutych?.

Hodnoty NSE stanovujeme metédou ECLIA pomocou ana-
lyzatora cobas 8000 modul e 801.

Odber treba realizovat do Standardnej biochemickej
skumavky so separacnym gélom. Referencné hodnoty su
u oboch pohlavi 0 - 16,3 pg/I.

Medzi interferencie, ktoré ovplyvnuju hodnotu NSE, patri
hemolyza séra.

NSE sa pouziva ako imunohistochemicky a sérovy marker,
méze sluzit aj ako prediktor odpovede na liecbu. Nebol pre-
ukazany vztah medzi rozsahom nadoru a stupnom zvysenej
hladiny NSE, na rozdiel od sérového chromograninu A (CgA),
kde takyto vztah bol preukazany. Tieto rozdiely CgA a NSE sa
vysvetluju odliSnou intracelularnou lokalizaciou. CgA je loka-
lizovany v neurosekrecnych granulach a NSE je cytoplazma-
ticky enzym. Preto elevacia NSE sa objavuje pri porusenej in-
tegrite bunkovej membrany, zvySené hodnoty NSE treba preto
ocakavat skor pri agresivnejsich, rychlo rasticich a menej di-
ferencovanych formach NET, ktoré ¢asto podliehaju rozpadu

Tabulka 4. Interferujuce faktory ovplyvriujuce hladinu 5-HIAA

Neonkologické ochorenia zvysujice hladinu 5-HIAA

vyrazné bolesti (ischialgie, kice hl. a kostrového svalstva), cysticka fib-
réza, krvacanie, malabsorpéné stavy (celiakia, syndréom slepej klucky),
m. Whipple

Neonkologické ochorenia znizujuce hladinu 5-HIAA

depresia, resekcia tenkého ¢reva, mastocytdza, fenylketondria, Downov
syndrém

Lieky zvysujuce hladinu 5-HIAA

atenolol, fenacetin, chlérpromazin, levopromazin, tioridazin, prochlor-
perazin, trifluoperazin, trietylperazin, perfenazin, flufenazin, guaifene-
zin, melfaldm, naproxen, pindolol, rezerpin, acetaminofen, salicylaty, na-
proxem, L-DOPA, fluorouracil, alkaloidy

Lieky znizujuce hladinu 5-HIAA

ACTH, tricyklické antidepresiva, etylalkohol, heparin, chlérpromazin, imi-
pramin, inhibitory MAO, izoniazid, levodopa, metyldopa, oktreotid, pro-
metazin, ranitin, salicylaty

Zdroj: LOUTHAN, 0. Diagnostika neuroendokrinnich nadord. [on-
line]. 2012 [cit. 2019.08.02] Dostupné na internete: < http://neu-
roendokrinni-nadory.cz/downloads/diagnostika-nen-vysetreni.pdf

Zdroj: LOUTHAN, 0. Diagnostika neuroendokrinnich nadord. [on-
line]. 2012 [cit. 2019.08.02] Dostupné na internete: < http://neu-
roendokrinni-nadory.cz/downloads/diagnostika-nen-vysetreni.pdf
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buniek a nekr6zam. FaloSne vyssSie hodnoty byvaju pri renal-
nej insuficiencii, pri pficnych a pecenovych ochoreniach. Pre
diagnostiku NET vSak enzym nevykazuje vysoky stupen diag-
nostickej presnosti, a preto sa vyuzivaju z onkomarkerov iba
CgA a 5-HIAAUD,

Chromogranin A

Chromogranin A (CgA) je kysla bielkovina zloZzena zo 439
aminokyselin s molekulovou hmotnostou 48 kDa. Je produ-
kovany a secernovany endokrinnymi a neuroendokrinnymi
bunkami spolu s peptidovymi horménmi a neurotransmiter-
mi, predovSetkym so sérotoninom a s glukagénmi. CgA je
sicastou mnohych intracelularnych a extracelularnych pro-
cesov. Je lokalizovany v denznych sekre¢nych granulach
skladujucich peptidové hormdny a vo vezikulach obsahuju-
cich katecholaminy. Nachddza sa v neurénoch, v CNS a peri-
férnych sympatickych neurénoch. Iné organy bohaté na CgA
su napr. pristitne telieska, pl'ica, exokrinné bunky pankreasu,
bunky produkujice inzulin a glukagén. Hlavny zdroj sekrécie
CgA je dren nadobliciek.

Hodnoty CgA stanovujeme metddou ELISA pomocou ana-
lyzatora Dynex DSX.

Odber treba realizovat do Standardnej biochemickej
skimavky so separacnym gélom. Referen¢né hodnoty su
u oboch pohlavi 0 — 100 pg/I.

Stanovenie hodn6t CgA ako neuroendokrinného sérového
markera sa vyuziva v diagnostike, v hodnoteni vyvoja ocho-
renia a odpovedi na lie¢bu. Pri vac¢sine nadorov produkuju-
cich CgA su hladiny cirkulujuceho peptidu vyrazne nad hrani-
cu normy a vyskyt falosne pozitivnych a falosne negativnych
vysledkov nebyva ¢asty. Naj¢astejsSim dévodom falosne po-
zitivnych nalezov je renalna insuficiencia. Senzitivita CgA
je pri neuroendokrinnych tumoroch 70 — 95 % a Specificita
70 — 80 %. VySetrenie je najpresnejSie pri nadoroch s inten-
zivnou sekrec¢nou aktivitou, hlavne pri metastazujucich mid-
gut karcinoidoch a pri tumoroch pankreasu(" (tabulka 5).

Existuje priama korelacia medzi celkovou hmotnostou
nadoru a plazmatickou hladinou CgA. Taktiez existuje vztah
k histologickému typu, kde najvyssie hodnoty exprimuje kar-
cinoid, a to stonasobne zvysené oproti norme. Vysoka hladi-
na CgA je nezavislym prognostickym faktorom zlej prognézy
pri pokrocilych stavoch. Pri diagnostike a stanoveni hladiny
CgA treba mysliet na faktory — interferencie sposobujlce fa-
losné zvySenie hladiny CgA. Mierne zvysSenie bolo zistené
u zien v postmenopauzalnom obdobi, hlavne v ramci zvySe-
nia gonadotropinov. Vyssie hladiny CgA byvaju aj u zdravych
tehotnych zien, kde CgA je produkovany placentou. Rychly
vzostup hladiny CgA spoOsobi taktiez lieCba nizkymi davka-
mi omeprazolu. FaloSne pozitivhe hodnoty CgA sa vyskytu-
ju tiez u chorych so zapalovymi ochoreniami Criev, s atrofic-
kou gastritidou, s hepatalnou a renalnou insuficienciou".
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Tabulka 5. Validita chromograninu A ako markera neuroendokrin-
nych tumorov

NET Validita

Midgut karcinoidy 87 %
Foregut karcinoidy 79 %
Tumory buniek ostrovéekov pankreasu 72 -100 %
Nefunkéné tumory buniek ostrovéekov pankreasu 62 %
Gastrindmy 100 %
Malobunkovy karciném plic 39-75%
Feochromocytém 80-90%
Medulérny karciném Stitnej zl'azy 50 - 100 %

Zdroj: LOUTHAN, O. Diagnostika neuroendokrinnich nddord. [on-
line]. 2012 [cit. 2019.08.02] Dostupné na internete: < http://neu-
roendokrinni-nadory.cz/downloads/diagnostika-nen-vysetreni.pdf

Zaver

Karcinoidy patria do skupiny neuroendokrinnych tumorov
(NET) so sirokou biologickou a klinickou charakteristikou
a s relativne nizkou incidenciou. Najvyssi vyskyt karcinoidov
je v oblasti gastrointestindlneho traktu, a to hlavne v tenkom
Creve, v rekte a v Zalidku. Klinické prejavy nadoru zavisia od
jeho primarnej lokalizacie a endokrinnej aktivity. Medzi naj-
CastejsSie prejavy patri kasel, dusnost, dyspepsia, abdominal-
ne bolesti, obstipdacia, hnacka. Vzhl'adom na to, Ze karcinoi-
dy patria medzi endokrinne aktivhe nddory a produkuji rézne
spektrum hormondlne aktivnych substancii, velmi doleziti
Ulohu hrd laboratérna diagnostika danych parametrov. Medzi
najcastejSie hormonalne aktivne latky, ktorych hodnotu sta-
novujeme, patri sérotonin, NSE, CgA v sére a 5-HIAA v moci.
Specificita a senzitivita danych markerov st velmi vysoké, pri
niektorych typoch NET-ov a karcinoidov skoro 100 %, a pre-
to velmi potrebna pri v€asnej diagnostike danych nadorov.

Zoznam skratiek:

5-HIAA - kyselina 5-hydroxyindoloctova

ACTH - adrenokortikotropny hormon

CgA — chromogranin A

CNS - centralny nervovy systém

EC - enterochromafinné bunky

ECLIA - ElectroChemiLuminiscen¢na Imuno Analyza
ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay

GIT - gastrointestinalny trakt

HCI - kyselina chlorovodikova

HPLC - (High Performance Liquid Chromatography) - vyso-
koucinna kvapalinova chromatografia

NET - neuroendokrinné tumory

NSE - neurénova Specificka enolaza

VIP - vazoaktivny intestindlny peptid
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Protinadorové ucinky vitaminu D

Beata Bolerazska'?, Tomas Koky' 5
'Ustav lekarskej a klinickej biochémie UPJS LF KoSice
2Klinicka biochémia, Medirex, a. s., Kosice

Nedostatok vitaminu D bol povodne odhaleny ako pric¢ina krivice v dosledku nedostatocnej expozicie slneénému
ziareniu alebo prijmu potravin bohatych na vitamin D. Okrem svojej tlohy pri homeostaze vapnika a kosti vitamin
D participuje na regulacii mnohych dalSich bunkovych funkcii. Receptor vitaminu D (VDR) je takmer vS§eobecne
exprimovany v jadrovych bunkach. Spektrum endokrinnej aktivity vitaminu D je teda ovela SirSie ako homeosta-
za vapnika/kosti a systém vitamin D — VDR sa v tomto ohlade podoba spektru inych ligandov jadrovych recep-
torov, ako st hormony stitnej zl'azy.

Vzhl'adom na Siroky rozsah suc¢asnych poznatkov o vitamine D sa v tomto prispevku podrobnejsie venujeme
vztahu vitaminu D k vzniku a progresii nadorovych ochoreni, kde sa opakovane potvrdili jeho vyznamné anti-
kancerogénne vlastnosti. K tym najdolezitejSim patri indukcia zastavenia bunkového cyklu, stimulacia apoptézy
a inhibicia angiogenézy, ale uplatriuje sa aj pri zapaloch asociovanych s nddorovym ochorenim a reparativnych
procesoch DNA a metastazovani.

Klucové slova: vitamin D, kancerogenéza, protinadorové ucinky

Anti-tumour effects of vitamin D

Vitamin D deficiency was initially discovered as the cause of rickets due to insufficient exposure to sunlight
or intake of vitamin D-rich foods. In addition to its role in calcium and bone homeostasis, vitamin D participates
in the regulation of many other cellular functions. The vitamin D receptor (VDR) is almost universally expressed
in nuclear cells. Thus, the spectrum of vitamin D endocrine activity is much broader than calcium/bone home-
ostasis, and the vitamin D-VDR system resembles that of other nuclear receptor ligands, such as thyroid hor-
mones, in this respect.

Given the full range of current knowledge about vitamin D, we discuss in more detail the relationship of vitamin
D to cancer development and progression, where its significant anticancerogenic properties have been repeat-
edly confirmed. The most important are induction of cell cycle arrest, stimulation of apoptosis and inhibition
of angiogenesis. Still, it is also applied to inflammation associated with cancer and reparative DNA processes
and metastasis.

Keywords: vitamin D, carcinogenesis, antitumor effects

Newslab, 2020; ro&. 11 (1): 33 - 36

Uvod

V sucasnosti sa na vitamin D nahliada ako na steroidny  Tabulka 1. Mechanizmy protinadorovych téinkov vitaminu D@
hormén rozpustny v tukoch, ktorého genémové acinky su — _ -
sprostredkované po naviazani na $pecificky receptor. K po- Proliferdcia ;‘r’z’;::i:’::p::z: zrl;’:(‘;'“g"kﬁilva:zzo
tvrdenym Gé&inkom vitaminu D okrem uchovania zdravych i gémfv MvCars P

kosti (tzv. klasické ucinky) radime tzv. neklasické, nonkal-
cemické Ucinky. Tie sa aktudlne sleduji pri autoimunitnych .
a kardiovaskularnych ochoreniach, precitlivenosti na infekcie, Apoptoza
pri vzniku nadorovych ochoreni, ale aj v suvislosti s priebe-
hom fyziologického starnutia. Vzhladom na Siroky rozsah su-
Casnych poznatkov sa v tomto prispevku budeme podrobnej-
Sie venovat vztahu vitaminu D k vzniku a progresii nadorovych

ZvySenie expresie BAX
Znizenie expresie BCL - 2

ZvySenie senzitivity na radioterapiu
a chemoterapiu

Diferencidcia buniek myeloidnej leuké-
mie na monocyty

ZvysSenie expresie faktorov diferenciacie
ako kazein, lipidy, PSA, E-cadherin

ochoreni, kde sa opakovane potvrdili jeho vyznamné antikan- — .

. . . S UAY v s .. . Inhibicia expresie COX-2, PG receptorov,
cerogénne vlastnosti. K tym najdéleZitejsim patri indukcia za- stresovyich kinaz a NF-kB signalizécie
stavenia bunkového cyklu, stimuléacia apoptdzy a inhibicia an- Zvyenie odpovede TIMP1 a E-cadherinu

iogenézy™, ale uplatiiuje sa aj pri zapaloch asociovanych iFeni i r i
g 9 y, p t ] J’p P y TP Znizenie expresie MMP9, a6-integrinu,
s nddorovym ochorenim, reparativnych procesoch DNA a me- 4-integrinu a aktivatora plazminogénu
tastazovani. Prehl'ad mechanizmov ucinku vitaminu D s anti- ; 5 Pokles hladin HIFT-q, VEFG, IL-8, tenas-
5 i augicgeness cinu C a PGE2
kancerogénnym efektom sumarizuje tabulka 1.
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Indukcia zastavenia bunkového cyklu a stimulacia
apoptézy

Proliferujica bunka prechddza vysoko usporiadanymi fa-
zami G1, S, G2 a M v sekvencii, z ktorych kritické su S (fa-
za syntézy DNA) a M (faza mit6zy). Vstup do nich (zaciatok
S fazy a M fazy) je prisne regulovany, ¢o vedie k vzniku dvoch
skontrolnych bodov” v cykle. Poskodenie DNA z akejkolvek
priciny moze zastavit bunkovy cyklus v hociktorej z tychto
faz a presny priebeh cyklu v nich ur€uje geneticku stabilitu
bunky. VSeobecne najvacsi antiproliferacny i¢inok ma induk-
cia zastavenia bunkového cyklu zalozena na blokade G1 fazy
@9, ktord mozno dosiahnut navodenim zvysenej tvorby prote-
inov p21 a p27. Pri aktivnej forme vitaminu D 1,25-(0H),D; sa
preukazala schopnost zastavit bunkovy cyklus v nadorovych
bunkovych liniach aj vo faze G2/M®. Vitamin D je schopny
navodit apoptézu nadorovych buniek uz na génovej Urovni
prostrednictvom inhibicie zndmeho antiapoptotického gé-
nu Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)®, indukciou proapoptotickych
génov, ako je DAP (Death-Associated Protein-3), CFKAR
(caspase 8 apoptosis-related cysteine peptidase) a FADD
(Fas-Associated protein with Death Domain)®, a dokaze do-
konca aktivovat proautofagicky gén beclin-1®. Okrem to-
ho kalcitriol zvySuje aktivitu proapoptotickych proteinov
Bax a p-calpain®79). Schopnost navodenia apoptdzy je jed-
noznacne jednou z najdélezitejSich funkcii proteinu p53, zna-
meho hlavného regulatora apoptézy a produktu tumor-supre-
sorového génu TP53. Pri viacerych nadorovych bunkovych
linidch bolo zistené, Ze mechanizmus indukcie apoptézy pro-
strednictvom vitaminu D variruje v zavislosti od typu bunky
a moze byt sprostredkovany proteinom p53, ale aj bez jeho
pritomnostio1,

Inhibicia angiogenézy

Efekt vitaminu D na angiogenézu bol prvykrat opisany v ro-
ku 1990, ked'sa zistilo, ze 1,25-(0H),D; a jeho analég 22-oxo-
1,25-D; inhibuje embryonalnu angiogenézu v choriovej mem-
brane('?.

Podpora angiogenézy nadoru, jeho invazie a metastazo-
vania moze byt dosledkom aktivacie tzv. spinatov angio-
genézy, ktorych aktivaciu kontroluje predovSetkym endo-
telidlny rastovy faktor (Vascular Endothelial Growth Factor,
VEGF)(3. Bolo preukézané, Ze vitamin D dokdaze znizovat ex-
presiu VEGF v nadorovych bunkach a tiez znizuje odpoved
endotelidlnych buniek na tento faktor(. Zakonite je hypoxia
vyrazny induktor tvorby VEGF a pocas jej posobenia, za su-
Casnej aplikacie vitaminu D, dochadzalo k signifikantnému
znizeniu tvorby VEGF(9),

Glykolyticky metabolizmus nadorovych buniek

Kalcitriol svojimi antikancerogénnymi Gcinkami zasa-
huje aj do energetického metabolizmu nadorovych buniek.
Anaerdébny sposob spracovania glukézy preferovany malig-
ne transformovanymi bunkami je negativne regulovany ak-
tivnymi formami vitaminu D. Santos a kol. (2017) vo svojej
stadii na bunkovych kultdrach ziskanych z karcinému prs-
nika zaznamenali pokles miery glykolyzy po podani vita-
minu D. Vitamin D dokazal znizit expresiu membranovych
glukdézovych transportérov GLUT1 a tak spomalit utilizaciu
glukézy nadorovymi bunkami. Dokazana bola aj supresia ak-
tivacie mTOR (z angl. mammalian target of rapamycin), kto-
ry je sucastou signalnej drahy Warburgovho efektu — tzn. pre-
ferencie anaerébnej glykolyzy nadorovymi bunkami. Santos
a kol. (2017) dokdzali aj znizenu produkciu laktatu po liecbe
vitaminom D (obrazok 1)(9.

Obrazok 1. V patologicky nezmenenom tkanive je 85 % energie vo forme ATP produkovanej v procese oxidativnej fosfo-
ryldcie v mitochondridch; anaerébna glykolyza je proces rezervovany pre akutne epizédy hypoxie (intenzivne cvicenie),
v tomto procese pyruvat do¢asne nevstupuje do citratového cyklu a je metabolizovany na laktat, produkt anaerdbnej
glykolyzy. Warburgov efekt predstavuje chronickd, nonoxidativnu produkciu ATP v cytoplazme buniek premenou pyru-
vatu na laktat pri normoxickych podmienkach. Maligne transformované bunky vyuZivaju Warburgov efekt na produkciu

85 % energie(.

