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Editorial

Vazeni citatelia, mili kolegovia,

po desatrociach prezitych v laboratdriu si ¢oraz intenzivnejsie uvedomujem, ako
velmi sa zmenila podoba laboratérnej mediciny. Uz v minulosti sa vyslovovali odvazne
predpovede tykajuce sa jej buducnosti. Mnohé z nich sa naplnili, od inych eSte oCaka-
vame, Ze sa stanu realitou. Futuristi predpovedali svet, v ktorom budi dominovat ob-
rovské nadregionalne tercidrne centra alebo laboratérne siete, ktoré vzniknu ako vysle-
dok konsolidacie a outsourcingu laboratérnych sluzieb. Stalo sa. Zjednotenie odborov
biochémia, hematoldgia, transfuziolégia, imunoldgia a séroldgia (spoloc¢ny biologicky
materidl aj analyticka zakladna) je tiez skuto¢nostou. Vzhladom na starnutie ludskej
populacie sa otakava vacsie zameranie laboratérnych sluzieb smerom k seniorom.

V uplynulych rokoch boli najvacsim uspechmi klinickej biochémie a laboratérnej me-
diciny vSeobecne Standardizacia klfi¢ovych parametrov, ktord umoznila ich porovna-
telnost a metrologickd nadvaznost vysledkov. Koncept referenénych metdd a koncept
biologickej variability mali za ciel zlepSenie bezpecnosti a zdravia pacientov. Velkymi té-
mami sucasnej laboratérnej mediciny je skimanie pred- a postanalytickych vplyvov na
laboratérny vysledok a aktivna tcast na klinickych a metodologickych odporacaniach
v spolupraci s inymi medzinarodnymi odbornymi spolo¢nostami a autoritami. Budtc-
nost medicinskych laboratorii sa ponesie v znameni zniZzovania laboratérnych chyb, od-
strafiovania nadbytoCnych vySetreni a sustredenia sa na vyzvy globalnej harmonizacie.

S nastupom digitalnej revolicie vstupuje laboratérna medicina do novej arény. Sme svedkami kvantovych skokov v analy-
tickych technolégiach IVD vyrobcov, prenikania novych progresivnych metéd, ako mikrofluidika, nanotechnolégie alebo sta-
novenie volnych cirkulujtcich nadorovych DNA. Nové technoldgie, ktoré produkuju medicinske ,big data“ (NGS, multiparamet-
rova prietokova cytometria, velkokapacitné proteomické ¢i metabolomické analyzy), nds nutia prehodnotit tradi¢ny pristup
k diagnostike a prognézovaniu. Kym v minulosti mohol ¢lovek strévit celd svoju klinicku aj vedeckd kariéru vyvojom a skima-
nim len zopdr analytov, dnes mame moznost rozlistit neuveritelni komplexnost Zivého organizmu. Toto véetko kladie na la-
boratérnych $pecialistov vy$sie néaroky a ,nuti" ich zvladnut aspon zaklady viacerych pododborov stcasne.

Automatizdacia a robotizacia laboratérnej mediciny patria k najrealnejSim predpovediam. Aj ked schopnosti humanoid-
nych robotov su zatial obmedzené, treba predpokladat, Ze v budicnosti ,stroje” nahradia podstatnu ¢ast ludskej prace. N&-
stup elektronickych lekarskych zaznamov robi realnym aj poskytovanie klinickych konzultacii v laboratérnej diagnostike pre
Specifickych pacientov napriek geografickym vzdialenostiam.

Nové, prudko sa rozvijajice sa odvetvie POCT prinasa vyhody aj potencialne hrozby. Mnohi odbornici sa domnievajd, ze
laboratérna medicina budicnosti sa bude ¢oraz viac pribliZzovat k pacientovi pomocou prenosnych zariadeni a smartfonov.
Jednoduchost, flexibilita, prenosnost, nizka cena a zabudovany systém vnutornej kontroly preduréuju POCT technoldgie na
monitorovanie mnohych chronickych alebo infekénych ochoreni.

Vsetky tieto zmeny ovplyviuju tradi¢nd trojllohu laboratérnych profesionalov — laboratérne sluzby, edukdcia a vyskum.
Pre jednotlivca aj pre laboratérne pracoviska je ¢oraz tazsie udrzat vSetky tieto aktivity, najma pre Ubytok akademického per-
sonalu, a Coraz taz$ie ziskavat vedecké granty. Dokazom toho je prudko klesajlci pocet publikacii v odbornych ¢asopisoch,
ako je napriklad Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, v ktorych prvy alebo dal$i autor pochadza z prostredia labora-
tornej mediciny.

Napriek technologickému pokroku a zavadzaniu stéle efektivnejsich diagnostickych testov sa podla prieskumov hodnota
laboratérnych sluzieb vo vnimani jej pouzivatelov paradoxne celosvetovo znizuje. Tento vyvoj predstavuje potencialnu hroz-
bu pre laboratérnu medicinu ako akademicku disciplinu hajma preto, ze ohrozuje jej kftucovu klinicku aktivitu, ako je prenos
laboratérnych dat do Ziadanej klinickej informacie potrebnej pre diagnostiku a manazment pacienta.

Medicinske laboratéria musia zmenit svoju prevazne reaktivnu stratégiu na viac proaktivnu tlohu v starostlivosti o pacien-
ta. Uspechy na poli automatizécie a Standardizacie metdd uvolnili ruky laboratérnym $pecialistom na extraanalytické éinnos-
ti, ako je vytvaranie efektivnych diagnostickych algoritmov a interpretécia vysledkov. Dal$im trendom je zameranie laboratéria
priamo na pacienta. Personal laboratéria md v siéasnosti do Cinenia s ovela informovanej$im pacientom vd'aka dostupnos-
ti informacii o chorobach a ich diagnostike na internetovych strankach. V. mnohych krajindch sveta je legislativne oSetrené
oznamovanie laboratérnych vysledkov priamo pacientovi, ktory ich méze konzultovat s laboratérnymi $pecialistami.

V tomto rychlo sa meniacom prostredi digitalizovanej zdravotnej starostlivosti musi aj laboratérna medicina prehodnotit
svoje pozicie a prijat nové tlohy a zodpovednosti v klinickom dialégu s lekdrom aj pacientom. Vhodny test v spradvnom ¢ase
pre spravneho pacienta a jeho spravna interpretacia su aj zostanu nasim kazdodennym cielom a dlhodobou viziou.

MUDr. Eva Durovcova, PhD., klinicka biochemicka

LITERATURA 2. Neumaier M, Watson ID. The end of Laboratory Medicine as we know it?
1. O'Leary J. Pathology 2026: The Future of Laboratory Medicine and https://doi.org/10.1515/cclm-2018-1264
Academic Pathology https://www.researchgate.net/scientific-contribu- 3. Neumaier M. Diagnostics 4.0: the medical laboratory in digital health.
tions/2016035586_John_J_OLeary Clin Chem Lab Med 2019; 57(3): 343-348.
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Povodné prace

Detection and validation of subchromosomal aberrations detected as
additional findings in routine noninvasive prenatal testing for common
trisomies

Martina Sekelska'?, Anita Izsakova'?, Katarina KuboSova'?, Petra Tilandyova'?, Erika Csekes'?,
Zaneta Kuchova'?, Michaela Hyblova'?, Renata Lukackova?, Dagmar Landlova?, Peter Krizan?,
Maria Harsanyova3, Jaroslav Budis®, Marcel Kucharik®, Tomas Szemes?, Gabriel Minarik'2

"Trisomy test, Ltd., Bratislava, Slovakia
’Medirex Inc., Bratislava, Slovakia
3Geneton Ltd., Bratislava, Slovakia

Low coverage whole genome sequencing routinely used in noninvasive prenatal testing is able to detect not on-
ly most commonly screened chromosomal aneuploidies but also nontargeted subchromosomal aberrations.
Aim of the work was validation of detection of nontargeted subchromosomal aberrations reported as addition-
al findings in samples analyzed in routine noninvasive prenatal testing.

From April 2016 till December 2018, more than 9500 samples were analyzed as part of routine noninvasive pre-
natal testing. In tested cohort of patients 42 different subchromosomal aberrations were detected in 38 cases,
in 18 cases with 18 detections confirmatory testing follow up was not available, in 6 cases with 9 detected aber-
rations all were confirmed by diagnostic testing and in 14 cases 15 detections were not confirmed and so eval-
uated as false positives. Positive predictive value of reported additional finding was therefore 37.5%.
Keywords: NIPT, Trisomy test, additional findings, low coverage whole genome sequencing, subchromosomal
aberrations detection

Detekcia a validacia subchromozémovych aberacii detegovanych ako doplnkové zistenia v ramci rutinného nein-
vazivneho prenatalneho skriningu na najcastejsie trizomie

Celogenémovym sekvenovanim s nizkym pokrytim, ktoré sa rutinne pouziva v ramci neinvazivneho prenatalne-
ho skriningu na najcastejSie chromozomové aneuploidie, je mozné necielene detegovat subchromozémové abe-
racie na celogenémovej urovni.

Cielom prace bola validacia necielenej detekcie subchromozémovych aberacii reportovanych ako doplnkové zis-
tenia vo vzorkach analyzovanych ako stéast neinvazivneho prenatalneho skriningu.

Od aprila 2016 do decembra 2018 bolo v ramci rutinného prenatalneho skriningu analyzovanych vyse 9 500 vzo-
riek. V tomto subore vzoriek bolo detegovanych a reportovanych 42 réznych subchromozémovych aberacii u 38
testovanych jedincov, z toho u 18 testovanych jedincov s 18 detekciami neboli dostupné vysledky konfirmac-
ného diagnostického testovania, u 6 vzoriek s 9 detekciami boli reportované aberacie potvrdené diagnostickym
testom a u 14 vzoriek s 15 detekciami ich pritomnost u plodu nebola potvrdena naslednym testovanim. Pozitiv-
na prediktivha hodnota reportovanych doplnkovych nalezov bola teda 37,5%.

Klacové slova: NIPT, Trisomy test, doplnkové nalezy, celogenémové sekvenovanie s nizkym pokrytim, detekcia
subchromozémovych aberacii

Newslab, 2019; ro¢. 10 (2): 69 - 71

Introduction

Identification of fetal DNA in maternal circulation led to
redefinition of possibilities in the field of noninvasive pre-
natal testing (NIPT)™. From the detection of qualitative fe-
tal genetic markers (e. g. fetal gender) with advances of se-
quencing technologies also quantitative analysis of fetal
DNA became possible (e. g. detection of chromosomal an-
euploidies)®3. With increase of availability of genomic se-
quencing, NIPT based on analysis of circulating cell-free fetal
DNA focused on detection of most common chromosom-
al aneuploidies (trisomy 13 — T13, trisomy 18 — T18 and tri-
somy 21 — T21) has become integral part of prenatal genet-
ics and in last few years different laboratories made such
NIPT available worldwide. Low coverage whole genome

sequencing, the mostly used method in NIPT routine, is able
to detect not only most commonly screened chromosomal
aneuploidies but also different subchromosomal aberrations.

Aim of the study

Aim of the work was retrospective validation of detection
of subchromosomal aberrations of fetal origin identified and
reported as additional findings in routine noninvasive prena-
tal screening focused on most common trisomies.

Materials and methods

From July 2016 till April 2019, more than 9500 samples
of pregnant women were analyzed using Trisomy test. For
detection of high-risk samples low coverage whole genome

2/2019
ewslab

69




Povodné prace

scan was used in association with in-house designed bio-
informatic pipeline and proprietary biostatistical approach.
In more details, peripheral blood was collected to EDTA or
Streck tubes. DNA was extracted using QlAamp DNA Blood
Mini Kit from Qiagen. Extracted DNA was quantified using
Qubit dsDNA HS Assay Kit from Thermo Fisher Scientific.
DNA libraries were prepared using TruSeq Nano DNA Li-
brary Prep Kit from Illumina as previously published®. For
sequencing of libraries NextSeq 500/550 High Output Kit v2
(75 cycles) and NextSeq 500 platform from Illumina were
used. Gained genomic data were analyzed by in-house bio-
informatic algorithm, which calculated fetal fraction and z-
scores (algorithm is patent pending - PCT/EP2016/064604).

Results and discussion

In tested cohort of patients different subchromosomal
aberrations were detected. In 38 samples 42 additional find-
ings were reported. In samples with detections fetal fraction
varied between 5.1 and 19.1% (median = 10.35%). The small-
est reported aberration has 1 megabase (Mb) and the larg-
est one approx. 80 Mb (median = 14 Mb) (Graph 1). Aberra-
tions were detected on chromosomes 1,2,4,5,6,7,8,10,13,
15, 16, 18, 20, 21 and 22. In 18 cases confirmatory testing
was refused by the patient, we were not able to get sample
for confirmatory analysis or feedback from the further man-
agement of the patient was not available. In 20 cases sam-
ples from chorionic villus sampling or amniocentesis were
available for confirmatory testing, that was performed by
different diagnostic laboratories subsequently by karyotyp-
ing or comparative genomic hybridization (aCGH). In 4 cas-
es 2 different aberrations were detected in parallel, in one
case ring chromosome represented by two deletions of both
ends of chromosome 18 was recorded (Figure 1). In the 20
cases (24 detected aberrations) with available material from
invasive procedures 9 findings were confirmed and 15 were
evaluated as false positives (Graph 1). According to the re-
sults of the confirmatory testing the positive predictive val-
ue (PPV) of subchromosomal aberrations detection by our
test reached 37.5% (9 of 24). If currently used criteria for ad-
ditional findings reporting were applied (fetal fraction above
10% and size of detected aberration above 3 Mb) PPV of our
test reached 64.3% (9 of 14). Usage of this limits for future
detection and reporting of additional findings will decrease
the proportion of false positives. But it is necessary to add,
that these cannot be completely avoided as proportion of
false positives could be result of feto-placental mosaicisms,
but for estimation of this proportion placental samples from
these cases have to be analyzed.

Conclusions

In this prospective study the possibility of utilization of
low coverage genomic sequencing for detection of subchro-
mosomal aberrations on the whole genome level was con-
firmed. For proper estimations of sensitivity, specificity, NPV
and PPV larger studies are needed as samples significantly
differ in crucial factors that are represented by fetal fraction,
position and size of detected aberrations. Hence in the real
life screening utilizing this approach different chromosomal
aberrations could be identified, their clinical significance
should be considered in details and the positive results or

Graph 1. Correlation between subchromosomal aberration size and
fetal fraction. In samples with fetal fraction above 10% (vertical dot-
ted line) and size of detected aberration above 3 Mb (horizontal dot-
ted line) is PPV significantly higher than in samples with fetal fraction
below this limits. N/A — confirmatory analysis results not available
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Figure 1. Two deletions on both ends of chromosome 18 con-
firmed by aCGH and detected as ring chromosome 18 by karyo-
typing after amniocentesis
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detections have to be consulted with clinical geneticist or
genetic counselor with appropriate experience and usage of
up to date information from specialized databases, e.g. Clin-
Var or Decipher or relevant studies and publications. Moreo-
ver, to give clinicians supporting information we are current-
ly preparing clinical decision supporting bioinformatical tool,
that should summarize such clinically relevant information in
a web-based and user-friendly interface.
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Protinadorova reakcia v mikroprostredi kolorektalneho karcinomu

Erika Gaalova#, Kristina Mosna', Pavel Babal'2, Andrea Janegova'?3

Ustav patologickej anatomie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Trnava

3Patologickoanatomické oddelenie, Fakultna nemocnica, Trnava

“Medicyt, s. r. 0., Bratislava

Kolorektalny karcindm patri medzi najcastejSie sa vyskytujice onkologické choroby s vysokou mortalitou. D6-
lezita ulohu v spravani a progresii nadoru zohrava imunitny systém a protinadorova imunitna reakcia sprostred-
kovana lymfocytmi infiltrujicimi tumor. Cielom predlozZenej studie bolo posudit aktivaciu imunitného systému
v nadoroch hrubého ¢reva so zameranim na fenotyp zapalovych buniek. Hodnotili sme infiltraciu zapalovych bu-
niek v 23 vzorkach nadorov hrubého ¢reva. Analyzovali sme pritomnost a hustotu infiltracie cytotoxickych (CD8+)
a pomocnych (CD4+) T-lymfocytov a histiocytov (CD68+) v oblastiach s nadorovym rastom aj v okolitom tkanive
nepostihnutom nadorom. Vzorky boli spracované metédou microarray a farbené imunohistochemicky. Vysledky
sme hodnotili kvantitativne morfometricky pomocou pocitacovej analyzy obrazu. Predlozena stidia naznacuje,
Ze v suvislosti so zvySujucim sa gradingom nadoru dochadza k poklesu intenzity protinadorovej imunitnej odpo-
vede. Tento pokles médze byt nasledkom, ale aj priinou progresie tumoru. Ovplyvnenie protinddorovej imunitnej
odpovede predstavuje preto velmi zaujimavy potencialny terapeuticky pristup.

KlGcové slova: kolorektalny karcindm, imunitna odpoved’, nadorové mikroprostredie

An antitumoral reaction in micro-environment of colorectal cancer

Colorectal cancer is one of the most common oncological diseases with high mortality. The immune system and
the tumour-related immune response mediated by tumour-infiltrating lymphocytes play an important role in tu-
mour behaviour and progression. The presented study aimed to assess the activation of the immune system in
colorectal tumours with a focus on the inflammatory cell phenotype. The inflammatory cell infiltration was eval-
uated in 23 colorectal cancer samples. The presence and density of infiltration of cytotoxic (CD8+) and help-
er (CD4+) T-lymphocytes and histiocytes (CD68 +) were analyzed inside tumours as well as in the surrounding
non-neoplastic tissue. The samples were processed to microarray and immunohistochemically stained. The pos-
itivity was evaluated quantitatively by computer image analysis. The present study showed that the intensity of
the antitumour immune response decreases in connection with increasing tumour grading. The decrease might
be due to tumour progression. But it also might be the cause of this decrease. The influencing of the anti-tumour
immune response represents a very interesting potential therapeutic approach.

Keywords: colorectal carcinoma, immune response, tumor microenvironment
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Uvod

Zhubné nadory hrubého Creva patria medzi najpocetnej-
Sie maligne ochorenia vo vyspelych statoch sveta. Slovenska
republika sa nachadza na jednom z poprednych miest v ce-
losvetovom rebricku, v Eurépe ma po Madarsku a No6rsku tre-
tiu najvys$siu incidenciu a je na prvom mieste v mortalite na
kolorektalny karcindom®. Na vzniku kolorektalneho karcino-
mu sa podielaju environmentdlne aj genetické faktory. Na-
dorova transformacia je vysledkom postupného hromadenia
genetickych a epigenetickych zmien, ktoré vedu k transfor-
macii povrchového epitelu hrubého ¢reva a ovplyviuju jeho
biologické spravanie vratane maligneho potencialu.

Solidne tumory vratane nadorov hrubého Creva su ¢asto in-
filtrované bunkami imunitného systému. Za spuistanie imu-
nitnej odpovede zodpovedaju aj antigény vzniknuté v proce-
se nadorovej transformacie hromadenim bunkovych mutacii,
tzv. nadorové neoantigény. Vplyv protinadorového imunitné-
ho mikroprostredia na prognézu nadorov je v sucasnosti pred-

metom Studia mnohych vedeckych prac. Ukazuje sa, ze prave
mikroprostredie transformovanych nadorovych buniek ma vy-
znam ako prognosticky faktor a podiel'a sa na karcinogenéze,
a to v Stadiu inicidcie aj progresie nadorového rastu@.

Za normalnych okolnosti sa imunitny systém snazi po-
tlacit nadorovu progresiu bud’ zni¢enim nadorovych buniek,
alebo inhibiciou ich rastu. Na druhej strane mdze imunitny
systém podporit aj nadorovu progresiu vyselektovanim re-
zistentnych nddorovych buniek alebo sa paradoxne podiela
na vytvoreni imunosupresivného nadorového mikroprostre-
dia. Prave schopnost nadorovych buniek kontrolovat imunit-
ny systém a vznik imunitnej rezistencie umoznuje nadoro-
vym bunkam uniknut spod kontroly a podiela sa na progresii
nadorovej choroby®.

Cielom predloZenej studie je zhodnotit aktivaciu imunitné-
ho systému v nadoroch hrubého ¢reva v zavislosti od stupia
diferenciacie nadoru a v porovnani s okolitym nadorovo ne-
postihnutym tkanivom hrubého Creva.
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Materialy a metddy

Analyzovali sme archivne tkanivové vzorky nadorov hrubé-
ho ¢reva fixované formalinom a zaliate v parafine, pochadza-
juce z terapeutickych a diagnostickych bioptickych odberov
a archivované v Ustave patologickej anatémie LF UK v Brati-
slave. Vzorky boli histopatologicky posudené a bola stano-
vena patologicka diagnéza v zmysle platnych kritérii WHO.

Zdakladny subor tvorilo 23 pripadov kolorektalneho karci-
nému, z toho 4 pripady dobre diferencovaného (G1), 12 pripa-
dov stredne diferencovaného (G2) a 3 pripady nizkodiferen-
covaného (G3) adenokarcinému a 4 pripady hlienotvorného
adenokarcindmu. Samostatne sme hodnotili miesta s na-
dorovym rastom a okolité tkanivo nepostihnuté nddorom.

Hodnotili sme infiltraciu tkaniva zapalovymi bunkami so za-
meranim na cytotoxické T-lymfocyty (CD8+), pomocné T-lym-
focyty (CD4+) a histiocyty (CD68+). Ich pritomnost bola hod-
notend imunohistochemicky; v kratkosti odparafinované
preparaty boli preplachnuté 5 mintt v PBS (vo fyziologickom
solnom roztoku pufrovanom fosfatmi s 10 mM, pH 7,4). Tka-
nivové epitopy boli ndsledne demaskované procesom revitali-
z4cie s pouzitim Dako PT Link (Agilent, Santa Clara, CA, USA);
rezy boli inkubované v roztoku TRIS-EDTA (10 mM TRIS, 1 mM
EDTA pH 9) pri teplote 98 °C poc¢as 20 minut. Preparaty bo-
li ndsledne inkubované 60 minat s mySacou monoklondlnou
protilatkou proti CD8 (ready to use, Agilent, Santa Clara, CA,
USA), proti CD4 (ready to use, DAKO, Carpinteria, USA) a pro-
ti CD68 (ready to use, Agilent, Santa Clara, CA, USA). Po 3-na-
sobnom preplachnuti v PBS, boli preparaty inkubované 30 mi-
nut s polymérom Histofine proti mysacim proteinom (Nichirei
Biosciences, Japonsko) a po opakovanom 3-nasobnom pre-
plachnuti v roztoku PBS farbené 5 minut diaminobenzidinom

(DAB+, DAKO, Carpinteria, USA). Preparaty boli nasledne krat-
ko dofarbené hematoxylinom, aby sa zvyraznili jadra buniek.

Preparaty boli hodnotené vo svetelnom mikroskope. Mie-
ra infiltracie tkaniva zapalovymi bunkami s prislusnym fe-
notypom bola hodnotend kvantitativne v 3 nahodnych po-
liach s pouzitim histomorfometrického softvéru ImageJ,
v. 1,51 g® a vyjadrena ako percento proti celkovej ploche.
Vysledky boli vyhodnotené Statisticky pouzitim Statistického
softvéru Graph Pad Prism s pouzitim one-way ANOVA testu
s naslednym Turkey post-testom, hodnoty p < 0,05 boli pova-
Zzované za signifikantné.

Vysledky

V nddoroch hrubého ¢reva aj v okolitom nepostihnutom tka-
nive pozorujeme pritomnost CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov,
CD4+ pomocnych T-lymfocytov (obrazok 1) aj CD68+ histiocy-
tov (obrazok 2), s dominanciou CD68+ buniek. So stipajlicim
gradingom nadoru sme v nasom suibore pozorovali signifikant-
ny pokles CD4+ (1,6 £ 0,43 % v G1 verzus 0,33 + 0,08 % v G2, ver-
zus 0,420,177 % v G3,G1/G2 p < 0,001, G1/G3 p < 0,05) aj po-
kles CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov (3,1 £ 0,38 % v G1 verzus
1,710,3 % v G2 verzus 0,61+ 0,14 % v G3,G1/G2 p < 0,05, G1/
G3 p < 0,01). Pokles CD68+ histiocytov (5,3 + 0,46 % v G1 ver-
zus 4,1+ 0,51 % v G2 verzus 3,44+ 0,67 % v G3,G1/G2 p =0,05)
bol na hranici signifikantnosti (graf 7).