Warburgov efekt

Diferencovani
= Dunky tHaniy

Oxidativne fosTorylicia Anzarebna glyholyzs

Proliferujiice
bunky nddoru

Aerobna glykolyza
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Zapal asociovany s nadormi a vitamin D

Zapal asociovany s nadormi je dolezitou stcastou viace-
rych aspektov tumorogenézy a vyvoja nddorového ochorenia.
K potvrdenym tc¢inkom vitaminu D patri taktieZ schopnost zni-
zovat tvorbu prozapalovych cytokinov aj ich biologicku aktivi-
tu, Co predstavuje vyznamny protizapalovy efekt('®). Zapalova
reakcia sprevadzajlca rast nadoru je vo vSeobecnosti charak-
terizovana pritomnostou zapalovych buniek, mediatorov za-
palovej reakcie, ako su cytokiny, chemokiny, prostaglandiny
a kyslikové radikaly(®. Prave aktivita VEGF vyznamne zavisi
aj od mediatorov zapalu. Schopnostou znizit zapalovu reak-
ciu moze teda vitamin D prostrednictvom VEGF zasahovat aj
do nadorovej angiogenézy. V literature sa opisuje tiez vznik na-
dorovych ochoreni v désledku chronického zapalového proce-
su. So vznikom nadorovych ochoreni, obzvlast s procesom,
ktory vedie od zapalu ku kancerogenéze, sa opakovane spa-
ja skupina transkrip&nych faktorov znamych pod oznac¢enim
NF-kB (Nuclear Factor Kappa B), ktoré sa podielaju na kon-
trole transkripcie DNA, produkcie cytokinov a bunkového pre-
Zivania®. V porovnani so zdravymi bunkami mali mnohé na-
dorové bunky zvySené hladiny NF-kB. Potvrdilo sa, ze kalcitriol
je schopny blokovat aktivaciu NF-kB®" a této inhibicia sa javi
ako velmi sfubna moznost protinadorovej liecby. Kalcitriol vy-
kazuje protizapalovu aktivitu vo viacerych typoch malignych
nadorov. Zmenami expresie NF-kB, jeho translokacie do jadra
a vazby na Specifické sekvencie na DNA vitamin D znizoval
expresie prozapalovo posobiaceho cytokinu IL-8 napriklad
v bunkach karcinému prostaty D@, Vitamin D meni expresiu
NF-kB posobenim na IGFBP-3 (insuline-like growth factor bin-
ding protein), ktory reguluje funkciu NF-xkB@?.

Vitamin D vyznamne zasahuje aj do syntézy a biologickej
aktivity prostaglandinov v zmysle ich inhibicie. Prostaglandi-
ny podporuju karcinogenézu, pozitivnym spésobom induku-
ju bunkovu proliferaciu, angiogenézu a vplyvaju na rozvoj me-
tastdz. Vitamin D vstupuje do ich metabolizmu a biologickej
aktivity 3 zakladnymi mechanizmami:

inhibiciou enzymu cyklooxygenaza 2 (COX-2), ktory je klu-
Covy v syntéze prostaglandinov

upreguldciou expresie enzymu 15-hydroxyprostaglandin-
dehydrogenaza (15-PGHD), ktory je zodpovedny za degrada-
ciu prostaglandinov

downregulaciou expresie membranovych prostaglandi-
novych receptorov, esencialnych pre bunkovi signalizaciu
(obrazok 2)@>

Krishan a Feldmann (2011)®?? rovnako uvadzaiju, Ze dole-
zitymi cielovymi molekulami vitaminu D v procese zapalu su
aj MAP kinazy. Napriklad expresia MAP kindzy — fosfatazy 5
(MKP5) je indukovana kalcitriolom a nasledne inhibuje stre-
sovy protein p38, ¢o vedie k znizeniu expresie prozapalovych
cytokinov, najma IL-6.

Uloha vitaminu D v prevencii nadorovej invazivity
a vzniku metastaz

Vznik metastaz je komplexny proces zahfnajuci bunko-
vl adhéziu, migraciu, invaziu, proliferaciu a angiogenézu®.
Pre kancerogenézu na molekulovej urovni maju velky vyz-
nam signalne drahy v bunke. Poruchy v tychto kaskadach -
obvykle overexpresia alebo inhibicia ur¢itého medzi¢lanku
kaskady — mo6zu v bunke vyvolavat zmeny, ktoré jej poskyt-
nu proliferacné vyhody.

Obrazok 2. Vplyv vitaminu D na stimuldciu a inhibiciu metaboliz-
mu prostaglandinov®
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Uloha vitaminu D v stvislosti s nadorovou invazivitou sa
v sicasnosti podrobne Studuje pri kolorektalnom karcinéme.
Pri tomto type nadoru sa az v 90 % objavuje porucha v prie-
behu Wnt/betakateninovej signalnej drahy, a to na turovni be-
takateninu (protein podielajuci sa na medzibunkovom ad-
héznom spojeni). Presun tohto proteinu z cytoplazmy do
bunkovej membrany dokaze ovplyvnit hladina vitaminu D@,

Diaz a kol. (2010)® uvadzaju, ze vitamin D je silnym in-
duktorom expresie cystatinu D, inhibitora cysteinovych pro-
tedz z katepsinovej rodiny. Cystatin D sa podiel'a na antikan-
cerogénnych ucinkoch vitaminu D, taktiez najma v pripadoch
kolorektalneho karcinému. Je zapojeny do procesov znizZu-
jucich migracnu aktivitu buniek a potlaca funkcie génov
tzv. epitelidlno-mezenchymalneho prechodu. Prave produk-
ty tychto génov su schopné potlacat fyziologicky pritomnu
polaritu epitelovych buniek, ktora je tiez dana pritomnostou
Specifickych adhezivnych Struktar.

Vitamin D sa tiez zuCastiuje na reguldcii matrixovych me-
taloprotedz (MMPs) a Specifickych tkanivovych inhibitorov
matrixovych metaloproteaz (TIMPs). MMPs su protedzy de-
pendentné od zinku, schopné degradovat zlozky extracelu-
l[arneho matrixu a bazalnej membrany. MMPs aj TIMPs byva-
ju ¢asto dysfunkéné pri malignych nadorovych ochoreniach
a tieto dysfunk&né zmeny prispievaju k invazivite a potencia-
lu zakladat vzdialené metastazy.

Viaceré studie poukazali na skuto¢nost, ze suplementacia
vitaminu D zniZuje expresiu metaloproteazy 9 (MMP 9) a zvy-
Suje expresiu TIMP 1 pri karcindme prsnika a prostaty®@.

Zaver

V sucasnosti je vitamin D pre svoje biologické vlastnos-
ti povazovany za hormén a pre Siroké spektrum pdsobe-
nia sa opravnene prirovnava k horménom S§titnej zl'azy. Epi-
demiologické studie naznacuju, ze nedostatok vitaminu D
by mohol zohravat délezitd ulohu aj v etioldgii réznych ty-
pov nadorovych ochoreni u ludi. Protinadorova aktivita sa
aktudlne zarad'uje medzi jeho neklasické (nonkalcemické)
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Ucinky a moze byt sprostredkovana viacerymi mechanizma-
mi vratane inhibicie bunkovej proliferacie, indukcie apoptdzy,
stimulacie diferencidcie, potlacenia invazie nadoru, metasta-
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Molekulové metody detekcie mutacii v kinazovej doméne fuizneho génu
BCR-ABL1 u pacientov s chronickou myelocytovou leukémiou

Michaela Bezecnd', Lubica Majerova?, Renata Lukackova?
"Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského v Bratislave
2Lekarska genetika, Medirex, a. s., Bratislava

Zavedenie liecby inhibitormi tyrozinkinazy (TKI) u pacientov s chronickou myelocytovou leukémiou vyrazne
ovplyvnilo prognézu tohto ochorenia. Lie€ba pouzitim TKI znamena vyznamny benefit, 25 — 35 % pacientov vSak
potrebuje v priebehu 5 rokov zmenu lieCby z doévodu rezistencie alebo zlyhania lieCby. NajcastejSim mechaniz-
mom zodpovednym za rezistenciu je rozvoj mutacii v kindzovej doméne. Za standard pre skrining mutacii vo fu-
znom géne BCR-ABL1 sa povazuje Sangerovo sekvenovanie. V suic¢asnosti sa najviac pracuje na implementacii
technolégie sekvenovania novej generacie ako Standardného vySetrovacieho postupu.

Klicové slova: mutacie v kinazovej doméne Abl1, Sangerovo sekvenovanie, sekvenovanie novej generacie NGS
(next generation sequencing)

Molecular detection methods of mutations in the kinase domain of fusion gene bcr-abl1 in patients with chronic
myelocyte leukemia

The implementation of the treatment with tyrosine kinase inhibitors (TKIs) in patients with chronic myelocyte
leukemia has significantly influenced the prognosis of the disease. TKI treatment is a significant benefit, but 25-
35% of patients need to change treatment within 5 years due to resistance or treatment failure. The most com-
mon mechanism responsible for resistance is the development of mutations in the kinase domain. Sanger se-
quencing is considered the standard method for screening mutations in the BCR-ABL1 fusion gene. Currently,

most work is being done to implement the next-generation sequencing technology as a standard method.
Keywords: mutations in the Abl1 kinase domain, Sanger sequencing, next-generation sequencing (NGS)

Newslab, 2020; ro¢. 11 (1): 37 - 40

Uvod

Chronicka myelocytovéa leukémia (CML) je klonalne mye-
loproliferativne ochorenie, ktoré je vysledkom neobmedzene;j
expanzie buniek v kostnej dreni. Diferenciacia buniek sa za-
stavuje v $tadiu blastov. Charakteristickym znakom CML je
pritomnost Philadelphia (Ph) chromozomu, ktory vznika re-
ciprocnou translokaciou medzi dlhymi ramienkami chromo-
zomov 9 a 22. Pri uvedenej translokacii t(9;22)(q34;,q11) do-
chddza k fazii génu BCR na chromozéme 22 s génom ABL1
na chromozéme 9. Vysledkom je vznik patologického fuzne-
ho génu BCR-ABL1(. Neliecena CML prebieha v troch fa-
zach, ktoré urcuju progresiu ochorenia po¢tom trombocytov
a blastovych buniek v krvi a kostnej dreni. Prvotné stadium
CML predstavuje chronickd faza (angl. chronic phase, CP),
v ktorej je diagnostikovanych az 90% pacientov. Po¢as CP
nezrelé blastové bunky proliferuju a diferencuju pomaly, v d6-
sledku ¢oho mo6ze CP pretrvavat mesiace az roky. Diagno-
za CML sa stanovi hematologickym a cytogenetickym vysSet-
renim a nasledne sa zacne liecba inhibitormi tyrozinkindzy
(TKI). V prvej linii liecby v CP sa pacientovi v podmienkach
SR méze podavat bud imatinib, alebo nilotinib v zavislosti
od stratifikacie pacienta pri stanoveni diagnézy. Agresivnej-
Sou formou CML je akcelerovana faza (angl. accelerated pha-
se, AP), pri ktorej dochadza k zvysenej proliferécii blastovych
buniek v periférnej krvi a kostnej dreni. V AP sa u pacien-
tov mo6zu vyskytnut pridavné chromozémové aberacie ako

pritomnost extra chromozdmu 8 alebo izochromozému 17q
(pozostava z dvoch dlhych ramienok 17. chromozému), kto-
ré su povazované za marker progresie ochorenia. Bez lieCby
progreduje AP do fatélnej blastovej fazy (angl. blastic pha-
se, BP). Tato faza sa sprava ako chemorezistentna akutna
leukémia. Pacientom v BP sa odporuca transplantacia kr-
votvornych buniek, ktorej predchadza kombinovana lieCba
intenzivhou chemoterapiou a TKI. Prognéza je vSak krajne
nepriazniva. Vzhladom na limitovanu Gc¢innost liecby pacien-
tov v BP, je prinosom v¢asny zachyt pridavnych zmien u rizi-
kovych pacientov®.

Era tyrozinkinazovych inhibitorov

Spociatku bola lietcba CML zalozend na podavani peroral-
nej chemoterapie v podobe cytotoxickych latok ako busulfan
alebo hydroxyurea. U vacsiny lieCenych pacientov v§ak nedo-
siahla dostatocnu liecebnu odpoved' a takmer vSetci pacien-
ti progredovali do AP a BP. Od roku 1981 sa na liecbu CML
zacal pouzivat interferon-alfa (IFN-a). Ukazalo sa, ze IFN-a
ma priamy antiproliferaény Uc¢inok a inhibuje patologicku se-
baobnovu myeloidnych progenitorov. Standardnou lieceb-
nou metddou pre pacientov v CP a AP bola transplantdcia
krvotvornych buniek, ktora vsak bola zatazena rizikom vyso-
kej morbidity a mortality (napr. reakcia Stepu proti hostitelo-
vi, GVHD). Vyvoj malej molekuly imatinibmesylatu - tyrozin-
kindzového inhibitora sposobil v roku 2000 revoldciu v lie¢be
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CML. Bolo dokazanég, ze TKI silne interferuju s interakciou
medzi proteinom Bcr-Abl1 a adenozintrifosfatom (ATP). TKI
sa viaze v blizkosti vazobného miesta ATP, a tym sa stabili-
zuje tyrozinkindza v inaktivnej konformacii. Inhibiciou tohto
procesu sa zastavi aktivacia signalnych drah, ktoré podpo-
ruju leukemicky fenotyp bunky. Tyrozinkindzy su dolezitymi
mediatormi signalnej kaskady vo fyziologickych bunkach. Ur-
Cuju klucové udlohy v roznych biologickych procesoch, ako je
proliferacia, diferenciacia, metabolizmus a apoptéza. Dere-
gulovana aktivita tyrozinkinazy je zakladom pre patogenézu
l'udskych onkologickych ochoreni.

Imatinib predstavuje TKI prvej generacie. Medzi TKI 2. ge-
nerdcie patri bosutinib, dasatinib a nilotinib. Ponatinib je TKI
3. generdcie. Cielend terapia vo forme selektivnych TKI vy-
znamne zleps$ila progndézu, predizila celkové preZivanie aj
kvalitu Zivota pacientov s CML®).

Rezistencia proti TKI

Za chemorezistenciu nadorovych buniek je zodpovedny
cely rad bunkovych mechanizmov. Rozoznavame dve kategé-
rie rezistencie proti lieCbe imatinibom, resp. TKI vSeobecne -
primarnu a sekundarnu. Ak nie je zaznamenana odpoved po
inicidlnej lieCbe, hovorime o primarnej rezistencii. V pripade,
ked momentu vzniku rezistencie predchadza liecebna odpo-
ved, ide o sekundarnu rezistenciu. Priméarna rezistencia (vnu-
torna) sa vztahuje na mechanizmy pritomné v bunke skor,
ako boli vystavené inhibitoru TK. Sekundarna rezistencia
(ziskanad) je reprezentovana farmakologickymi parametrami,
ktoré ovplyvnuju uc¢innost lieciv molekularnymi zmenami. Pri
sekundarnej rezistencii dochadza k strate lieCebnej odpove-
de. Bolo dokazané, ze nadorové mikroprostredie prispieva
k vnutornej, ale aj ziskanej rezistencii proti lieCivdm. Na me-
chanickej urovni klasifikujeme rezistenciu proti TKl ako neza-
visld od Ber-Abl1 alebo zavislu od Ber-Abl1. Zavisla rezisten-
cia zahfila mechanizmy, najCastejSie bodové mutacie, ktoré
sU priamo zavislé od kindzy Bcr-Abl1. Rezistencia nezavisla
od Bcr-Abl1 je sprostredkovana ré6znymi alternativnymi sig-
nalnymi drahami v nadorovych bunkach. Klinicka rezisten-
cia je pozorovana prostrednictvom obidvoch mechanizmov,
pricom ziskana rezistencia je pravdepodobnejsie zavisla od
Bcer-Abl1. Primarna rezistencia ma tendenciu byt nezavisla
od Bcr-Abl1. Rezistencia proti TKI je spojena s nepriaznivy-
mi klinickymi vysledkami ®.

Sekundarna rezistencia

Mutéacie v kindzovej doméne BCR-ABL1 génu su najcas-
tejSou pri¢inou sekundarnej rezistencie proti liecbe TKI. Bo-
lo opisanych viac ako 100 mutacii v Abl1 tyrozinkinazove;j
doméne. NajzndmejSou mutaciou u rezistentnych pacien-
tov je ¢.944C > T vedica k zamene aminokyselin treoninu
za izoleucin v pozicii 315 proteinu Ber-Abl1 (p. T315l), kto-
ra sposobuje posun Abl1 kinazy k aktivnej konformacii. Na-
opak, mnohé bodové ,missense” mutacie Abl1 kinazovej do-
mény pravdepodobne nemaiju pricinnu suvislost so vznikom
rezistencie, v niektorych pripadoch moéze byt takato muta-
cia pritomna aj pri dostato¢nej odpovedi na lieCbu. Preto in-
terpretacia kauzalnej suvislosti rezistencie a mutacie musi
vychadzat z klinického stavu a aktualnych laboratérnych vy-
sledkov monitorovania.

Bodové mutacie v kinazovej doméne BCR-ABL 1 génu moz-
no detegovat pomocou viacerych metdd s réznou Uroviiou
senzitivity aj Casovej a manualnej narocnosti. V beznej labo-
ratérnej praxi je najpouzivanejSou metédou priame sekveno-
vanie Abl1 kindzovej domény (senzitivita 10 — 20%), alelovo
$pecifickda PCR (ASO-PCR - allele specific oligonucleoti-
de-polymerase chain reaction, senzitivita 0,01 — 0,1%) a NGS
sekvenovanie (sekvenovanie novej generécie, senzitivita 1%).

Moznosti detekcie pritomnosti mutacii pomocou
molekulovych metéod

Sangerovo sekvenovanie

Sangerovo sekvenovanie je najrozSirenejSia metdda pri
rutinnom monitorovani pacientov, ale ma obmedzenu citli-
vost detekcie 15 — 20%. Pred samotnym Sangerovym sek-
venovanim musi prebehnut amplifikacia fizneho génu BCR
-ABL7 pomocou nested polymerazovej retazovej reakcie
(PCR). V prvom kroku nested PCR sa amplifikuje cela ki-
nazova doména fuzneho génu BCR-ABL1. V druhom kroku
nested PCR dochadza k amplifikacii fragmentu Abl1 kinazy.
Produkty PCR sa analyzuju sekvenovanim. Principom Sange-
rovho sekvenovania je syntéza nového retazca DNA pomo-
cou DNA polymerazy a inkorpordacia termina¢ného dideoxy-
nukleozidtrifosfatu (ddNTP). Terminaciou syntézy vznikajd
rozne dlhé DNA fragmenty, ktoré su zakoncené konkrétnym
ddNTP. Po skonceni sekvenovania prebehne elektroforeticka
separdcia vzniknutych DNA fragmentov na zaklade ich vel'ko-
sti (obrazok 1). Vysledné sekvencie sa porovnaju s referenc-
nou sekvenciou zdravého jedinca. Reak&na zmes Sangerov-
ho sekvenovania musi obsahovat templatovu (vySetrovanu)
DNA, DNA polymerazu, dNTP, ddNTP, Specificky primer a re-
akeny pufor.

Alelovospecificka PCR

Alelovospecifickd PCR (AS-PCR) poskytuje informaciu
o pritomnosti alebo nepritomnosti mutdcie na jednej alele
génu. Na stanovenie genotypu je nutné, aby prebehli dve PCR
reakcie, jedna sluzilen na amplifikaciu alely bez mutacie, dru-
ha reakcia je Specificka pre mutantnu alelu (obrazok 2). Pri-
slusné PCR primery su sekvencne identické, odliSuju sa len
v nukleotide na 3" konci, ¢im sa zabezpeci preferen¢na am-
plifikacia jednej alely pred druhou. Na vylu¢enie nespravnej
genotypizacie v dosledku zlyhania PCR sa do kazdej z reakcii

Obrazok 1. Sekvenogramy mutdcii detegovanych na oddeleni ge-
netiky, Medirex
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pridava dalSi par alelovonespecifickych primerov pre ampli-
fikaciu kontrolného fragmentu. AS-PCR pontka vyhody v po-
dobe rychlejsich vysledkov analyzy, nizSich nakladov a lah-
Sieho pracovného protokolu. Jej detekeny limit je 0,5 — 1%
mutovanej alely®. Nevyhodou metddy je, Ze je schopna de-
tegovat len konkrétnu mutéciu.

NGS - sekvenovanie novej generdcie

NGS (sekvenovanie novej generacie) umoznuje detegovat
a kvantifikovat variant v Ber-Abl1 transkriptoch az na urovni
1%. NGS pozostdva z troch krokov. V prvom kroku dochadza

Obrazok 2. AS-PCR: Detekcia pritomnosti mutacie T315/ pomo-

cou AS-PCR. Dréha 1 - 6: pritomnost mutdcie T315l (velkost

asi 200 bp) a kontrolného fragmentu (velkost asi 500 bp), dré-
ha 7 — 12: pritomnost len kontrolného fragmentu (velkost asi
500 bp), bez detekcie mutacie T315I.
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k vytvoreniu sekvenacénej kniznice fragmentdciou genomic-
kej DNA. V druhom kroku sa sekvenacna kniznica amplifi-
kuje. V tretom kroku dochadza k masivnemu paralelnému
sekvenovaniu kazdej jednej molekuly DNA v Specidlnom sek-
venatore (obrazok 3). Presnost NGS metddy zavisi od poc-
tu ¢éitani kazdého fragmentu DNA. U pacientov so zlyhanim
na liecbe TKI sa m6zu vyskytnut mutécie pod detekénym li-
mitom Sangerovho sekvenovania, ktoré sa rutinne vyuziva
vo vacsine laboratérii. NGS metéda méze byt uzitoc¢na u pa-
cientoy, ktori nezlepsuju svoje odpovede na terapiu druhou,
resp. tretou liniou TKI. U pacientov v AP a BC je ¢asto de-
tegovanych viac mutécii, ked metéda NGS méze poskytnut
jednoduchy spésob identifikacie viacerych mutdcii u jedné-
ho pacienta®.

Zaver

Cielend liecba pomocou TKI vyrazne zlepSila prognozu aj
kvalitu zivota pacientov s CML. Problémom terapie v§ak zo-
stava rezistencia, preto je potrebné poznat biologicku pod-
statu rezistencie a prisposobit jej liecebnu stratégiu. Potvr-
denie mutdcie v kindzovej doméne ako priciny rezistencie
ma velky klinicky vyznam, pretoZze umoziuje v¢as ovplyvnit
neefektivnu terapiu. Podla typu zistenej mutdcie dochadza
k zvyseniu davky podavaného lieCiva alebo k zmene lieCby.
V pripade rezistencie proti imatinibu moznost uspesnej te-
rapie prinasaju TKI 2. generacie, resp. 3. generdcie, niekto-
ré z nich uz v sucasnosti zastavaju miesto aj v prvoliniovej
liecbe CML. V ojedinelych pripadoch do Gvahy prichadza aj
alogénna transplantacia krvotvornych buniek. Ulohou mole-
kulovej genetiky je presna a rychla detekcia mutacii aj dal-
Sie monitorovanie vyvoja mutovaného leukemického klonu.

Obrazok 3. Princip NGS sekvenovania (upravené podla Arora, 2019)?. Zakladom NGS sekvenovania je chemicka reak-
cia (DNA syntéza alebo ligdcia). Signal z chemickych reakcii je ndsledne transformovany do sekvenacnych dat. Data su
analyzované pomocou viacerych softvérov, napr. Finalist Dx, Ingenuity a IGV.
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Potencialna terapia pre alkaptonuriu — pribeh spoluprace vedy, kliniky
a pacientov

Andrea Zatkova', Helena Glasova'?, Richard Imrich'?

Ustav klinického a translaéného vyskumu, Biomedicinske centrum SAV, Bratislava

2Jstav farmakoldgie a klinickej farmakoldgie, Lekarska fakulta, Slovenska zdravotnicka Univerzita
v Bratislave

3Narodny uUstav reumatickych choréb, Piestany

V priebehu poslednych 10 rokov sme svedkami zvySeného zaujmu o alkaptonuriu (AKU, OMIM, No. 203500),
zriedkavé ochorenie, ktoré ma na Slovensku primat. Kym celosvetova incidencia AKU je 1:250 000 az 1 : 500 000,
na Slovensku sa ochorenie vyskytuje omnoho ¢astejsie — 1 : 19 000™. V januari 2019 sa skon¢ila klinicka cast
projektu DevelopAKUre (7RP EU), ktorého siéastou bolo klinické skianie SONIA 2 zamerané na testovanie efek-
tivnosti a bezpecnosti lieku nitizinén v lieCbe tohoto ochorenia. Vyskum sa uskutocnil pod vedenim vedcov Kra-
l'ovskej univerzitnej nemocnice v Liverpoole (RLUH) a britskej Spolo¢nosti pre alkaptontriu (AKU Society). V me-
dzinarodnom konzorciu v§ak boli aktivhe zapojené aj 2 pracoviska zo Slovenska, ako aj mnohi slovenski pacienti,
preto chceme pribeh AKU priblizit aj citatefom Newslabu. Vysledky studie SONIA 2 neboli zatial publikované, ale
vyrobca lieku, firma SOBI (Swedish Orphan Blovitrum) uz komunikovala svoj imysel poZiadat Eurépsku liekovu
agenturu (the European Medicines Agency, EMA) o povolenie pouzivat liek pre AKU. To dava mnohym pacientom
nadej, Ze AKU bude pravdepodobne jednym z ochoreni, pre ktoré v roku 2020 budeme mat moznu terapiu. V su-
casnosti sa tento liek vo viacerych krajinach pouziva mimo schvalenej indikacie (off-label).

Kliacové slova: alkaptonuria, HGD gén, porucha metabolizmu, liecba zriedkavych ochoreni, nitizinén

Potential therapy for alkaptonuria — a story of cooperation among science, clinic and patients

Over the past 10 years, we have witnessed an increased interest in the rare disease alkaptonuria (AKU, OMIM,
No. 203500), which has a primate in Slovakia. While the worldwide incidence of AKU is 1: 250 000 to 1: 500 000,
the disease is much more common in Slovakia = 1: 19000. In January 2019 a clinical part of the DevelopAKUre
project (FP7 EU) finished, which included the SONIA2 study to test the effectiveness and safety of nitizinone
in the treatment of the disease. The research was conducted under the leadership of scientists at the Royal Uni-
versity Hospital in Liverpool (RLUH) and the British Alkaptonuria Society (AKU Society). However, two teams from
Slovakia as well as many Slovak patients were actively involved in the international consortium, so we want to
bring a closer story of AKU to readers of Newslab. The results of the SONIA2 study have not been published yet,
but the drug manufacturer, SOBI (Swedish Orphan Blovitrum) has already communicated its intention to ask the
European Medicines Agency (EMA) for permission to use the medicine for AKU. It gives many patients the hope
that AKU is likely to be one of the diseases, for which we will have therapy in 2020. This drug is currently being
used off-label in several countries.

Keywords: alkaptonuria, HGD gene, metabolic disorder, treatment of rare diseases, nitisinone

Newslab, 2020; ro¢. 11 (1): 41 — 45

Z historie vyskumu AKU

AKU je ochorenie, pri ktorého definicii bol na zaciatku mi-
nulého storocCia prvykrat spomenuty pojem ,vrodena porucha
metabolizmu® s mendelistickou autozomalne recesivnou de-
di¢nostou®@. Konkrétny metabolicky blok pri AKU bol opisany
0 50 rokov neskor ako deficit homogentizat-1,2-dioxygenazy
(HGD), enzymu zodpovedného za Stiepenie kyseliny homo-
gentizovej (HGA) v metabolizme fenylalaninu a tyrozinu®.
O dalsich 40 rokov bola Specifikovana genetickd podstata
ochorenia u ¢loveka a gén koédujuci tento enzym bol mapo-
vany vdaka vazbovej analyze v rodinach aj slovenskych pa-
cientov na chromozdém 3q13.33*9. Kratko nato bola opisa-
na Struktura génu a identifikované prvé mutdcie v rodinach

pacientov®. HGD gén pozostava zo 14 exénov a celosvetova
HGD muta¢na databéza (http://hgddatabase.cvtisr.sk), ktor
sme vytvorili a spravujeme, do dnesnych dni eviduje 212 r6z-
nych variantov tohto génu, identifikovanych priblizne u 530
pacientov z celého sveta’®.

Délezitym bodom v dejinach vyskumu AKU bol vznik AKU
Society (2003, www.akusociety.org), prvej AKU pacient-
skej organizacie na svete. Od zaciatku bolo jej ciefom po-
skytovat podporu a informécie pacientom a rodinam, ako aj
umoznit vzajomné stretavanie a spoznavanie AKU pacientov
v Spojenom kralovstve, ale aj na medzinarodnej drovni, aby
sa tak zabranilo pocitom socidlnej izolovanosti, ktorou pa-
cienti so zriedkavymi chorobami ¢asto trpia. Pri zrode tejto
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organizacie bol Dr. Lakshminarayan Ranganath z Liverpoo-
lu a pacient Robert Gregory, ku ktorym sa Coskoro pridal aj
Dr. Nicolas Sireau, otec dvoch deti s AKU. Ich dlhoro¢na pra-
ca, neunavné kampane, financovanie vyskumnych projek-
tov a budovanie partnerstiev viedli aj k vytvoreniu konzorcia
DevelopAKUre a sérii vyznamnych medzinarodnych klinic-
kych skisok SONIA 1, SONIA 2 a SOFIA v Eurépe (2012 -
2019), o ktorych budeme hovorit neskor.

V roku 2013 v Liverpoole zalozili tiez prvé Narodné cen-
trum AKU Roberta Gregoryho (NAC) (so sidlom v Royal Uni-
versity Hospital), pomenované prave po spoluzakladatelo-
vi AKU Society. NAC odvtedy poskytuje vySetrenia a lieCbu
ludom s AKU Zijicim v Anglicku a Skétsku. Nasledne bo-
lo zriadenych niekolko sesterskych spolo¢nosti AKU vo via-
cerych krajinach vratane Slovenska, aby sa tak zvysila infor-
movanost o AKU (Klub ¢iernych kosti — Slovensko, AIMAKU
— Taliansko, DSAKU — Nemecko, ALCAP - Francuzsko, AKU
Society Netherlands, AKU Society Asia-Pacific, AKU Society
North America, Jordanska spolo¢nost AKU, Brazilska spolo¢-
nost AKU a AKU Society India). Tieto spoloc¢nosti zohravaju
klacovu ulohu pri vyhladavani aj udrziavani pacientov ochot-
nych zapojit sa do biomedicinskeho vyskumu vratane klinic-
kych studii, ¢o je naro¢né zvlast pri zriedkavych ochoreniach.

AKU na Slovensku

Vyskum AKU na Slovensku ma svoju dlhoro¢nu tradiciu
vdaka vysSiemu vyskytu tohto ochorenia u nas. Prvy pripad
AKU na Slovensku opisal prof. Sitaj v roku 1944 a v roku 1951
prof. Neuwirth objavil velky sibor pacientov na Kysuciach,
ktory potom dalej klinicky Studovali s kolegami prof. Sitajom
a prof. Urbankom. Na zaklade ich prace bola v roku 1956 pub-
likovana velka monografia Alkaptondria a ochronéza®, ktora
predstavuje prvy velky komplexne spracovany subor chorych
s alkaptonuriou a ochron6zou vo svete.

Na ich studie neskér (po roku 1968) nadviazal dalsi vy-
znamny slovensky pediater, zakladatel' slovenskej lekarskej
genetiky, profesor Stefan Srsef spolu s manzelkou docentkou
Srsnovou a dalsimi spolupracovnikmi z Jesseniovej lekarskej
fakulty Univerzity Komenského. Skriningom vysetrili 610 000
obyvatelov Slovenska a do roku 1996 zaevidovali 204 pacien-
tov s alkaptonuriou, z toho 106 deti do 15. roku zivota, ¢o pred-
stavuje najvacsi subor detskych pacientov na svete(?. Vyko-
nali tiez skrining v skupine 509 192 novorodencov, na zaklade
ktorého odhadli incidenciu AKU na Slovensku na 1:19 000™.
V spolupraci s laboratériom v Miinstri (Nemecko) uskutocnili
aj prvé genetické studie u slovenskych pacientov(.

Pri poCte obyvatelov asi 5 miliénov sa odhaduje, Ze na Slo-
vensku by malo v si¢asnosti byt okolo 270 pacientov s AKU
a asi 72 450 zdravych prenasacov. V sucasnosti sa AKU pa-
cientom venuju jednak miestni reumatoldgovia, ale hlavne
NURCH v Piestanoch, ktory je neformalnym centrom starost-
livosti o AKU pacientov u nas.

Genetike AKU sa v laboratériu genetiky &loveka UKTV,
BMC SAV (predtym UMFG SAV) venujeme od roku 1998.
V spolupréci s Dr. Bosdkom a neskér prof. Rovenskym z NU-
RCH v Piestanoch sme uskutocnili komplexné genetické ana-
lyzy v rodinach, ktoré ukazali, ze na Slovensku mame az 14
roznych HGD variantov spésobujucich toto zriedkavé ocho-
renie (obrazok 1). Tento vysledok naznacuje, ze zvySenu frek-
venciu AKU u nds nemozno vysvetlit len klasickym efektom
zakladatela, ako sa predpokladalo na zaklade identifikacie
zvySeného vyskytu ochorenia hlavne v oblasti byvalych ge-
netickych izolatov na Kysuciach(>'4).

Analyza haplotypov spojenych s jednotlivymi mutaciami
v rodinach naznacuje, ze ¢ast mutacii bola na Slovensko im-
portovana pocas niekolkych migracii eurépskej populdcie,
ktoré sa rozsirili do zapadnej Eurdpy, pricom druhu skupi-
nu tvoria mutdcie, ktoré maju svoj povod skutocne u nast'?.

Obrazok 1. Percentudlne zastupenie 14 variantov HGD génu identifikovanych u AKU pacien-
tov pochddzajtcich z 80 rodin zo Slovenska (160 AKU chromozémov)
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Je mozné, ze doslo k ndhodnému zvyseniu poctu mutdcii na
Slovensku, pricom k ich udrzaniu a rozsireniu prispela na-
sledna geneticka izolacia a geneticky drift. K identifikacii vys-
Sieho poctu pacientov s AKU na Slovensku prispel aj aktiv-
ny spésob vyhl'adavania chorych, ktory ma u nas dlhoro¢nu
tradiciu.

Laboratérium genetiky ¢loveka BMC SAV sa v priebe-
hu rokov stalo medzindrodnym centrom genetickej analy-
zy AKU pacientov. V roku 2010 sme zriadili a spravujeme
uz spominanu celosvetovi HGD mutac¢nu databazu (http://
hgddatabase.cvtisr.sk)"®. Tato databaza obsahuje varian-
ty identifikované v nasom laboratoériu, ale aj publikovanych
v celosvetovej odbornej literature. V databdze su k dispozicii
aj vysledky analyz predpokladaného efektu jednotlivych mis-
sense mutdcii génu na Strukturu a funkciu HGD proteinu, aj
jednotlivé haplotypy spojené s HGD mutaciami na Slovensku
a v inych krajinach.

Klinické priznaky ochorenia a mechanizmus vzniku
ochrondzy

V dosledku metabolického bloku pri AKU dochddza uz
od narodenia k hromadeniu kyseliny homogentizovej (HGA),
ktora sa Ciasto¢ne vyluCuje moc¢om. Kedze HGA sa oxida-
ciou meni na hnedocierny pigment, ako prvy priznak je vac-
Sinou identifikované tmavnutie moc¢u na vzduchu (homogen-
tizuria).

Nevylu¢end HGA sa v priebehu rokov postupne hromadi
v tele pacientov, a to hlavne v spojivovom tkanive. To vedie
neskoér k zdvaznym multisystémovym poskodeniam, ktoré sa
zacinaju prejavovat uz medzi 20. — 30. rokom Zivota. Ochro-
néza — tmavé sfarbenie spojivovych tkaniv, hlavne chrup-
ky — sa manifestuje na usniciach, v mensom rozsahu aj na
kozi a o¢nych bielkach. Akumuldacia ochronotického pigmen-
tu v chrupkach vedie postupne k bolestivej degenerativnej
ochronotickej artropatii, poskodzujicej hlavne chrbticu, bed-
rové, ramenné a kolenné kiby. Vaznou komplikaciou je kalci-
fikacia aortalnych a mitralnych chlopni. Casto sa vyskytuiju
oblickové a prostatické kamene.

Pociato¢na pigmentdcia je pozorovand v jednotlivych
chondrocytoch kalcifikovanej chrupky a v ich okolitom mat-
rixe(. Toto sposobuje loziskovu stuhnutost chrupky a meni
sarozlozenie zatazenia. Nasledne sa ochronéza siri smerom
do hyalinovej chrupky. Pigmentovana chrupka vytvara akoby
Skrupinu, ktord je tuhda a ldame sa, ¢o ma vplyv na podkladovu
trabekularnu kost. Ochronoticka chrupka nie je schopna po-
skytnut potrebni ochranu kosti pred normalnym mechanic-
kym zatazenim a zacina jej agresivna resorpcia. Fragmenty
chrupky su pritomné aj v kostnej dreni aj v synovialnom tka-
nive(. Ochrondza teda spsobuje bolestivé nicenie velkych
kibov nesticich vahu a flzie stavcov. Cely proces sprevadza-
ju chronicky slabsi zapal a amyloid6za"®. Progredujlce po-
Skodenie vedie k invalidizacii.