Nepozorovali sme ziadne zmeny v podiele jednotlivych ty-
pov lymfocytov v okolitom tkanive nepostihnutom nadorom
(graf 2). Nepozorovali sme odlisny profil zapalovych buniek
v sUvislosti s mucinéznou diferencidciou nadoru, t4 dosaho-
vala uroven priblizne rovnaku ako nadory so strednou diferen-
ciaciou (G2).

Obrazok 1. Infiltracia adenokarcinému hrubého ¢reva CD8+ cytotoxickymi a CD4+ pomocnymi T-lymfocytmi. So stdpajucim gradingom
nadoru pozorujeme signifikantny pokles CD8+ cytotoxickych a CD4+ pomocnych T-lymfocytov (Sipka) v tkanive adenokarcinému hru-

bého c¢reva; G1 adenokarciném (A, resp. C), G3 adenokarciném (B, resp. D), IHC-Px, DAB, 200x
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Obrazok 2. Infiltrdcia adenokarcinému hrubého creva CD68+ histiocytmi. So stipajucim gradingom nddoru pozorujeme pokles CD68+
histiocytov (sipka) v tkanive adenokarcinému hrubého Creva, ktory je na hranici signifikantnosti; G1 adenokarciném (A), G3 adenokar-
ciném (B), IHC-Px, DAB, 200x

2B B

"}1

Graf 1. Pritomnost zdpalovych buniek v nadore hrubého ¢reva v za- Graf 2. Pritomnost zapalovych buniek v okolitom tkanive nepo-
vislosti od gradingu. So stupajucim gradingom nadoru sme v nasom stihnutom nadorom, v zavislosti od gradingu pbévodného nado-
subore pozorovali signifikantny pokles CD4+ pomocnych T-lymfocy-  ru, uvedené % + SEM

tov, CD68+ histiocytov aj pokles CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov. *
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Diskusia

Kolorektalny adenokarcindm patri medzi najcastejSie sa
vyskytujuce gastrointestinalne malignity s vysokou mortali-
tou napriek dostupnej liecbe. Ukazuje sa, ze samotny staging
zaloZeny na TNM klasifikacii kolorektalneho karcinému nie je
dostatocne presny z hl'adiska predikcie progndzy pri vSetkych
stadiach choroby®. Stucasny vyskum vedie k hladaniu prog-
nostickych markerov, ktoré by lepsie stratifikovali pacientov.
Prospes$né by mohlo byt aj hodnotenie pacientov zaloZené na
imunologickom profile nadorového mikroprostredia®.

Pocet vedeckych dokazov podporujicich vyznam imunit-
nej odpovede pri nadorovych chorobach neustale rastie®.
Sucasné terapeutické metddy pouzivané v liecCbe kolorektal-
neho karcindomu (cytotoxicka chemoterapia, anti-EGFR pro-
tildtky, anti-angiogénne molekuly) ¢iastoCne suvisia s imu-
nomodulujdcimi mechanizmami a imunoterapia preukazala
svoj potencial aj v pripadoch, ked zlyhava klasicka liecba®9,
Kolorektalny karcindm je zndmy tvorbou vysokoimunogén-
nych nadorovych neoantigénov a je sprevadzany zvysenou
infiltraciou tkaniva zdpalovymi bunkami, ktord sme pozo-
rovali aj v nasej Studii. Tento mechanizmus je mimoriadne
zaujimavy najma v pripade nadorov s mikrosatelitovou in-
stabilitou (MSI), kde vznikaju presne definované nadorové
neoantigény v dosledku znamych molekularnych drah za-
siahnutych mutaciou (tzv. frameshift peptidy)‘".

Lymfocyty infiltrujice tumor (TIL) a makrofagy asociova-
né s nadorom (TAM) su lokalizované v zdpalovom infiltra-
te okolo nadorovych ostrovcekov a taktiez v perindadorove;.
TAM patria medzi dominantné zapalové bunky v nadorovej
stréme. Spravaju sa ako modulatory mikroprostredia po-
mocou vylu¢ovania cytokinov, chemokinov, rastovych fakto-
rov a angiogénnych faktorov('?. To sthlasi aj s dominanciou
CD68+ zapalovych buniek v nadorovom tkanive nami pozoro-
vanou. Uloha TAM v nédore je dvojitd. TAM mdzeme delit do
dvoch podskupin: M1 makrofagy zabezpecuju protinddorovu
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odpoved' a cytotoxicitu a M2 makrofagy, ktoré, naopak, po-
tlaCenim protinadorovej imunitnej odpovede podporuju na-
dorovu progresiu(®). Z TIL maju kl'd¢ovu ulohu cytotoxické
T-lymfocyty CD8+, ktoré mozu rozpoznat nadorové antigé-
ny prezentované APC bunkami. Cytotoxické T-lymfocyty sa
nasledne aktivuju pomocou kostimulatorovych molekul a sy-
netizuju a vylucuju cytotoxické proteiny podielajice sa na
priamej destrukcii nddorovych buniek. Vysokd hustota CD8+
lymfocytov v nadorovom tkanive je spojend s lepSou prog-
nézou choroby(?.

Je zaujimavé, ze v naSom subore sme pozorovali pokles
CD8+ lymfocytov aj ostatnych pozorovanych zapalovych bu-
niek v zavislosti od rasticeho gradingu a stupajucej agresivi-
ty tumoru. MézZe to podporovat predstavu o imunosupresiv-
nom posobeni nadorového mikroprostredia®, ktoré moze byt
dolezitym faktorom progresie choroby aj pri vzniku vzdiale-
nych metastaz(®. Viaceré studie preukazali, Ze imunitna od-
poved koreluje s lepSim prezivanim pacientov s kolorektal-
nym karcindbmom(617),

Predlozena Studia naznacuje, Ze v suvislosti so zvySuju-
cim sa gradingom nadoru dochadza k poklesu intenzity pro-
tinadorovej imunitnej odpovede. Tento pokles moze byt na-
sledkom, ale aj pri¢inou progresie tumoru. Prave ovplyvnenie
protinadorovej imunitnej odpovede moéze predstavovat po-
tencialne zaujimavy terapeuticky pristup.
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Experimentalna terapia kmenovymi bunkami je perspektivna v lieche
chronického diabetického vredu — pripadova studia

Jozef Lang
Nemocnicna, a. s., Nemocnica Malacky

Diabetes mellitus patri medzi ¢asté choroby v populdcii, byva spajany so zavaznymi komplikaciami. Prave vas-
kularne a neuropatické komplikacie su zodpovedné za morbiditu aj mortalitu diabetickych pacientov a su spre-
vadzané vysokymi nakladmi na liecbu. Diabeticka noha patri medzi najzavaznejsie komplikacie, ktoré ¢asto ve-
du k strate koncatiny. V sucasnosti dostupna bezna liecba ¢asto nie je Uplne ispesna. Hl'adanie novych metéd
terapie chronickych diabetickych vredov je d6lezitym cielom si¢asného vyskumu. Sfubnou metédou liecby dia-
betickej nohy sa ukazuje vyuzitie mezenchymalnych kmenovych buniek. Napriek viacerym klinickym stidiam do-
posial neexistuju jednoznacné odporucania pre prax. Prezentujeme pripadovua $tadiu, ktorej cielom bolo overit
moznosti vyuzitia experimentalnej terapie kmenovymi bunkami v liecbe diabetického vredu v podmienkach Slo-
venskej republiky. Uspesnost vyuzitej liecby otvorila moznosti Sirsej klinickej Studie, ktora v siéasnosti prebieha.
Klucové slova: diabetes mellitus, diabeticka noha, mezenchymalne kmeriové bunky

Experimental therapy with stem cells is promissing in the treatment of chronic diabetic ulcer — a case study

Diabetes mellitus is a frequent disease in the population associated with serious complications. The vascular
and neuropathic complications are significantly responsible for the morbidity and mortality of diabetic patients
and accompanied by high treatment expenses. The diabetic foot is one of the most severe complications that
often lead to limb loss. The currently available routine treatment is often not sufficiently effective. The search
for new methods of chronic diabetic ulcer therapy is an important task of contemporary research. The use of
mesenchymal stem cells has proven to be a promising method of treating diabetic foot. Despite several clinical
studies, there are still no clear recommendations for practice. We present a case study, in which the aim was to
verify the possibilities of using experimental stem cell therapy in the treatment of diabetic ulcer in the Slovak
Republic. The success of the applied treatment has opened up the possibilities of a broader clinical study that

is currently underway.

Keywords: diabetes mellitus, diabetic foot, mesenchymal stem cells
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Uvod

Diabetes mellitus patri k zdvaznym metabolickym cho-
robam s vysokym vyskytom v populdcii. Prevalencia diabe-
tu mellitu v Slovenskej republike sa za poslednych 30 rokov
takmer strojnasobila. V Eurépe patrime ku krajindm s najvys-
§im vyskytom tejto choroby™. Aj ked' su k dispozicii moznos-
ti farmakologickej lieCby, s ohladom na rasticu incidenciu
diabetu a predlzovanie Zivota diabetikov sa hlavnou hroz-
bou stavaju chronické komplikacie diabetu. Tie su spreva-
dzané vysokymi ndkladmi na lieCbu a v neposlednom rade
sU zodpovedné za zvySenu mortalitu diabetickych pacien-
tov. Jednym z hlavnych a najddlezitejsich cielov manazmen-
tu diabetu je preto prevencia vzniku a progresie vaskularnych
a neuropatickych komplikacii.

Chronické komplikacie vznikaju v suvislosti s postihnu-
tim cievneho rieCiska pri dlhodobo neuspokojivo kontrolova-
nej hyperglykémii. Na ich rozvoji sa podiela aj porucha meta-
bolizmu lipidov, arteridlna hypertenzia, inzulinova rezistencia
a obezita, ktoré su spolu zahrnuté do jednotky zvanej me-
tabolicky syndrém. Kardiovaskularne riziko je u pacientov
s diabetom dvoj- az Stvornasobne vysSie v porovnani s cel-
kovou populdciou. Diabetickd makroangiopatia vedie k ak-
celeracii aterosklerézy velkych a stredne velkych tepien.
Pri diabetickej mikroangiopatii vznikaju komplexné funkéné

a Strukturalne zmeny veduce k diabetickej nefropatii, retino-
patii a neuropatii. Studie ukazuju, Zze v ¢ase diagnostiky dia-
betu ma uz 10 % pacientov diabetickd nefropatiu, 6 % diabe-
ticku retinopatiu, az 52 % diabetickl neuropatiu®@. Celkovo sa
mikrovaskularne komplikacie u asymptomatickych pacien-
tov s novozistenym diabetom vyskytuju takmer v tretine pri-
padov®.

Medzi ¢asté komplikacie pokrocilého diabetu patri aj dia-
beticka noha. T4 je podl'a WHO definovana ako infekcia, ulce-
racia a/alebo destrukcia tkaniv nohy v dsledku neuropatie a/
alebo angiopatie s ischémiou. Napriek pokrokom v diagnos-
tike a liecbe diabetickych komplikacii je lieCba chronickych
vredov narocng, nie vzdy Uspesna a viac ako jedna tretina pri-
padov vedie k potrebe amputacie postihnutych koncatin®.
Diabetickd noha ma zdvazny medicinsky dosah, ovplyviiuje
kvalitu zivota pacientov a moznosti pracovného a spolocen-
ského uplatnenia. Ma zasadny vplyv na zvysenie finan¢nych
a personalnych narokov na zdravotny systém a ovplyviuje
socidlne prostredie pacienta.

Standardné liecba diabetickych vredov nohy podla su-
Casnych liecebnych protokolov zahffia najma odlah¢ova-
nie nohy, chirurgické vyCistenie rany a obnovenie prekrvenia.
Klinicky efekt takejto liecby je limitovany a komplikovany ¢as-
tymi recidivami. Hl'adanie novych metdd terapie chronickych
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diabetickych vredov je dblezitym cielom stucasného vysku-
mu. Ako jedna zo slubnych metéd sa ukazuije lie¢ba diabetic-
kej nohy kmenovymi bunkami®. Kmenové bunky st schopné
ovplyvnit abnormalne zmenené mechanizmy hojenia a poru-
$end signalizaciu buniek v diabetickych ranach a podporovat
hojenie. Liecba je zalozena na mezenchymalnych kmenovych
bunkach a na predpoklade, zZe tieto bunky produkuju modu-
latory, ktoré ovplyviuju zapalovu reakciu aj rastové faktory
potrebné na regenerdciu tkaniv. Mechanizmus Gcinku tychto
buniek spociva v tom, Ze priamo timia zapalovy proces znize-
nim sekrécie prozapalovych a zvySenim produkcie protizapa-
lovych cytokinov. Mezenchymalne kmenové bunky vylucuju
niekolko rastovych faktorov, a tym podporuju proliferaciu fib-
roblastov v rane, angiogenézu a ukladanie kolagénu®”. V su-
¢asnosti sa uzndva aj ich antimikrobidlna aktivita®.

Cielom predlozenej pripadovej studie bolo overit mozZnosti
vyuZzitia experimentdlnej terapie kmenovymi bunkami v lie¢-
be diabetického vredu v podmienkach Slovenskej republiky.

Pripadova studia

Prezentujeme pripadovu Stddiu 51-roCnej Zeny s diag-
ndzou diabetes mellitus 2. typu a s diabetickou ulceraciou na
l'avej nohe pod MTTP V zhybom v trvani 3 roky, lieCenou Stan-
dardnymi lieCebnymi postupmi pozivanymi v terapii chronic-
kych vredov (odlahc¢enie koncatiny, chirurgické vycistenie ra-
ny, lokdlna a celkova ATB liecba, vlhké prevdazové techniky,
kompenzacia diabetu).

Pred aplikaciou kmenovych buniek boli pacientke urobe-
né Standardné laboratérne odbery, bolo realizované vySetre-
nie MRI na vylucenie osteomyelitidy skeletu, ster z rany na
bakteriologické vySetrenie a excizia z okraja vredu na histo-
logické vySetrenie.

Pouzité kmenové bunky pochdadzali z pupocnikovej krvi,
ktora sa odobrala prvorodickam rodiacim cisarskym rezom.
Vzorky buniek boli spracované do 4 hodin po odbere. Tehot-
né darkyne boli testované na prenosné choroby HBV, HCV,
HIV a syfilis, CMV (s negativnymi vysledkami na testované
infekcie). Izolované bunky boli kultivované a otestované na
pritomnost baktérii, hib a endotoxinov.

Mezenchymalne kmerové bunky boli pacientke aplikova-
né ako dve lieCebné davky vo forme niekolkych injekcii do
rany a do bezprostrednej oblasti rany. Interval medzi dvo-
ma podaniami bol tyzden. V priebehu kazdej liecby sa poda-
li bunky v objeme 2,5 ml s po¢tom buniek 2 x 108 injek&ne.

Pacientka bola sledovana v intervaloch 1, 2 a 3 mesiace
po aplikacii mezenchymalnych kmerovych buniek, s viditel-
nym zmensovanim kozného defektu, s postupnou reepiteli-
z4aciou rany (obrazok 1) aj s redukciou bakterialneho osid-
lenia rany. Doslo k vymiznutia masivnej kolonizacie rany
Staphylococcus aureus. Z vysledkov realizovanej histolégie
bol evidentny vplyv na akceleraciu angiogenézy, tvorbu gra-
nulacného tkaniva s jeho vyzrievanim.

Diskusia

Mezenchymadlne kmenové bunky predstavuji skupinu
multipotentnych buniek s vysokym potencialom v regene-
rativnej medicine. Ziskavaju sa najma z pupocnikovej krvi
a z humannej placenty. Bunky maju potencial diferenciacie
na vacsinu mezodermalnych buniek®'9, a tym mozu prispiet

Obrazok 1. Vzhlad ulcerdcie pred zacatim lieCby, 1 a 2 mesiace
po aplikovani mezenchymalnych kmeriovych buniek

k efektivnejSej tvorbe granulaéného tkaniva, lepSiemu hoje-
niu ran aj k efektivnej$ej revaskularizacii tkaniva("
Prezentovana studia dokumentuje pozitivny ucinok apli-
kacie mezenchymalnych kmernovych buniek v liecbe diabe-
tickej nohy, a to uz v priebehu 1 mesiaca. Podobné vysledky
prezentovali aj ini autori(2'. Podavanie mezenchymalnych
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kmenovych buniek malo pozitivny G¢inok na podporu revas-
kularizacie hojaceho sa diabetického vredu a tvorbu granu-
laéného tkaniva. Diabetes vedie k prediZeniu a zvyrazneniu
zéapalovej fazy a k porucham vaskularizacie'®. Prave poru-
cha tvorby granulaéného tkaniva, a to najma jeho vyzrieva-
nia, sprevadzana znizenou produkciou kolagénu, sa v expe-
rimentoch ukazuje ako dolezity faktor pri zhorSovani hojenia
ran pri diabete(9.

Publikované vedecké prace ukazuju, ze poddvanie me-
zenchymalnych kmenovych buniek je sprevadzané aj sil-
nym antimikrobialnym G¢inkom, ktory je Ciasto¢ne mediova-
ny vylu¢ovanim chemokinov, lokalnych mediatorov imunitnej
reakcie a d'alSich antimikrobialne pdsobiacich peptidov. Uka-
zuje sa, ze mezenchymalne kmenové bunky maju pozitivny
protizapalovy U¢inok v experimentalnych modeloch sepsy
v in vitro, ako aj in vivo experimentoch®. Uz tieto vysledky
predurcujd ich mozny pozitivny Gcinok v lieCbe chronickych,
tazko sa hojacich ran. Prave sticasna produkcia rastovych
faktorov s vplyvom na angiogenézu a vyznamny antimikro-
bidlny ac¢inok predstavuji velmi zaujimavi kombinaciu
s ohladom na vyuZitie v lieCbe tazko sa hojacich diabetic-
kych vredov predkolenia®.,

Stidium moznosti vyuzitia mezenchymalnych kmemovych
buniek je v si¢asnosti predmetom intenzivneho vyskumu.
Podla databazy klinickych skisok spravovanej americkym
Narodnym instititom zdravia (clinicaltrials.gov) odstarto-
valo, prebieha alebo v nedavnej minulosti prebehlo viace-
ro klinickych studii aplikacie kmenovych buniek u pacientov
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Zmeny sialyzacie proteinov v karcinome prostaty (vysledky pilotnej studie)
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'Ustav patologickej anatémie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
2Patologickoanatomické oddelenie, Fakultna nemocnica, Trnava

Uvod: Karciném prostaty je jedna z najéastejich foriem rakoviny u muZov s neustale stdpajiicou incidenciou aj
v dobre rozvinutych krajinach. Napriek dostupnej diagnostike a liecbe predstavuje u muzov tretiu najcastejsiu
pri¢inu imrtia na nadorovu chorobu. V diagnostike zohrava kltiovu ulohu hodnotenie sérovej hladiny prostatic-
kého Specifického antigénu, vySetrenie ma vsak nizku senzitivitu a Specificitu. V sic¢asnosti neexistuje spolah-
liva neinvazivna metdda a diagnézu karcindmu prostaty treba potvrdit biopticky. Abnormalna glykozylacia bun-
kovych Struktur je dolezitou sii¢astou nadorovej transformacie. Cielom prezentovanej $tidie bolo posudit zmeny
glykozylacie pri nddorovej transformdcii v tkanive prostaty.

Metodika: Analyzovali sme 24 pripadov chorobnych zmien prostaty, zahriujucich pripady benignej hyperplazie
prostaty aj adenokarcindmu prostaty s roznym Gleasonovym skore; 3 + 4, 4 + 4 a 4 + 5. Na hodnotenie zmien
glykozylacie bola vyuzita lektinova histochémia vyuzivajica lektiny Specifické pre kyselinu sialovd, a to Maac-
kia amurensis leukoaglutinin (MAL), pre jej a-2,3 vdazbu a Sambucus nigra leukoaglutinin (SNA) pre a-2,6 vazbu.
Zmeny boli hodnotené semikvantitativhe a ndsledne pomocou morfometrickej analyzy.

Vysledky: Nadorova transformacia v tkanive prostaty sa spdja so zmenami glykozylacie bunkovych Struktur.
V suvislosti s nadorovou transformaciou v prostate sme pozorovali vyrazny pokles sialyzacie bunkovych glyko-
konjugatov, a to tak v a-2,6, ako aj a-2,3 vazbe. Tento pokles bol vyraznejsi v pripadoch adenokarcinémov s vys-
Sim Gleasonovym skoére.

Zaver: Zmeny glykozylacie m6zu ovplyvnit funkéné vlastnosti nadorovych buniek vratane prezivania, invazivity
a metastatického potencialu. Hodnotenie expresie kyseliny sialovej v tkanive prostaty méze mat vyznam v diag-
nostike nadorov prostaty aj pre lepSie pochopenie ich maligneho potencialu.

Klicové slova: adenokarcindm prostaty, kyselina sialovd, glykokonjugaty, lektiny, neuraminidazy, sialyltransfe-
razy, prognostické markery

Changes in sialylation of proteins in prostatic carcinoma (results of the pilot study)

Introduction: Prostatic carcinoma is one of the most common forms of malignancy in men with an increasing
incidence even in well-developed countries. Despite available diagnostic and treatment methodes, it is the third
leading cause of cancer death in males. Prostatic specific antigen levels in serum play a key role in diagnosis,
but the examination has low both sensitivity and specificity. There are currently no reliable non-invasive diag-
nostic methods, and the diagnosis of prostate cancer needs to be confirmed by biopsy. Abnormal glycosylation
of cell structures is important part of the neoplastic transformation process. The presented study aims to eval-
uate the changes of glycosylation pattern in neoplastic transformation of prostatic tissue.

Methods: 24 cases of prostate tissue were analyzed, including cases of benign prostatic hyperplasia as well as
prostatic adenocarcinoma with varying Gleason score; 3 + 4, 4 + 4 and 4 + 5. Lectin histochemistry using sial-
ic acid-specific lectins specific for a-2,3 linkage (Maackia amurensis leukoagglutinin - MAL) and a-2,6 linkage
(Sambucus nigra leukoagglutinin - SNA) was used. Changes were evaluated semi-quantitatively and subsequent-
ly by morphometric analysis.

Results: Changes of tissue glycosylation pattern accompany neoplastic transformation in prostatic tissue. In
connection with tumour transformation in the prostate, we observed a significant decrease in sialylation of cel-
lular glycoconjugates in both a-2,6 and a-2,3 linkage. This decrease was more pronounced in cases of adeno-
carcinomas with a higher Gleason score.

Conclusion: The changes of glycosylation pattern may affect the functional properties of neoplastic cells, in-
cluding the survival, invasiveness and metastatic potential of cells. Evaluation of sialic acid expression in pros-
tatic tissue may be of importance in the diagnosis of prostate tumours as well as in improving the comprehen-
sion of their malignant potential.

Keywords: prostatic adenocarcinoma, sialic acid, glycoconjugates, lectins, neuraminidase, sialyltransferase,
prognostic markers
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Uvod

Karcindm prostaty je jedna z najcastejsich foriem rakoviny
umuzov. Statistiky uvadzaju celosvetovo viac ako jeden milion
novych pripadov ro¢ne. Na Slovensku je incidencia karcindmu
prostaty u muzov na druhom mieste po karcindme hrubého
Creva a ma stupajuci trend. V obdobi rokov 2000 - 2010 sa je-
ho incidencia takmer zdvojnasobila (obrazok 1). Napriek do-
stupnej diagnostike a lieCbe predstavuje u muzov tretiu naj-
Castejsiu pric¢inu Umrtia na nadorovu chorobu®.

Hlavnymi rizikovymi faktormi karcindmu su vek, rodin-
na anamnéza a rasa. V skorych Stadiach su pacienti Casto
asymptomaticki alebo maju len nespecifické priznaky suvi-
siace s problémami s mocenim. Medzi priznaky pokrocilej
choroby patri napriklad bolest a patologické zlomeniny kosti
v suvislosti so vznikom metastaz, fyzické vyCerpanie a stra-
ta hmotnosti. V sucasnosti je snaha o v€asnu diagnostiku
karcinomu prostaty prostrednictvom preventivnych vySetre-
ni. V diagnostike sa primarne vyuziva najma laboratérne hod-
notenie sérovej hladiny prostatického Specifického antigénu
(PSA). Viaceré studie sledujuce tcinok skriningovych vyset-
reni na progndzu pacientov (napr. PLCO) v§ak nepreukaza-
li jednoznaény benefit vySetrenia PSA. Studie poukazuji na
vyrazne nizku senzitivitu a/alebo $pecificitu vySetrenia hla-
diny PSA pre stanovenie diagndzy nadorov prostaty v zavis-
losti od stanovenej cut-off hodnoty (1,1 ng/ml PSA zodpove-
da senzitivite 83,4 % a Specificite 38,9 %, hodnota 4,1 ng/ml
senzitivite 20,5 % a $pecificite 93,8 %)@. Mozné su falosne
pozitivne a faloSne negativne vysledky. Aj u muzov s nizkou
hladinou celkového PSA sa méze vyskytnut rakovina vysoké-
ho stupfia. Momentalne neexistuje fixna a spolahliva hranic¢-
na hodnota hladiny PSA v sére, ktora by odliSila neagresivny
karciném od agresivneho®.