Prehlad klinickych priznakov pri AKU sumarizuju pra-
ce(1718) yratane opisu sposobu urcenia skore AKUSSI (Alkap-
tonuria Severity Score Index) pouzivaného na hodnotenie za-
vaznosti a progresie priznakov AKU.

Nova nadej pre terapiu AKU
Kauzalna liecba AKU momentalne este nie je k dispozicii.
Doposial boli moznosti liecby AKU limitované a zamerané

len na zmiernenie priznakov. Hlavnym cielom je kontrola bo-
lesti, fyzioterapia a rehabilitacia a v pripade nevyhnutnej po-
treby nahrada poskodenych kibov.

S cielom znizit hladinu HGA a jej oxidacie na ochronotic-
ky pigment bolo v minulosti odporuc¢ané aj pozivanie réznych
kombindcii antioxidantov, chybaju vSak data potvrdzujice
efektivnost tychto postupov. Naopak, kyselina askorbova je
kofaktorom dioxygendzy 4-hydroxyfenylpyruvatu, a teda mé-
Ze prispiet k zvyseniu produkcie HGA. Pacientom sa tiez od-
poruca nizkoproteinova diéta, dlhodoba compliance je vSak
problematicka.

N4adej pre AKU pacientov predstavuje nitizinén. Tento liek
je inhibitor enzymu p-hydroxyfenylpyruvatdioxygenazy, zod-
povedného za premenu hydroxyfenylpyruvatu na HGA. P6-
vodne indikovany na lieCbu hereditarnej tyrozinémie typ 1
(Orfadin® vyvinuty firmou SOBI). Uz v roku 2011 publikova-
né vysledky klinickej Studie, uskutocnenej National Institu-
te of Health (USA), ukdazali, Ze nitizindn znizuje hladinu HGA
v moéi az 0 95 %(. Stidia vSak nepreukazala klinicku Gg&in-
nost nitizindnu, pretoze sa nepotvrdilo zlep$enie pohyblivosti
bedrového kibu AKU pacientov, ¢o bol hlavny vystupny para-
meter stadie(®. Vd'aka aktivitdm AKU spoloc¢nosti z Anglic-
ka, ktora bola iniciatorom novej viny zaujmu o toto zriedkavé
ochorenie, vzniklo v roku 2012 uz spominané DevelopAKUre
konzorcium, ktoré s podporou projektu 7RP Eurépskej komi-
sie zacalo novu studiu s ciefom testovat nitizindn pre AKU.
NURCH v Piestanoch, RLUH v Liverpoole a Hospital Necker
v Parizi boli 3 centrami klinického skusania, v ktorych prebie-
hali postupne 3 studie — SONIA 1, SONIA 2 a SOFIA (http:/
www.developakure.eu/). Na projekte sa podielalo aj oddele-
nie genetiky ¢loveka UKTV, BMC SAV, ktoré bolo zodpoved-
né za mutacnu analyzu u vSetkych pacientov zapojenych do
stadii.

Prva studia projektu, SONIA 1, bola realizovana v Liverpo-
ole a v Piestanoch. I1$lo o kratku $tadiuy, trvala 4 tyzdne a ur-
¢ila davku 8 mg nitizindnu denne ako nejefektivnejsiu na zni-
Zenie koncentracie HGA v moci pacientov®.

Do dlhodobej studie SONIA 2 bolo uz zapojenych 138 pa-
cientov a jej cielom bolo preukazat, Ze nitizindn je efektivny
a bezpecny na pouzitie u AKU pacientov. Kontrolnid skupinu
69 pacientov, ktori boli bez lieCby, porovnali so 69 pacientmi,
ktori pocas 4 rokov uzivali 10 mg nitizinénu denne. Pacien-
ti z oboch skupin pravidelne navstevovali centra klinického
skusania a mali sledované viaceré parametre, ktoré sa na
zaver Studie porovnali. Definitivne vysledky tejto Studie, kto-
rej klinicka Cast sa skoncila v januari 2019, este neboli publi-
kované, no vyrobca lieku, SOBI, uz komunikoval svoj umysel
poZziadat Eurépsku liekovu agenturu (EMA) o povolenie pou-
Zivat liek pre AKU.

DoterajSie skusenosti s nitizinébnom, ¢i uz v Studii SONIA
2, alebo v pripade off-label liecby, ukazuju, ze je nevyhnut-
ny multiodborovy pristup k manazmentu pacientov s AKU.
Okrem prirodzenej ulohy reumatoléga a klinického genetika
je potrebné komplexny pristup doplnit o kvalitné nutricné po-
radenstvo. Pre mozny vyskyt keratopatie pocas liecby niti-
zinénom ako hlavného a o¢akdvaného neziaduceho Gcinku,
bude potrebné zaviest pravidelné biochemické monitorova-
nie koncentracie tyrozinu v sére a sledovanie pacientov o¢-
nym lekarom. Vznik keratopatie sa dava do suvislosti prave
so zvySenim hladiny tyrozinu pocas lieCby nitizinbnom, no
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presny mechanizmus nie je Uplne jasny. Z pohladu klinické-
ho vyskumu bude preto potrebné zamerat sa na hladanie bio-
markerov vzniku keratopatie.

Otvorena prierezova studia SOFIA, do ktorej sa zapojilo 32
pacientov s AKU a 30 kontrolnych jedincov, prebiehala len v
Liverpoole. Cielom $tudie bolo zistit, v akom veku sa posko-
denie pri AKU zacina, ¢o sa tyka klinicky manifestovanych aj
subklinickych prejavov ochorenia®’. Primarnym vysledkom
bol sledovanie pritomnosti ochronézy v usnej biopsii. Sekun-
darne vysledky zahfnali analyzu fotografii o¢i a usi, koncen-
traciu HGA v sére a v moci aj markery poskodenia/zapalu/
oxiddacie tkaniv, MRI, test chédze, kvality Zivota a index za&-
vaznosti skére alkaptonurie (QAKUSSI). Ochronéza v tkani-
ve biopsie z ucha bola pritomna uz u 20-ro¢ného pacienta,
¢o naznacuje, ze subklinické prejavy su pozorovatelné este
pred tymto vekom.

V sucasnosti prebiehaju pripravy na pediatrickd klinickd
studiu. InformAcie z tychto Studii buda dblezité pre rozhodo-
vanie, v akom veku treba zacat lieCbu, aby sa zabranilo roz-
voju priznakov.

Zvieraci model AKU

Délezitd dlohu vo vyskume AKU zohralo vytvorenie ex-
perimentalneho modelového organizmu — AKU mysi. Vyu-
Ziva sa pri Studiu patofyziolégie AKU a tiez efektu potenci-
alnej liecby. V roku 2014 bol publikovany novy mysi model
AKU®, pri ktorom uz od zaciatku Zivota mozno pozorovat
linedrne stdpajicu ochrondzu, pricom priemerné celozivot-
né hladiny HGA v plazme zostdvaju relativne konstantné. Je
zaujimavé, ze u tychto mysi nebolo pozorované konecné/
termindlne stadium pigmentacie kalcifikovanych a hyalino-
vych chrupiek, charakteristické pre AKU u ludi, ¢o naznacu-
je, ze ochrondza u mysi reprezentuje skoré stadia pritomné
v kiboch u &loveka s AKU. Celozivotné podavanie nitizind-
nu tymto AKU mysSiam viedlo k 88% znizeniu plazmatického
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HGA a k tplnému blokovaniu pigmentacie chondrocytov, ¢im
sa potvrdilo, Ze ak sa nitizindn zacne podavat vcas, mbze za-
stavit priebeh ochrondzy®@23),

Variabilita zavaznosti ochorenia

U pacientov s AKU bola pozorovana variabilita v zavaznos-
ti ochorenia. Uz v roku 2000 Rodriguez a kol.? pozorovali
rozdielnu rezidualnu aktivitu HGD enzymu neslceho rézne
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To znamen3, ze pri AKU sa nepotvrdil priamy efekt typu
mutacie HGD génu na variabilitu fenotypu ochorenia. Preto-
Ze je pozorovana vysoka intra- aj interindividualna variabilita
hladin HGA v mogi, predpokladame, zZe je zavisla hlavne od
celkového prijmu bielkovin v strave (1. j. tyrozinu) a od renal-
nych funkcii®®,
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nitizinonom a vypracovat komplexny protokol manazmentu
pacientov s AKU.
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DOLEZITA SUCAST PREVENTIVNEJ
GYNEKOLOGICKEJ PREHLIADKY

Najmodernejsie cytologické vySetrenie na spolahlivy
zachyt nadorovych zmien buniek kréka maternice uz
v ich v€asnych stadiach.

[Biquid Based ytology

www.zenskeveci.com/cytologia

V laboratériach Medicyt pouzivame pri vyhodnocovani cytologickych preparatov
ako jedini na Slovensku pocitacom riadeny automaticky mikroskop, ktory pracuje
nepretrzite 24 hodin denne a rozpozna aj tie najmensie zmeny, ktoré by mohli

l[udskému oku uniknat. Spolahlivy vysledok vySetrenia tak prechadza dvojitou
kontrolou - automatického mikroskopu aj lekara cytologa.
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Kazuistika toxoplazmovej meningoencefalitidy s fatalnym koncom u HIV
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Opis pripadu

Na Slovensku dokumentujeme velmi ojedinele diagnostikovany pripad neurotoxoplazmézy u 60-ro¢ného HIV
pacienta v Stadiu AIDS. Dévodom hospitalizacie pacienta boli ¢asté hortcky, vracanie, epileptické zachvaty
a poruchy vedomia. Radiologické vysetrenia (CT a MR) potvrdili v mozgu pritomnost mnohopocetnych nalezov
(16 lozisk na periférii). V parazitologickom laboratériu (Medirex, a. s.) sme vylicili neuroinfekciu spésobent pa-
razitickymi povodcami ako Toxocara spp. a Echinococcus spp. Potvrdili sme vS§ak neurotoxoplazmézu na zakla-
de dokazu DNA Toxoplasma gondii v likvore pacienta a pritomnosti Specifickych IgG protilatok v sére pacienta.
V likvore vSak nedoslo k ziadnej produkcii antitoxoplazmovych protilatok, ¢o bol pravdepodobne désledok imu-
nitného deficitu vyplyvajuceho z HIV statusu. Napriek vhodne indikovanej terapii sa zdravotny stav pacienta zhor-
Soval (strata reci i pohyblivosti vSetkych koncatin), az pacient umrel v priebehu niekolkych tyzdrov.

Klucové slova: Toxoplasma gondii, neurotoxoplazméza, meningoencefalitida, HIV pacient

The case report of toxoplasmic meningoencephalitis with fatal outcome in HIV patient

Description of the case

In Slovakia, we document a very rare case of neurotoxoplasmosis in a 60-year-old HIV patient in the AIDS stage.
The patient was hospitalized due to frequent fever, vomiting, epileptic seizures and consciousness disorders.
Radiological examinations (CT and MR) confirmed the presence of multiple findings in the brain (16 foci in the
periphery). In the parasitological laboratory (Medirex Ltd.), we had excluded neuroinfection caused by parasit-
ic agents such as Toxocara spp. and Echinococcus spp. However, we confirmed neurotoxoplasmosis based on
detection of Toxoplasma gondii DNA in the patient’s cerebrospinal fluid and the presence of specific IgG anti-
bodies in the patient’s serum. There was no production of anti-toxoplasmic antibodies in the cerebrospinal flu-
id, possibly due to the immune deficit resulting from HIV status. Despite the appropriately indicated therapy, the
patient’s health deteriorated (loss of speech and mobility of all limbs), and the patient died within a few weeks.
Keywords: Toxoplasma gondii, neurotoxoplasmosis, meningoencephalitis, HIV patient

Newslab, 2020; ro¢. 11 (1): 47 - 50

Uvod

Toxoplazmédza je zoonotické ochorenie spdsobené tka-
nivovym parazitickym prvokom Toxoplasma gondii, ktoré-
ho definitivnym hostitelom su macky. Parazit je celosve-
tovo rozSireny a okrem cCloveka jeho hostitelmi su rézne
teplokrvné zivocichy. Toxoplasma gondii parazituje intrace-
luldrne a u vacsiny imunokompetentnych oséb nesposobu-
je klinicky manifestné ochorenie, az 80 % pripadov prebieha
asymptomaticky. NajCastejSie postnatalne ziskana akitna
toxoplazméza prebieha ako lymfoglandularna forma (zvac-
Senie lymfatickych uzlin v oblasti krku, v podpazusi a ingui-
ndch, ktoré st zvycajne nebolestivé). Parazit vSak moze spo-
sobit devastujice ochorenie v urcitych skupinach pacientov,
najma kongenitdlne infikovanych deti, pacientov po orga-
novych transplantaciach, u onkologickych os6b a pacien-
tov so ziskanym syndrémom imunitnej deficiencie (AIDS).

Kongenitalna toxoplazméza u narodenych deti sposobuje hy-
drocefalus, mikrocefaliu a kalcifikaty (tzv. triadu priznakov).
Ku kongenitalnej infekcii méze dojst v pripade, ked je Zena
v gravidite infikovand prvykrat. Frekvencia transplacentar-
nych prenosov je nizsia na zaciatku tehotnosti, pricom vsak
klinicka zavaznost pre infikovany plod v 1. trimestri je maxi-
malna a ma zIu prognozu (abort ¢i chorioretinitidu). Pre o¢-
nu toxoplazmézu su priznacné charakteristické lézie v siet-
nici. Vel'mi nebezpecné su reaktivacie latentnej ¢i chronickej
infekcie u imunosuprimovanych pacientov, kde byva naj¢as-
tejSie postihnuta centralna nervova suistava a ochorenie sa
mnohokrat konéi fatalne. Charakteristickymi priznakmi neu-
rotoxoplazmozy su difizna encefalopatia, meningoencefali-
tida, mozgové lézie sprevadzané bolestami hlavy, poruchami
vedomia, teplotami a pneumaéniami.
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Infikovat sa mozno alimentarnou cestou po prehltnuti in-
fek¢énych stadii (zelenina ¢i ovocie kontaminované oocysta-
mi, nedostatoCne tepelne upravené maso s tkanivovymi
cystami), transplacentdrne, krvnou transfuziou a orgénovy-
mi transplantatmi. Z epidemiologického hladiska je vyskyt
toxoplazmdzy na Slovensku vysoky, o ¢om svedci priblizne
40 % IgG séroprevalencia u nasich pacientov (Ondriska et al.,
2003; Strharsky et al., 2009).

V rutinnej diagnostike je zlatym Standardom nepriama
diagnostika, Cize dokaz Specifickych protilatok proti T. gon-
dii (1gG, IgM, IgA, reakcia vazby komplementu pre dokaz cel-
kovych protilatok a aviditny test pre stanovenie sily vazby
antigén — protilatka). Sérologické vysetrenie by malo v pr-
vom rade zistit, Ci je pacient infikovany, a ak ano, v druhom
kroku urcit §tadium infekcie. Detekcia DNA T. gondii pomo-
cou PCR sa povazuje za nenahraditelnu v diagnostike toxo-
plazmdzy u imunosuprimovanych pacientov s AIDS, trans-
plantovanych a u dalSich imunokompromitovanych oséb, pri
ocnej a kongenitalnej toxoplazmdze. Velmi dblezitou infor-
maciou pri diagnostike suspektnej neurotoxoplazmédzy, oc¢-
nej ¢i kongenitalnej toxoplazmozy je vysetrit okrem likvoru,
ocnej tekutiny ¢i plodovej vody paralelne aj sérum pacienta.
Spravne a v€asné urcenie Stadia toxoplazmaézy je rozhoduju-
cim signalom na zacatie terapie (pyrimetamin, sulfénamidy
a spiramycin).

Infekcii mozno predchadzat v podobe preventivnych opat-
reni, najma v dodrziavani prisnych hygienickych navykov
(umyvanie ovocia Ci zeleniny pred konzumovanim, umyvanie
ruk po kontakte s pédou, dostatocna tepelna Uprava mésa),
ale i v sérologickom skriningu rizikovych skupin (tehotné Ze-
ny a transplantovani pacienti).

Klinické nalezy a laboratérna identifikacia
neurotoxoplazmézy

Dokumentujeme vel'mi raritne diagnostikovany pripad ne-
urotoxoplazmoézy u 60-rocného HIV pacienta v Stadiu AIDS.
Pacient bol prijaty vo februari 2019 na neurologické oddele-
nie nemocnice v Skalici zdévodu niekolkomesacnych febrilit,
respiracnych i mocovych infekcii a prekonanej tromboflebiti-
dy. Pri prijati bol pacient mobilny, pri vedomi, spolupracujuci,
tlakovo a pulzovo stabilizovany. V marci 2019 sa stav hospi-
talizovaného zacal rapidne zhorsovat, bol u neho zazname-
nany rozvoj ataxie, bradypsychizmu, komunikoval strucne,
nie vzdy zrozumitelne, Casto vracal a mal epileptické zachva-
ty. Radiolégovia pomocou CT a MR vySetreni mozgu detego-
vali mnohopocetné loZiskové nélezy (16 lozisk na periférii,
obrazok 1a - e) a CT vySetrenie brucha potvrdilo fokalne |ézie
(suspekt. MTS) na peceni. V mozgu bola lokalizacia multifo-
kdlnych lézii supra- a infratentorialne, kortikosubkortikdlne
so zasahovanim do bielej hmoty, corpus callosum, v lavom

Obrazok 1 a — e. MR mozgu: postihnutie bielej aj sivej hmoty, mnohopocetné loZiska prevazne na periférii, ale taktieZ v mozocku
a corpus callosum

(prepojenie mozgovych hemisfér, foto: D. Lisickd, L. Gregus)
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talame, v pravom putamene, v mozocku s perifokdlnym edé-
mom. Z laboratérnych vySetreni bola dokdzana reaktivita na
HIV, ¢o bolo nasledne v NRC konfirmované a potvrdené ako
HIV pozitivita. Absoldtny pocet CD4+ T-lymfocytov klesol na
hodnotu 0,11. Pacient bol nasledne prelozeny na Kliniku in-
fektoldgie a geografickej mediciny LF UK v Bratislave.

Echinokokovl ani toxokarovu neuroinfekciu sme v para-
zitologickom oddeleni Medirex, a. s., nedokazali. Pomocou
real-time PCR sme vSak detegovali DNA Toxoplasma gondii
v likvore (obrazok 2), pricom k intratekalnej produkcii proti-
latok nedoslo a v sére boli pritomné iba protilatky triedy IgG
proti T. gondii (obrazok 3). Na zaklade laboratérnych i klinic-
kych vysledkov sme stanovili suspektny diagnosticky zaver
svedciaci o neurotoxoplazmoéze.

Napriek podavanej terapii (daraprim, emticitabinum/teno-
fovir a darunavir) sa zdravotny stav pacienta zhorsoval. Vedo-
mie bolo na drovni somnolencie, doslo k strate reci i pohyb-
livosti vSetkych koncatin. Aj pri komplexnej starostlivosti sa
prehlbovala porucha vedomia i s respiraénou insuficienciou,

az pacient umrel dna 7. 4. 2019 (exitus letalis). Pitevny nalez
sa taktiez viac-menej priklanal k diagnostickému zaveru to-
xoplazmovej meningoencefalitide.

Zhrnutie

Predstavili sme v poradi 4. pripad neuroinfekcie sposo-
benej tkanivovym parazitom T. gondii na Slovensku, ktory sa
v§ak ako jediny skongil fatalne. Vzhladom na vysoky vyskyt
toxoplazmédzy (40 %) v nasich podmienkach a naslednej la-
tentnej infekcie ziada si toto ochorenie vyznamnu pozornost
najma z doévodu reaktivacie tejto infekcie pocas imunosu-
presie (onkologické ochorenie, transplantacie, AIDS, gravi-
dita). Prezentovany pripad neurotoxoplazmézy spésobenej
oportinnym parazitom poukazuje na nevyhnutnost syste-
maticky vySetrovat imunosuprimované osoby (AIDS, pacien-
ti v transplantacnom programe) na pritomnost toxoplazmo-
vej infekcie.

Prdca bola podporena projektom KEGA 013TTU-4/2019.

Obrazok 2. D6kaz DNA Toxoplasma gondii pomocou real-time PCR, primery amplifikujice 134 bp, opakujuci

sa element z gendmu T. gondii, hybridizacna préba Red 640
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Obrazok 3. Parazitologicko-sérologické vysetrenia na diagnostiku suspektnej neuroinfekcie

Faramater Wiraledok

L_Texoplassa gondii PCR poEit,
£ Toxaplasma Igh - ELIER
5_Texoplasma Igh - ELISA 43,378
£ Texoplasma IgH - ELISR
3 Toxcplasma HER: EEgaAT .

L Texoples=a Igh - ELISA
L Toxeplasma Igé - ELISA
L Texcpless=a IgH - ELISA
Interpretacia vialedka:

Jad. Taxtovy vysladok Faf. imtarval
titer negativmy [cus=off 1:100])
I/ml poritivoy (cut-off 18)
titer negativay [cut=off 1:100)
titer negativaoy (cus=off 1:100]
Ilvel negativay (sar=-aff 15)
ticer negativay (cuz=off 1:100]

Ide o nefvandradny shrologickd moxoprafil v parevnani s visledkes PCR zeakeoie. Privcsrcey IgG
protilitek iba v sére pacienta sreddéia o latentne] toxoplazmovey infekcie. Aviak pezitiwmy
visledok real Time PCR (2 krdr cpakevany) nevylulude, fe =f3e fs¥ & neursmoxoplazmesd infekedu.
Po cbdriani cohze visledku je nucnd pre cbjekuvivmejdie vyhednotenis tejse sivuicie uzcbid
controlng vysetrenie minimilne vwysetrenia seéra na pritomnost protilicok a ak by boloe modné aj
likver pacienta. Usgencnost terapie odporilame zviii¥ pedla kliniky pacienca.

ODr. Boldis

£ E.histolytics IgG - ELISA
£ Teenia solium Iglh - ELISA

Foznamka :
L TOX PCR wvelnil Dr. Beldid

granulosas Ighs - ELISA
granulosas Igh = hemaglut
xocara Ighr - ELISA

.maltilocularis IghE EIR

nEgat .
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Diferencialna diagnostika loZisk v mozgu — mozZna komplikacia infekcnej
endokarditidy?

Lucia Bednarova', Miriama Babelova', Barbora Slaba?, Ivan Vojtech?, Zuzana Carnicka?, lvan Vulev3
'Klinicka mikrobiolégia, Medirex, a. s., Bratislava

2Interna klinika, Onkologicky Ustav sv. Alzbety, Bratislava

3Neurologicka a neurochirurgicka klinika, CINRE, Bratislava

Infekéna endokarditida (IE) je ochorenie, ktoré sposobuju rozne mikroorganizmy, najcastejsie vSak stafylokoky
a streptokoky. Patologicky proces je vac¢sinou lokalizovany na srdcovych chlopniach a podla priebehu sa roz-
deluje na akutnu, subakuitnu a chronicku endokarditidu. Klinicky priebeh je velmi réznorody, priznaky su malo
Specifické a vyskytuji sa v roznych kombinaciach. Zakladom diagnostiky je pozitivna hemokultivacia a echo-
kardiografické vysetrenie. Priebeh a vznik komplikacii zavisia od etiologického agensu a adekvatnej terapie. Me-
dzi najzavaznejsie komplikacie patri poskodenie chlopnového systému a embolizacie. Primarna liecba spoc€iva
v podavani antibiotik poc¢as 4-6 tyzdinov. K operacnému rieseniu sa pristupuje az po zlyhani antibiotickej tera-
pie. V kazuistike predstavime pripad 24-roéného muza, ktory bol prijaty na Interna kliniku Onkologického usta-
vu sv. Alzbety s diagnézou viacpocetnych lozisk v mozgu neznamej etiologie.

Kl'déové slova: infekéna endokarditida, Abiotrophia defectiva, infekénd aneuryzma

Differential diagnosis of brain foci - a possible complication of infective endocarditis?

Infective endocarditis (IE) is a disease caused by various microorganisms, but mostly by staphylococci and
streptococci. The pathological process is mostly localized in the heart valves and is divided into acute, suba-
cute and chronic endocarditis. The clinical course is very diverse. The symptoms are not very specific and occur
in different combinations. The basis of diagnosis constitutes of positive blood cultures and echocardiography.
The course and development of complications depend on the etiological agent and adequate therapy. The most
serious complications include heart valve damage leading to heart failure and excessive embolization rates. The
primary treatment consists of administering antibiotics for 4-6 weeks. The surgical solution is used only after
the failure of antibiotic therapy. In the case report, we will present a case of a 24-year-old man who was admit-
ted to the Internal Clinic of the Oncological Institute with the diagnosis of multiple deposits of unknown etiolo-
gy in the brain.

Keywords: infective endocarditis, Abiotrophia defectiva, infectious aneurysm

Newslab, 2020; ro¢. 11 (1): 51 - 54

Uvod

Napriek pokrokom v poznatkoch medicinskych technolé-
gii a v antimikrobialnej terapii je infekéna endokarditida (IE)
stéle tazko diagnostikovatelné ochorenie spojené s vaznymi
komplikdciami a stdva sa Coraz CastejSim problémom s vy-
sokou Umrtnostou.

Abiotrophia defectiva patri do skupiny satelitnych strep-
tokokov, oznacovanych aj ako nutri¢ne deficientné varianty
streptokokov. Prvykrét boli identifikované v roku 1961 (Fren-
kel a Hirsch) ako grampozitivne koky neschopné syntetizo-
vat tioly, vitamin Bs a pyridoxin a boli povazované za nutric¢-
né mutanty viridujucich streptokokov(-®. PGvodné dva druhy,
Streptococcus defectivus a Streptococus adiacens, boli zara-
dené do rodu Abiotrophia. Na zaklade hybridizacie chromo-
zomalnej DNA-DNA v roku 1989®) a sekvenacie 16S rRNA
v rokoch 1995 a 20009 boli izolaty reklasifikované na dva
rody, Abiotrophia a Granulicatella, ktoré zahffaju Styri druhy:
Abiotrophia defectiva, Granulicatella adiacens, Granulicatella
elegans a Granulicatella balaenopterae. Skupina zahfia viri-
dujuce streptokoky, ktoré su charakteristické satelitnym ras-
tom okolo niektorych inych baktérii, prevazne z rodu Staphy-
lococcus spp. (obrazok 1)@?39),

A. defectiva je sucastou fyziologickej flory faryngu, uroge-
nitdlneho a intestindlneho traktu. Ojedinele sa podiel'a na roz-
nych patologickych procesoch. Boli opisované nédlezy z absce-
sov mozgu, pankreasu, infekcii ran, osteomyelitidy, zo septickej
artritidy, z keratitidy a z ucha pri otitis media. Taktiez je to zried-
kav3, ale nie neobvykla pric¢ina IE, Casto s negativnym kultivac-
nym nalezom (culture-negative endocarditis)®1%'3,

Obrazok 1. Rast kmena A. defectiva na krvnom agare Columbia
pri Ciare stafylokoka s pozitivnou koaguldzou (S. aureus)

(foto - autor)
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V ¢lanku uvadzame pripad IE sp6sobenej Abiotrophia de-
fectiva u zdravého mladého muza s nativnymi chlopriami.
Pocas ochorenia sa u pacienta rozvinuli komplikacie, ktoré
vyustili do nahrady mitralnej chlopne.

Kazuistika

24-rocny pacient, bez anamnézy internych ochoreni s po-
tvrdenou alergiou na penicilin a bez inych anamnesticky vy-
znamnych udajov, bol v novembri 2018 prijaty na Internd
kliniku Onkologického ustavu s cielom diferencidlnej diag-
nostiky viacpocetnych lozisk v mozgu.

Pacient udaval niekolko mesiacov trvajucu Unavu,
subfebrility, Gbytok hmotnosti (8 kg za posledné dva mesia-
ce), kréovité bolesti brucha, pocit stuhnutosti kibov (&lenok,
sanka). Bol opakovane ambulantne empiricky lieceny anti-
biotikami bez zlepSenia stavu. Absolvoval komplexné mikro-
biologické vySetrenia s negativnym nalezom.

Pred hospitalizaciou na Internej klinike absolvoval pacient
v juli 2018 pre vyrazné bolesti brucha a zvySené zapalové pa-
rametre (leukocyty 13,4 x 10°, C-reaktivny protein 53 mg/I) la-
paroskopicky apendektémiu, pri ktorej sa vSak zapal apen-
dixu histologicky nepotvrdil. Gastroenterologické vySetrenie
bolo len s ndlezom gastropatie. Bolesti brucha ustupili az po
vylaceni lepku.

V septembri 2018 pre ndhle vzniknuté tunelové videnie,
bolesti a toCenie hlavy, tinitus bol pacient hospitalizovany na
Neurologickej klinike, kde v ramci diferencidlnej diagnosti-
ky absolvoval magnetickd rezonanciu (MR) mozgu s opisom
viacpocCetnych bilaterdlnych lézii supratentorialne. Vzniklo
podozrenie na metastazy, lymfém alebo sarkoidézu.

V ramci patrania po onkologickom ochoreni bolo doplne-
né vysetrenie PET/CT, pri ktorom bol ndlez na mozgu hodno-
teny ako suspektna primarna vaskulitida centralnej nervovej
sustavy (CNS) a boli opisané aj zmeny na oblickach a slezi-
ne. Nasledne bol pacient prijaty s diagnézou C79.3 (sekun-
darny zhubny nador mozgu a mozgovych plien) na Internu
kliniku Onkologického ustavu. Vo vstupnych laboratérnych
parametroch bola pritomnd anémia l'ahkého stupna, CRP
33 mg/l, sedimentacia 49/89 mm/h, pozitivita cANCA proti-
latok (protilatky proti neutrofilnym leukocytom). Ostatné pa-
rametre (hormény stitnej zl'azy, onkomarkery, neuronalne au-
toprotilatky) boli v norme.

Obrazok 2. Aneuryzma cievy so zapalovym lemom na MR mozgu

Zo zobrazovacich vySetreni pacient absolvoval echokar-
diografické vysetrenie, kde bol opisany len nalez drobného
fluidotoraxu, zhrubnutého zadného papilarneho svalu a lah-
kéa az stredne tazka pltcna hypertenzia. Pocitacova tomo-
grafia (CT) hrudnika, brucha a malej panvy bola len s opisom
relativne Cerstvych renalnych infarktov, ktoré by mohli byt pri-
znakom vaskulitidy. Na opakovanej MR mozgu bola zachyte-
na aneuryzma cievy inzuldrne vpravo so zapalovym lemom
a znamky arteritidy na inom mieste (obrazok 2).

Vzhladom na izolaciu kmena A. defectiva z hemokultary
(obrazok 3) a systolicky Selest bolo doplnené aj transezo-
fagové echokardiografické (TEE) vySetrenie, ktoré diagnézu
infekénej endokarditidy nepotvrdilo. Kmen bol identifikova-
ny metdédou hmotnostnej spektrometrie (MALDI-TOF, Bru-
ker, Nemecko) a bol citlivy na vSetky testované antibiotika
(penicilin, ampicilin, erytromycin, klindamycin, vankomycin,
cefuroxim, ceftriaxon, ofloxacin). Napriek opakovanému ne-
gativnemu echokardiografickému vysSetreniu bola zacata
kombinovana lie¢ba ceftriaxonom a gentamicinom.

Na zaklade pozitivity autoprotildtok cANCA, PET/CT na-
lezu a suponovanu vaskulitidu ciev bol pacient prelozeny do
Narodného Ustavu reumatickych chordb (NURCH), kde sa re-
umatologické ochorenie vylig&ilo. Po&as hospitalizacie v NU-
RCH pokracovali v antibiotickej liecbe, ale v redukovanych
davkach (cefotaxim len v jednej dennej déavke, ceftriaxon
Udajne nebol dostupny).

Na pokracovanie intravendznej lieCby s diagnézou sus-
pektnej infekénej endokarditidy s periférnymi embolizacia-
mi bol pacient prelozeny na rajénne interné oddelenie. Po-
Cas hospitalizacie bola opat v hemokultire zachytena
A. defectiva. TEE vySetrenie bolo opatovne negativne. Anti-
bioticka lieCba bola ukon¢ena po 6 tyzdnoch jej trvania — po
negativnej hemokultivacii a vzniku alergie na ceftriaxon a ne-
skoér aj na vankomycin. Pacient bol prepusteny do ambulant-
nej starostlivosti bez dalsej liecby.

Mesiac po prepusteni pacient ambulantne absolvoval pla-
novanu kontrolnd MR mozgu, kde bolo zaznamenané zmen-
Senie lozisk postkontrastného vysycovania, pretrvavala
zmens$ena mykoticka (infekénd) aneuryzma v oblasti inzuly
vpravo. Radiolég hodnotil nalez v sulade s klinickymi a labo-
ratérnymi Gdajmi ako septicku arteritidu (vaskulitidu) s my-
kotickou (infekénou) aneuryzmou inzularne I.dx. (pri infekcii

Obrazok 3. Prepardt pozitivnej hemokultdry farbeny podla Grama
s ndlezom grampozitivnych kokov
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(zdroj — zdravotna dokumentécia pacienta) (foto - autor)
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A. defectiva). Na kontrole pacient subjektivne udaval celkové
zlepsenie, intermitentne vSak pocitoval busenie srdca a opa-
tovne zaznamenal zvysenu teplotu (37,2 °C). Z hemokultury
odobratej pri afebrilnom stave bola nasledujuci den hlasena
znovu A. defectiva.

Pacient nebol akceptovany na rajdnnom internom oddele-
ni, preto bol znovu prijaty na hospitalizaciu na interné odde-
lenie Onkologického Ustavu. Pred hospitalizaciou v den prija-
tia absolvoval objednané TEE v Narodnom ustave srdcovych
a cievnych chor6b s nalezom zdvaznej mitralnej regurgitacie,
v lavej predsieni sa nachddzali vlajice mobilné vegetacie up-
nuté na predny cip mitralnej chlopne, s vysokym embolizac-
nym potencidlom. Na zaklade ndlezu na TEE bola odporuca-
na nahrada mitralnej chlopne, pred ktorou pacient absolvoval
extrakciu zuba v rdmci defokizacie, ktory bol pravdepodob-
nym zdrojom infekcie. Opatovne bola zacata intravendzna
antibioticka liecba s ohladom na alergickii anamnézu (pe-
nicilin, ceftriaxon, vankomycin) — kombinacia gentamicin
s moxifloxacinom. Diia 15. 2. 2019 pacient podstupil ope-
raciu mitralnej chlopne za mechanickd nahradu. Pocas ope-
racie bolo tkanivo chlopne odoslané na kultivaciu, kde bol
znova potvrdeny nalez A. defectiva. Po operdcii pokracovala
antibioticka lieCba kombinaciou moxifloxacinu prechodne
s klindamycinom, nasledne s rifampicinom a bola doplnena
antikoagula¢nou terapiou. Pre suspektnu centralnu neuroto-
xicitu moxifloxacinu bol nahradeny linezolidom.

Po troch mesiacoch po nahrade mitralnej chlopne pa-
cient absolvoval panangiografiu mozgu s nalezom sakular-
nej vydutiny v periférii kaudalneho trunku artéria cerebri me-
dia vpravo velkosti 9,2 x 7 mm, ktora bola nasledne oSetrena
implantaciou koilov (obrazok 4, 5). Vykon prebehol bez kom-
plikacii. Po opakovanej kontrole je pacient v stabilizovanom
stave, bez tepl6t a inych subjektivnych tazkosti.

Obrazok 4. Panangiografia mozgu so zachytom infekénej aneu-
ryzmy — pred vykonom

(foto — CINRE)

Diskusia

Incidencia pripadov IE je 1,9 — 6,2 pripadu/100 000 obyva-
telov ro¢ne. V populdcii s vysokym poctom intravendznych
narkomanov a starsich ludi je incidencia vyskytu IE vy$Sia.
V predantibiotickej ére v prvej polovici 20. storoCia sa me-
didn veku pacientov s IE pohyboval medzi 20. — 35. rokom.
V sucasnosti sa ochorenie postva do vyssich vekovych ka-
tegérii (50 — 74 rokov), pricom u mladych ludi su v literatdre
opisané len pripady rizikovych skupin pacientov (intravendz-
ni narkomani, pacienti s vrodenou alebo so ziskanou srdco-
vou chybou, pacienti s umelou nahradou srdcovej chlopne),
u ktorych je vysoka predispozicia na vznik ochorenia. IE sa
CastejSie vyskytuje u muzov ako u zien, niekedy aj v pome-
re 4 : ‘](8,10,11,12).

Ako systémové ochorenie vedie |IE k charakteristickym pa-
tologickym zmenam vo viacerych cielovych organoch. Casti
dostickovej fibrinovej matrice vegetacie sa mozu uvolfovat
z infikovanej srdcovej chlopne a pohybovat sa krvnym rie-
¢iskom. Takéto septické emboly mézu atakovat takmer aky-
kolvek organovy systém v tele a mozu sa klinicky prejavit vy-
tvorenim viscerélneho abscesu alebo moze déjst k infarktu
myokardu, obliCiek, sleziny, mezentérie a koze.