Slabé prediktivna hodnota vySetrenia PSA viedla k nad-
mernej diagnostike chorobnych zmien prostaty®. Na zakla-
de prebehnutych studii vratane ERSPC (European Randomi-
zed Study of Screening for Prostate Cancer) konstatovala
pbévodne Eurdpska urologicka spolo¢nost (European Asso-
ciation of Urology), Ze nie st jednoznacne splnené predpo-
klady na Siroky skrining nadorov prostaty v celej populdcii

Obrazok 1. Incidencia karcinému prostaty na Slovensku. Na
Slovensku pozorujeme neustale stdpajucu incidenciu karcindmu
prostaty u muZov. Za poslednych 30 rokov sa jeho incidencia stro-
jndsobila. Zdroj ECIS™
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a odportcala realizovat/ponuknut vysetrenie len pacientov
po predchadzajucom adekvatnom pouceni s ohladom na ri-
ziko®9), Vzhladom na rast incidencie choroby v si¢asnos-
ti prebiehaju rozsiahle diskusie o potrebe celopopulacného
skrining karcinomu prostaty. Aj z toho dévodu ma vyznam
hladanie novych diagnostickych postupov a markerov vyu-
Zitelnych v diagnostike. Eurépska urologicka spolo¢nost vy-
zvala Eurdopsku komisiu na intenzivnejsiu podporu a financo-
vanie tohto vyskumu.

Novy marker v diagnostike by mohla predstavovat kyse-
lina sialova. Kyselina sialova je monosacharid, ktory je pro-
cesom sialyzacie exprimovany na terminalnych Castiach
glykoproteinov na povrchu buniek. Sialové kyseliny sa na-
chadzaju na N- aj O-viazanych glykanoch, ¢asto pripojenych
k zakladnému galakt6zovému zvysku, najcastejSie prostred-
nictvom a-2,6 alebo a-2,3 glykozidovej vazby®. Tento mono-
sacharid je dolezity v interakciach medzi bunkami navzajom
aj medzi bunkami a okolitym mikroprostredim. Hra zasadnu
ulohu v stabilizacii glykoproteinovej Struktury a pri urcovani
povrchovych charakteristik buniek®?.

Zmenena sialyzacia Casto sprevadza malignu transforma-
ciu, podiela sa na zvySenej agresivite a raste nadorov. Na-
dorové bunky ziskavaju nové vlastnosti, ktoré im umoznuju
unikndt imunitnému systému organizmu, ovplyviuju schop-
nost invazie do okolitého tkaniva a metastazovania. V mno-
hych nadoroch bola preukazana zmena sialyzacie proteinov
v suvislosti s biologickym spravanim nadoru a prognézou
pacienta. Sialyzacia ovplyviuje apopt6zu(®, neovaskulariza-
ciu®™ v nadore, ma vplyv na rezistenciu proti chemoterapii
a radioterapii'2'¥. Zmenu hladin kyseliny sialovej mozno do-
kazat aj v sére pacientov. Bol zisteny rozdiel v sérovych hladi-
nach kyseliny sialovej u pacientov s benignymi lIéziami a ma-
lignymi nadormi®.

Hodnotenie sialylacie by preto mohlo predstavovat zauji-
mavy prognosticky, pripadne diagnosticky marker s ohladom
na mozné vyuzitie aj v tekutej biopsii. Cielom predlozenej
studie bolo preto posudit zmeny sialylacie glykokonjugatov
vo vztahu k nadorovej transformacii v tkanive prostaty.

Metodika

Zdakladom Studie sa stali archivne mikroskopické prepa-
raty tkaniva prostaty fixované formalinom a zaliate v parafi-
ne zo zdrojov Ustavu patologickej anatémie Lekarskej fakul-
ty UK. Podl'a stanovenych patologickych diagn6z sme vybrali
celkovo 24 vzoriek. Sustredili sme sa na pripady nenadoro-
vych zmien prostaty (6 pacientov), adenokarcinému prosta-
ty s roznym Gleasonovym skore; 3 + 4 (6 pacientov), 4 + 4
(6 pacientov) a 4 + 5 (6 pacientov).

Tie sme opakovane histopatologicky zhodnotili podla pub-
likovanych WHO kritérii. Z vybratych preparatov sme zhoto-
vili po dva paralelné rezy a histochemicky sme ich farbili po-
mocou dvoch typov lektinov. Pouzili sme aglutininSambucus
nigra (SNA) $pecificky pre a-2,6 vazbu a leukoaglutinin Ma-
ackia amurensis (MAL) $pecificky pre a-2,3 vdzbu sialovej ky-
seliny. Odparafinované preparaty boli preplachované 5 minut
v PBS (vo fyziologickom solnom roztoku pufrovanom fosfat-
mi s 0,5 % BSA, 0,05 % NaN; 0,005 % Tween, pH 7,2). Prepa-
raty sme inkubovali 90 minut v roztoku /ml biotinylovaného
SNA a MAL (Vector, Carpinteria, CA) pri izbovej teplote. Po
trojndsobnom preplachnuti v PBS sme preparaty inkubovali
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30 minut s komplexom streptavidinperoxidaza a po opakova-

nom preplachnuti minutu farbili roztokom diaminobenzidinu.

Preparaty boli ndsledne dofarbené hematoxylinom.
Preparaty sme hodnotili vo svetelnom mikroskope, sustre-

dili sme sa na posudenie cytoplazmovej a luminalnej mem-

branovej pozitivity hodnoteného markera. Hodnotena bola

celd plocha preparatu, pre kazdé hodnotené pole bolo stano-

vené Gleasonovo skore a kazdé pole bolo nasledne hodnote-

né samostatne. Nalezy sme vyjadrili semikvantitativne s vyu-

zitim semikvantitativneho skore nasledovne:

0 negativita

0,5 slaba, resp. nepravidelna pozitivita

1  dobre hodnotitelna pravidelna pozitivita

2  silna pravidelna pozitivita

3 vel'mi silna pravidelnd pozitivita

V d'alSom kroku sme intenzitu pozitivity kvantifikovali s po-
uzitim histomorfometrického softvéru ImageJ, v. 1.52p(1419
a vyjadrili ako skére DAB intenzity (SDI), kde 0 je minimal-
na teoreticka intenzita, 1 maximalna teoretickd intenzita. Se-
mikvantitativne skore DAB pozitivity (SDP) je vyjadrené ako
priemer jednotlivych hodnoteni + SEM. Vysledky boli vyhod-
notené Statisticky pouzitim Statistického softvéru Graph Pad
Prism s pouzitim Kruskalovho-Wallisovho neparametrické-
ho testu, hodnoty p < 0,05 boli povazované za signifikantné.

Vysledky

V tkanive prostaty sme pozorovali pritomnost glykokon-
jugatov tak s a-2,3, ako aj s a-2,6 vazbou kyseliny sialove;j,
pricom dominovala najma jej a-2,6 vazba. Pozorovali sme
rozdiely pozitivity glykokonjugatov v suvislosti s nddorovou
transformaciou v tkanive a v zavislosti od gradingu nadoru.

V tkanive normalnej prostaty dominovala najma velmi sil-
na cytoplazmova (SDP 2,83 + 0,08) a lumindlna membrano-
va (SDP 2,62 + 0,1 1) pozitivita a-2,6 viazanej sialovej kyseliny

(obrazok 2) a prevazne pravidelnd luminalna (SDP 1,92 +0,19)
pozitivita a-2,3 viazanej sialovej kyseliny (obrazok 3). Cyto-
plazmova pozitivita a-2,3 sialyzovanych glykokonjugatov bo-
la slaba. Loziska s prostatickou intraepitelovou neoplaziou
vykazovali mierny pokles pozitivity sialyzovanych glykokon-
jugatov, ktory vSak nebol signifikantne odliSny v porovnani
s tkanivom normalnej prostaty.

V suvislosti s nddorovou transformaciou dochadza k signi-
fikantnému poklesu cytoplazmovej (SDP 1,81 + 0,07 v pripa-
de Gleasonovho skére 3,1,07 £0,0,10 v pripade Gleasonovho
skore 4 a 0,9 + 0,10 v pripade Gleasonovho skére 5) a lumi-
nélnej membranovej (SDP 1,33 + 0,06 v pripade Gleasonovho
skore 3, 1,04 + 0,0,04 v pripade Gleasonovho skére 4) pozi-
tivity a-2,6 sialyzovanych glykokonjugatov. Pokles bol vyraz-
nejsi v pripade nadorov s vy$Sim Gleasonovym skére a bol
potvrdeny aj morfometrickou kvantifikaciou (obrazok 4).

Pozorovali sme taktiez pokles cytoplazmovej pozitivity
a-2,3 viazanej sialovej kyseliny, ktory bol vyznamnejsi iba v pri-
padoch nadorov s vy$Sim Gleasonovym skére. V pripade cy-
toplazmovej pozitivity sme zistili signifikantny rozdiel pri na-
doroch s Gleasonovym skore 4 a 5 (SDP 0,44 + 0,06 a 0,32 +
0,06) v porovnani s normalnym tkanivom prostaty (SDP 0,75
+0,15). Rozdiel sa ukazal vyraznejsi pri morfometrickom hod-
noteni, kde signifikantny pokles a-2,3 viazanej sialovej kyseli-
ny bol pozorovany v pripadoch karcindmov prostaty s réznym
Gleasonovym skére, rovnako aj v pripadoch prostatickej in-
traepitelovej neoplazie (obrazok 5). Nadorova transformdcia
sa nespajala so signifikantnymi zmenami luminalnej membra-
novej pozitivity a-2,3 sialyzovanych glykokonjugatov.

Diskusia

Preukazali sme zmeny sialyzacie glykokonjugatov v stvis-
losti s nadorovou transformaciou v prostate. Zmeny jej kon-
centracie boli hodnotené vo vzorkach z biopsie s vyuzitim
dvochtypov lektinov. Lektin Sambucus nigra (SNA), izolovany

Obrazok 2. Expresia sialyzovanych glykokonjugatov v a-2,3 vdzbe. V tkanive prostaty pozorujeme len slabu expresiu a-2,3 viazanej kyseliny
sialovej. V suvislosti s jej nddorovou transformaciou dochddza k jej poklesu, ktory je najvyraznejsie viditelny v nddorovych loZiskdch s vy-
ssim Gleasonovym skore. A normalne tkanivo prostaty, B prostaticka intraepitelova neopldzia, C a D adenokarcindm prostaty Gleason
3, E adenokarcindm prostaty Gleason 4, F adenokarcindm prostaty Gleason 5. Lektinova histochémia, MAL, Streptavidin-Px, DAB, 200x
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Obrazok 3. Expresia sialyzovanych glykokonjugdtov v a-2,6 vdzbe. V tkanive prostaty pozorujeme silnd a pravidelnd cytoplazmovd a lu-
mindlnu membranovu expresiu a-2,6 viazanej kyseliny sialovej. Po¢as nddorovej transformdcie dochadza k jej poklesu, ktory je signi-
fikantnejsi v nddorovych loZiskdch s vy$Sim Gleasonovym skdre. A normalne tkanivo prostaty, B prostaticka intraepitelova neoplazia,
C a D adenokarcindm prostaty Gleason 3, E adenokarcindm prostaty Gleason 4, F adenokarciném prostaty Gleason 5. Lektinova his-

tochémia, SNA, Streptavidin-Px, DAB, 200x
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Obrazok 4. Morfometricka analyza intenzity expresie glykokon-
jugatov v a-2,6 védzbe. Pokles expresie sialyzovanych glykokon-
jugatov v a-2,6 védzbe v pripade malignych nadorov prostaty bol
preukazany aj morfometricky. SDI, skére DAB intenzity
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z kory bazy, sa prednostne viaze na kyselinu sialovu pripoje-
nu ku koncovej galaktéze na vazbu a-2,6 a lektin Maackia
amurensis (MAL) sa viaze na kyselinu sialovi viazanu a-2,3
vazbou. Takéto hodnotenie s diferencovanim typu jej termi-
nalnej vazby doposial nebolo v dostupnej literatire doku-
mentované. Pri hodnoteni boli pozorované rozdiely medzi
benignymi procesmi a malignymi karcinémami.

Obrazok 5. Morfometricka analyza intenzity expresie glykokon-
jugatov v a-2,3 védzbe. Pokles expresie sialyzovanych glykokon-
jugatov v a-2,3 vazbe v pripade malignych nadorov a v loZiskach
dysplastickych zmien v tkanive prostaty bol vyraznejsie hodnotitelny
pomocou morfometrickej analyzy obrazu. SDI, skére DAB intenzity
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V tkanive prostaty sme preukdzali pritomnost a-2,3 aj a-2,6
sialyzovanych glykokonjugatov s dominanciou a-2,6 vaz-
by. Pozorovali sme vyrazny pokles sialyzacie najma v a-2,6
vazbe v suvislosti s nadorovou transformaciou v prostate,
a to cytoplazmovej aj lumindlnej membranovej pozitivity.
Sialyzacia v a-2,6 vazbe sa nemeni pri dysplastickych zme-
nach v prostatickej intraepitelovej neoplazii. Tento nalez bol
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potvrdeny aj morfometricky. Sialyzacia v a-2,3 vazbe je v tka-
nive prostaty menej vyraznd, pokles v suvislosti s dysplastic-
kymi zmenami a nadorovou transformaciou je preto tazsie
pozorovatelny a hodnotitelny a bol preukazany najma pomo-
cou morfometrickej analyzy obrazu.

V tejto suvislosti st zaujimavé nalezy Meany et al.("9, ktori
pozorovali zvySenu sialyzaciu PSA v sére u pacientov s kar-
cindmom prostaty. ZvySena hladina kyseliny sialovej v sére
moze byt zaujimavy pomocny marker v pripade, ak nie je PSA
dostatocne vypovedné(” a je nezavislym prognostickym fak-
torom karcinému prostaty vratane vzniku vzdialenych me-
tastaz('® a agresivity nadoru®®. Predpokladédme preto, Ze na-
mi pozorovany pokles sialyzacie proteinov v tkanive prostaty
suvisi s jej zvySenym uvolfiovanim do séra.

Sialylacia glykokonjugatov je vysledkom rovnovahy medzi
enzymami viazucimi kyselinu sialovu na glykokonjugaty a en-
zymami, ktoré ju uvolfiuju z jej vazby. Je preto mozné, ze zme-
ny akumulujuce sa v bunkach poc¢as nadorovej transformacie
moézu viest k zmendam rovnovahy medzi sialyltransferazami
a neuraminidazami v tkanive. Za fyziologickych okolnosti je
v tkanive prostaty exprimovana najma lyzozomalna sialidaza
NEU1@). Cytozolicka sialidaza NEU2 a membréanovo viazana
NEU3 nie su v tkanive prostaty opisované v detegovatelnom
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mnozstve?. Bolo v§ak dokazané znacné zvysenie expresie
neuraminiddzy NEU3 v prostatickom karcindme, ktoré viedlo
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vl signalizaciu na bunkovom povrchu®V. Experimentalna inhi-
bicia neuraminidaz prostrednictvom siRNA sa dava do suvisu
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nim ich metastatického potencialu®?.

Hodnotenie expresie kyseliny sialovej priamo v tkanive
prostaty tak méze mat hodnotny prinos v diagnostike ma-
lignych nadorov v prostate. Méze mat vyznam pre lepsie po-
chopenie ich maligneho potencialu. O¢akavame, Ze prave
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Uloha holotranskobalaminu v diferencialnej diagnostike nedostatku B,,

Eva Joppova
Hematoldgia a transfuziolégia, Medirex, a. s., KoSice

Vitamin B,,, kobalamin, je esencialny pre bunkovy metabolizmus, syntézu DNA a myelinizaciu nervovych vlaken.
NajéastejSie neurologické prejavy deficitu kobalaminu st nespecifické a mozu byt ireverzibilné. Standardnym
skriningovym testom pre hodnotenie nedostatku kobalaminu je stanovenie celkovej sérovej koncentracie vita-
minu B,,. VySetrenie holotranskobalaminu — aktivnej frakcie B;, je senzitivhejSim a SpecifickejSim ukazovate-
f'om jeho véasného deficitu. Hlavnou klinickou vyhodou testu je potvrdenie alebo vylicenie diagnézy deficitu vi-
taminu B,, u pacientov s celkovymi hodnotami B, v sivej zéne, so selektivnymi fluktudciami haptokorinu alebo
pri poruchach metabolizmu kobalaminu na intracelularnej arovni.

Klicové slova: vitamin B,,, kobalamin, holotranskobalamin, haptokorin

Role of holotranscobalamin in differential diagnostics of the deficiency of vitamin B,

Vitamin B,,, cobalamin is essential for the cell metabolism, DNA synthesis and myelinisation of nerve fibres.
The most frequent neurological manifestations of cobalamin deficiency are non-specific and may be irreversible.
A standard test for the screening of cobalamin deficiency is the assay of total serum vitamin B;, concentration.
Measurement of holotranscobalamin — the active form of vitamin B, has better sensitivity and specificity in the
detection of its deficiency at early stages. Its key advantage for clinical practice is the ability of the test to con-
firm or rule out the diagnosis of vitamin B,, deficiency in patients who present with borderline levels of total B,,

with selective haptocorrin fluctuations or with cobalamin metabolism disorders at the intracellular level.
Keywords: vitamin B;,, cobalamin, holotranscobalamin, haptocorrin

Newslab, 2019; roc. 10 (2): 85 - 89

Uvod

Kobalamin je nevyhnutny pre transformdciu metyltet-
rahydrofolatu na tetrahydrofoldt, a tym pre spravnu synté-
zu deoxyribonukleovej kyseliny (DNA), tvorbu erytrocytov
a spravnu funkciu nervového systému (predovsetkym tvor-
bu myelinovych obalov). Nedostatok méze viest k Sirokému
spektru hematologickych, neurologickych ¢i neuropsychiatric-
kych zmien, ktoré su v€asnou diagnostikou a lieCbou reverzi-
bilné. Kobalamin (cobalamin, Cbl) alebo vitamin B, je jeden
z vitaminov rozpustnych vo vode, obsiahnuty hlavne v zivocis-
nych produktoch. Denny prijem tvori priblizne 3 — 30 ug a po-
trebné denné mnozstvo 2 - 4 ug. ZvySena spotreba je v obdo-
bi rastu, tehotenstva, dojcenia a pri hojeni ran®. Kobalamin je
syntetizovany iba mikroorganizmami, rastliny a vyssie zivoci-
chy tdto schopnost nemaju. Najvaésim zdrojom Cbl su bak-
térie v hrubom ¢Creve zivocichov vratane ¢loveka, kde sa vSak
Cbl uz nevstrebava, aj ked denna produkcia by stacila na lie¢-
bu klinicky deficientnych pacientov, ako to vo svojej studii po-
tvrdila Callenderova. Deficit Cbl u veganov s klinickymi prejav-
mi nedostatku vitaminu B;, nahradila vodnym extraktom ich
vlastnej stolice. Najviac Cbl obsahuju zivocisne proteiny. Ma-
s0 z parenchymovych organov je najbohatsSim zdrojom, dalej
ryby, mlieko, mlieéne produkty a vaje¢ny Zitok. Cbl v potrave je
odolny proti vareniu pri vysokej teplote, ale lahko konvertuje
do inaktivnych analégov posobenim kyseliny askorbovej. Cbl
je vynimocne dobre uskladfiovany v koenzymovej forme v tka-
nivach. Celkové mnozstvo v tele je priblizne 2 = 5 mg u dospe-
lych, z ¢oho asi 1 mg je v peceni?.

Perordlne prijaty kobalamin sa vstrebava z prijatej potra-
vy velmi zlozitym a lahko narusitelnym mechanizmom, ¢o
méze byt zdrojom mnohych portch vstrebavania. Kobala-
min je v zivociSnych bielkovinach viazany peptidickou vaz-
bou, z ktorej je uvolfiovany v kyslom prostredi Zalidka ky-
selinou chlorovodikovou a proteolytickymi enzymami. Kyslé
prostredie je nevyhnutné pre tvorbu vnutorného faktora (in-
trinsic factor, IF), bez ktorého dochadza k neefektivnej pro-
teolyze, odkial pochadza deficit vitaminu B, pri hypochlor-
hydrii a pravidelnom uzivani inhibitorov protdnovej pumpy.

Po uvolneni Cbl z peptidickej vazby su pre spravnu reab-
sorpciu Cbl potrebné vazbové proteiny:

a) haptokoriny (HC, kddované TCN1 génom), ktoré maju
vysoku afinitu ku Cbl pri nizkom pH v Zaladku, okrem Zalu-
docnej stavy su tiez v slinach a dalsich telesnych tekutinach
a ich funkcia okrem vézby Cbl je ochranna - pred denatura-
ciou Cbl v zalidku;

b) vnutorny faktor — Cbl viazuci glykoprotein (kddovany
génom GIF), produkovany parietalnymi bunkami fundu zaltd-
ka, ktory ma vysokau afinitu k Cbl pri vysSom pH, v alkalickom
prostredi v tenkom Creve a duodéne. IF viaze len aktivnu for-
mu kobalaminu — metylkobalamin, adenosylkobalamin, kya-
nokobalamin, akvakobalamin®49),

Haptokoriny maju silnd vazbovu afinitu ku kobalaminu pri
nizkom pH v Zaludku, a preto Zaltdok opusta hlavne kobala-
min naviazany na HC (HC-Cbl), odtial postupuje do duodéna
a hornych Casti jejuna. Tu vplyvom alkalického pH a pankrea-
tickych protedz dochadza k parcialnemu uvolneniu Cbhl z HC
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a mozZe sa tak vo zvy$enej miere viazat na IF (mozna prici-
na deficitu By, pri pankreatickej a ¢revnej insuficiencii). V za-
saditom prostredi duodéna teda vznika prevazne komplex
Cbl-IF®. Kobalamin méze byt absorbovany aktivnym trans-
portom alebo pasivnou difaziou. Aktivnym transportom je
absorbovana vacsina Cbl. Komplex Cbl-IF je vychytavany
Specifickymi kubilinovymi receptormi na povrchu buniek
tenkého Creva za pritomnosti Ca?* a neutralneho pH. Kubi-
linovy receptor (kddovany CUBN génom) viaze iba komplex
CbI-IF; volny Cbl, ani IF nie st schopné vazby na tento recep-
tor. Kubilin tvoria a-podjednotky a hydrofébne B-podjednotky
a na to, aby Cbl presiel do bunky, musi vytvorit funkény kom-
plex s amnionless proteinom, ktory umozni prechod ligan-
du do bunky. Pre spravnu funkciu a prenos ligandu do bunky
je potrebny aj dalSi receptor — megalinovy. Kubilin a mega-
lin su pritomné v tenkom &reve, v obli¢kach a v zftkovom va-
ku okolo vyvijajuceho sa embrya. Kubilin bez megalinu nie je
schopny reabsorbovat proteiny, i ked' megalin ma tdto schop-
nost*s”). Pasivnou difuziou prechadza len okolo 1 — 3 % pri-
jatého Cbl a uplatniuje sa hlavne pri vy$sich davkach Cbl (nad
desiatky az stovky mikrogramov). Tymto spésobom absor-
bovany vitamin sa objavuje v krvi za niekolko minut a je to
mechanizmus vyuzivany hlavne u pacientov s perniciéznou
anémiou9),