Vysoka frekvencia embolizacii bola zaznamenana hlav-
ne pri endokarditidach vyvolanych S. aureus, Candida spp.,
Abiotrophia sp. a baktériami skupiny HACEK. Celkovo sa sys-
témové embolizacie vyskytuju v 22 — 50 % pripadov a naj-
CastejSie ide o embolizaciu do mozgu. Inou komplikaciou
je vytvorenie mykotickej aneuryzmy, ako désledok vyplave-
nia ulomkov vegetdcie do vasa vasorum. Lokalne zoslabnu-
tie a vydutina arteridlnej steny spdésobuju tlak, takze moze
déjst k rupture a ku krvacaniu®81®),

Podozrenie na IE vznika u febrilnych pacientov s bakterié-
miou a pritomnostou nového alebo meniaceho sa srdcového

Obrazok 5. Panangiografia mozgu so zachytom infekénej aneu-
ryzmy - po vykone

(foto — CINRE)
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Selestu. IE je diagnostikovanda na zaklade pritomnosti vege-
tacie na echokardiografii a pozitivheho kultivaéného nale-
zu z krvi pri hemokultivacii. Neurologické komplikacie, ktoré
vznikaji embolizaciou do CNS, sa ¢asto objavuju uz v vode
IE alebo su dokonca prvym prejavom ochorenia, ktoré prive-
du pacienta k lekarovi. Priblizne 50 — 60 % neurologickych
komplikacii vznika este pred stanovenim diagndzy IE(%™,

Za najcastejSiu pricinu endokarditidy sa vo vSeobecnosti
povazuiju viridujuce streptokoky a stafylokoky. Medzi dalSie
etiologické agensy patria baktérie skupiny HACEK (Haemophi-
lus spp., Agreggatibacter actinomycetemcomitans, Cardiobac-
terium hominis, Eikenella corrodens, Kingella kingae), gramne-
gativne palicky, enterokoky a kvasinky rodu Candida®1°12),

Odhaduje sa, Ze A. defectiva spésobuje priblizne 5-6 %
z celkového poctu streptokokovych endokarditid so zavaz-
nymi komplikaciami, ktoré vyzaduju chirurgicky zakrok, ak
nie je dostatocne skoro identifikovana a liecena®4. Vdaka
virulenénému potencidlu ma vysoku afinitu k endovaskular-
nym Struktdram, désledkom ¢oho vznikd destrukcia srdco-
vej chlopne, ¢o vedie k srdcovému zlyhaniu a septickej em-
bolizacii(,

A. defectiva je Standardne citlivd na vankomycin, ceftria-
xon a aminoglykozidy, 90 % izolatov je v§ak rezistentnych
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Zaver
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Carcinosarcoma-like endometrioid carcinoma of the uterus: case report
of rare non-high-grade tumor

Michal Zamec¢nik'?, Jozef Kuruc3, Michal Gaman*, Branislav Bystricky>®

"MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Bratislava, Slovak Republic

2Agel, a. s., Laboratory of Surgical Pathology, Novy Jicin, Czech Republic

3Medicyt, s. r. 0., Laboratory of Surgical Pathology, Trencin, Slovak Republic
“Department of Obstetrics and Gynecology, Faculty Hospital, Trencin, Slovak Republic
*0Oncology Department, Faculty Hospital, Trencin, Slovak Republic

Faculty of Health, Alexander Dubcek University, Trencin, Slovak Republic

A rare case of endometrioid carcinoma of the uterine corpus with sex cord like formation and hyalinization in
a 54-ys-old woman is described. It was low stage (pT1a) tumor composed predominantly of common endome-
trioid carcinoma grade 2, with exophytic area of biphasic carcinosarcoma-like component. This area contained
glands of endometrioid carcinoma with shadow and squamous cells and with transitions to mesenchymal ap-
pearing stromal component. The stromal component was of low-grade appearance, and it was composed of spin-
dle to ovoid cells which formed compact fascicles or which lay in abundant myxoid and hyalinized matrix. The
tumor expressed estrogen and progesterone receptors, beta-catenin and cyclin D1, and it was negative for p53,
myogenic markers (actin, desmin) and stromal marker CD10. Morphological and immunohistochemical features
were different from those of malignant mixed mullerian tumor, and they were suggestive of beta-catenin mutat-
ed carcinoma. However, distinction of this tumor from high-grade carcinosarcoma is difficult, especially by ex-
amination of intraoperative frozen section. Knowledge of this tumor entity and immunohistochemical technique
are important for correct diagnosis.

Keywords: endometrioid carcinoma with sex cord like formation and hyalinization, carcinosarcoma, shadow cell
differentiation, adenoacanthoma, uterus, beta-catenin

Karcinosarkému podobny endometrioidny karciném: popis pripadu non-high-grade tumoru

Opisany je pripad endometrioidného karcinému tela maternice, so “sex-cord like” $truktdrami a hyalinizaciou. Slo
o tumor u 54-ro¢nej zeny s nizkym stadiom nadorového postihnutia. Histologicky mal Struktiru grade 2 endo-
metrioidného karcinému so ,shadow cell” a skvamocelularnou diferenciaciou. V tumore bolo navyse exofytické
lozisko s bifazickou morfolégiou. Stromalny komponent v tejto éasti tumoru bol nizkomaligneho vyzoru, obsa-
hoval vretenovité a ovoidné bunky ulozené bud' kompaktne, alebo v hojnom myxohyalinnom matrixe. Imunohis-
tochemicky exprimoval tumor estrogénové a progesterénové receptory, beta-katenin a cyklin D1. Negativne boli
p53, myogénne markery (dezmin, aktin) a marker stromalnej diferenciacie CD10. Morfolégia a imunohistoché-
mia tumoru sa lisili od klasického vysokostupriového maligneho mullerianskeho tumoru (karcinosarkému) a sil-
ne suponovala beta katenin-mutovany karciném. Diferencialna diagnéza tumoru moze byt tazka, najma v pero-
peracnej rychlej biopsii. Pre diagnézu je dolezité poznanie tejto novej jednotky a imunohistochémia.

Klicové slova: endometrioidny karcindm so ,sex-cord like" Struktirami a s hyalinizaciou, karcinosarkém,
»,Shadow cell” diferenciacia, adenoakantom, maternica, beta-katenin

Newslab, 2020; ro¢. 11 (1): 55 - 60

Introduction

In 2005, Murray et al. described a rare variant of endome-
trioid carcinoma (EC), which strongly resembled malignant
mixed mullerian tumor (MMMT) histologically, but which be-
haved like common non-high-grade endometrioid carcinoma
(EC)™. This tumor termed ,EC with sex cord like formation
and hyalinization” (ESCFH) contains, in addition to endome-
trioid glands, areas with morphology that resembles sar-

coma. After Murray et al s paper, several additional reports
were added to the literature®?. All of these studies empha-
sized that the tumor strongly mimics MMMT, although his
behavior is similar to that of common non-high-grade EC.
As both epithelial and stromal component appear non-high-
grade, a term ,low-grade carcinosarcoma“ was proposed®.
In this report, we would like to present our recent case of this
rare lesion.
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Materials and methods

The tissue was fixed in 10% formalin and processed rou-
tinely. The sections were stained with hematoxylin and eosin.
For immunohistochemistry, the following primary antibod-
ies were used: alpha smooth muscle actin (prediluted, 1A4),
h-caldesmon (1:200, h-CD), desmin (prediluted, D33), S100
protein (prediluted, polyclonal), HMB45 (prediluted, HMB45),
estrogen receptor (ER) (1:100, EP1), progesterone receptor
(PR) (1:25, PgR636), pancytokeratin (1:200, AE1/AE3), epi-
thelial membrane antigen (EMA) (prediluted, E29), vimen-
tin (1:100, Vim 3B4), Ki-67 (prediluted, MIB1), p63 (1:50,
DAK-p63), p53 (prediluted, DO-7), MLH1 (prediluted, ES05),
MSH2 (prediluted, FE11), MSH6 (prediluted, EP49), PMS2
(prediluted, EP51), alpha-inhibin (prediluted, R1), calretinin
(1:100, DAK-Calret 1),CD31 (1:50, JC70A), podoplanin (1:100,
D2-40) (all from DAKO, Glostrup, Denmark), myo-D1 (predilut-
ed, EP212, Cell Marque, Rocklin, USA), SOX10 (1:50, EP268,
Cell Marque, Rocklin, USA), CD10 (prediluted, SP67, Ventana,
Tuscon, USA), CD34 (prediluted, QBend/10, Ventana, Tuscon,
USA), beta-catenin (prediluted, 14, Cell Marque, Rocklin, USA),
cyclin D1 (prediluted, SP4-R, Ventana, Tuscon, USA). Immu-
nostaining was performed according to standard protocols
using an avidin-biotin complex labeled with peroxidase or al-
kaline phosphatase. Microwave antigen pretreatment was
used for immunoreactions with h-caldesmon, CD10, CD34,
estrogen receptor, and progesterone receptor. Appropriate
positive and negative controls were applied.

Case report

A 54-ys-old, para 0, gravida 0, woman underwent dilatation
and curettage for one year lasting irregular postmenopausal
bleeding. The curettage specimen contained non-high grade
EC, and therefore a hysterectomy with bilateral salpingo-oo-
phorectomy was performed. Previous medical history of the
patient (according to her information) included laparoscop-
ic removal of a benign ovarian cyst 30 years ago. Additional
medical history was unremarkable.

Pathological findings

Curettage specimen exhibited non-high-grade EC (grade 2
FIGO) with squamous and shadow cell differentiation®® and
with beta-catenin nuclear accumulation in squamous cells
(Figure 1). Beta-catenin stained, in addition, the cytoplasm
and cell membranes of all neoplastic cells. ER and PR were
positive in 80% and 50% of the cells, respectively.

Routine intraoperative consultation was performed with
an aim to determine the depth of myometrial invasion of
the tumor. Surprisingly, one of frozen sections showed bi-
phasic neoplasm suggesting MMMT with homologous stro-
mal component (Figure 2a). However, another frozen sec-
tion showed ,pure” non-high grade EC (Figure 2a). Invasive
margin in the myometrium contained only EC without sarco-
ma-like pattern. Considering previous non-high-grade histo-
logic finding in the curettage specimen along with apparent-
ly focal nature of the biphasic morphology seen in the frozen

Figure 1. Curettage specimen. (a) Endometrioid carcinoma with cluster of shadow cells. (b) Beta-catenin in the nuclei of squamous
cells. (c) Estrogen receptor is positive in the glandular cells (upper half of the photomicrograph) and negative in the squamous cells
(lower half).

Figure 2. Frozen sections. (a) Biphasic pattern that simulates malignant mixed mullerian
tumor. (b) An area with “pure” endometrioid carcinoma of non-high-grade morphology,

with adenoacanthomatous features (upper).
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section, the diagnosis of MMMT was not rendered, and the
final classification of the tumor was deferred. The tumor in-
filtrated inner half of the myometrium and therefore a stag-
ing lymphadenectomy was not performed.

Grossly, the resection specimen of hysterectomy with bi-
lateral salpingo-oophorectomy included uterus measuring
11 em x 9 cm x 6 cm. A 55 mm tumor was found in the mu-
cosa and myometrium of the posterior wall of the uterine
corpus. The tumor was flat, with central irregular polypoid
prominence. It had gross appearance of common endome-
trial EC, with fragile tissue on its surface. Both adnexa were
unremarkable.

Histologically (Figure 3), permanent sections exhibited
typical glandular and cribriform EC, FIGO grade 2. This pat-
tern was seen in 90% of the neoplasm. In addition, exophytic
part of the tumor, comprising 10% of the tumor volume, con-
tained glands of EC admixed with a non-high-grade mesen-
chymal appearing component of spindle to epithelioid cells.
The glands in this area showed conspicuous squamous dif-
ferentiation with formation of shadow cells and with keratin
material. The mixture of the glands with the stromal compo-
nent resulted in striking biphasic appearance. The fusiform
and epithelioid cells of the stroma formed clusters, cords
and ill-defined fascicles. They were often embedded in the
hyalinized or myxoid matrix. In addition, the stroma con-
tained isolated clusters of shadow cells in the reactive ap-
pearing fibrosis and numerous dystrophic calcifications. An
osteoid formation was not found. In the invasive margin in

the myometrium, rare clusters of carcinoma cells were seen
in the podoplanin-negative vascular spaces, which was in-
terpreted by us as a hemovascular invasion®'". Lymphatic
podoplanin-positive spaces did not contain any tumor cells.

Immunohistochemically (Figure 4), pancytokeratin and
EMA were positive in the carcinomatous component and
in some stromal cells (Figure 4a). Beta-catenin was seen in
cells of the basal and parabasal layer of the epithelium and
in almost all cells of the stromal component (Figure 4 b). Cy-
clin D1 stained both epithelial and stromal cells (Figure 4c).
P63 was positive in squamous cells and in rare cells of the
glandular epithelium. S100 protein stained focally the cells
of myxoid and chondroid areas (Figure 4d). MIB1 highlight-
ed low proliferation in both stromal and squamous cells. On-
ly 3 percent of these cells were positive, whereas glandular
cells displayed MIB1 expression in 40 percent of the nuclei
(Figure 4e). Vimentin stained both components, except of
squamous cell differentiation. CD10 was slightly positive in
squamous cells and it stained luminal surface of the glan-
dular epithelium. Inhibin and calretinin were negative, ruling
out sex cord differentiation in complex neoplasm such as
stromal sarcoma with glands and sex cord like structures(?,
CD31 and D2-40 highlighted non-neoplastic endothelium,
confirming hemovascular invasion of the tumor. The tumor
was negative for p53, alpha-smooth muscle actin, desmin,
h-caldesmon, myo D1, CD34, SOX10, HMB45, inhibin and cal-
retinin. MMR proteins (MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2) did
not show any loss of positivity.

Figure 3. Histological findings in the resection specimen. (a) Endometrioid carcinoma pattern was predominant. (b) Biphasic pattern
with hyalinized low-grade appearing stromal component. (c) Spindle cell transformation of adenoacanthomatous carcinoma. (d) An
area of myxoid and hyalinized stromal component. In lower right corner, a small nodule of squamous cells is seen. (e) Focal chond-
roid appearance of the stromal component resembled chondroid pattern of salivary pleomorphic adenoma. (f) Hemovascular invasi-
on of the tumor.
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Figure 4. Immunohistochemical findings. (a) Pancytokeratin AE1/AE3 in the epithelium and in rare stromal cells. (b) Nuclear beta-catenin
positivity in both epithelial and stromal components. Shadow cells and keratin material are negative (left and bellow). (c) Cyclin D1 was seen
in both epithelial and stromal component. (d) Scattered S100 protein positive cells in the stromal component. (e) MIB1 shows high proli-

feration of adenocarcinoma component (left and bellow) contrasting with low proliferation in myxoid and hyalinized stromal component.
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Our final diagnosis was ESCFH, with 5 mm invasion in-
to 20 mm thick myometrium (stage 1 A) and with beta-cat-
enin positive squamous and shadow cell differentiation, sug-
gesting CTNNB1 mutated carcinoma(®. Because the tumor
showed hemovascular invasion, one published carcinosarco-
ma with low-grade appearance had dismal prognosis( and
CTNNB1 mutated EC represents an aggressive subgroup of
non-high grade EC('>"3), we proposed that an adjuvant thera-
py should be considered for the patient. Patient was staged
as pT1aNxMx, her Ca125 and HE4 serum markers were neg-
ative. After discussion at multidisplinary meeting and with
the patient, adjuvant chemotherapy with carboplatin and pa-
clitaxel was proposed. Two months after the surgery, clinical
examinations found no sign of metastatis and recurrence.

Discussion

The present tumor shows features of ESCFH(31719), The
non-high grade appearing glands of EC were admixed with
cords and fascicles of epithelioid or fusiform cells within hy-
alinized stroma. The tumor resembles strongly MMMT, and
especially in the frozen section the diagnosis is difficult, as
we have experienced in our case. The knowledge of this type
of EC is crucial to avoid misdiagnosis of MMMT. Examin-
ing frozen section, it was helpful for us that the slides from
previous curettage specimen were available for a review. In
addition, we have seen in frozen sections that biphasic pat-
tern was strictly focal whereas typical MMMT shows diffuse

IS

biphasic pattern in majority of cases®*?2. However, in rare
MMMTs the sarcomatous component can be limited even to
a single focus, but this seems to be exceedingly rare and the
known data about this phenomenon are limited to our knowl-
edge. We have experience with one case of MMMT which
was in fact a large EC that contained a single 15x10x10mm
focus of gradual transition to pleomorphic and rhabdomyo-
blastic sarcoma®. Some published series of MMMT men-
tion very rare cases of MMMT which contained only small
amount of biphasic pattern022),

Immunohistochemically, our case lacked several typical
features of MMMT and this also was helpful for differential
diagnosis. It was negative for p53, its epithelial component
expressed ER and PR, MIB1 index in the stroma was very low,
and the stromal component did not express muscle markers
and stromal marker CD10. In addition, the stromal cells were
positive for beta-catenin. This expression was found by Wani
et al in all cases of ESCFH, which contrasted with beta-cat-
enin negativity of sarcomatous component in all cases of
MMMTs®@. In the low-grade appearing stromal component,
we have seen focal S100 protein positivity in myxoid areas.
This expression is very difficult to interpret. It can reflect my-
oepithelial, schwanian and cartilaginous differentiation, all
of which can show myxoma-like morphology. We would fa-
vor myoepithelial differentiation, because some cells of the
stroma expressed cytokeratin and microscopic picture re-
sembled that of myxoid and chondroid areas in pleomorphic
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adenoma of the salivary gland. Moreover, the schwannian
phenotype includes SOX10 positivity which was absent in
the present tumor®.

Additional interesting finding in our case is squamous and
shadow cell differentiation®®. This ,adenoacanthomatous”
feature was seen in a great majority of ESCFH(-?. We concur
with Murray et al that there exists a histogenetic relationship
between the squamous cells and the cells of the stroma. It
seems to us that catenin+/p63+ cells in the basal layer of
squamous nests give rise to stromal cells which retain cat-
enin expression and which also often retain the epithelial im-
munophenotype.

The cell differentiation positive for beta-catenin and cy-
clin D1, as it was observed in our case, is frequently asso-
ciated with CTNNB1 mutation(3'51%), According to recent
studies, such non-high-grade EC with catenin and cyclin ex-
pression behave more aggressively and represent less fa-
vorable group in the spectrum of non-high-grade EC(59). |n-
terestingly, one new study of adenoacanthomatous EC by
Andrade et al. found that these tumors had a 5.6-fold in-
creased risk for recurrence in comparison with EC without
squamous cell differentiation®. However, additional studies
of adenoacanthomatous EC are still needed in our opinion,
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lleus pri farmakoterapii chronickej hnacky
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Pri ileu je v dosledku r6znych pric¢in narusena fyziologicka motilita riev. Dévody jeho vzniku su réznorodé, pat-
ria k nim mechanické prekazky pasaze obsahu, poruchy prenosu nervového impulzu na svalovinu ¢reva alebo
porucha cievneho zasobenia krvou. Ako jedna z chirurgickych diagnéz zo skupiny ochoreni so spoloénym ozna-
¢enim ,akutne brucho” neraz vyzaduje operacnu intervenciu. Zavaznost a mortalita sa medzi jednotlivymi typ-
mi ilea liSi. Opisujeme pripad 60-ro¢nej pacientky, u ktorej sa pri farmakoterapii chronickej hnacky loperamidom
rozvinul ileus. Diskutuje sa 0 moznych pri¢inach ileédzneho stavu u pacientky.

Klucové slova: ileus, farmakoterapia chronickej hnacky, neziaduce Gcinky, loperamid

lleus in chronic diarrhoea drug therapy (case report)

In ileus, the normal motility of the intestines is impaired due to various underlying diseases. Among the numer-
ous causes, there are mechanical blockage of the lumen, disruption of the intestinal innervation or inadequacy
of the blood supply. Together with other surgical diagnoses collectively referred to as ,acute abdomen, it often
leads to surgery. The prognosis and rate of mortality differ depending on the cause of the obstruction. We de-
scribe a case of a 60-year-old female patient who developed ileus during treatment of chronic diarrhoea by lop-

eramide. Possible causes of ileus in the patient are discussed.
Keywords: ileus, pharmacotherapy of chronic diarrhoea, adverse effects, loperamide

Newslab, 2020; ro¢. 11 (1): 61 — 62

Uvod

lleus je stav ¢revnej nepriechodnosti, pri ktorom je naru-
Send pasaz crevného obsahu fyziologickymi peristaltickymi
vlnami aboralnym smerom, nasledkom ¢oho vznika stagna-
cia a hromadenie ¢revného obsahu a plynu nad postihnu-
tym miestom. Jeho pri¢iny sa daju rozdelit na mechanic-
ké a funkcéné. Pri mechanickom ileu je pritomny patologicky
proces, ktory fyzicky zabranuje posunu obsahu ¢revom, naj-
CastejSie ide o pooperacné intraabdomindlne zrasty, rézne
zapalové procesy v brusnej dutine a panve, hernie, divertiku-
[6zu, volvulus, ¢revné a iné brusné nadory, k menej ¢astym
pricinam patria cudzie telesa, parazity, koprolity, intususcep-
cia®™. Pri funkénom ileu (niekedy nazyvanom paralyticky ile-
us) nie je identifikovatelna mechanicka pricina nepriechod-
nosti, podkladom je narusena cinnost svaloviny, napriklad
v dosledku metabolickych portch (hypokaliémia), hypoper-
flzie Creva, uzivania liekov (po celkovej operacnej anestézii,
niektoré antipsychotikd, opioidy)(?.

Pri vSetkych typoch ilea dochddza k postupnému hro-
madeniu obsahu, zvySovaniu intraluminalneho tlaku, ku ko-
lekcii vol'nej tekutiny vnutri Creva, v pripade progresie stavu
k postupnému opuchu a ischemizdcii steny ¢reva. To ma za
nasledok systémovu poruchu acidobazy a elektrolytov, de-
hydrataciu az hypovolémiu. Narusena ¢revna bariérova funk-
cia mbze spbsobit septicky stav vzhladom na prestup Crev-
nych baktérii do cievneho rieCiska. Obavanou komplikaciou
je ruptura ¢reva (pre nadmernu dilataciu, ischémiu, v pripade
mechanického ilea pre hyperperistaltiku) s naslednou perito-
nitidou, ktora mdva napriek véasnému operacnému rieSeniu
Casto vysoku mortalitu(?).

Ku klinickym priznakom ilea patri abdominalny diskomfort,
bolest brucha, meteorizmus s hypersonérnym poklopom,
nauzea a vracanie, zastavenie odchodu vetrov a stolice, az
Sokovy stav. AuskultaCne je pri paralytickom ileu takmer
kompletne vymiznuta peristaltika, pri mechanickom ileu je
typickd hyperperistaltika pre snahu ¢reva pretlacit obsah
cez miesto obstrukcie. V diagnostike su okrem fyzikalneho
vySetrenia uzitocné zobrazovacie metody (nativna snimka
brucha, ultrasonografia, pocitacova tomografia — CT), kto-
ré pomahaju potvrdit iledzny stav (typicka je dilatacia crev-
nych kluciek s velkym mnoZstvom plynu a tvorbou hladiniek)
a mézu odhalit pricinu mechanickej nepriechodnosti®.

Pripadova studia

60-rocnd pacientka s anamnézou inkontinencie stolice
s hnackami, trvajucej viac ako 6 mesiacov bola prijata na in-
terné oddelenie pre akutne, opakované vracanie hnedozele-
ného obsahu s dlhodobo trvajicimi bolestami brucha a za-
ludka. Udavala, ze v stolici nepozorovala znamky krvacania
alebo Cierneho obsahu, v ¢ase pred hospitalizaciou mavala
iba malé mnozstvo stolice nepravidelne. Pacientka dlhodo-
bo neuzivala ziadne lieky, iba liek Imodium s G€innou latkou
loperamid na hnacku a inkontinenciu stolice. Pri tvodnom fy-
zikalnom vysetreni bola pacientka obehovo stabilizovan4, af-
ebrilng, brucho mala v niveau hrudnika, priechmatné, bez zna-
mok peritoneélneho drézdenia, spociatku s bolestivostou
v epigastriu, s normalnym poklopom a auskulta¢ne pritom-
nou peristaltikou, t4 dokonca bola viditelna cez brusnu ste-
nu, per rectum so zvysSkami riedkej stolice, na nativnej snimke
brucha bez zndmok pneumoperitonea a hladiniek. Pri prijme
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bol vysadeny liek uzivany na hnacku. V priebehu hospitaliza-
cie sa brucho dostalo nad niveau hrudnika, stalo sa difuzne
palpacne citlivym, bez hmatnej rezistencie, stdle bez znamok
peritonedlneho drazdenia, no vyrazne meteoristické, uz bez
auskultacne pritomnej peristaltickej Cinnosti, per rectum bo-
la hneda tuhsia stolica, ktora bola ¢iasto¢ne manualne eva-
kuovana. CT vySetrenim brucha sa zobrazil extrémne objem-
ny obsah aboralnej ¢asti hrubého ¢reva, ktory komprimoval
ostatné organy brucha, peroralne podana kontrastna latka
zostala v zaludku a hornej Casti Criev. V laboratérnych pa-
rametroch mala pacientka leukocytdzu, retenciu dusikatych
latok, hyponatriémiu, hypokaliémiu, hypochlorémiu. Napriek
komplexnej terapii o par dni pacientka exitovala.

Pri pitve sa nasli masivne mnoZzstva tuhej kompaktnej sto-
lice hnedej farby, vypifiajtce priestor od rekta az po aboralnu
stvrtinu colon descendens, s vyraznou dilataciou tejto Casti
¢reva (obvod 30 cm), ostatné tseky hrubého a tenkého cre-
va boli zna¢ne dilatované a vyplnené plynom a va¢sim mnoz-
stvom hnedozeleného plegického tekutého obsahu. Nenasli
sa zndmky narus$enia integrity Criev alebo inych ¢asti gastro-
intestinalneho traktu, bez znamok akutneho peritonealneho
zapalového procesu, bez ascitu a krvacania do brusnej duti-
ny alebo limenu ¢reva, bez nédlezu inych mechanickych pri-
¢in obstrukcie gastrointestindlneho traktu. Z ostatného na-
lezu bola identifikovana pokrocila aterosklerdza aorty a jej
vetiev v Stadiu kalcifikacnych zmien s loziskovou obstruk-
ciou do 50 %, chronicka pyelonefritida obojstranne s akut-
nou exacerbdaciou a bronchopneumonia jedného laloka pltc.

Diskusia

Volnopredajné lieCivo loperamid patri do skupiny antidia-
roik uréenych na symptomaticku lie¢bu akutnej a chronickej
hnacky. Viaze sa na opioidné receptory plexus myentericus
Creva, spomaluje uvolfiovanie acetylcholinu a prostaglandi-
nov, ¢im znizZuje propulznu peristaltiku, predlzuje pasaz ob-
sahu ¢revom a zvysuje tonus analneho sfinktra®. K ¢astym
neziaducim u¢inkom zo strany gastrointestinalneho traktu
pri uzivani loperamidu patri zapcha, nauzea, flatulencia, me-
nej Casto bolest brucha, abdominalny diskomfort, s frekven-
ciou =1/10 000 az < 1/1 000 ileus, megakolon, abdominalna
dystenzia. Pri vyskyte neziaducich ucinkov aj pri predavko-
vani je nutné liek vysadit, pripadne opakovane podat anti-
dotum naloxon®. Napriek tomu, Ze ide o vysokoucinny a re-
lativne bezpecny liek, zavazné az letalne neziaduce Ucinky
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loperamidu vratane paralytického ilea boli pozorované a pub-
likované uz pred vyse péatdesiatimi rokmi naprie¢ ré6znymi
vekovymi kategériami, od pediatrickej az po geriatrickd po-
pulaciu. Vznik ilea bol pozorovany pri preddvkovani, no aj pri
beznych terapeutickych davkach®”). V minulosti bol opisany
pripad starSej pacientky, u ktorej sa pri lieCbe akultnej hnac-
ky, pravdepodobne v désledku predavkovania loperamidom,
rozvinuli akdtne priznaky ¢revnej nepriechodnosti velmi po-
dobné opisanej kazuistike. Po vysadeni lieku a primerane in-
tenzivnej, no najma vcasnej konzervativnej terapii sa pacient-
kin stav kompletne upravil?.

V pripade pacientky z tejto kazuistiky nie su k dispozicii
tdaje o dizke uzivania a davkovani lieku. Vzhl'adom na udaj
o hnackach trvajucich 6 mesiacov, uvadzany pacientkou,
v§ak mozno predpokladat, Ze liecba loperamidom trvala dlh-
Sie. Pricinou ¢revnej nepriechodnosti u pacientky pravdepo-
dobne nebol priamo paralyticky ileus, ale napriek uddvanym
hnackam paradoxne skor dlhodobo prebiehajica obstipa-
cia, ktora vyustila do nahromadenia velkého mnozstva sky-
bal v colon sigmoideum a colon descendens, ¢oho nasled-
kom bolo mechanické blokovanie limenu ¢reva so vznikom
mechanického ilea, resp. kombinacia mechanického a para-
lytického ilea s viacfaktorovou etioldgiou. Podiel na progre-
sii ilea mohla mat pokrocila ateroskler6za aorty a jej vetiey,
ktora mohla zhorsovat zdravotny stav ischemizéaciou ¢reva.
Napriek tomu, Ze pocas hospitalizacie bola pacientka liece-
na na zapchu konzervativhe a manualnou evakuaciou stoli-
ce, normalnu pasaz sa nepodarilo obnovit vcas. lle6zny stav
spolu s exacerbovanou chronickou pyelonefritidou viedol
k fatalnej poruche homeostdzy a Umrtiu pacientky.

Zaver

Farmakologicky navodeny ileus je zndmym neziaducim
ucinkom viacerych liekov. Pri véasnom a adekvatne volenom
zasahu mozno pasaz ¢reva obnovit a pacient moZze prezit bez
zdravotnych nasledkov®. Je nutné mat na zreteli riziko vysky-
tu vzacnejsich neziaducich ucinkov liekov, najma u pacientov
sucasne uzivajucich viaceré lieky vratane volnopredajnych lie-
kov, a zohl'adnit ich pri diferencialnodiagnostickych tvahéach.

Podakovanie: Tento ¢lanok vznikol aj vd'aka podpore v ramci
OP Vyskum a vyvoj pre projekt: Centrum vyskumu zdvaznych
ochoreni a ich komplikacii, ITMS 26240120038, spolufinanco-
vany zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondineho rozvoja.

5. Imodium. ADC portal [online]. Bratislava: PharmINFO spol., s. r. 0. D&-
tum revizie textu 07/2019 [cit. 19. 2. 2020]. Dostupné na: https://www.
adc.sk/databazy/produkty/spc/imodium-808582.html

6. Von Miihlendahl KE, Bunjes R, Krienke EG. Loperamide-induced ileus.
Lancet 1980; 1(8161): 209.

7. Zaniello B, Phillips-Caesar E. Over-the-counter medication overuse
and bowel obstruction. J Am Geriatr Soc 2014; 62(2): 400-402.

F

MUDr. Samuel Horak

Ustav patologickej anatémie

Lekarska fakulta Univerzity Komenského v Bratislave
Sasinkova 4, 811 08 Bratislava

e-mail: samo.horak@gmail.com

62

1/2020
newsla




Kazuistiky

Homogénne sa farbiace oblasti u pacientov s leukémiou (kazuistiky)

Andrea Blahova, Alexandra Oravcova, Kristina Lengyelova, Alena Zakovicova, Kristina Horvathova,
Lucia Zidekova, Renata Lukackova
Lekarska genetika, Medirex, a. s., Bratislava

Uvod: Homogénne sa farbiace oblasti (hsr) podobne ako dmin predstavuji cytogeneticky viditelny znak géno-
vej amplifikacie. Je zname, Ze obsahuju képie amplifikovanych DNA segmentov. Ich vyskyt je ¢asty v roznych
l'udskych nadoroch, v hematologickych malignitach ich vSak detegujeme zriedkavo. Ich Gloha v leukemogenéze
nie je jasna, su vSak asociované s rychlou progresiou ochorenia a kratkym prezivanim. Mechanizmus vzniku nie
presne opisany. Na cytogenetickej trovni sa hsr deteguje ako velka ¢ast difizne zafarbeného chromatinu véle-
neného do normalneho chromozému.

Kazuistiky: Predstavujeme troch pacientov s de novo AML a MDS, ktori boli v ¢ase diagnézy vySetreni na na-
Som oddeleni genetiky. U vSetkych troch bola uskuto¢nena cytogeneticka analyza, FISH a molekulova analyza
metoédou MLPA. Cytogeneticka analyza G-pruzkovanych chromozémov po 24-hodinovej kultivacii buniek kost-
nej drene odhalila komplexny karyotyp s deléciou dlhého ramena chromozému 5, pritomnost hsr oblasti a mno-
hé dalSie numerické a struktirne zmeny. FISH metéda pomohla odhalit a Specifikovat aberacie a amplifikacie
a stanovit ich percentualne zastupenie.

Vysledky: VSetci prezentovani pacienti maji spolo¢né znaky: starsi vek, de novo ochorenie AML alebo MDS
s komplexnym karyotypom, ktory obsahoval deléciu 5q oblasti, zIi prognézu a kratke prezivanie.

Klucové slova: homogénne sa farbiace oblasti, cytogeneticka analyza, FISH, komplexny karyotyp

The homogeneously staining regions in patients with leukaemia (case reports)

Introduction: The homogeneously staining regions (hsr) just as the dmin represent cytogenetically visible signs
of gene amplification. They contain copies of an amplified DNA segment. Although found in the variety of human
cancer cells, their presence in hematologic malignancies is rare. Their role in leukemogenesis is not clear, but
they have been reported to be associated with rapid progression and short survival time. The mechanism of their
origination is not known exactly. Characteristically, hsr can be detected after chromosome banding in metapha-
se preparations as a large chunk of diffusely staining chromatin somewhere inside an ordinary chromosome.
Case reports: We report three patients with de novo AML and MDS who were examined by the cytogenetic ana-
lysis, FISH and MLPA method in our laboratory at the time of diagnosis. After 24-hour cultivation of bone mar-
row cells, the analysis of G-banded chromosomes revealed complex karyotype including deletion of the long
arm of chromosome 5, the presence of hsr and other numerical and structural changes. The use of FISH method
enabled the identification of chromosome aberrations and genes amplified in hsr and the determination of the-
ir percentage.

Results: All three patients shared the same characteristics: they were old, de-novo diagnosis AML or MDS with
complex karyotype including deletion of 5q, bad prognosis and short survival time.

Keywords: homogeneously staining regions, cytogenetic analysis, FISH, complex karyotype

Newslab, 2020; roc¢. 11 (1): 63 - 68

Uvod

Leukémia je maligne ochorenie krvotvornych buniek, pri
ktorom dochadza k zmnozeniu a hromadeniu nezrelych fo-
riem bielych krviniek a tie postupne obsadzuju priestory
v kostnej dreni a potla¢aju normalnu krvotvorbu. S leukémiou
sa spajaju rézne Struktdrne chromozémové zmeny, ako su
translokacie, delécie, inverzie, adicie, alebo numerické zme-
ny, ako su aneuploidie, polyploidie chromozémov(®. Zriedka-
vo sa vSéak (~ 1 %) stretdvame s cytogeneticky viditelnym
znakom amplifikdcie DNA. Toto mnohonasobné zmnoze-
nie DNA sa moze vyskytovat extrachromozémovo ako tzv.
double minute (dmin), malé parové chromatinové telieska
bez centroméry alebo intrachromozémovo, zndme ako ho-
mogénne sa farbiace oblasti (hsr- homogenously staining re-
gion), ked' je zmnozenie integrované do chromozému (obra-
zok 1). Mechanizmus vzniku nie je Uplne objasneny. Prvykrat

boli opisané v roku 1962 u pacientov s bronchogénnym kar-
cinomom®. Nasledkom amplifikdcie DNA dochadza k zvy-
Senej expresii génov obsiahnutych v amplikéne, dochadza
k modifikacii normalneho bunkového delenia a prezivania
buniek. Zmnozenie ma potencialny leukemogénny ucinok
a je asociované s rychlou progresiou ochorenia a kratkym
¢asom prezivania. NajCastejSie amplifikovanymi génmi su
MYC, MYCN (neuroblastém), HER2/neu (nadory prsnika),
KMT2A®,

Material a metody
V ¢lanku predstavujeme troch pacientov, u ktorych sme
cytogenetickou analyzou detegovali homogénne sa farbia-
ce oblasti a pomocou FISH metddy sme odhalili ich povod.
Na cytogeneticku analyzu boli pouzité vzorky kostnej dre-
ne kultivované 24 hodin v kompletnom kultivathom médiu
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pri 37 °C a nasledne spracované podla Standardnych cytoge-
netickych postupov. Preparaty boli farbené Wrightovym roz-
tokom a u kazdého pacienta bolo hodnotenych 20 G-pruzko-
vanych metafaz. Karyotyp bol zapisany podla International
System of Chromosome Nomenclature (ISCN)®.

Na FISH analyzu boli pouzité suspenzie pripravené spo-
menutym postupom. Boli pouzité nasledovné sondy od fir-
my Metasystems XL Del(5)(q31), XL 7q22/7q36, XL TP53/
17cen, XCE 8 Blue, XL 22911 IGL BA, XL 20q12/20qter, XL
Iso(17q), XCE 12 Orange, XL MLL plus, sonda ZytoLight®
SPEC BCL2 DC BA od Zytovision a sonda LSI 21 SO od firmy
Abbott. Preparaty a sondy boli denaturované, nasledne pre-
behla hybridizacia a hodnotenie 200 interfazovych jadier pod
fluorescenénym mikroskopom.