Transport kobalaminu v plazme riadia R proteiny (transko-
balaminy), v literattre tiez oznac¢ované R binders, ,R viazace”,
aby sa odlisili od R proteinov, ktoré viazu kobalamin v zalud-
ku®. Pred naviazanim kobalaminu na transkobalamin docha-
dza k jeho premene na metylové a adenosylové formy. Mety-
lova forma tvori 60 — 80 % celkového kobalaminu v plazme
a adenosylova forma do 20 %. V malom mnozstve su zastu-
pené aj iné formy kobalaminu, kyanokobalamin a hydroxyko-
balamin®. Hlavnym transportnym proteinom aktivnej formy
Cbl v plazme je transkobalamin Il. Transkobalamin Il je tvore-
ny roznymi tkanivami, hlavne endotelovymi bunkami, ma bio-
logicky pol¢as 90 minut a viaze len funkéné anal6égy kobala-
minu. Komplex Cbl-IF prechadza endocyt6zou do cytoplazmy
enterocytu, kde je vplyvom lyzozémov vnutorny faktor degra-
dovany a Cbl sa viaze na transkobalamin, ¢im vznika aktivna
forma vitaminu B, — holotranskobalamin (holoTC). HoloTC
opusta enterocyt cez bazolaterdlnu membranu a vstupuje
do portdlnej krvi. Absorpcia aktivnym transportom prebieha
v termindlnej Casti ilea a trva okolo 3-4 hodin. HoloTC tvori
len 10 — 30 % celkového vitaminu B, je to v§ak aktivna, bio-
logicky dostupna forma vitaminu B,,. HoloTC ma biologicky
pol¢as 5-6 minut®®), Druhym transportnym proteinom je hap-
tokorin (HC), transkobalamin I. HC je a-glykoprotein tvoreny
v Specifickych granulach granulocytov. Vo velkom mnoZstve
je pritomny v slindch, materskom mlieku a slzach. Biologic-
ky pol¢as ma 9-10 dni. HC naviazanim Cbl tvori holohapto-
korin (holoHC), ktory tvori 70 — 90 % cirkulujuceho Cbl, odtial
vysoké hodnoty vySetrovaného B,, v sére. HC viaze vSetky
formy Cbl, aj nefunkéné, avSak komplex holoHC nedokaze
prestupovat do buniek, pretoZe na bunke nie su Specifické
receptory, ktoré by rozpoznali tento komplex. HoloHC moze
vstupovat do buniek vd'aka nespecifickym receptorom (asia-
loglykoproteinom) v peceni po desialyzacii molekuly hapto-
korinu®?. Holohaptokorin predstavuje tzv. zasobnu formu,
ktorej funkcia nie je presne zndma, avSak Cbl v tejto forme
je viazany velmi pevne, uvolfiuje sa pomaly a méze trvat aj

niekolko rokov, kym absorpcia v Creve ustane a zacne sa
manifestny deficit aktivnej formy kobalaminu. Méze trvat
3 — 6 rokov, kym sa mnozstvo holoHC (celkového B.,) zniZi
pod 200 pmol/I. Len holoTC, ktory je rychlo vychytavany bun-
kami, predstavuje aktualne hladiny aktivnej formy B, s po-
klesom hned po zhorSeni intestindlnej absorpcie. Hodnoty
vitaminu B,, v sére 150 — 300 pmol/l povazujeme za sivu z6-
nu, ked' je diagnosticky vyhodnejsie stanovenie aktivnej for-
my vitaminu B;, — holoTC“5®. Receptory pre holotranskoba-
lamin su pritomné na vSetkych bunkach, aj ked prednostne je
holoTC vychytavany hlavne v peceni, kostnej dreni a dalSich
tkanivach. Tym sa kobalamin stava dostupnym pre vSetky
bunky v tele, ktoré syntetizuji DNA alebo ribonukleovu kyse-
linu (RNA). HoloTC prechadza do buniek endocytézou. Me-
tabolicky obrat komplexu s aktivnym Cbl dosahuje maximal-
ne 6 nmol/den, holohaptokorinu 0,1 nmol/den. Receptor pre
holotranskobalamin v oblickach vyuziva na absorpciu vita-
minu megalin, v inych tkanivach nie je megalin stcastou re-
ceptora pre holoTC. V oblickach je holoTC reabsorbovany
z glomerulového filtratu a nepatrné mnozstvo je cez bazalnu
membranu tubularnych buniek vyliéené do mo&u®'®. Uloha
transkobalaminu Il zatial nie je Gplne zndma, pravdepodob-
ne plni transportnu funkciu pre Cbl z periférnych tkaniv spat
do pecene. Podobne ako transkobalamin | viaze vSetky for-
my vitaminu aj nefunkéné analogy®.

Priblizne 60 — 70 % kobalaminu prijatého z potravy je vy-
luCované z organizmu zI€ou a mo¢om, v podobe volného vi-
taminu, aktivne formy si telo nechava. U pacientov s naruse-
nou absorpciou vitaminu su tieto straty az 100 %, v zavislosti
od mnozstva funkéného IF. V peceni je Cbl naviazany na HC,
prechadza do zlICe, nasledne do Creva a tu je spracovany
ako Cbl prijaty z potravy. Velka cast Cbl je vylucovana ZICou,
0,5 — 5 pg Cbl za den je zo zl¢e vyluCované do Creva, no oko-
lo troch Stvrtin sa spatne reabsorbuje prostrednictvom en-
terohepatalneho cyklu, ¢o prispieva k udrziavaniu vysokych
telesnych zasob vitaminu. ZvySna Stvrtina je vylic¢ena stoli-
cou. Glomerulovou filtraciou vyli¢ené mnozstvo Cbl nie je az
také vyrazné (< 0,25 pg/den), predsa je niekedy povazovana
za hlavnu cestu exkrécie vitaminu. V oblickach su receptory
pre komplex holoTC, ktoré brania nadmernému tniku vitami-
nu mocom. Stopové mnozstvo Cbl je vylucované kozou®8™,

Holotranskobalamin — aktivha forma vitaminu B+, precha-
dza do buniek periférnych tkaniv endocytézou sprostredko-
vanou receptormi. Kobalamin v metabolickych procesoch
l'udského organizmu plini funkciu koenzymov v tychto for-
mach: metylkobalamin a adenosylkobalamin. Cbl je koen-
zymom pre tieto enzymy: metioninsyntazu a L-metylmalo-
nyl-koenzym A (CoA) mutazu. Metylkobalamin je kofaktorom
pre metioninsyntazu (alebo tiez homocysteinmetyltransfe-
razu), katalyzuje premenu homocysteinu (Hcy) na metionin
prostrednictvom cyklov metylacie a demetylacie Cbl. Pre
spravny priebeh metylacie je nevyhnutna spolupraca vitami-
nu B;, a kyseliny listovej. Deficit jedného vitaminu tak mo-
Ze maskovat deficit druhého®. Vzniknuty metionin je esen-
cidlnou aminokyselinou pre metylaciu proteinov, DNA a RNA;
dalej je donorom metylovej skupiny pri syntéze kreatinu, fo-
sfolipidov a acetylcholinu. Deficit Cbl vedie k zablokovaniu
aktivity enzymu, znizenej tvorbe aminokyseliny metioninu
a hromadeniu homocysteinu. Adenosylkobalamin je kofak-
torom pre L-metylmalonyl-CoA mutazu v mitochondriach.
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Podiela sa hlavne na metabolizme mastnych kyselin s ne-
parnym poc¢tom uhlikov délezitych pre spravnu syntézu mye-
linovych obalov nervovej bunky. Pri deficite Cbl dochadza
k hromadeniu metylmalonatu CoA a metylmaldnovej kyseli-
ny. Typickym znakom je metylmalénova acidduria, hlavne po
zvySenom prijme mastnych kyselin s neparnym poc¢tom uh-
likov. Hromadenie metylmalénovej kyseliny sa negativne od-
razi v metabolizme glukézy, glutamovej kyseliny a inhibicii
cyklu dikarboxylovych kyselin. Zvysend tvorba metylmalo-
nylu CoA narisa tvorbu mastnych kyselin, ¢oho nasledkom
vznikaju vetvené mastné kyseliny. Nedostatok adenozylko-
balaminu prispieva k tvorbe patologického myelinu, ktory
svojou fragilitou priamo podmieriuje demyelinizaciu nervo-
vych vldken®51,

PriCinou vzniku a rozvoja klinickych prejavov a laborator-
nych znamok deficitu Cbl je porusena funkcia enzymov, kto-
rych funkcia je zavisla od Cbl. Ako bolo spomenuté, je to
metioninsyntaza a metylmalonyl-CoA mutaza. Hlavnym zna-
kom je narusené delenie buniek, pre chybnu syntézu DNA, aj
ked reakcie, pre ktoré je Cbl nevyhnutny, priamo neovplyv-
nuju syntézu DNA. Tento patomechanizmus objasnila az po
rokoch hypotéza folatovej pasce. Princip foldtovej pasce
spociva v tom, Ze pri nedostatku Cbl sa hromadi nevyuzi-
ty N5-metyltetrahydrofolat, ktory sa nepremiena na aktivnu
formu. Nedostatok tetrahydrofolatu narusi syntézu purino-
vych bdz, tym tvorbu DNA, a teda aj zakladnd funkciu bun-
ky — delenie. Zmeny v koncentracii folatu suvisia pravdepo-
dobne s neschopnostou udrzat si folat, pretoze bunky nie
sl schopné udrzat N5-metyltetrahydrofolat, ktory sa nepre-
menil na aktivnu formu - tetrahydrofolat®. Folatova pasca
je problémom pri diferencidlnej diagnostike megaloblastovej
anémie, pretoze pricinou tejto anémie moze byt deficit aj Cbl,
aj kyseliny listovej. Kontroverzna preto bola fortifikacia potra-
vin, pretoze kyselina listova zlepSuje megaloblastovid anémiu
(cez obnovu syntézy DNA a delenie buniek), no méze masko-
vat deficit Cbl. Folatova pasca je teda tiez dovodom, preco
sa neda spoliehat len na zmenené hematologické parametre
v ramci diagnostiky pri¢iny makrocytovej anémie. Obraz me-
galoblastovej anémie sa da vysvetlit folatovou pascou a ho-
ci za pric¢inu neurologickych tazkosti sa povazuje kobalami-

novy deficit, patomechanizmus vzniku tychto tazkosti zatial

nie je Uplne objasneny®19.

Poruchy metabolizmu Cbl mézeme rozdelit do dvoch vel-
kych skupin, a to: 1. deficit Cbl v organizme a 2. deficit enzy-
mov, ktoré sa podielaju na intracelularnom metabolizme Cbl.
Deficit Cbl v organizme vznika v désledku: nedostatocného
prijmu Cbl v potrave, porusenym vstrebdvanim alebo trans-
portom Cbl. Zdrojmi vitaminu B;, v strave su primarne ma-
sové a mlieCne vyrobky. V typickej strave zapadného typu je
jeho denny prijem obvykle vy$si nez odpordacany denny pri-
sun. Nedostatkom Cbl st ohrozeni hlavne starsi ludia s jed-
nostrannou stravou aj chronicki alkoholici a striktni vegani(",
Absorpciu Cbl negativne ovplyviiuje nedostato¢na sekrécia
pankreatickej stavy, Zollingerov-Ellisonov syndrom, Immer-
slundov-Grasbeckov syndrém, zdpalové ochorenia Zalidoc-
nej alebo Crevnej sliznice, parazitarne a bakterialne ochore-
nia gastrointestindlneho traktu, chirurgické zasahy v oblasti
zaludka a ¢reva, dlhodobé uzivanie antacid, autoimunitné
ochorenia s tvorbou protilatok proti IF alebo proti komple-
xu IF-Cbl a dalSie. V porusenom transporte Cbl v organizme

zohrdvaju ulohu mutdcie génu pre holoTC, vrodeny deficit
transkobalaminu, poskodenie Struktury holoTC ¢&i vrodené
poruchy funkcie lyzozémov, ktoré vedu k nadmernému hro-
madeniu Cbl v lyzozémoch(3),

Klinické prejavy nedostatku ¢i poruseného metabolizmu
kobalaminu zavisia od priginy, dizky trvania a veku pacienta,
kedy porucha vznikne. V detskom veku sa neurologické pre-
javy manifestuji vacsinou pred hematologickymi, o plati aj
u starsich pacientov, u ktorych ¢asto az psychiatrické prizna-
ky moézu predbehnut zmeny v krvnom obraze. U dospelych
pacientov s poruchou vstrebavania Chl byva ¢asto prvym
rozpoznanym priznakom makrocytova anémia(2'®. Pri po-
ruchach metabolizmu kobalaminu na intracelularnej drovni
v enzymoch CblA, CbIB a ¢iastocne aj CbID k rozvoju makro-
cytovej anémie nedochadza z dévodu nepritomnosti defici-
tu metylkobalaminu. Uvaddza sa, ze az 40 % pacientov ma
pritomné neurologické prejavy nedostatku vitaminu B,, skor
ako zmeny v hematologickych parametroch. Tzv. neuroane-
micky syndrém okrem obrazu anémie dotvaraju rézne neu-
rologické prejavy, ako parestézie, poruchy hlbokej citlivosti,
znizenie reflexov, zavraty. U starSich pacientov su Castejsie
psychiatrické prejavy: apatia, spavost, emoc¢na nestalost, de-
zorientdacia, zmatenost, demencia a v niektorych pripadoch
az depresivna psychéza. U pediatrickych pacientov sa naj-
CastejSie vyskytuju zmeny svalového tonusu — hypotonic-
ky syndrém, zaostavanie v psychomotorickom vyvine, extra-
pyramidové priznaky, myoklonické kfc¢e ¢&i atrofia zrakového
nervu. U Casti pacientov sa mozu objavit aj gastrointestinal-
ne taZzkosti: nechutenstvo, nauzea, vracanie, hnacka a typic-
ké zmeny na jazyku — tzv. Hunterov jazyk (vyhladenie papil
jazyka s palenim na hrote a na okrajoch). Nedostatok koba-
laminu méze byt pricinou infertility a hypotyreoidizmu314.
Hematologické zmeny, ktoré nds upozornia na mozny ne-
dostatok kobalaminu su: makrocytova anémia, leukopénia,
hypersegmentdcia neutrofilov a trombocytopénia. Z bioche-
mickych markerov: znizena alebo normalna koncentracia cel-
kového vitaminu B, pokles holotranskobalaminu, zvySena
kyselina metylmalénova v moci, zvySeny homocystein, zvy-
Seny konjugovany bilirubin. AvSak ani normalne koncentra-
cie vitaminu By, a holoTC nevyluéuju poruseny metabolizmus
Cbl pri sucasne zvySenej koncentracii Hcy v plazme a/ale-
bo kyseliny metylmalénovej v moci, je potrebné diferencidlne
diagnosticky vylucit poruchu metabolizmu Cbl na intracelu-
larnej drovni(®. Na zaklade vysledkov m6Zeme predpokla-
dat pricinu deficitu Cbl a urcit dalsi diagnosticky postup
(tabulka 1).

Selektivne fluktuacie vitaminu B,

Standardné metddy stanovuji zarovef neaktivnu a aktiv-
nu frakciu vitaminu Bi,. To znizuje ich senzitivitu a Specifi-
citu pri diagnostike deficitu kobalaminu, pretoZze selektivhe
fluktuacie holoHC mézu skreslit realny stav aktivnej frakcie
vitaminu. Tieto fluktuacie su pozorované pri dedicnych defi-
citoch haptokorinu, v tehotenstve a neutropenickych stavoch,
ked pacienti maju celkové mnozstvo B,, znizené, ale netrpia
deficitom B;,. Naopak, selektivne zvysenie holoHC s funké-
nym deficitom Cbl sa vyskytuje pri ochoreniach pecene, zly-
hani obliCiek a niektorych malignych ochoreniach. Stanovenie
holoTC, ktory nie je ovplyvneny fluktuaciami holoHC, je te-
da senzitivnejSim a Specifickejsim ukazovatelom funkéného
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Tabulka 1. Diferencidlna diagnostika portich metabolizmu B,

| CelkovéB, | HoloTC | Hoy | MMA | Makrocytové anémia Test vstrebévania |
Deficit v strave J 2 0 0 4no N
Porucha vstrebavania S { 0 0 ano patol
Deficit CubR J J 0 0 ano patol
Deficit TCII N, J \ 1 T ano N
DMP Cbl A, B, D1 N N N 1 nie N
DMP Cbl E, G, D2 N N 0 N ano N
DMP CbI C, F, D N N 0 0 ano N

CubR - kubilinovy receptor; TCIl — transkobalamin; DMP - dedi¢na metabolicka porucha; HoloTC - holotranskobalamin; Hcy — homocy-
stein; MMA - kyselina metylmalénova; N — norma; patol. — patologicky

deficitu vitaminu B,('®'7'®_Oc¢akéavané hodnoty pre holoTC
u zdravych jedincov su 35 — 171 pmol/I. Dolna a horna hrani-
ca pre referencné rozmedzie holoTC v plazme sa pohybuje od
19 do 42 pmol/l, resp. 134 — 157 pmol/I19. Sic¢asné multicen-
trické Studie navrhuju hrani¢nd hodnotu pre holoTC 32 pmol/I
pre skrining deficitu kobalaminu zalozeny na hodnote kyseli-
ny metylmaldnovej > 0,45 pmol/l. Pracovna skupina tvoriaca
odporucania (Guidelines Writing Group) odportca, aby si jed-
notlivé laboratéria zadefinovali ich vlastné referenéné hodno-
ty v zavislosti od pouzivaného konkrétneho testu pre holoTC
alebo implementuje vyrobcom odporuc¢ané referencné roz-
hranie podla studie, na ktorej bol test vykonany®. V labora-
tornej spolocnosti Medirex je hrani¢nou hodnotou pre holoTC
vySetrovany v sére 35 pmol/I®). Fyziologické referencné roz-
hranie koncentracie vitaminu B, v sére je 156 — 672 pmol/|,
hodnoty 150 — 300 pmol/l povazujeme za tzv. sivi z6nu®@.
Za vysoku koncentraciu sérového vitaminu B, povaZujeme
hodnoty nad 701 pmol/l, ¢o podla biologickych Standardov
zodpoveda hornej hranici biologickej normality pri nepritom-
nosti akéhokolvek priznaku alebo klinickej anomalie. Vysoké
koncentracie kobalaminu mézu byt vysvetlené tymito patofy-
ziologickymi mechanizmami('®: priamy vzostup Cbl v plazme
nadbyto¢nym prijmom alebo podanim, uvolnenim zo zdsob
organizmu, vzostupom transkobalaminov nadbyto¢nou pro-
dukciou alebo nedostato¢nym klirensom, kvantitativnym ne-
dostatkom alebo absenciou afinity Cbl k transkobalaminu. Na
rozdiel od deficitu kobalaminu patofyziologické pozadie a kli-
nické dosledky vysokych koncentracii Cbl v sére boli doteraz
velmi malo Studované. V sucasnosti sa predpoklada, Ze vyso-
ké koncentracie Cbl mo6zu byt indikatorom funkéného defici-
tu s klinickymi doésledkami paradoxne podobnymi nedostatku
Cbl. Zvysena vazbovost Cbl k haptokorinu (holoHC tvori hlav-
nu Cast cirkulujuceho Cbl) vedie k sekundarne zvysenej kon-
centracii Chl, ma vSak za nasledok potencidlne nizsiu vazbo-
vl schopnost Cbl k transkobalaminu, a tym aj znizeny prisun
aktivnej formy do buniek. Tento funkény deficit Cbl so zvyse-
nim homocysteinu a/alebo kyseliny metylmalénovej sa mé-
Ze objavit, aj ked' pociato¢na pricina tohto stavu nie je v de-
ficite Cbl("®), Okrem tohto mechanizmu funkény deficit Chl
moze byt zapriCineny zlyhanim vychytavania Cbl zo séra po-
Skodenou pecerou a/alebo unikanim holoHC z pecenového
tkaniva do plazmy®. Vysoké koncentracie Cbl st vyznamne
spojené s hematologickymi malignitami, alkoholizmom, u pa-
cientov s oblickovymi, autoimunitnymi a bronchopulmonalny-
mi ochoreniami(®17.1829_Pri chronickej myelocytovej leukémii
je deficit Cbl maskovany, pretoze granulocyty vo zvySenej mie-
re produkuju haptokorin, a tak zostava hladina Cbl navonok

v norme. Z dalSich hematologickych ochoreni je to primarny
hypereozinofilny syndrém a akitna promyelocytova leukémia.
Lymfoproliferativne ochorenia su zriedka pri¢inou vysokého
Cbl, okrem mnohopocetného myelému, kde mézu byt pozoro-
vané aj vysoké, aj nizke koncentracie Cbl(®. Vysoké koncen-
tracie Cbl v sére mézu byt sprievodnym nélezom pri tychto
nadoroch: hepatocelularny karcindm, sekunddrne pecenové
nadory, nadory prsnika, zaludka, pankreasu. V pripadoch me-
tastatického postihnutia pecene su to az extrémne vysoké
hodnoty Cbl. Primarnym mechanizmom v procese zvySenia
sérového Cbl v pripade pecenovych nadorov je znizeny hepa-
talny klirens holohaptokorinu a zvySené plazmatické koncen-
tracie transkobalaminov v dosledku zvySeného rozpadu hepa-
tocytov. Zda sa, Ze pokles hepatalneho klirensu je sposobeny
slabou vaskularizaciou pecene a redukciou poc¢tu haptokori-
novych receptorov na povrchu nddorovych hepatocytov. V pri-
pade inych solidnych nadorov by mohli vysoké koncentracie
Cbl suvisiet s nadmernou syntézou transkobalaminov alebo
so zvySenim haptokorinu v désledku indukcie hyperleukocyté-
zy(1824_Vysoké koncentracie Cbl m6zu byt v dosledku akutne;j,
chronickej hepatitidy ¢i cirhdzy pecene, kde hodnoty Cbl mé-
Zu byt az patkrat vyssie ako horna hranica referenc¢ného roz-
hrania, pricom stupen zvySenia Cbl koreluje so stupfiom za-
vaznosti cirhdzy('®?%, Rendlna insuficiencia predstavuje beznu
a velmi délezitd vynimku v interpretdacii ukazovatelov stavu ko-
balaminu. Napriek normalnym ¢i vysokym koncentraciam cel-
kového vitaminu B,, a/alebo holoTC tito pacienti maju ¢asto
zvySené sérové koncentracie kyseliny metylmalénovej a ho-
mocysteinu. Pravdepodobnou pri¢inou je narusend bunkova
absorpcia holoTC, ktora vedie k vnatrobunkovému deficitu B;.,.
Moznym vysvetlenim je Uloha obli¢iek vo filtracii transkoba-
laminu a vo vyslednej sekundarnej akumulacii holoTC®, Fa-
loSne zvysené sérové koncentracie kyseliny metylmalénovej
a homocysteinu v rdmci roznych klinickych stavov su hlavnym
obmedzenim tychto parametrov. Oba parametre totiz koreluju
so sérovymi koncentraciami kreatininu a stupaju uz pri mier-
nom stupni renalnej insuficiencie. Tato délezita vynimka vna-
Sa urCitl neistotu do vyuzitia holoTC ako markera stavu Cbl
u oblickovych pacientov a starsich ludi so subklinickym stup-
nom oblickového poskodenia. Laboratérna diagnostika defici-
tu Cbl u oblickovych pacientov vyZzaduje vac¢siu pozornost pri
sucasnom vzostupe kyseliny metylmalénovej a holoTC. Her-
rmann a Obeid vo svojej Studii u pacientov s oblickovou dys-
funkciou a u starsich pacientov so strednym stupriom obli¢-
kového poskodenia odporiéaju vyliéenie deficitu Cbl jedine
po substitu¢nej liecbe Cbl. Ak sa predpoklada deficit Cbl u ob-
lickového pacienta a po liecbe Cbl dbjde k signifikantnému
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poklesu kyseliny metylmalénovej (priblizne o 250 nmol/l),
poukazuje to na deficit Cbl. ZvysSny vzostup kyseliny metyl-
maloénovej je dosledkom oblickovej dysfunkcie®@®. V tehoten-
stve je pozorovany pokles Cbl v sére. Pocas fyziologického
tehotenstva dochadza k tomuto poklesu o 30 % hlavne v tre-
tom trimestri. V niektorych longitudinalnych stadiach zdravé
zeny vykazovali mierny vzostup v biochemickych paramet-
roch nedostatku Cbl (kyselina metylmalénova a homocyste-
in) v tretom trimestri poukazujuci na funkény vnatrobunkovy
deficit Cbl. Koncentracia holoTC vSak ostala nezmenena. Po-
kles v Cbl je vysvetlovany hlavne poklesom haptokorinu, ¢o
podporuje nazor, ze holoTC je lepsim markerom na hodnote-
nie kobalaminového statusu u tehotnych. Hodnoty Chl v sére
v rozhrani 110 — 148 pmol/I pocas tehotenstva mézu byt fy-
ziologické, no su potrebné dalSie biochemické testy na potvr-
denie jeho deficitu®”,

Zaver

Standardné metddy stanovuji sti¢asne neaktivnu a aktivnu
frakciu vitaminu Bs, v sére. Holohaptokorin tvori 70 — 90 % cir-
kulujuceho vitaminu B, no predstavuje biologicky neaktivnu,
inertnd formu. Len 10 — 30 % z celkového vitaminu Bs, tvori
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Uloha imunitnej odpovede v prognéze kolorektalneho karcinému

I?évid Kocan, Pavel Babal
Ustav patologickej anatomie LF UK a UNB, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave

Aplikovanie imunoterapie v jednom z najcastejsich onkologickych ochoreni, kolorektalnom karcinéme (CRC), nie
je v sucasnosti jednoznacne stanovené. Predkladana praca sa zaobera problematikou imunohistochemického
stanovenia expresie kontrolného bodu imunitnej odpovede PD-1/PD-L1 (programmed cell death-1/programmed
cell death-ligand-1) a jeho vyznamom pre prognézu tohto ochorenia. Zakladnou otazkou je G¢innost imunotera-
pie inhibitormi kontrolnych bodov po stanoveni miery expresie PD-1/PD-L1 a konfrontovanie doteraz publikova-
nych poznatkov o efektivite liecby CRC s efektivitou imunoterapie u pacientov s nemalobunkovym karciné6mom
pltic (NSCLC) a dal$imi histologickymi typmi solidnych nadorov. Viaceré prace poukazuju, Ze na posudenie efek-
tivity stanovenia expresie PD-1/PD-L1 a $tandardizacie imunoterapie je potrebné zahrnut dalSie faktory — pre-
diktory pre odhad terapeutickej odpovede imunoterapie pri CRC. V ramci objektivizacie je nutné dalSie sledova-
nie efektivity v klinickych Stidiach s vacsim suborom pacientov a va¢sim suborom unifikovanych premennych.
Podrobnejsia stratifikacia stiboru pacientov je vhodna aj preto, aby bolo mozné preukazat opodstatnenie imu-
noterapie na Ucely ziskania suhlasu pre konkrétny typ imunoterapeutika.

Klicové slova: kolorektalny karcindm, imunoterapia, PD-1/PD-L1, kontrolny bod imunity, prognéza

The role of the immune response in the prognosis of colorectal cancer

Application of immunotherapy in one of the most frequent oncological diseases, colorectal cancer (CRC), has
not been defined up today. The review reflects the status of immunohistochemical determination of the expres-
sion of immune response checkpoint PD-1/PD-L1 (programmed cell death-1/programmed cell death-ligand-1)
and its significance for the prognosis of this disease. The available data on CRC immunotherapy are compared
with the current results regarding immunotherapy in non-small cell lung cancer (NSCLC) and other types of sol-
id tumours. Several studies imply that for the effectivity of assessment of PD-1/PD-L1 expression determina-
tion and immunotherapy standardization, additional predictive factors for the therapeutic response of CRC im-
munotherapy should be included. Monitoring the effectivity of CRC immunotherapy in clinical studies with large
sets of patients and the inclusion of defined variables is required. More specific stratification of patient sets is
important in support for the substantiation of immunotherapy approval of particularimmunotherapeutic agents.
Keywords: colorectal cancer, immunotherapy, PD-1/PD-L1, immune checkpoint, prognosis

Newslab, 2019; ro¢. 10 (2): 90 — 93

Uvod

Kolorektalny karciném (CRC) predstavuje v sic¢asnosti za-
vazny epidemiologicky problém z hladiska morbidity a mor-
tality tohto onkologického ochorenia v slovenskej populacii.
Na tuto skutocnost reaguje aj implementovany Narodny on-
kologicky program Slovenskej republiky, ktory zahffia od roku
2019 populacny skrining CRC u oséb medzi 50. a 70. rokom
Zivota, S cielom zlepS$enia kontroly, sekundarnej prevencie
a nadvazujucej liecby tohto nddorového ochorenia. Prave
v ramci d'alSieho overovania terapeutickych moznosti v su-
Casnosti prebieha diskusia o ucinnosti a efektivite imunote-
rapie tzv. checkpoint inhibitormi u pacientov s CRC.

Mechanizmy protinadorovej imunitnej odpovede
Imunitné odpovede proti nadorom maju spolo¢né ¢r-
ty s odpovedou na cudzorodé antigény vratane infekénych
agensov. Vrodené mechanizmy imunity rozpoznavaju Speci-
fické tumorové antigény na povrchu buniek nadoru mecha-
nizmom, ktory je podobny rozliseniu antigénov cudzorodych
pre telo. NK-bunky rozpozndvaju nedostatok MHC-I molekdl
na povrchu buniek nadoru a zapajaju sa do imunitnych od-
povedi aktivnym odstranovanim tychto buniek a aktivaciou

subpopuldcii buniek prostrednictvom uvolfiovania cytoki-
nov. Takto aktivované makrofagy a dendritické bunky fago-
cytuji nddorové bunky a ndsledne prezentuju ich antigény
na svojom povrchu, ¢im aktivuju Specificku cytolyticka od-
poved sprostredkovanu T-bunkami. Tieto efektorové T-bunky
sa klonalne Siria s cielom Uplného odstranenia nadoru. N&-
dorové bunky preto v reakcii na imunitni odpoved podstupu-
ju proces selekcie smerom k bunkam, ktoré maju schopnost
uniknat imunitnému dohladu prostrednictvom tychto me-
chanizmov: znizend imunogenita, expresia vysokoimunosu-
presivneho mikroprostredia a stimulacia mikroprostredia bo-
hatého na faktory podporujlce ziskavanie zivin, angiogenéza
a prestavba medzibunkovej hmoty™.

Maligne bunky — mechanizmy tniku spod imunitného
dohladu

Nadorové bunky uplatiuju viacero stratégii, na zadklade
ktorych sa snazia uniknut kontrole imunitného systému. Do-
siahnu to najma maskovanim svojho Specifického nadoro-
vého antigénu, ktory by bol rozpoznatelny imunitnym sys-
témom. Dalej imunogenicita nadorovo transformovanych
buniek je G4¢inne znizovana mutdciami v génoch kédujacich
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nadorové antigény. Mozno pozorovat aj pokles, respektive
stratu MHC molekul nevyhnutnych pre prezentaciu nadoro-
vych antigénov T-lymfocytom. Samotné celularne zlozky imu-
nity su vyuzivané nadorovymi bunkami. Aktivacia T-lymfocy-
tov je sprostredkovand cez TCR-receptor (obrazok 1), ktory
interaguje s antigénom naviazanym na molekulu MHC na
bunkach prezentujucich antigén. Tento signal zaistuje Spe-
cificitu odpovede, ale na samotni aktivaciu T-lymfocytov
nepostacuje. Ako tzv. kostimulacny signal sluzi interakcia
molekuly CD28 a receptora B7 na APC. Nedostatocna sila
kostimulacného signalu sposobi funkénu inaktivitu (anergiu)
tychto buniek imunity. Anergné T-lymfocyty nemaju schop-
nost produkovat aktivacné cytokiny, ¢o brani ich dozrievaniu
na efektorové bunky. Rozsah imunitnej odpovede je tiez za-
visly od interakcie dalSich receptorov a ligandov, ktoré am-
plifikuju alebo, naopak, timia procesy aktivacie T-lymfocytov.
Signifikantnou inhibié¢nou drahou, ktora navodzuje inaktivitu
lymfocytov je PD-1/PD-L1 a ktora je povaZovana za kontrolny
bod imunitného systému, tzv. checkpoint, a vo vSeobecnosti
tato draha ochrariuje pred vznikom autoimunitnych ochoreni.
Zvys$end aktivita inhibi¢nej PD-1/PD-L1 drahy mo6ze vyvolat
funkéné postihnutie efektorovych T-lymfocytov a spdsobit
ich vyCerpanie, tzv. exhausting. Takéto T-lymfocyty nasledne
nie su schopné Specifickej cytotoxickej odpovede a cielenej
destrukcie buniek®.

PD-1 receptor a jeho expresia

PD-1 je transmembranovy glykoprotein patriaci do rodiny
proteinov CD28/B7 regulujuci aktivitu T-lymfocytov. Nachadza
sa predovsetkym na aktivovanych T- a B-lymfocytoch, NK-bun-
kach, dendritickych bunkach a na lymfocytoch infiltrujicich tu-
mor (TIL). NajdolezitejSiu funkciu zastava ako inhibicny recep-
tor na T-lymfocytoch. Aktivovany T-lymfocyt exprimuje PD-1 na
svojom povrchu po rozpoznani antigénu a produkuje interferd-
ny, ktoré indukuju expresiu PD-1 v réznych tkanivach. Viazanie
PD-1 s jeho ligandom limituje aktivitu T-bunky®.

Ligandy PD-L1 a PD-L2 a ich expresia
Ligand receptora programovanej bunkovej smrti PD-L1,
taktiez oznacovany CD274 alebo B7-H1, je transmembranovy

Obrazok 1. Signalizacna draha kontrolného bodu imunity u ndado-
rovych buniek('®

protein, ktory hra podstatnu ulohu v blokdde imunitnych me-
chanizmov pri procesoch ako kancerogenéza, autoimunitné
ochorenia, ale aj gravidita. Identifikovany bol na CD4+ a CD8+
T-bunkdch, dendritickych bunkach, makrofagoch, T-regulac-
nych lymfocytoch, epitelovych bunkach, endoteli, na bunkach
imunitne privilegovanych miest, ako je fetoplacentarna barié-
ra, a na vacsine nadorovych buniek. Nadorové tkanivo Casto
vykazuje zvySenu hladinu PD-L1, ktord nachadzame v lokdlne
ohrani¢enych oblastiach na povrchu buniek a je pravdepodob-
né, Ze napomaha vznik nadorovej tolerancie®.

Klinicky vyznam stanovenia kontrolného bodu PD-1/
PD-L1 v CRC

Cielend imunoterapia vyvijana s cielom selektivnej inhibi-
cie PD-1/PD-L1 kontrolného bodu imunity sa snazi potencio-
vat schopnost organizmu rozpoznat a destruovat nadorové
bunky, a tym prinasa novy pristup v lieCbe pre vybranych pa-
cientov s CRC. V sucasnosti je na trhu 5 monoklondlnych pro-
tilatok proti PD-1/PD-L1, ktoré registruje U.S. Food and Drug
Administration (FDA), respektive European Medicines Agen-
cy (EMA), s cielom indikéacii imunoterapie v klinickom skusa-
ni a demonstruje ich Gc¢innost zlepSenou terapeutickou reak-
ciou. Ide o atezolizumab, avelumab, durvalumab, nivolumab
a pembrolizumab. Hoci skimanie efektivity tohto typu imu-
noterapie sa rapidne vyvija, nejasnym zostava definovanie
urovne a rozsahu expresie PD-L1 vo vzorkach nadorov, ktora
by pomohla lepsie identifikovat pacientov, ktori budu najviac
profitovat z daného spdsobu liecby. Prave takto su kreova-
né testy na detekciu expresie PD-L1 na nddorovych bunkach
a/alebo bunkach imunity nachadzajucich sa v mikroprostre-
di nadoru®.

Overman a spol.® publikovali vysledky druhej fazy stu-
die CheckMate 142 (NCT02060188), v ktorej bola studova-
na efektivita a bezpec¢nost terapie nivolumabu v kombinacii
s ipilimumabom u pacientov s metastatickym mismatch-re-
pair deficitnym CRC alebo CRC s chromozémovou instabi-
litou (AMMR/MSI-H). Vysledky ukazali, Ze nivolumab a ipili-
mumab potenciuju prezivanie bez progresie (PFS) a celkové
prezivanie (0S) v 12-mesa¢nom sledovani a s sfubnou
novou lietebnou modalitou pre pacientov s dAMMR/MSI-H
mCRC.

Studia s oznaéenim NCT01988896 hodnotila G¢inok kom-
binacie atezolizumabu a kobimetinibu vo faze Ib pri metasta-
tickom CRC. Do Stidie boli zahrnuti jedinci s refraktérnym
CRC proti chemoterapii a pacienti s lokalne pokroCilym me-
tastatickym CRC. Testovana terapeutickd kombinacia uka-
zala priaznivy bezpecnostny profil a objektivha odpoved po-
zorovana u pacientov s MSS/MSI-low metastatickym CRC
priniesla benefit z tejto novej terapeutickej kombinacie
v subpopuldcii pacientov refraktérnych na chemoterapiu®.

Toh a spol.® hodnotili potencial imunoterapie na zaklade
dostupnych publikacii z medicinskych databaz, posudzujic
PD-1/PD-L1 v nddorovom mikroprostredi. Prostrednictvom
klinickych studii, ktoré hodnotili PD-1 inhibitory, sa snazili ve-
rifikovat predpoklad, Ze imunoterapia s pouzitim PD-1 inhibi-
torov je vhodna aj pre CRC. Z ich zisteni vyplyva, Ze imunote-
rapia s vyuzitim PD-1 inhibitora prindsa potencialny benefit
u pacientov s MSI-H CRC, nejestvuje vSak jednoznacny do-
kaz, ze tento typ terapie je vhodny a prindSa benefit pre pa-
cientov s MSS CRC. Dal$im limitom, ktory autori pomenovali,
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bolo, Ze neboli zahrnuté do porovnania studie s metastatic-
kym CRC®. SilnG protinadorovu aktivitu pembrolizumabu
u lieGenych pacientov s MSI-H CRC potvrdili dalSie studie?.

Koganemaru a spol.® posudzovali prognosticky vyznam
PD-L1 expresie u pacientov v lll. stadiu CRC a hlavnym cie-
l'om bolo vyhodnotit vztah medzi PD-L1 statusom, nadorovym
mikroprostredim a klinickopatologickymi charakteristikami Ill.
Stadia. Na stanovenie PD-L1 bola pouzitd monoklonalna pro-
tilatka SP142 a ako hranica pre skdrovanie nizkej, respekti-
ve vysokej expresie bolo stanovenych 5 % pozitivnych buniek.
Pacienti s vysokou uroviiou expresie PD-L1 na nadorovych
bunkach mali signifikantne kratsi ¢as prezivania bez choro-
by oproti pacientom s vysokou Uroviiou detegovanej expresie
PD-L1 na bunkach infiltrujdcich tumor (TIMC), kde bol trend
opaény. Co sa tyka postdenia PD-L1 expresie vo vztahu ku
klinickopatologickej charakteristike, nddory s vysokou mie-
rou expresie PD-L1 boli spdjané s vacsim poctom metastaz
tori teda dospeli k zaveru, ze vysoka Uroven expresie PD-L1
na nadorovych bunkdch je preukazatelne asociovana so zlou
progndzou, naproti tomu vysoka uroven expresie PD-L1 na
TIMC je asociovana s dobrou prognézou®.

Imunohistochemické stanovenie expresie PD-L1

V ramci hodnotenia expresie PD-1/PD-L1 prostrednictvom
IHC je PD-L1 jednym z najddlezitejSich a zaroven najviac Stu-
dovanym membranovym ligandom. Stihlas vydany FDA liecit
pacientov s metastatickym NSCLC pembrolizumabom, pri-
¢om indikacia tejto terapie je zalozend na IHC testovani pra-
ve PD-L1 expresie, viedol k exponencidlnemu narastu v tes-
tovani metddou IHC prostrednictvom viacerych PD-1/PD-L1
protilatok. Suhrnne su dostupné viaceré anti-PD-L1 protilat-
ky a IHC metodiky: Dako 22C3, Dako 28-8, Ventana SP263,
Ventana SP142. Terapeutickym cielom je bud PD-1 receptor
na nadorovych bunkach (pembrolizumab a nivolumab), ale-
bo PD-L1 ligand na T-bunkach (durvalumab a atezolizumab).
Chyby pri spracovani vzoriek, heterogenita nadoru alebo tes-
tovanie vzoriek tkaniv ziskanych v ¢ase diagndzy, uprednost-
nené pred testovanim v ¢ase progresie alebo relapsu, moze
podhodnotit alebo, naopak, nadhodnotit percentualny podiel
nadorovych buniek vykazujucich PD-L1 expresiu. Uroven ex-
presie PD-L1 je dynamicka a moze sa menit po cielenej lie¢-
be a/alebo chemoterapii, respektive radioterapii.

Ostatné typy nadorov a ich reakcia na liecbu immune
checkpoint inhibitormi

Ipilimumab, teda anti-CTLA-4 protildtka (CTLA4ab), bol
povoleny FDA s cielom lieCcby metastatického melanému
v roku 2011. Nasledne bol udeleny suhlas pre anti-PD-1 pro-
tilatky (PD1ab) pembrolizumab a nivolumab v roku 2014.
Okrem uvedeného lieCba s PD1ab je v si¢asnosti vyuzivana
pre viaceré pokrocilé malignity: NSCLC, urotelové malignity,
rendlne karcinémy (RCC), skvamézny karciném hlavy a kr-
ku (SCCHN), karcinom Zaludka, hepatocelularny karciném
a klasicky Hodgkinov lymfém (cHL). Monoklonalne protilat-
ky namierené proti PD-L1 (PD-L1ab) atezolizumab (s vyuzi-
tim pri urotelovom karcindme a NSCLC), durvalumab (urote-
lovy karciném), avelumab (karcinom z Merkelovych buniek
a urotelovy karciném) taktiezZ registrovala FDA. V roku 2017
FDA tiez udelila suhlas viazany s biomarkerom v podobe

preukdzaného mismatch repair deficitu (A(MMR) pre pem-
brolizumab u pacientov s neresekovatelnymi alebo me-
tastatickymi solidnymi nadormi a pre CRC s vysokou mie-
rou mikrosatelitovej instability (MSI-H) alebo dMMR. Napriek
enormnému pokroku v nasadzovani imunoterapeutik v ram-
ci onkologickej terapie odpoved na fiu sa lisi v jednotlivych
typoch nadorov a jednotlivymi skupinami pacientov. Pri me-
lanéme PD1ab monoterapia m6ze dosahovat odpoved na
urovni medzi 26 — 32 % a pri kombinacii PD1ab a CTLA4ab
dosahuje odpoved na drovni viac ako 60 %. Vybrané podsku-
piny pacientov dosahuju pretrvavajucu terapeuticku reakciu
pri PD1ab monoterapii a nevyzaduji kombinovanu imunote-
rapiu, a teda su v znacnej miere chraneni pred neziaducimi
ucinkami tejto lieCby. Tieto skutocnosti poukazuju na potre-
bu n3jst relevantné biomarkery, ktoré pomézu identifikovat
skupinu pacientov, pre ktorych tento typ lie¢by bude benefi-
tom, a zaroven pre pacientov primarne rezistentnych(?.

Hodgkinov lymfom

Genetické zmeny v ramcilokusu pre PD-L1/PD-L2 (9p24.1)
vymedzuju biologické spravanie cHL. Expresia PD-L1 na Re-
edovej-Sternbergovych bunkach cHL a zaroven PD-L1 expre-
sia v mikroprostredi lymfému vyustuju do neefektivnej proti-
nadorovej odpovede a predstavuju tak cHL vhodnym cielom
pre blokadu PD-1. PD1ab nasadené v monoterapii su efektiv-
ne a dobre tolerované pacientmi s relabujicim alebo refrak-
térnym (rel/ref) cHL, pricom véacsina pacientov vykazovala
objektivnu odpoved (priblizne dve tretiny pacientov) a me-
dian trvania odpovede bol 16,6 mesiaca. Na zaklade tych-
to Udajov bol nivolumab a pembrolizumab schvaleny FDA na
Ucely liecby pokrocilého rel/ref cHL.

Nadory z germinativnych buniek testes

Na podklade objavu novych biomarkerov asociovanych
s imunitou boli realizované aj Studie na potvrdenie Ulohy
signalizacie PD-1/PD-L1 v germinativhych nadoroch testes
(GCT). Seminémy aj nonseminémové GCT vykazovali vy-
znamnu expresiu PD-L10%. Pacienti s nizkou uroviiou expre-
sie PD-L1 mali znacne lepSie PFS a 0S. Naproti tomu expresia
PD-L1 na lymfocytoch infiltrujicich tumor (TIL) poskytova-
la vysoku predikciu vysledku v obratenom zmysle. Nadory
s vysokou PD-L1 expresiou na TIL mali preukazatelne lepSiu
progndzu ako tie s nizkou PD-L1 expresiou na TIL(9.

Glioblastém

Glioblastdm predstavuje najCastejsi primdarny maligny
tumor mozgu, vykazujici ¢rty imunosupresie v nadorovom
mikroprostredi, pricom pre rekurentny nador nie je dostupna
Standardna liecba. V Studii NCT01375842 sa sledovala bez-
pecnost a efektivita liecby atezolizumabom (anti-PD-L1 pro-
tilatka) pri rekurentnom glioblastéme. DIhsie prezivanie bolo
spojené so zvySenym podielom CD4+ T-buniek v nadoroch.
Tieto Udaje naznacuju, Ze biomarkery ako CD4+ T-lymfocyty
a hypermutovany status nadoru mézu pomoct k selekcii pa-
cientov, ktori mézu potencialne profitovat z lieCby atezolizu-
mabom(®,

Maligny melaném a nadory uropoetického traktu
I. faza studie NCT02836795 sledovala bezpecnost, to-
lerabilitu a biologickd aktivitu JS001 1gG4 humanizovanej
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monoklonalnej anti-PD-1 protilatky pri pokrocilom mela-
néme a nadoroch uropoetického traktu, ktoré boli refraktér-
ne proti Standardnej systémovej terapii. Klinicka reakcia bo-
la okrem iného korelovana s PD-L1 expresiou ha nadorovych
bunkach a pritomnostou TIL. Monoklonalna protilatka JS001
bola dobre tolerovand a preukazovala slubnu antitumoré6z-
nu aktivitu v urotelovom a renalnom karcinéme, rovnako aj
v akralnych a mukéznych melanémoch predtym nepresku-
manych®?),

Zaver

Na zdaklade sucasného stavu znalosti nemozno jed-
noznacne urcit efektivitu stanovovania PD-1/PD-L1 protei-
nov pre predikciu terapeutického U¢inku imunoterapie a pre
dalSie prezivanie pacientov s CRC. Dostupny je len pocetnos-
tou maly subor pacientov v doterajsich klinickych studiach,
kde bola sledovana tcinnost imunoterapie vo vztahu k sta-
novenej miere expresie PD-1/PD-L1. Nebola uréena hrani-
ca (cutoff) pre Uroven vysokej miery expresie tychto prote-
inov, ¢i uz na nadorovych bunkdch, alebo bunkach imunity
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Nespecifické crevné zapaly: priciny straty odpovede pacientov
na biologicku liechu
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'Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského v Bratislave

2Ustav klinického a translacného vyskumu, Biomedicinske centrum, Slovenska akadémia vied,
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Nespecifické ¢revné zapaly patria medzi autoimunitné ochorenia gastrointestinalneho traktu, ktoré sa vyznacu-
ju chronickym zapalom. Predpoklada sa, ze v patogenéze ide o prepojenie imunologickych, mikrobiologickych
a genetickych faktorov, pricom vel'kd tlohu zohrava taktiez prostredie. Vyskyt tohto ochorenia neustdle stipa
a konvencna terapia nie je dostatocne Gc¢inna, preto sa do praxe zacali zavadzat lieciva nazyvané biologicka te-
rapia. Tie na rozdiel od konvenénych terapeutik nepésobia systémovo, ale su cielené proti Specifickym cytoki-
nom, ktoré sa zucastnuju na zapalovych procesoch. Biologicka liecba je u¢innou stratégiou v liecbe viacerych
autoimunitnych ochoreni, ktorda umoznuje navodit a udrzat remisiu ochoreni a tiez vyznamne zlepsit kvalitu Zivo-
ta pacientov s Crohnovou chorobou a ulceréznou kolitidou. Isté percento pacientov v§ak vobec nereaguje alebo
po Case strati odpoved' na tento typ lieCby. Tato praca poskytuje stru¢ny prehlad pricin, pre ktoré moéze docha-
dzat k stratdm odpovede na biologicku terapiu, konkrétne na anti-TNF terapiu.

Kl'Gcové slova: biologicka liecba, jednonukleotidové polymorfizmy, nespecifické ¢revné zapaly, strata odpovede
na anti-TNF-a liecbu, TNF-a

Inflammatory bowel disease: causes of the loss of patient’s response to biologic therapy

Inflammatory bowel diseases are autoimmune diseases of the gastrointestinal tract characterized by chronic in-
flammation. Currently, it is supposed that in the pathogenesis, there is a link between immunological, microbio-
logical, genetics, and also environmental factors. The incidence of inflammatory bowel diseases is increasing,
and conventional therapy is not fully effective. Therefore new methods of treatment have been introduced, sum-
marily referred to as biological therapy. These drugs, in contrast with conventional therapy, does not act system-
ically, but they are rather targeted against specific cytokines, which are involved in inflammatory processes. Bio-
logical treatment is an effective strategy for treating multiple autoimmune diseases, which can induce and even
maintain the remission of the disease, and the quality of life of patients with Crohn's disease and ulcerative coli-
tis can be significantly improved. However, a certain percentage of patients do not respond or lose response to
this type of treatment over time. This paper provides a brief overview of the reasons for loss of clinical response
among patients receiving biologics, namely to anti-TNF therapy.