Na molekulovej drovni sa u pacientov po izolacii DNA
z kostnej drene alebo periférnej krvi realizovala MLPA analyza
pomocou kitu MDS P414-A1. Technika deteguije len numeric-
ké zmeny, delécie a amplifikacie. Obsahuje 46 sond pre niekol-
ko chromozdémov, ktoré maju diagnosticky alebo prognostic-
ky vyznam pre pacientov s myelodysplastickym syndromom
(MDS) (chromozoémy 3, 5q, 7q, 8q, 11q, 12p, 17,19, 20q, Y).

Kazuistika €. 1

V juni 2016 sme na naSe oddelenie prijali vzorku kost-
nej drene 78-rocnej pacientky s diagnézou akidtna myelob-
lastova leukémia (AML) blizsie neuréeného typu. Na cytoge-
netickej Urovni sme analyzovali 20 G-bandovanych metafaz

Obrazok 1. Vizualne formy amplifikdcie DNA
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a stanovili sme komplexny karyotyp (obrazok 2): 47 XX,-
der(5)t(5;21)(p11;921),-17,+21,der(22)t(17;22)(q21;q10),
+hsr(22)(q11)[20].

Na preparatoch sme uskutocnili aj FISH analyzu pomocou
sond pouzivanych pri diagnéze MDS a zachytili sme zmeny
zhrnuté v tabulke 1.

Vysetrenie IGL génu lokalizovaného na chromozéme 22 bo-
lo uskuto¢nené pomocou sondy XL IGL BA z Metasystems
(obrazok 3). Detegovali sme amplifikaciu len zelenej 3 oblas-
ti (obrazok 4), v ktorej sa nachadza gén BCR. Napriek tomu, ze

Tabulka 1. Pouzité FISH sondy a vysledky analyz

Vysledky

5p15/5931 Pozitivne delécia 5q31: 84%

CEP8 Negativne

7/7922/7q36 Negativne

TP53(17p13) Pozitivne -17: 93%

17q22 Negativne

20912 Negativne

+21 Pozitivne zisky 21922: 97%
IGL(22q11) Pozitivne +IGL/amplif. IGLC, BCR: 97%

Obrazok 3. Schéma sondy XL IGL BA
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Obrazok 4. Amplifikacia 3 oblasti IGL génu (zeleny signal)

64

1/2020
newsla




Kazuistiky

Obrazok 5. MLPA analyza u pacientky
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Tabulka 2. Pouzité FISH sondy a vysledky analyz

Sonda Vysledok

MLL (11g23) Pozitivne zisky MLL: 80%

5p15/5931 Pozitivne delécia 5q31: 83%

BCL2(18q22) Pozitivne -18922: 89%

IGL(22q11) Pozitivne zisky IGL: 42%

CEP12 Pozitivne na metafazach der(12)t(11;12;?)

fazny protein ber/abl patri k velmi skimanym, nie je funkcia
normalneho BCR génu Uplne objasnena. Predpoklada sa, ze
ma GTP-azovu aktivitu a reguluje signdlne drahy v bunke®. Za-
roven sme pacientke detegovali stratu centroméry a kratkych
ramien chromozdmu 17, na ktorych je lokalizovany tumorsu-
presorovy gén TP53. Byva tiez oznacovany ako strazca gend-
mu. Jeho ulohou je udrzovat genémovu stabilitu a integrituy,
regulovat expresiu mnohych génov s dolezitou tlohou pri bun-
kovom raste, deleni, apoptdze, angiogenéze a ma kl'icovu ulo-
hu v ochrane pred tvorbou nadoru ©7). MLPA analyza potvrdi-
la amplifikaciu 22q11.21, deléciu 5q22-q34,17p13.1,17q11.2
a odhalila deléciu kratkych ramien chromozému 3 (3p22.2)
(obrazok 5). Pacientka exitovala e$te toho mesiaca.

Kazuistika ¢. 2

V aprili 2017 sme na naSe oddelenie prvykrat prijali vzor-
ku periférnej krvi 73-ro¢ného pacienta s diagnézou myelo-
dysplasticky syndrom (MDS). Na molekulovej trovni bola
realizovana MLPA analyza, ktora preukazala pritomnost am-
plifikacie chromozému 11 v oblasti q23.3-q24.3. O mesiac
neskor, v maji, sme prijali vzorku kostnej drene a vySetrenie
bolo doplnené o cytogenetiku a FISH analyzu. Po cytogene-
tickej analyze sme v 13 metafazach identifikovali komplex-
ny karyotyp s marker chromozémom (obrazok 6): 45,XY,
5,der(11)t(5;11)(p13;922),+hsr(11)(q23),der(12)t(11;12,?)

Obrazok 6. Karyotyp pacienta so Sipkou na hsr(11)(q23)
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(923;q11;?),-18[6]/46,idem,+22[7]/46,XY[7]. Vysledky FISH
analyz su uvedené v tabulke 2.

Pomocou sondy MLL plus dc (obrazok 7) sme odhalili, ze
marker chromozdm je cely tvoreny namnozenym génom KM-
T2A (starsi nazov MLL) a zéroven na chromozdéme 11 sa tiez
vyskytuje KMT2A gén dvakrat za sebou (obrazok 8). KMT2A
gén koduje transkripny koaktivator, ktory ma délezitu ulo-
hu v reguldcii génovej expresie poc¢as v€asného vyvoja a he-
matopoézy®.

Na obrazku 9 je odhalena delécia oblasti 5q31, ktora sp6-
sobuje, Ze nezrelé krvné bunky nie su schopné dodiferenco-
vat sa normalne a vysledkom je vela nezrelych foriem buniek
a malo zrelych. NajCastejSie deletovany region DNA obsahu-
je 40 génov.

Na obrazku 10 je potvrdena trizémia chromozému 22 po-
mocou FISH metddy. Pacient koncom juna 2017 exitoval.
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Obrazok 7. Schéma sondy XL MLL Plus
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Obrazok 8. FISH vysetrenie pomocou sondy XL MLL plus so ZI-
tou Sipkou na hsr(11)(q23) a bielou na chromozém 11 s dup-
likdciou KMT2A génu

Obrazok 9. Strata 5q31 zndzornena na chromozéme

Obrazok 10. Trizémia chromozdému 22

Kazuistika €. 3

Vzorka kostnej drene 68-ro¢ného pacienta bola v na-
Som laboratériu prvykrat vySetrend v janudri 2017. Diagné-
za bola myelodysplasticky syndrom. V 10-tich metafdzach
sme urcili nasledovny komplexny karyotyp (obrazok 11):
47,XY,del(5)(q15q33),der(7)del(7)(q11)t(3;7)(q13;q11),
+hsr(21)(q22)[10]/46,XY[10]. VySetrenie kostnej drene bolo
doplnené o FISH analyzu a vysledky su zhrnuté v tabulke 3.

V oblasti 21922, ktora bola vySetrena sondou LSI 21 SO
(obrazok 12) a bola detegovana amplifikacia (obrézok 13), sa
nachadza gén RUNX1 (starsi nazov AMLT). Tento gén kodu-
je transkrip&ny faktor zodpovedny za reguldciu diferenciacie
hematopoetickych buniek na zrelé bunky®. Pomocou sondy
XL 7922/7936 bola potvrdena strata dlhych ramien chromo-
zému 7, ked' ostali v karyotype len kratke ramena a centro-
méra chromozému 7 (modra farba, obrazok 14).

MLPA analyza potvrdila deléciu 5q22.2-q33.1 a 7q22.3-
g36.1 a odhalila deléciu 3p22.2, nezachytenu na cytogene-
tickej drovni.

Pacient v marci 2017 exitoval.

Diskusia

Homogénne sa farbiace oblasti s chromozémové mies-
ta s mnohonasobnym opakovanim (~20 - 100) segmen-
tov DNA. Su charakteristickym znakom maligneho procesu
a zvyCajne su detegované v pokrocilych stadiach maligneho
procesu spojené so zlou prognézou. Nasledkom zmnozenia
sa mbzu vytvarat rozne velké markery vyskytujlice sa samo-
statne alebo sa mo6zu vélenit do chromozému. KedZe sa far-
bia rovhomerne, ich identifikdcia pomocou G-bandu je velmi
naro¢na. Na odhalenie pévodu zmnozenia sa preto najcas-
tejSie vyuziva FISH metdda.

Hoci boli opisané amplifikacie réoznych génov, najcastej-
Sie amplifikované su gény z malej génovej rodiny MYC (MYC,
MYCN, and MYCL). Su identifikované v mnohych solidnych
nadoroch, ako st nadory mozgu, prsnika, pankreasu, neurob-
lastdm. V hematologickych malignitach sa vyskytuju zried-
ka, okolo 1 %9, Tu ¢asto amplifikovanym génom byva KM-
T2A, ktorého amplifikaciu sme detegovali u nasho jedného
pacienta. KMT2A gén je lokalizovany v lokuse 1123 a v leu-
kémiach sa vyskytuje hlavne v translokdaciach, doteraz bolo
identifikovanych viac ako 80 jeho fliznych partnerov(?,
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Obrazok 11. Karyotyp pacienta, sipka znazornuje hsr(21)(q22)
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Tabulka 3. Pouzité FISH sondy a vysledky analyz

[Sonda | Vysledok

5p15/5931 Pozitivne delécia 5q31: 68%
CEP8 Negativne

7/7q922/7q36 Pozitivne delécia 7q: 44%
TP53 (17p13) Negativne

20q12 Negativne

BCL6 (3g27) Pozitivne na metafazach t(3;7)
+21 Pozitivne zisky 21: 45%

Obrazok 12. Schéma sondy LSI 21 SO

D2151917 —

DSCR4 4
D21S341 —-I ’
401 kb

215338 —

Pacienti s amplifikaciou 11q23 sa vyskytuji pomerne zried-
kavo, maju vSak niektoré ¢rty velmi podobné: su to pacienti
starsSieho veku, s de novo ochorenim AML/MDS, s komplex-
nym karyotypom a kratkym prezivanim. U 90 % pacientov je
tiez pritomna delécia dlhych ramien chromozému 5, ktorej vel-
kost variruje, ale vsetkym pacientom chyba oblast 53102,

Druhym najmensim chromozémom v karyotype, ktory ob-
sahuje ~ 600 génov, je chromozdm 22. Pomocou FISH met6-
dy sme detegovali amplifikaciu jeho 3" oblasti q11, v ktorej sa
nachddzaju gény IGLC a BCR. IGLC kéduje imunoglobulinovy
lambda retazec, ktorého prestavba je pritomna hlavne v lym-
féomoch. Pri hematologickych malignitach je amplifikacia gé-
nu BCR zriedkavd, najcastejSie je gén opisovany v translo-
kacii t(9;22)(q34;q11), na molekulovej trovni fuzia ber/abl.

Obrazok 13. FISH analyza pomocou sondy LSI 21 SO znazornu-
juca amplifikaciu 2122

Obrazok 14. FISH vySetrenie pomocou sondy XL 7q22/7q36, Sip-
kou je znazorneny deletovany chromozém

L ]

/

Gén BCR kdduje protein so serin/treoninkindzovou aktivitou
zahrnuty v signalnej transdukcii, jeho presna tloha v§ak nie
je odhalena®.

Tretim chromozémom, na ktorom sme potvrdili amplifi-
kaciu, bol chromozdm 21. Pouzita sonda LSI 21 SO hybridi-
zuje k oblasti 21g22. Ktory gén z danej oblasti je presne am-
plifikovany, nevieme, ale kandidatnym génom je gén RUNX1
(21922.1). RUNX1 gén zohrava vyznamnu ulohu pri hemato-
poetickej diferenciacii a v mnohych inych bunkovych funkci-
ach. Patri ku génom, ktoré su pri leukémiach ¢astym cielo-
vym miestom translokdcii. S amplifikdciou génu RUNXT sa
stretdvame hlavne pri detskych akdtnych leukémiach, no mo-
Ze sa vyskytovat aj u dospelych s komplexnym karyotypom
a je spojena so zlou prognézou3'4),
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Zaver

Hsr/dm sa vyskytuju prevazne u starSich pacientov s diag-
nézou AML alebo MDS. U pacientov je pritomny komplexny
karyotyp s deléciou dlhych ramien 5. chromozému so spo-
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Europska cytogenomicka konferencia v Salzburgu — prezentacia posteru
12" European Cytogenomics Conference 2019 (Salzburg, Austria, July 6. — 9. 2019)

Alexandra Oravcova
Lekarska genetika, Medirex, a. s.

The European Cytogeneticists Association, E.C.A., je Eurdpska cytogeneticka asociacia registrovana vo Francuz-
sku, zalozena v jali 1997, ktora pravidelne v dvojroénom intervale organizuje European Cytogenomics Conferen-

ce (Eurépsku cytogenomicku konferenciu).

Newslab, 2020; ro¢. 11 (1): 69 — 70

V roku 2019 sme sa spolu s kolegynkou RNDr. Andrejkou
Blahovou zu¢astnili na tejto medzinarodnej konferencii, a to
s cielom prezentovat oddelenie lekarskej genetiky Medirex,
a. s., zaujimavymi kazuistikami onkohematologickych pa-
cientov, u ktorych sme zaznamenali pritomnost homogén-
ne sa farbiacich oblasti. Hsr alebo homogénne sa farbiace
oblasti su jednym z viditelnych znakov génovej amplifika-
cie. Tieto oblasti obsahuju képie amplifikovaného segmentu
DNA (amplikén), ¢o vedie k nadexpresii génov obsiahnutych
v segmente DNA. Hsr mdzZe byt detegovany na trovni cytoge-
netiky po pruhovani chromozémov ako viditelny Usek zafar-
beného chromatinu. Mechanizmus vzniku v§ak nie je znamy.

Kazuistiku sme prezentovali formou prezentacie posteru
s ndzvom Detection of homogenously staining regions in le-
ukemic patients, ktorého obsah blizsie opisuje vo svojej p6-
vodnej praci na strane 63 RNDr. Andrea Blahova s ndzvom
Detekcia homogénne farbiacich sa oblasti u leukemickych
pacientov.

XXII. konferencia sa uskutoénila od 6. do 9. jula 2019 v ra-
kiskom meste Salzburg, pricom tematicky je opakovane or-
ganizovana so zamerom prezentovania fundamentalneho
vyskumu dosiahnutého na drovni cytogenetiky aj s cielom
zhodnotenia kvality cytogenetiky v ramci Eurépy a vymie-
nania informacii medzi laboratériami a vzajomnej pomoci
medzi nimi.

Obrazok 1. Prezentacia nasho posteru spolu s kolegynkou RNDr.
Andrejkou Blahovou

Mesto Salzburg, ktoré sa stalo v roku 2019 hostovskym
mestom konferencie, je Stvrté najvacsie mesto v Rakusku
a nachddza sa na hraniciach s Nemeckom. Prva prechadz-
ka smerom ku kongresovej hale Salzburg Congress, kde sa
konali predndskové bloky, nam odhalila vskutku nadherné
mesto pIné budov v roznom Style, ¢o zo Salzburgu robi sku-
to¢ne pozoruhodné a zachovalé barokové mesto. Prave sta-
ra Ccast mesta je chranena svojim Statitom svetového de-
di¢stva UNESCO a pysi sa dlhou histériou kulturnej tradicie.

Obrazok 2. Panoréama mesta Salzburg
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Po nasej navsteve mozeme tvrdit, Ze Salzburg je omnoho
viac nez mesto slavneho hudobného skladatela Wolfganga
Amadea Mozarta. Na turistickych atrakciach mozno nielen
zazit bohatu histériu Salzburgu na vlastnej koZi, ale aj obdi-
vovat jeho krasy v podobe zaujimavych pamiatok. Panorame

Obrazok 4. Kongresova hala Salzburg Congress
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mesta dominuje pevnost Hohensalzburg, ktora je najvacsia
v Eurdpe, ale aj mized Mozarta a Getreidegasse, ktoré sa po-
vazuju za srdce starého mesta vd'aka rodnému domu Mozar-
ta aj Mirabellingym zdhraddm a palacu Hellbrunn.

Na tohtoroc¢nom, v poradi XXII. kongrese bola opat vyso-
ka ucast s mnozstvom zaujimavych prednaskovych blokov
a posterov vystavenych pocCas celého kongresu. Zaciatok
konferencie sa niesol v duchu nedavnych pokrokov v oblasti
cytogenomiky alebo toho, ¢o sa udialo za 50-ro¢nu éru pru-
hovania chromozémov v suvislosti s napredovanim v oblasti
cytogenomiky. Niektoré predndsky sa zaoberali technickym
pokrokom v réznych oblastiach cytogenomiky, iné rozsirili
nase chapanie biologickych procesov v klinickej oblasti, ale
aj v nehumannej oblasti u zvierat a pri rastlinach. Bloky pred-
nasok ndm taktiez poskytli najaktudlnejsie prehlady zo Si-
rokého spektra cytogenetiky vratane chromozémovych pre-
stavieb, nerovnovah a segmentovych duplikacii. Velkd skalu
tvorila najma tumorova cytogenomika, kde spominali sekve-
novanie novej generdacie ako novy pristup v detekcii balanso-
vanych a nebalansovanych Strukturnych variantov, ale aj pre-
natélna cytogenomika alebo udska neplodnost.

KedZe program bol nesmierne rozsiahly, do pozornosti by
som dala zaujimavu prednasku Dr. Felixa Mitelmana z Insti-
tatu laboratérnej mediciny v meste Lund vo Svédsku, ktory
vystupil s prednaskou s nazvom Chromosome Banding: the
End of the Dark Ages, kde poukazoval na zavedenie prvej
techniky pruhovania chromozémov (Q-pruhovanie), ktoré
pred 50 rokmi spdsobilo revoldciu v cytogenetike. Spominal,
Ze dnes je paradoxne velmi tazké posudit hodnotu prispev-
ku o pruhovani chromozdmov vo vztahu k Usiliu o sekveno-
vanie fudského genému.

Konferencia bola pre nas velkym prinosom a kedZe sa or-
ganizuje kazdé dva roky, uz teraz sa tesSime, o ndm ponuk-
ne v roku 2021.

|

Mgr. Alexandra Oravcova

Lekarska genetika, Medirex, a. s.
Galvaniho 17/C, 820 16 Bratislava
e-mail: alexandra.oravcova@medirex.sk
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/DRAVIE
PLODU NIE JE

HADANKA

KOMPLEXNY -
Novy variant TRISOMY testu dokaze cielene identifikovat
chromozémové poruchy na Grovni vetkych 46 chromozémov.

SPOLAHLIVY
lde o technologicky najpokrocilejsi TRISOMY test

s vysledkom spravidla uz do 5 pracovnych dni.

NEINVAZIVNY

VySetruje sa uz od 11. tyzdna gravidity z krvi budtcej mamicky.

S OVERENIM

Stcastou TRISOMY testu Complete je bezplatné overenie
pozitivneho nalezu diagnostickym vySetrenim zo vzorky
plodovej vody metddou GenomeScreen prenatal.

www.trisomytest.sk Klientske centrum: 0800 400 800