Keywords: biological therapy, single nucleotide polymorphisms, inflammatory bowel diseases, nonresponse to
anti-TNF-q, TNF-a

Newslab, 2019; ro¢. 10 (2): 94 — 98

Uvod

Nespecifické crevné zapaly (IBD, Inflammatory bowel disea-
se) st autoimunitné ochorenia, ktoré patria do skupiny idiopa-
tickych ¢revnych zapalov a zahffiaju 2 formy: Crohnovu choro-
bu (Crohn disease, CD) a ulcerdznu kolitidu (ulcerative colitis,
UC). CD postihuje ktorukolvek ¢ast gastrointestinalneho trak-
tu, zatial ¢o pri UC je postihnuté len hrubé ¢revo a oblast ko-
necnika. Obe tieto ochorenia predstavuju zavazny medicinsky
problém s celosvetovo rasticou incidenciou® (obrazok 1).

Medzi symptdmy pacientov, ktori trpia IBD, patria najma
hnacky, bolesti brucha, krvava stolica a vracanie. U mnohych
boli pozorované poruchy funkcie ¢revnej epitelidlnej bariéry
a mikrobidlna dysbi6za®. V stcasnosti toto ochorenie nie
je vyliecitelné, terapia v§ak pozostava z liecby symptémov
s ciefom indukovat a nasledne udrzat stav remisie, a teda
zlepsit kvalitu Zivota pacienta. Vyuziva sa kombinacia roz-
nych liekov, predov§etkym aminosalicylaty,imunomodulacné

latky a kortikosteroidy, pricom v mnohych pripadoch je po-
trebné aj podanie antibiotik Ci chirurgicky zakrok.
Spominané medikamenty pdsobia systémovo a vyznacu-
ju sa roznymi nevyhodami, ako je napriklad dlhy ¢as nastu-
pu protizdpalového ucinku alebo zdvazné neziaduce uUcinky.
Aj na zaklade tychto poznatkov bola vytvorena biologicka te-
rapia, ktorej latky pésobia lokalne a cielene inhibuju mole-
kuly, ktoré sa podielaju na zdpalovych procesoch. Patria tu
predovsetkym schvalené terapie proti TNF (faktor nekrotizu-
juci tumor, tumor necrosis factor), ale aj latky blokujlce na-
priklad integriny (natalizumab, vedolizumab) ¢i interleukiny
IL — (12/23) (ustekinumab). Napriek tomu, Ze ide o Gc¢inné lie-
ky, existuje pomerne vela pacientoy, ktori na tdto liecbu ne-
reaguju vobec alebo stratia odpoved' pocas lieCby®®. Prave
preto je potrebné a zaujimavé zistit, aké konkrétne genetické
zmeny existuju medzi pacientmi, ktori maju na tuto terapiu
pozitivhu odpoved, a tymi, ktori vykazuju stratu odpovede.

94

2/2019
newsla




Prehladové prace

Anti-TNF-alfa biologicka liecba

Na zdaklade poznatkov z velkych asociacnych studii
(GWAS, genome-wide association studies), ktoré sa zaobe-
rali identifikaciou rizikovych lokusov pre zapalové ¢revné
ochorenia, sa podarilo identifikovat biologické drahy a poru-
chy v konkrétnych génoch, ktoré sa tykaju zapalového proce-
su®. Vdaka tomu bolo mozné vytvorit lie¢iva, ktoré cielene
inhibuju konkrétne molekuly. Jednou takouto molekulou je
aj prozapalovy cytokin TNF. TNF je znamy tym, ze podporuje
zapalovu odpoved pri rdznych ochoreniach vratane reumato-
idnej artritidy, ankylozujucej spondylitidy, CD, UC a psoriazy,
pricom bolo dokazané, ze priznaky tychto poruch sa zlepSu-
ju pri liecbe inhibitormi TNF.

Obrazok 1. NeSpecifické ¢revné zdpaly. Schéma znézorriuje Cast
traviacej sustavy s dérazom na rozdielny vyskyt zdpalu med-
zi dvoma formami IBD. OranZové oblasti zndzoriuju zdpal a si-
vé oblasti zdravé tkanivo. Vlavo je znazornené postihnutie CD,
kde mézZeme vidiet, Ze poskodend je oblast tenkého aj hrubého
Creva, zatial ¢o vpravo je zndzornené postihnutie UC a defektnou
oblastou je len hrubé ¢revo®.

r(.‘rnlmm'a choroba ]

| Ulcerdzna kolitida |

V ramci biologickej lieCby sa v sucasnosti na lieCbu IBD
pouzivaju Styri anti-TNF molekuly: infliximab, adalimumab,
certolizumab pegol a golimumab’® (obrazok 2). Mechaniz-
mus posobenia anti-TNF prebieha dvoma réznymi sposob-
mi. Prvy mechanizmus p&sobi na zaklade indukcie apoptézy
T-buniek. Tento mechanizmus G¢inku je spolo¢ny pre inflixi-
mab, adalimumab a certolizumab®®. V druhom mechaniz-
me sa anti-TNF viaze na transmembranovy TNF, pricom je Fc
Cast protilatky rozpoznéavana Fc receptormi, ktoré sa nacha-
dzaju na monocytoch. Tento mechanizmus je Specificky pre
anti-TNF molekuly, ktoré obsahuju Fc oblast, preto je v pripa-
de certolizumabu nemozny®@.

Strata odpovede na biologicku liecbu

Antagonisty TNF-a su ucinné lieky, ktoré zlepsuju kvalitu
zivota pacientov s IBD, znizuju poCet operacii a hospitalizacii.
Napriek tomu priblizne 10 — 30 % pacientov nereaguje na in-
dukén terapiu (primarna strata odpovede) a 23 - 46 % stra-
ti odpoved pocas liecby (sekundarna strata odpovede)“9,
Pri liecbe IBD pacientov je dolezité uréit, ¢i priinou zlyhania
lieCby je primarna alebo sekunddrna strata odpovede, kvéli
tomu, aby sa pripadne mohla zvolit ind forma terapie a aby
sa optimalizovala pozitivna klinicka odpoved.

Primarna a sekundarna strata odpovede

Podla klinickej definicie je primarna strata odpovede (PNR,
primary non-response) na anti-TNF-a liecbu definovana ako
nedostatocné zlepsSenie klinickych priznakov a symptémov
po indukénej liecbe?. Sekundarna strata odpovede (LOR, se-
condary loss of response) opisuje pacientov, ktori reagovali
na lie¢bu pocéas indukcnej fazy, ale nasledne stratili odpoved
pocas udrziavacej fazy alebo ich odpoved bola znizen4, res-
pektive trvala kratko(?,

Mechanizmy, ktoré su spojené s PNR a LOR na anti-TNF
lieCbu v IBD zatial nie su Uplne zname a opisané, ale predpo-
klada sa, ze medzi hlavné priCiny toho, pre¢o dochadzak stra-
te odpovede na liecbu, patri: farmakokinetické a farmakody-
namické zlyhanie, imunogenicita, davkovaci rezim pri lieCbe
a pric¢inou moze byt aj samotnd charakteristika ochorenia
(fenotyp, lokalizacia ochorenia, zavaznost ochorenia)(.

Obrazok 2. Struktura protildtok. Infliximab pozostéva z konstantnej a variabilnej oblasti. Konstantnd oblast je celd humanizovand (ozna-
¢end modrou farbou) a variabilnd oblast obsahuje mysaciu (oranZovd) ¢ast a humanizovanu (modrd) oblast. Obe oblasti sU prepo-
jené disulfidovymi vazbami®. Adalimumab a golimumab maju konstantnu aj variabilnu oblast oznacent modrou farbou, ¢o znaci, Ze
sU celé humanizované(?. Certolizumab pegol pozostdva z humanizovaného Fab fragmentu, ktory je prepojeny s 2 molekulami PEG(".

Infliximab Adalimumab

Certolizumab

Golimumab pegol
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Farmakokinetické zlyhanie

Farmakokinetika je proces, ktory opisuje reakciu organiz-
mu na liek. Sleduje uvolfiovanie z liekovej formuldcie, absor-
pciu, distribdciu, chemické zmeny, metabolizmus a spésob
vylicenia z tela(. Pri farmakokinetickom zlyhani dochadza
k znizeniu hladin lieCiva alebo Uplnému vymiznutiu protila-
tok. Pritakomto zlyhani totiz nastava zrychleny neimunny kli-
rens lieku prostrednictvom systémovej cirkuldcie v tkanive.
Neimunny klirens méze byt sposobeny taktiez unikom lieci-
va cez sliznicovi membranu do ulcerovanej Casti sliznice, ¢o
nasledne vedie k vyraznej strate elektrolytov a proteinov vra-
tane anti-TNF(617),

Farmakodynamické zlyhanie

Farmakodynamika sa zaobera ucinkom lieku na organiz-
mus a sleduje biochemicky, fyziologicky a molekularny efekt
na telo, mechanizmus Gc¢inku, vztah medzi koncentraciou
a Uc¢inkom a vedlajsie Gcinky'®19). U pacientov s IBD je far-
makodynamické zlyhanie charakterizované ako nedostatok
zlepSenia symptomov v ddsledku prechodu ochorenia na
dréhu, ktora nie je riadena TNF. Napriek tomu, ze koncentra-
cia lieCiva v plazme je dostatocnd, nedochdadza k tvorbe pro-
tilatok a liecba nema ziaden klinicky efekt. V lie¢be su potom
ucinné iné ako anti-TNF latky, napriklad antiintegrinové proti-
latky, ktoré blokuju adhéziu leukocytov na kapilarnu stenu®.

Imunogenicita

Imunogenicita je schopnost latky (ako je napriklad anti-
gén) vyvolat imunitni odpoved v Zzivom organizme. Pri zlyha-
ni v désledku imunogenicity je detegovana vysoka koncen-
tracia protilatok proti lieCivu a nulova koncentracia lieCiva,
pricom farmakoterapia ostava bez klinickej odpovede. V ta-
komto pripade je potrebna zmena lieciva. Strata odpovede
na inhibitory TNF v désledku vytvorenia neutralizujlcich pro-
tilatok proti lieku a subterapeutickych koncentracii lieiva je
velkym problémom v manazmente pacientov s IBD a vysky-
tuje sa aj pri primarnej, aj sekundarnej strate odpovede®.

Genetické pozadie biologickej terapie

Je zname, ze genetické varianty v géne TPMT ovplyviu-
ju acinnost lieciv zo skupiny imunomodulatorov, konkrét-
ne azatioprinu. Pacienti nesuci konkrétne varianty v tomto
géne sa delia na pomalych, intermedidrnych a rychlych me-
tabolizérov, na zaklade ¢oho nereaguju na liecbu, pripadne
u nich dochadza k zavaznym vedlajSim uc¢inkom pri uzivani
tohto typu lieku®. Preto sa pred nasadzovanim tiopurinov
vySetruje aj genotyp tohto génu. Predpoklada sa, ze gene-
tické pozadie pacientov méze ovplyviovat aj reakcie jednotli-
vych pacientov na biologicku lieCbu. Skimanim genetického
pozadia biologickej terapie a zapalovych drah, ktoré suvisia
s IBD a vedu k expresii TNF, sa zaoberali viaceré $tidie®?.
Boli v nich identifikované polymorfizmy, ktoré su asociované
so stratou odpovede, ale aj také, ktoré maju priaznivy ucinok
v suvislosti s reakciou na liecbu. Prostrednictvom identifika-
cie polymorfizmov a ich biologickych vplyvov mozZno zistit,
ktori pacienti budu z lieCby prislusnym agensom profitovat
a, naopak, ktori budu potrebovat iny typ lieCiva. V suc¢asnos-
ti je identifikacia takychto polymorfizmov a zistovanie ich

funkénych vplyvov v §tadiu vyskumu a v praxi sa zatial tieto
gény nevysetruju.

Jednonukleotidové polymorfizmy asociované
s odpovedou na anti-TNF terapiu

V doteraz uskutoCnenych Studiach, ktoré sa venovali tej-
to problematike, boli identifikované viaceré jednonukleotido-
vé polymorfizmy (SNPs, single nucleotide polymorphisms)
ovplyviujuce odpoved pacientov na anti-TNF lieCbu. Sumar-
ny prehlad tychto polymorfizmov spolu s lokalizaciou v ge-
ndéme, so zapisom variantu, s frekvenciou minoritnej alely
a biologickym ucinkom je uvedeny v tabulkach 1 a 2.

V dostupne;j literature tykajucej sa Studovania reakcii IBD
pacientov na liecbu pomocou inhibitorov TNF-a sa ndm po-
darilo najst 30 polymorfizmov, ktoré boli asociované s ne-
gativnou alebo pozitivnou odpovedou na anti-TNF lieCbu.
Konkrétne 17 z nich je asociovanych so stratou odpovede,
16 poukazovalo na pozitivhu odpoved a 3 polymorfizmy sa
nachdadzali v oboch tychto skupinach, ¢ize vykazovali aj po-
zitivnu, aj negativnu odpoved na biologicku lie¢bu.

Tieto Studie a ich vysledky naznacujq, ze polymorfizmy
spojené s vysokou aktivitou napriklad TLRS u pacientov s CD
a taktiez polymorfizmy sposobujice vysoké hladiny IL-12
a IL-18 u pacientov s UC boli asociované so stratou odpove-
de na biologicku lie¢bu. Na druhej strane, polymorfizmy v gé-
noch, ktoré su zapojené do reguldcie NF-kB drahy (NFKBIA),
signalnej drahy TNF-a (TNFRSF1A) a dalsich cytokinovych
drah (IL18 a JAK2) su asociované s pozitivnou odpovedou
na anti-TNF terapiu®.

Napriklad v asocidcii s pozitivnou odpovedou na bio-
logicku lieCbu u pacientov s CD bolo identifikovanych se-
dem SNP (rs3804099, rs1816702, rs11465996, rs4149570,
rs2430561@%, rs187238, rs12343867%?%) (tabulka 2), ale
u pacientov s CD boli identifikované aj polymorfizmy aso-
ciované s negativnou odpovedou na biologicku liecbu, a to
rs352139@), rs5744174?%, rs8126756% (tabulka 1).

Polymorfizmy rs4848306, rs10499563®), rs696(%
vykazovali zase u pacientov s UC pozitivhu odpoved
(tabulka 2), no dalSich 12 identifikovanych polymorfizmov
rs4696480, rs4251961, rs2569190, rs11465996, rs6927172,
rs2275913@), rs4612666, rs1554973, rs1193822879),
rs2234711, rs17250932, rs3212217? bolo asociovanych
so stratou odpovede pri UC (tabulka 1).

Celkovo v subore IBD pacientov boli v asociacii s pozi-
tivnou odpovedou na biologicku lie¢bu identifikované poly-
morfizmy rs187084, rs3804099, rs11465996, rs7222094,
rs4149570,rs4848306,rs10499563,rs2430561%),rs1946518,
rs12343867, rs696, rs107545589, rs3212217% (tabulka 2).
A naopak, v asociacii s negativhou odpovedou na biologicku
lieCbu u pacientov s IBD bolo identifikovanych tychto 7 poly-
morfizmov: rs352139, rs1554973, rs6927172, rs361525,
rs2275913®), rs4612666, rs4251961@ (tabulka 1).

Polymorfizmus rs5030728 je zaujimavy tym, Ze v zavis-
losti od testovaného modelu (dominantny, recesivny, ho-
mozygotny, heterozygotny) a zaroven v kombinacii s typom
ochorenia (IBD, CD, UC) bol na jednej strane asociovany s po-
zitivnou reakciou na lie¢bu a na strane druhej so stratou od-
povede®29 (tabulka 1, tabulka 2).
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Tabulka 1. Vybrané polymorfizmy asociované so stratou odpovede na biologicku lieCbu u pacientov s |[BDupravené a prevzaté od 23,24,25)

Zapis
(dbSNP: current build
152, Oktober 2, 2018)

Lokalizacia
na chromozéme

Frekvencia minoritnej

Funkcia rizikovej alely alely (TOPMED)

Polymorfizmus

rs5744174 (TLR5) 1941 g.223111186 A>G 936 T > C zvySuje hladiny IL-1 B, IL-6, IFN-y, CCL20 G =0,38704
rs4612666 (NLRP3) 1q44 g.247435768 T>C rs4612666T znizuje expresiu NLRP3 T=0,36432
rs4251961 (IL1RN) 2q14.1 g.113116890 T > C rs4251961C znizuje IL-1RA level C =0,29007
1352139 (TLRY) 3p21.2 0.52258372 T>C "1486C a(\} Drinaae bl TERS T=0,48670
rs4696480 (TLR2) 4qg31.3 g.154607126 T> A neznama A =0,45202
rs11938228 (TLR2) 4g31.3 g.154621946C > A nezndma A =0,31858
rs2569190 (CD14) 5q31.3 g.140633331 A>G -159AA zvySuje hladinu CD14 A =0,44928
rs3212217 (IL12B) 5¢33.3 g.159328122C > G -10993G > C zvysuje hladinu IL-12 G =0,26946
rs2275913 (IL17A) 6p12.2 g.52186235G > A 197 A zvySuje expresiu ILT17A A =0,26905
rs692717 (TNFAIP3) 6qg23.3 g.137681038C > G rs6927172G zvySuje expresiu TNFAIP3 G =0,15424
rs2234711 (IFNGRT) 6923.3 g.137219383 A> G -56 T > C zniZuje expresiu G =0,43811
rs361525 (TNF) 6p21.33 0.2874604G > A -238 A znizuje expresiu TNF A = 0,04947
rs11465996 (LY96) 8G21.11 0.73989727C > G -1625G zvysuje hladiny MD-2, TNF-a G = 0,24521
rs1554973 (TLR4) 9q32-33 g.120480812T>C neznama C =038042
rs5030728 (TLR4) 9g32-33 g.117712004G > A neznama A =0,22667
rs17250932 (TBX21) 17921.32 g.47731941 T>C -1514 T > C znizuje hladinu T-beta hladinu IFN-y C=0,15441
rs8126756 (IFNGR2) 21922.11 g.33403138 T>C nezndma C=0,25582

Tabulka 2. Vybrané polymorfizmy asociované s pozitivnou odpovedou na biologicku lieGbu u pacientov s |BD(upravené a prevzaté od 23, 24, 25)

Zapis
(dbSNP: current build
152, Oktéber 2, 2018)

Lokalizacia
na chromozéme

Frekvencia minoritnej

Funkcia rizikovej alely alely (TOPMED)

Polymorfizmus

rs10754558 (NLRP3) 1944 g.159328122C > G 29940 C > G zvySuje expresiu NLRP3 G =0,36239
rs4848306 (IL1B) 2q14.1 g.112840530G > A -3737 A znizuje transkripciu IL1B A =0,40041
-1486C a 1174G znizuje expresiu TLR9 _
rs187084 (TLRY) 3p21.2 g.52227015A>G (v pripade haplotypu) G =0,37494
rs1816702 (TLR2) 4qg31.3 g.154609523 T>C rs1816702T zvysuje hladinu receptora T=0,19827
rs3804099 (TLR2) 4q31.3 g.153703504 T >C 597C znizuje hladiny TNF-q, IL-1 B a IL-6 C =0,40371
rs3212217 (IL12B) 5933.3 g.159328122C > G -10993G > C zvySuje hladinu IL-12 G =0,26946
rs10499563 (IL6) 7p15.3 g.22720869 T >C -6331C znizuje expresiu IL6 C=0,21564
rs11465996 (LY96) 8g21.11 g.73989727C > G -1625G zvysuje hladiny MD-2, TNF-a G =0,24521
rs12343867 (JAK2) 9p.24.1 g.5074189T>C rs12343867C znizuje expresiu C =0,24528
rs5030728 (TLR4) 9g32-33 g.117712004G > A neznama A =0,22667
rs1946518 (IL18) 11q.23.1 g9.112164735T > G -607AA znizuje hladinu IL-18 T=0,40404
rs4149570 - . _
(TNFRSF1A) 12p13.31 g.6342424 A>T -609 T zvySuje expresiu TNFRSF1A A=0,31197
rs2430561 (IFNG) 12915 g.68158742 T > A 874 A znizuje hladinu IFN-y A =0,35429
rs7222094 - - . _
(MAP3K14) 17921.31 g.45290287 T>C homozygotny variant rs7222094CC znizuje NIK aktivitu T=0,44469
rs187238 (IL18) 11q.23.1 g.112164265C > G -137C znizuje hladinu IL-18 G = 0,24402
rs696 (NFKB1A) 14q13.2 g.35401887C>T 2758 A zvySuje expresiu NFKBTA T=0,44319
Zaver tychto SNP mozno zistit, ktori pacienti budu z lieCby pris-

lusnym agensom profitovat, a naopak, ktori budd potrebovat
iny typ lieciva. Identifikacia polymorfizmov ma vyznam nie-
len v pripade anti-TNF lieCby, ale tiez v pripade akychkolvek
inych terapii, a samozrejme, pri stanoveni rizika a predispo-
zicie vzniku réznych ochoreni, a to predovSetkym v dnesnej
dobe, ked sa genomicka medicina usiluje o dosiahnutie per-
sonalizovanej mediciny.

K strate odpovede na biologicku liecbu u pacientov trpia-
cich IBD, ale aj inymi autoimunitnymi ochoreniami dochadza
z roznych pricin. Ukazalo sa, Ze aj pritomnost konkrétnych
SNP u pacientov mo6Zze vyrazne ovplyviiovat reakcie na poda-
nu terapiu. Prostrednictvom skimania genetického pozadia
biologickej terapie boli doteraz identifikované viaceré poly-
morfizmy, ktoré su asociované so stratou odpovede, ale aj ta-
ké, ktoré maju priaznivy ucinok na pacientov s IBD. Pomocou
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The gut microbiota affects the severity of Alzheimer’s disease
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Current treatment methods and modern medicines keep people alive ever longer, however the longer we live,
the more age-related diseases we can face to. A typical disease of such type is dementia. The most common
cause of dementia is Alzheimer’s disease (AD) a multifactorial disease, thus environmental factors, in addi-
tion to genetics, have a significant impact on its development. Several studies suggest, that one of such fac-
tors is the gut microbiome. In this review we discuss the potential impact of gut microbiota in the develop-
ment of AD and the mechanisms of bacteria-related neurodegenerative processes.

Keywords: Alzheimer's disease, microbiome, neurodegenerative processes

Crevny mikrobiém ovplyviiuje zévaznost Alzheimerovej choroby

Sucasné metddy liecby a moderné lieciva udrzuji l'udi nazive €oraz dlhSie, s tym vSak prichadzaju aj d'alSie
s vekom spojené ochorenia. Typickym ochorenim tohto typu je demencia. NajcastejSou pric¢inou demencie je
Alzheimerova choroba (AD), multifaktoridlne ochorenie, takZze okrem genetiky maji vyznamny vplyv na jej vy-
voj faktory Zivotného prostredia. Viaceré studie naznacuju, Ze jednym z tychto faktorov je érevny mikrobiom.
V tomto prehlade sa zameriame na potencialny vplyv ¢revhého mikrobiému pri rozvoji AD a mechanizmy,

ktorymi m6zu baktérie iniciovat neurodegenerativne procesy.
Klticové slova: Alzheimerova choroba, mikrobidom, neurodegenerativne procesy

Newslab, 2019; roc. 10 (2): 99 - 101

Introduction

Neurological disorders are the third most common cause
of death in the Slovakia accounting for nearly 3600 deaths
in 2017. According to GHDx database Alzheimer’s disease
(AD) and other dementias are responsible for 83,5% of this
mortality. In 2017 there were approximately 45 million pa-
tients with Alzheimer’'s dementia worldwide®. It is estimat-
ed, there is a new case in the world every three seconds®.
Most of caregivers for AD patients come from family mem-
bers suffering significant emotional and physical difficulties
which has a devastating effect on these persons. Moreo-
ver, health care for AD patients is very expensive, therefore it
is one of the most expensive diseases in the world®.

AD is a neurodegenerative disease with a multifactorial eti-
ology, based on genetic and environmental risk factors, that
affects the brain. Many epidemiological studies suggest that
one of the factors that significantly increases the risk of AD
is obesity®. Obese patients have deficits in learning, memo-
ry and cognitive perception compared to patients who are not
obese®. Although, there are several studies that controvert
these findings®, the most publications suggest, that obesity
has a negative impact on neurodegenerative diseases.

Effect of gut microbiota on the central nervous system

There are findings that obesity increases the risk of AD
independently of its accompanying phenomena such as
hypertension, dyslipidemia, diabetes and others®. It sug-
gests the existence of other mechanism by which obesity
affects the development of the disease. It is known, that
a specific type of intestinal microbiome is associated with
the obesity, and number of emerging studies exploring the

potential effect of gut microbiome on the central nervous
system (CNS) is increasing. Animal studies have shown
that germ-free (GF) mice had increased motor activity and
reduced anxiety behavior compared to mice with normal in-
testinal microbiome. In addition, this phenotype was nor-
malized after colonization of GF mice with normal microbes.
After colonization of GF mice, their behavior was more sim-
ilar to mice with normal microbiome. This experiment con-
firms that the intestinal microflora can influence the devel-
opment of mammalian brain, and consequently their adult
behavior®.

Study by Bruce-Keller et al. provide a clearer answer, if
the intestinal microbes associated with obesity damages
the CNS (Figure 1). Two groups of mice of the same origin
were prepared. One group of mice was colonized with in-
testinal microbiota from High-Fat Diet (HFD) subjects. The
second group consisted of mice colonized with microbiome
obtained from subjects on a control diet. After 3 weeks, phe-
notypic differences were observed between the two groups.
Mice colonized with HFD-associated microbiota have been
shown to have significantly impaired exploratory, cognitive,
and stereotypical behaviors. This is the first experiment that
demonstrates that intestinal microbiota associated with a fat
diet damages the physiology and function of the brain inde-
pendently of obesity. Mice were not altered in any way and
there was no adiposity or metabolic syndrome®.

Although it has been confirmed that the gut microbiome
affects the CNS, the mechanism by which bacteria affect the
behavior of the host is still unclear. Several theories have
been described in this connection, but further studies are
needed to verify them.
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Figure 1. Scheme of experiment by Bruce-Keller et al. Transplan-
tation of microbiota shaped by high fat diet (HFD), but not cont-
rol diet (CD), caused significant disruptions in exploratory, cogni-
tive, and stereotypical behavior in mice.

4 |
- -
> = = ¢
g f s \Q.
Ceatitred chat OO microbiota ' HED microbiota High-taz digt
3 weeks

Normal behavior Impaired behavior

Direct interaction with CNS

There is theory about a direct interaction of the intestinal
microbiota with the CNS of the host through the vagus nerve,
which directly connects the intestine with the brain. Bacte-
ria have been found to synthesize neuroactive agents such
as catecholamines, histamine, and other components that
can stimulate host neurophysiology. However, bacteria can
not only produce but also recognize these substances, sug-
gesting that there may be two-way communication between
the host and the microbiome. In other words, the microbiota
affects the host, and the host may affect the microbiota?.

Extracellular amyloid proteins

Amyloids are protein aggregates, with a B-sheet structure,
formed by amyloid fibers produced by incorrect protein folding
or misfolding. More than 60 proteins that produce amyloid fib-
ers have been described". Several of them have been shown
to have some function in the human body, such as protect-
ing melanocytes from toxicity. Also, some peptide hormones
have amyloid-like structure during their storage in secretory
granules(. In several studies, accumulation of amyloid fib-
ers in some organs has been associated with neurodegener-
ative disorders, including AD(#'9. Bacteria that occur in the
human digestive tract have also been found to produce extra-
cellular amyloid proteins that are biochemically similar to am-
yloid structures associated with neurodegenerative diseases.
Amyloids have been detected in naturally occurring bacterial
populations of Proteobacteria, Bacteriodetes, Chloroflexi, Act-
inobacteria and Firmicutes™. In bacteria, these proteins serve
as molecular scaffolds that hold bacteria together and play
a role in biofilm formation, e.g. the extracellular amyloid pro-
tein called Curli, produced in Escherichia coli(®.

It seems that bacterial amyloids may induce neurodegen-
eration in the human body by multiple mechanisms. One of
them is the so-called cross-seeding(®. It is the ability of am-
yloids to produce seeds that can spread to new tissues and
then multiply. In this way, amyloids could induce misfolding of
neural proteins and consequently the development of AD(7).

Inflammation

Immune activation and inflammation are associated with
almost the all neurodegenerative diseases. Many studies
even suggest, inflammation has a causal role in the pathogen-
esis of AD(18). Bruce-Keller et al. showed that HFD-associat-
ed microbiota increases systemic and brain inflammation in
mice. They found Toll-Like Receptor 2 (TLR2) overexpression
in lymphocytes®. TLR plays an important role in protection
of the host from invading microbes. Studies suggest that the
TLR2/TLR1 complex can recognize amyloids produced by
Firmicutes, Bacteroidetes, and Proteobacteria. Activation of
microglial TLR2 induces cytokine production, inflammation,
phagocytosis and innate immune defense responses that
directly impact CNS homoeostasis and drive neuropatholo-
gy9. It is remarkable that microbial amyloids induce pro-in-
flammatory cytokines IL-17 A and IL-22, the same cytokines
that are often associated with AD®?,

Protective effect of diet in the prevention
of Alzheimer's disease

It is now well known that diet has an important role in
shaping the intestinal microbiota. Different dietary hab-
its and/or access to food cause significant differences in
the taxonomic composition of the intestinal microbiota be-
tween some populations@). Several epidemiological studies
suggest that certain types of diet have a protective effect on
cognitive perception and reduce the risk of dementia. Die-
tary Approaches to Stop Hypertension (DASH) and a Med-
iterranean diet (MD) were found to have been associated
with a slower rate of cognitive decline in elderly®?. Subse-
quently, the hybrid Mediterranean-DASH Intervention for
Neurodegenerative Delay (MIND) diet, combining a MD and
a DASH diet, was created. The MIND diet emphasizes the
dietary components associated with neuroprotection and
prevention of dementia. It was shown, such diet signifi-
cantly reduced the incidence of cognitive disorders and the
risk of AD®, The microbiota associated with the MIND di-
et has not been described yet, but several studies focus-
es on the MD, which was also associated with a lower risk
of Alzheimer’s disease. These studies suggest, the MD pro-
motes the microbiota with a health benefit for the human
body®". Based on these results, we assume that the MIND
diet should also promotes the composition of the microbio-
ta reducing the risk of AD.

Conclusions

AD is a relatively common disease that brings many com-
plications not only for the patients themselves, but also for
family members and the financial budget. Therefore, the
disease is being given great attention and scientists are at-
tempting to devise new therapeutic approaches. This review
suggests that certain types of diet are associated with a par-
ticular gut microbiota that can affect the CNS. Several mech-
anisms, how bacteria may drive neuropathology e.g. direct
interaction with hosts CNS, amyloid proteins production or
stimulation of inflammation, have been described. Based on
these findings, modulation of gut microbiota through dietary
approaches, probiotics or antibiotics intervention and fecal
microbiota transplantation could reduce the prevalence and
severity of AD.
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Nahodny zachyt toxickeho kmena Corynebacterium diphteriae

Martina Dobrikova
Klinicka mikrobioldgia, Medirex, a. s., KoSice

Diftéria patrila v minulosti k hlavhym pri¢indm detskej chorobnosti a imrtnosti. Toxické kmene Corynebacte-
rium diphteriae stale cirkuluju vo svete vratane Eurépy, Severnej a Juznej Ameriky, Indie, Afriky, Juznej Azie a vy-
chodného Stredomoria. Po zavedeni ockovania sa celosvetovo podarilo znizit pocty pripadov ochorenia. Avsak
vplyv na rozvinutie ochorenia ma i strata imunity po ockovani, zhorSovanie socioekonomickych podmienok, po-
kles preockovanosti populacie, ¢i ,antivakcinacny” trend. V sicasnosti by lekari mali brat do Givahy aj moznost
jej zavle€enia migrujucim obyvatel'stvom a uteencami z oblasti s endemickym vyskytom, hlavne z rozvojovych
krajin, kde je vyssie percento bezpriznakového nosi¢stva v populacii. Vzhladom na narast migracie a turizmu je
potrebné udrzat vysoku preockovanost a dosledne monitorovat toto ochorenie.

Klacové slova: Corynebacterium diphteriae, diftéria, toxicky kmen, o¢kovanie

Accidental capture of the toxic strain Corynebacterium diphteriae

In the past diphtheria belonged to one of the main causes of childhood morbidity and mortality. Toxigenic strains
of Corynebacterium diphteriae are still present worldwide, including Europe, North and South America, India, Af-
rica, South Asia and the Eastern Mediterranean. After the introduction of vaccination, worldwide cases of the
disease have been reduced. However, the loss of immunity after vaccination, deterioration of socio-economic
conditions and a decrease in vaccination rate or ,anti-vaccination” trend can also have an impact on disease de-
velopment. Nowadays, the clinicians should consider the possibility of spreading toxigenic strains from areas
with endemic prevalence, especially from developing countries with a higher percentage of asymptomatic car-
riage in the population and its connection with migration and refugees. Due to the increase of migration and tour-

ism, it is necessary to maintain a high vaccination rate and to monitor diphtheria consistently.
Keywords: Corynebacterium diphteriae, diphtheria, toxic strain, vaccination

Newslab, 2019; ro¢. 10 (2): 102 - 105

Uvod

Epidemioldgia

V predvakcinacnej ére bola diftéria jednou z najcastejSie
sa vyskytujucich infekénych ochoreni u deti s vysokou umrt-
nostou. Po vytvoreni toxoidovej vakciny v r. 1923 a nasled-
ne po zavedeni povinného ockovania v roku 1946 sa toto
ochorenie podarilo prakticky celosvetovo eliminovat®™. Av-
Sak na konci 80. rokov vypukla vo velkych mestach v Rusku
rozsiahla epidémia, ktora sa do roku 1995 rozsirila do vSet-
kych postsovietskych krajin. Celkovo bolo zaznamenanych
157 000 pripadov s 5000 Umrtiami. Pri¢inami boli jednak
environmentalne faktory, ako migracia obyvatel'stva a po-
kles socioekonomickych podmienok, ale aj chyby v o¢kova-
com programe a v zasobovani ockovacimi latkami®. VAcsi-
na z nakazenych pacientov dosiahla vek viac ako 15 rokov.
Klacové bolo spojenie dvoch faktorov, a to velky pocet nei-
munizovanych dospelych a nedostato¢na vakcinacia u deti.
Medzi pacientov s tazkym priebehom patrili dospeli vo ve-
ku 40 az 49 rokov, u ktorych sa v ich detskom veku vakcina-
cia DTP (diphteria — tetanus — pertussis) este len zavadzala.
U mladsich pacientov sa predpoklada, ze zlyhala tzv. imuno-
logicka pamat, k Comu prispel aj vekovy posun preockovania,
z0 6 na 9 rokov. Po celoplosnej imunizacii obyvatelov s odlis-
nym rezimom aplikacie vakciny sa dosiahlo znizenie vysky-
tu ochorenia koncom roka 2001 na 12 % a nasledne na 0,2 %
koncom roka 2015®.

V stcasnosti sa Umrtnost na diftériu napriek adekvatnej
lieCbe pohybuje medzi 5 — 10 % u deti mladsich ako 5 rokov
a u 0s6b nad 40 rokov dosahuje az 20 %. U nelieCenych pa-
cientov je umrtnost az u polovice pripadov®. Odhaduje sa,
Ze celosvetovo sa rocne vyskytuje priblizne 5000 pripadov
ochoreni®. Na Slovensku bol posledny pripad ochorenia za-
znamenany v roku 1980@.

Pévodca ochorenia a jeho klinické prejavy

Povodcom nakazy je vylu¢ne ludsky patogén Corynebac-
terium diphtheriae, grampozitivha fakultativne anaerébna,
pleomorfnd baktéria (obrazok 1). Mikroskopicky je charakte-
risticka palisadovitym usporiadanim s metachromatickymi
granulami v cytoplazme, ktoré mozno dokazat farbenim pod-
I'a Alberta alebo Neissera. Rastie na beznych pddach s pri-
mesou krvi alebo séra s tvorbou hemolyzy (obrazok 2). Podla
vzhl'adu koldnii rozliSujeme Styri biotypy: gravis, mitis, inter-
medius a belfanti®. Na selektivno-diagnostickych pédach so
solami teldru tvori v désledku jeho redukcie ¢iernohnedé ko-
I6nie so sivou zénou (obrazok 3).

Nosicstvo tejto baktérie v nosohltane alebo na kozi sa vy-
skytuje priblizne u 3 — 5 % ludi, avSak v populacii s dosta-
to¢nou hygienou a postvakcinacnou imunitou zriedkavo vy-
volava ochorenie. Baktéria méze prezivat tyzdne v prachu
a na kontaminovanych predmetoch. Zdrojom nakazy je cho-
ry Clovek, ktory sa infikuje vdychovanim kontaminovaného
vzduchu. Ochorenie s inkuba¢nou dobou 2 az 5 dni moze
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postihovat v§etky mukdzne sliznice, avéak Corynebacterium
diphteriae prevazne infikuje respiracny trakt a ¢asta je i koz-
na forma®. Klinicky obraz zavisi od stavu imunity hostite-
la a miesta vstupu infekcie. M6Ze prebiehat od asympto-
matickej kolonizacie cez mierne respiracné ochorenie az po
fulminantnu diftériu s rozvojom myokarditidy, polyneuritidy
a toxickej nefritidy®. NajCastejSim miestom vstupu baktérie
do organizmu su horné dychacie cesty, kde sa tvoria typic-
ké pseudomembrany z fibrinu, nekrotickych buniek a leuko-
cytov (obrazok 4). Pseudomembrany vznikajlce na sliznici

Obrazok 3. Corynebacteriae diphteriae na Claubergovej p6de
s obsahom teldru

Obrazok 4. Difterické pseudomembrany v tonzilach

zdroj: https://en.wikipedia.org/wiki/File:Dirty_white_pseudomem-
brane_classically_seen_in_diphtheria_2013-07-06_11-07.jpg

dychacich ciest sa m6zu uvolnit so vznikom mechanickej
obstrukcie s naslednym dusenim a zakrvacanim. Ochorenie
je sprevadzané vyraznym zdurenim lymfatickych uzlin a vy-
sokou teplotou. Kozna forma diftérie sa vyskytuje prevazne
v tropickych krajinach, pricom klinicky obraz variruje od koz-
nych eflorescencii az po chronické nehojace sa vredy. Bak-
térie sa postupne uvolfuju z lézii, ktoré slizia ako rezervo-
ar pri Sireni infekcie. Infekciozita pacienta s koznou formou
trvd dlhsSie ako pri respiraénej forme. Tato forma diftérie po-
stihuje prevazne fudi s nizs§im socioekonomickym statusom.

Hlavnym faktorom patogenity je diftericky toxin, kédovany
tox génom, ktory sa Siri prostrednictvom beta-bakteriofagu®.
Na molekulovej Grovni je toxin zloZeny z dvoch podjednotiek
(polypeptid A a B). Polypeptid B sa viaze na cytoplazmatic-
kd membranu bunky a umoznuje polypeptidu A prechod do
cytoplazmy s naslednou blokadou proteosyntézy na ribozé-
moch®. Produkcia toxinu sa in vitro dokazuje precipitacnou
reakciou s protilatkami, tzv. Elekovym testom a in vivo na
morcatach. PCR test sluzi len na dékaz pritomnosti génu, nie
vsak tvorby toxinu®.
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Terapia a prevencia diftérie

V priebehu dvadsiatych rokov 19. storocia bola diftéria kli-
nicky vyclenena od inych foriem anginy. V roku 1883 Klebs
dokazal, ze Corynebacterium diphteriae je vyvolavatelom di-
ftérie, o rok neskoér ju Loeffler vykultivoval z nazofaryngeal-
nej dutiny. V roku 1888 Roux a Yersin dokazali, ze hlavnym
faktorom patogenity je diftericky exotoxin®. V roku 1923 bo-
la vynajdena vakcina proti zaskrtu, ktora sa vo velkom zacala
pouzivat v USA a ostatnych industrializovanych krajinach®.

LieCbou akutnej infekcie je podanie antitoxinu a antibiotic-
ka lieCba. Antitoxin neutralizuje volny cirkulujuci toxin, avSak
neposobi na toxin naviazany na bunky®. Antibioticka liecba
eliminuje baktérie, a tym zabranuje dalSej produkcii toxinu.
Liekmi volby su penicilin a erytromycin®. U pacientov s aler-
giou na penicilin alebo netolerujucich erytromycin sa odpo-
rdca rifampicin a klindamycin. Po 48 hodinach antibiotickej
terapie sa pacient uz nepovazuje za infekcného(9,

Imunitu mozno ziskat o¢kovanim alebo prekonanim ocho-
renia sposobeného toxickym kmenom. Ockovanie nechrani
pred osidlenim samotnou baktériou, ale brani vzniku a rozvo-
ju ochorenia. Podla Statistik vyraznejsi Ustup ochrany po o¢-
kovani nastava po $tyridsiatke, najohrozenejsi su patdesiat-
nici®M. Ockuje sa difterickym toxoidom, o je toxin upraveny
formalinom, pri ktorom dochdadza k strate toxicity a zacho-
vaniu imunogenity. Toxoid vyvoldva tvorbu neutralizujicich
protilatok. Hladiny neutralizacnych protilatok mozno stanovit
z periférnej krvi. V minulosti sa pouzival kozny Shickov test,
pri ktorom sa intradermalne podavalo malé mnozstvo difte-
rického toxoidu so sledovanim erytému a zdurenia v mies-
te vpichu.

Prva davka ockovacej latky sa podava detom v kombinacii
s o¢kovacou latkou proti dalSim piatim ochoreniam (tetanus,
Cierny kasel, virusova hepatitida B, hemofilové invazivne in-
fekcie, detska obrna). Zakladné ockovanie sa sklada z troch
davok vakciny, podanych v 3., 5. a 11. mesiaci veku dietata.
Na dosiahnutie ochrannej hladiny protilatok az do dospelos-
ti je potrebné preockovanie deti v 6. a 13. roku zivota. Dvoj-
kombinaciou oCkovacej latky proti tetanu a zaskrtu sa preoc-
kovavaju dospelé osoby kazdych 15 rokov(2.

Kazuistika

Pri kultivacnom vySetreni materidlu z hornych dychacich
ciest (vyter z nosa) u 14-roéného pacienta s diagnézou akut-
nej sinusitidy bol zaCiatkom decembra v roku 2018 zachy-
teny a identifikovany metédou hmotnostnej spektrometrie
(MALDI-TOF, Bruker, Nemecko) kmen Corynebacterium diph-
teriae. Pre verifikaciu identifikacie a zistenie produkcie toxinu
bol kmen dra 11. 12. 2018 zaslany do Narodného referenc-
ného centra pre diftériu (NRC) v Kosiciach. Toxicita kmena
bola testovana na bunkovej linii Vero, ¢o su bunkové linie

Tabulka 1. Citlivost kmeria Corynebacterium diphteriae na anti-
biotika diskovym difiiznym testom, podla EUCAST 20719(¥

vjsledok vjsledok
Cc Cc

ziskané z epitelidalnych buniek obli¢iek opic druhu makak.
S vysledkom kultivatného vySetrenia bol oboznameny
obvodny pediater a regionalny epidemioldg. VySetrenim kva-
litativnej antibiotickej (ATB) citlivosti difiznym diskovym
testom (obrazok 5) sa zistila citlivost kmena na sledované
antibiotika, t. j. penicilin, klindamycin, ciprofloxacin, gentami-
cin, tetracyklin a linezolid (tabulka 1).

Dna 27.12. 2018 bol doruceny vysledok vySetrenia z NRC
pre diftériu s potvrdenou identifikaciou: Corynebacterium
diphteriae biotyp gravis, s produkciou toxinu.

0d obvodného pediatra a epidemioléga bola doplnena so-
cialna, rodinna a cestovatel'ska anamnéza. Ide o 14-rocného
chlapca rémskeho pévodu s razStepom podnebia, u ktoré-
ho dochddza k ¢astym recidivam akutnej sinusitidy. V na-
Som laboratériu boli u tohto pacienta opakovane kultivacne
identifikované Streptococcus pyogenes a Moraxella catharra-
lis s dobrou citlivostou na testované antibiotika. Na zéklade
poskytnutych informdcii od pediatra je pacient riadne oc¢ko-
vany podla oc¢kovacieho kalenddra, Comu zodpoveda aj plne
ochrannd hladina protilatok doplnena vysetrenim v NRC pre
diftériu s hodnotou 0,65536 IU/ml. Pacient byva v obci Bre-
kov (okres Humenné) s dvoma sestrami, rodi¢mi a so starou
matkou v dobrych socialnych podmienkach. Do Humenného
dochadza k svojmu obvodnému pediatrovi. Kontakt s mig-
rantmi epidemiolég nepovaZzuje za mozny zdroj infekcie, ke-
dZe pacient nepochadza priamo z Humenného a cesta na
stanicu sa nenachdadza v blizkosti azylového centra. Kontak-
ty v Skole v Strazskom epidemiolég nepresetroval vzhladom
na chybajice klinické symptémy typické pre diftériu, ktoré
sa nezistili ani pri otorinolaryngologickom a neurologickom
vySetreni. V cestovatelskej anamnéze pacient neudava po-
byt na Ukrajine, uvddza v§ak vycestovanie s rodinou do Spo-
jeného kralovstva pred Styrmi rokmi. Kultivacné vysSetrenia
ostatnych ¢lenov rodiny boli negativne. Matka a stard mat-
ka sa nepodrobili vySetreniu z dévodu nespoluprace. Napriek

Obrazok 5. Antibioticka citlivost diskovou difiznou metédou

penicilin gentamicin
klindamycin (o tetracyklin Cc
ciprofloxacin C linezolid C
C - citlivy
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tomu, Ze kultivacné vySetrenie sestier pacienta bolo negativ-
ne, epidemioldgovia predpokladaju, Ze ide o nosi¢sky kmen
ziskany v Skolskom prostredi. Kontrolné kultivacné vysetre-
nia pacienta po prelieCeni antibiotikami boli opakovane ne-
gativne.

Diskusia

U viacerych nachylnych os6b sa vyvinie skér prechod-
né nosic¢stvo v nazofaryngu ako samotné ochorenie, 0 com
sved¢i opisovany pripad. Bez pdsobenia antibiotik preziva
vacsina mikroorganizmov v nosohltane priblizne dva tyzdne,
pri¢om chronicki nosi¢i mo6zu vylu¢ovat Corynebacterium sp.
az 6 mesiacov. Asymptomatické nazofaryngealne nosic¢stvo
je pravdepodobne vzhladom na lepsi skriningovy program
viac zdokumentované v endemickych regiénoch ako v oblas-
tiach, kde sa diftéria vyskytuje len sporadicky. Avsak aj pri
podozreni na diftériu moze byt laboratérna diagnostika ob-
tiazna. Je to zapriCinené tym, Ze Corynebacterium diphteriae
je tazko rozpoznatelna na beznom krvnom ¢i ¢okoladovom
agare. NavySe vytery z dychacich ciest od asymptomatic-
kych nosi¢ov mézu obsahovat len malé mnozstvo bakté-
rii, ktoré su po kultivacii prekryté beznou bakterialnou flérou
hornych dychacich ciest(". Preto sa tato baktéria bezne ne-
zachytdva, co moze skreslovat realny epidemiologicky stav
na Slovensku.

Imunita indukovana vakcinou v priebehu zivota klesa a pri
nedostatocnom preockovani poCet vnimavych oséb stupa.
Na zaklade sérologickej Studie bolo zistené, ze 20 — 60 %
svetovej populdcie ma protilatky proti diftérii pod minimal-
nou ochrannou hladinou®®. V pripade, Ze dojde k nérastu
poctu takto nachylnych obyvatelov, existuje redlne nebezpe-
¢enstvo vypuknutia epidémie. Aby sa tomu zabranilo, je ne-
vyhnutnd dobrd a rychla spolupraca klinickych lekarov, epi-
demioldgov a socialnych pracovnikov. Ti by mali kooperovat
v rychlej diagnostike a manazmente jednotlivych pripadov
ochorenia, vo vySetreni osob, ktoré boli v kontakte s pacien-
tom a imunizacii vybranych skupin obyvatelstva s cielom
predist sekundarnym nakazam?®,

Hrozbou pre zdravie populdcie okrem toxickych kme-
nov su kmene, ktoré nesu tox gén, avSak neprodukuju toxin.
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K expresii tohto génu nedochadza v dosledku delécie ale-
bo inzercie nukleotidu na A podjednotke(”. Za urcitych okol-
nosti moze byt bakteriofag neaktivny (vysoka koncentracia
Zeleza), respektive nemusi dojst k expresii tox génu (inzercia
bakteridlnej DNA v géne difterického toxinu). Po expozicii ly-
zatu dvoch inych netoxigénnych kmerov sa moze stat taky-
to kmen toxigénnym v dosledku rekombinacie jeho DNA. To
znamena3, Ze pritomnost netoxigénnych kmenov v populacii
predstavuje redlne nebezpecenstvo pre ich moznu konverziu
na toxigénne kmene('®,

Dalsim zdrojom nebezpeénej infekcie mézu byt druhovo
pribuzné patogény zvierat, akymi su Corynebacterium pseu-
dotuberculosis a Corynebacterium ulcerans. Oba druhy mézu
obsahovat beta-bakteriofag s tox génom, ktory je schopny ly-
zovat vSetky tri druhy a nasledne infikovat netoxické kmene
Corynebacterium diphteriae.

V stcasnosti okrem toxickych kmenov, ktoré mézu byt do
nasej krajiny zavlecené z endemickych regiénov vratane kra-
jin vychodnej Eurépy, narasta vyskyt netoxickych, ale invaziv-
nych kmernov napriek vysokej zaoCkovanosti. Takéto kme-
ne s schopné vyvolat endokarditidu, artritidu, bakteriémiu
Ci osteomyelitidu. Na rozdiel od toxickych kmenov za vys-
Siu invazivitu netoxickych kmenov nie su zodpovedné bak-
teriofdgy nesuce gén, ale génové lokusy na chromozéme
baktérie. Preto je potrebné sledovanie molekulovych zmien
v cirkulujucich kmenoch, v ktorych méze narastat invazivita
a patogenita. Na zaklade tychto poznatkov by bolo mozné
nasledne vyvinit novu vakcinu proti netoxickym, avsak inva-
zivnym kmenom?,

Zaver

Zachyteny kmen Corynebacterium diphteriae izolovany
z nazofaryngu maloletého pacienta bol identifikovany NRC
pre diftériu ako toxicky. Na zaklade diagndzy a epidemio-
logickej analyzy bol tento pripad vyhodnoteny ako vyskyt
asymptomatického nosi¢stva. Vzhladom na to, Ze ide o rizi-
kového pacienta s razStepom podnebia, s pravdepodobnym
kontaktom s osobami z endemickych oblasti a moznou kle-
sajlicou postvakcina¢nou imunitou, je vhodné sledovat toh-
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Nalez marker chromozému u dietata s Cat-eye syndromom (kazuistika)

Katarina Téthova', Alena Zakovicova', Gabriel Minarik', Dagmar Landlova', Erika Tomkova',
Miroslav Tomka', Ludka Wlachovska?, Gabriela Hrckova3, Peter Krizan', Renata Lukackova'

'Lekarska genetika, Medirex, a. s., Bratislava
2Qddelenie patologickych novorodencov, 1. detska klinika, DFNsP a LF UK, Bratislava
3Pracovisko genetickej diagnostiky Detskej kliniky LF UK a DFNsP, Bratislava

Cat-eye syndrom (CES) je vzacne genetické ochorenie. Zdravi jedinci s normalnym karyotypom maijui dva nor-
malne akrocentrické chromozémy 22, ktoré sa skladaju z kratkeho ramena 22p, centroméry a dlhého ramena
22q. U jedincov postihnutych CES je kratke rameno a ¢ast dlhého ramena chromozému 22 pritomné v Styroch
képiach. Touto parcidlnou tetrazomiou regionu 22p-22q11.21 vznika maly nadpocetny bisatelitovy marker chro-
mozém. V zriedkavych pripadoch je tento regién pritomny v 3 képiach (parcidlna trizémia). Podla miesta zlomu
na chromozdéme 22 rozliSujeme 2 typy CES. Prejavy vo fenotype variruju, u kazdého postihnutého su vsak pritom-
né 3: preaurikuldarne vyrastky, atrézia anu a kolobém duhovky. V nasej kazuistike sa zaoberame pripadom novo-
rodenca s Cat-eye syndromom 1. typu.

Klicové slova: Cat-eye syndrém, bisatelitovy marker chromozom, geneticka diagnostika

Finding of a marker chromosome in a child with Cat-eye syndrome (case study)

Cat-eye syndrome (CES) is a rare genetic disease. Individuals with normal karyotype have two normal acrocen-
tric chromosomes 22, which are composed of a short arm 22p, centromere and long arm 22q. In individuals with
CES, the short arm and a small region of the long arm of chromosome 22 are present in four copies. Resulting
in partial tetrasomy of region 22p-22q11.21 that appears as small supernumerary bisatellited marker chromo-
some. In a small proportion of cases with CES, this region is present in three copies (partial trisomy). CES is di-
vided into two types depending on the breakpoint site. The symptoms vary widely, but all individuals are char-
acterised by the presence of three symptoms: preauricular pits, anal atresia and iris coloboma. Here we report
a case of a newborn patient with Cat-eye syndrome type 1.

Keywords: Cat-eye syndrome, bisatellited marker chromosome, genetic diagnostics

Newslab, 2019; roc. 10 (2): 107 - 110

Uvod

Cat-eye syndrom, nazyvany aj Schmidov-Fraccarov syn-
drém (OMIM 115470), je vzacne genetické ochorenie, ktoré-
ho prevalencia je 1: 500000 - 1 : 150 000. Ochorenie bolo
nazvané podla typického tvaru macacieho oka®™.

Zdravy jedinec ma dva normalne akrocentrické chro-
mozomy 22@. U pacientov postihnutych CES je pritomny
maly nadpocetny bisatelitovy marker chromozém inv du-
p(22pter-22q11) (sSMC — small supernumerary marker chro-
mosome) (obrazok 1). SSMC st malé chromozémy s abnor-
malnou Strukturou, ktoré sa konvencnou cytogenetickou
metddou nedaju identifikovat. Velkostou su rovnaké ale-
bo mensie ako 20. chromozém®. U pacientov s CES vzni-
kd nasledkom parcidlnej tetrazémie regiénu 22p-22q11.21,
v zriedkavych pripadoch nasledkom parcidlnej trizémie ale-
bo intrachromozémovej triplikacie tohto regionu®. Existuju
2 typy marker chromozému, ktoré sa delia na zaklade bo-
du zlomu. Pri 1. type (Castejsi) bod zlomu zahfia iba region
CESCR (Cat-eye syndrome critical region), kym pri 2. type
okrem CESCR region kriticky pre DiGeorge syndrom®.

Pre pacientov s CES su typické 3 klinické prejavy: preau-
rikuldrne vyrastky, atrézia anu a kolobdm duhovky. M6zZu sa

tiez pridruzit d'alSie priznaky ako abnormality oblic¢iek, srd-
ca, intelektualne postihnutie a zaostavanie v raste®. Ocho-
renie vo vacsine pripadov vznika sporadicky pri dozrievani
vajicka alebo spermie. Len v zriedkavych pripadoch ide o zis-
kany geneticky syndrém. V takom pripade je jedinec prena-
§ac asymptomaticky s nadpocetnym marker chromozémom
v mozaikovej forme, ktory sa méze preniest na potomkov®.

Obrazok 1. Mechanizmus vzniku nadpocetného bisatelitového
marker chromozému (sSMC)
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Diagnostika CES sa zacina na zaklade charakteristickych
prejavov a symptomov po narodeni dietata. Genetické testo-
vanie sa vykonava s cielom potvrdenia diagnézy. Geneticka
analyza zahrfna cytogenetické vysSetrenie karyotypu, fluores-
cenénu in situ hybridizaciu (FISH) a komparativnu gené-
movu hybridizaciu (arrayCGH). V niektorych pripadoch mé-
Ze byt CES diagnostikovany v prenatalnom obdobi, ak sa
na ultrazvuku zachytia podozrivé nalezy. Vtedy sa genetic-
ky vySetri plodova voda, v skorsich stadiach gravidity chorio-
vé klky. Lie¢bu postihnutych jedincov manazuje tim lekarov
z roznych medicinskych odborov, pretoze su postihnuté roz-
ne systémy. Progndza pacientov s CES variruje a zavisi od
pritomnych symptomov®).

Kazuistika

Prezentujeme pripad mesacného chlapceka hospitalizo-
vaného na Neonatalnej klinike intenzivhej mediciny LF UK
a NUDCH. Pacient mal nasledujtce priznaky: kolobém du-
hovky aj cievovky (obrazok 2), atréziu anu a rekta, preauriku-
larne vyrastky (obrazok 3), bilateralnu poruchu sluchu, fora-
men ovale apertum a ductus arteriosus patens. Na rtg. bol
zisteny razstep hrudného stavca a strukturalne zmeny stav-
cov driekovej oblasti, na ultrazvuku obliciek bilateralna dila-
tacia odvodného systému I. — Il. stupna.

Chlapcek sa narodil v termine z 3. tehotenstva nepribuz-
nych rodi¢ov s potvrdenou trizémiou 21. chromozému v ro-
dinnej anamnéze. 1. dieta je zdravé, 2. tehotenstvo bolo

Obrazok 2. Kolobém duhovky acievovky

ukoncené pre potvrdenu volnd trizémiu 21. chromozému.
Tretie tehotenstvo prebiehalo fyziologicky. Vzhladom na vek
matky a pozitivhu rodinnd anamnézu, druhotrimestrovy skri-
ning ukazal zvy$ené riziko (1 : 55) trizémie 21. chromozému.
Vek bol vy$$i u matky (42) aj u otca (43) dietata, Co sa spdja
s0 zvySenym rizikom vzniku de novo mutacie. Podl'a meto-
dického pokynu SSLG (Slovenska spoloc¢nost lekarskej gene-
tiky)® pre prenatélnu geneticku diagnostiku u tehotnej bola
na zaklade pozitivneho druhotrimestrového skriningu, veku
aj pozitivnej rodinnej anamnézy indikovana prenatalna ge-
neticka diagnostika, ktort v8ak odmietla. Vyuzila moznost
neinvazivneho prenatélneho testovania (NIPT) zaloZzeného
na analyze cirkulujucej DNA z krvi tehotnych zien, Trisomy
test PLUS. Testom neboli odhalené aneuploidie chromozé-
mov 13, 18, 21, aneuploidie pohlavnych chromozémov ani
vyznamné mikrodelécie zodpovedné za vybrané mikrodelec-
né syndrémy sledované Trisomy testom PLUS. Ako nahodny
nalez bola pozorovana duplikacia Useku z 22. chromozému
v rozsahu 1,12 Mb (na rozhrani oblasti 22q11.1-q11.21), ta
vSak nebola reportovana s ohl'adom na validovany detekény
limit metddy Trisomy test PLUS na urovni 3 Mb.

Metédy

Po genetickej konzultacii bola vzorka periférnej krvi pa-
cienta odoslana na nase oddelenie s podozrenim na diag-
nézu CES. Vyuzili sme viaceré dostupné genetické vysSetro-
vacie metddy, ktoré nam dopomohli k upresneniu diagndzy.

Obrazok 3. Preaurikularny vyrastok

Obrazok 4. Karyotyp 47,XY,+mar
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Cytogenetickym vysSetrenim karyotypu (obrdzok 4) zo
vzorky periférnej krvi sme zachytili nadpocetny marker
chromozém (47,XY,+mar). Pre podozrenie na CES sme tento
vysledok na potvrdenie diagnézy doplnili FISH analyzou pou-
Zitim sondy XL Acro-p (MetaSystems) hybridizujlcej ku krat-
kym ramendm akrocentrickych chromozémov (obrazok 5).
Zistili sme nadpocCetny marker chromozém, ktory pozosta-
va z dvoch akrocentrickych regidnov. Na potvrdenie, ze ide
0 Usek z 22. chromozédmu, sme pouzili sondu Vysis DiGeorge
Region Probe — LSI TUPLE 1 SO/LSI ARSA SG (Abbot), ktora
hybridizuje k DiGeorge kritickému regiénu 22q11. Vysledok
bol negativny. AZ metdédou arrayCGH sme zachytili tetra-
zémiu chromozdémovej oblasti 22q11.1-q11.21 vo velkos-
ti 1,5 Mb, ktord je typickd pre Cat-eye syndrém (obrazok 6).
Tym sme potvrdili, Ze nadpocetny marker chromozém tvoria
dve képie kritického regiénu pre CES. Tento region zahfna 22
génov (XKR3,IL17RA, CECR2, SLC25A18, ATP6V1E1, BID, MI-
CAL3, PEX26, TUBAS, USP18, psiTPTE22, HSFY1P1, GAB4,
CECR7, CECR6, CECRS5, CECR4, CECR1, BCL2L13, MIR3198,
MIR648, FLJ41941), ktorych duplikaciu interpretuje databa-
za Decipher ako patogénne. Diagnéza CES bola potvrdena.
Nasledne sme vysetrili karyotyp obidvoch rodicov s fyziolo-
gickym vysledkom. U pacienta sa tento marker chromozém
objavil de novo.

Diskusia

Cat-eye syndréom je zriedkavé genetické ochorenie, ktoré-
ho incidencia je 1: 50000 — 1: 150 000 Zivonarodenych de-
ti. Pacienti vo vacsine pripadov maju dobru prognézu pre-
zivania(?. Typickymi symptoémami ochorenia st kolobom
duahovky, andlne malformacie a preaurikularne vyrastky v ob-
lasti ucha. Dal$imi prejavmi CES su anomadlie postihujlce

Obrazok 5. FISH — sonda XL Acro-p (MetaSystems) hybridizuje
skratkymi ramenami vsetkych [udskych akrocentrickych chromo-
z6émov. Na obrazku vidiet nadpocetny marker chromozém s pri-
tomnostou 2 akrocentrickych regiénov

oCi, usi, kardiovaskuldrny systém a urogenitalny trakt. VSet-
ky opisované symptédmy boli pritomné aj u nasho probanda.
Pretoze iSlo o novorodenca, intelektudlne postihnutie nebo-
lo mozné zatial presne urcit. Nadpocetny marker chromo-
z6m vznika vacsinou sporadicky®?”, ¢o dokazuje aj v naSom
pripade fyziologicky karyotyp u oboch rodi¢ov s normalnym
fenotypom. U obidvoch bolo vySetrenych 50 metafaz, takze
mozaikovu formu nadpocetného marker chromozému sme
s vysokou pravdepodobnostou vylucili.

V praci opisujeme vzdacny pripad Cat-eye syndromu, ktory
sme na nasom oddeleni zachytili prvykrat. Po cytogenetickej
analyze karyotypu a naslednej FISH sme identifikovali maly
nadpocetny bisatelitovy marker chromozdm (sSMC) v kazdej
vySetrenej metafaze. V literature sa opisuje, ze vznika tetrazé-
miou regionu 22q11.1-q11.21®, ¢o sme v naSom pripade tiez
potvrdili metdédou arrayCGH. Tento Usek sa nachadza tesne
pod regionom, kde hybridizuje FISH sonda pre kritick oblast
DiGeorge syndromu. Podla dostupnej literatury® prave tento
region je zodpovedny za vznik CES. Tak sa nam podarilo roz-
lisit, o ktory typ CES ide. U malého pacienta sme potvrdili 1.
typ CES. Prenatdlne bola sice metédou NIPT detegovana du-
plikacia na 22. chromozéme v oblasti 22q11.1-q11.21, ta vSak
pre svoju velkost (1,12 Mb), ktora bola vyrazne mensia ako
validovany detek¢ny limit metodiky (3 Mb), nebola reportova-
nd. V sucasnosti prebieha validacia a zavedenie novej kom-
plexnejsej verzie Trisomy testu, ktorého sticastou bude nastroj
na podporu klinickej interpretacie nestandardnych nalezov

Obrazok 6. ArrayCGH — detegovana tetraploidia chromozémo-
vej oblasti 22q11.1-q11.21 velkosti 1,5 Mb zahfriajuca 22 génov
spatogénnym efektom. Oblast centroméry a kratkeho ramena 22.
chromozému nie je pokryta prébami, preto nerovnovahu uvede-
nych oblasti nemozno zachytit
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detegovanych v ramci NIPT na drovni celého genému. Vd'aka
zavedeniu tohto podporného nastroja do rutinnej praxe by ma-
li byt reportovatelné aj v sticasnosti nereportované detegova-
né aberacie so zretelom na ich potencidlne patogénny vplyv
na vyvoj plodu. Tehotna odmietla invazivny odber plodovej vo-
dy a vybrala si metddu NIPT, ktora riziko trizomie 21. chro-
mozdému vylicila. Ak by bola vykonanda PGD, diagnéza CES by
mohla byt jednoznacne zistena uz v prenatalnom stadiu. Na
uvedenom pripade chceme demonstrovat potrebu kombina-
cie roznych genetickych a molekularnych metdd umoznuju-
cich stanovenie priciny vel'mi zriedkavych genetickych portch,
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Zaver

Cat-eye syndrom je vzacne genetické ochorenie postihuju-
ce hlavne o¢i, usi a trdviaci trakt. Pouzitim réznych molekular-
nogenetickych metdd bolo mozné postnatalne identifikovat
kauzalnu chromozémovu aberaciu u probanda vykazujuceho
symptémy tohto velmi zriedkavého genetického ochorenia,
ku ktorému je v literatdre opisanych celosvetovo len zhruba
100 pripadov.
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Colonic mucosal Schwann cell hamartoma with tactile corpuscle-like
bodies: a case report

Michal Zamecnik'?, Jozef Kuruc?®

'Agel, a. s., Laboratory of Surgical Pathology, Novy Ji¢in, Czech Republic
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Bratislava, Slovak Republic

3Medicyt, s. r. 0., Laboratory of Surgical Pathology, Trencin, Slovak Republic

A rare case of colonic mucosal Schwann cell hamartoma with tactile corpuscle-like bodies is described. It was
a4 mm polyp removed by colonoscopy in a 67-yr-old female patient without personal/family history of inherited
syndrome. The lesion contained vague fascicles of bland Schwann cells and several tactile corpuscle-like bod-
ies. Inmunohistochemically, it expressed strongly S100 protein and SOX10, and it was negative for CD34, EMA,
alpha-smooth muscle actin, CD99, CD56, chromogranin A, synaptophysin, c-kit, DOG1, and calretinin. This case
supports an opinion that mucosal Schwann cell hamartoma and mucosal tactile corpuscle-like bodies of the
gastrointestinal tract share a common histogenesis and that they represent a morphologic spectrum of a sin-
gle entity.

Keywords: colon, mucosal Schwann cell hamartoma, tactile corpuscle-like bodies, immunohistochemistry

Hamartom zo Schwannovych buniek v sliznici hrubého creva: popis pripadu

Popisany je pripad hamartdmu zo Schwannovych buniek hrubého ¢reva, s tvorbou meissneroidnych teliesok.
Jednalo sa o 67-ro¢nu zenu, ktord nemala klinické znamky ani rodinni anamnézu svedciace pre dediény syndrom
s neuronalnymi proliferaciam (neurofibromatéza, MEN, adenomatézna polypéza). Pri kolonoskopii bol odstrane-
ny 4 mm-ovy polyp sigmy. Histologicky obsahoval vretenobunkovt struktiru Schwannovych buniek, s malo po-
cetnymi meissneroidnymi telieskami. Imunohistochemicky bola lézia silne pozitivha na S100 protein a SOX10.
Negativne boli CD34, EMA, alfa-hladkosvalovy aktin, desmin, CD99, CD56, chromogranin A, synaptofyzin, c-kit,
DOG1 aKkalretinin. Pripad podporuje v nedavnej literature prezentovany nazor, ze mukézny hamartém zo Schwan-
novych buniek a meissneroidné telieska sliznice GIT-u maju spolo¢nu histogenézu a reprezentuji morfologické
spektrum jedinej lézie.

Klticové slova: hrubé ¢revo, mukdézny hamartom zo Schwannovych buniek, meissneroidné telieska, imunohis-

tochémia

Newslab, 2019; ro¢. 10 (2): 111 - 113

Introduction

In 2009, Gibson and Hornick described a novel and rare
colonic Schwann cell lesion that differs from already well-
known neural lesions of the gastrointestinal tract, such as
neurofibroma, schwannoma, ganglioneuroma, perineurioma
and mucosal neuroma®. They termed it mucosal Schwann
cell hamartoma (SCH). Subsequently, additional cases were
published®®. In the same year, Myisidis et al. described in
gastric mucosa another neurogenic lesion which consists of
tactile-like corpuscles®. A few similar cases found in colon-
ic mucosa and in other gastrointestinal locations were de-
scribed afterwards®'9. Quite recently, Cereilo Munoz et al.
added further 9 cases and they labeled the lesion ,tactile
corpuscle like bodies of the mucosa“(". In this study, the au-
thors shortly mention a possibility that tactile corpuscle like
bodies could represent a variant of SCH. This is supported
by one published case of SCH by Ferro de Beca et al. who
described ,tactoid body features” in the lesion?. We would
like to demonstrate an additional SCH that contains tactile
corpuscle like bodies. This observation supports further the
opinion that SCH and tactile corpuscle like bodies are closely

interrelated from histogenetic point of view and that both le-
sions may represent a morphologic spectrum of a single
entity.

Case report

A 4-mm-sized polyp of the sigmoid colon was found in
a colonoscopy of a 67-year-old female who has no signifi-
cant family history of other neuronal lesions or inherited syn-
dromes. The reason for colonoscopy was positive fecal oc-
cult blood test and anemia.

Histologically, the polyp showed a poorly circumscribed
proliferation of bland appearing spindle cells in the lami-
na propria, separating the crypt architecture (Figure 7). The
cells formed small plexiform nests and short ill-defined fas-
cicles. Some of the nests showed concentric and lamel-
lated arrangement of the cells, resembling closely that of
Wagner-Meissner tactile body (Figure 1c). Nuclear atypia,
pleomorphism, or mitoses were not observed. A few colon-
ic crypt of the lesion were hyperplastic, with serrated mor-
phology. On immunohistochemical staining, the spindle cells
displayed a strong and diffuse positivity for S-100 protein
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Figure 1. Histological features of Schwann cell hamartoma with
tactile corpuscle-like bodies. (a, b) Bland appearing Schwann ce-
Il proliferation in the mucosa forms ill-defined cell nests and fas-
cicles. (c) At high power, some of the cell nests showed resem-
blance to Wagner-Meissner body.

Figure 2. Inmunohistochemical features of Schwann cell hamar-
toma with tactile corpuscle-like bodies. (a, b) Positivity for S100
protein and SOX10 are shown, respectively. (¢c) CD34 is limited to
the vessels and it is negative in the cells of the lesion.
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(polyclonal, DAKO) and SOX10 (clone EP268, Cell Marque)
(Figure 2). They were negative for following antibodies: CD34
(QBend/10, prediluted, Biogenex) (Figure 2c), EMA (E29, pre-
diluted, Biogenex), synaptophysin (Snp88, prediluted, Bio-
genex), alpha-smooth muscle actin (1A4, DAKO), CD99 (013,
Ventana), CD56 (123C3, DAKO), chromogranin A (DAK-A3,
DAKO), c-kit (polyclonal, DAKO), DOG1 (SP31, Cell Marque),
and calretinin (DAK-Calret1, DAKO).

Discussion

In our case, the tumor was composed of Schwann cell
proliferation with features typical of SCH®, i.e., non-circum-
scribed mucosal lesion composed of vague ill-defined fasci-
cles of bland S100 protein positive spindle cells. In addition,
some plexiform foci of the tumor formed lamellated struc-
ture with morphology of tactile corpuscle like bodies, as de-
scribed by Myisidis and Cereilo Munoz at al.5". Our case is
quite similar to the case of SCH with tactoid body features
described by Ferra et al.(?. Both cases indicate that SCH and
tactile corpuscle like bodies may represent a single entity
and that tactile corpuscle like bodies of the mucosa can be
regarded as a special form of SCH. By reading of previous
reports of SCH, we have realized that some of these studies
show in SCH structures similar to the tactile corpuscle-like
corpuscles, and therefore the cases could be considered to
be SCHs with tactile corpuscle like bodies. Ortiz et al® in their
figures 1 and 2, and Han et al® in their figure 1C depict round
Schwann cell nests with lammellated cell arrangement which
is quite similar to that of Wagner-Meissner corpuscle. In ad-
dition to this morphologic overlap between SCH and tactile
corpuscle like bodies, it is apparent that both lesions overlap
also from clinical point of view. They both appear to be re-
active non-neoplastic, and all published cases lacked an as-
sociation with known syndromes with gastrointestinal nerve
sheath cell proliferations, such as type 1 neurofibromatosis
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