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Editorial

Mili priatelia, mili Citatelia,

stretdvame sa po prvom roku pandémie. Po roku, ktory zmenil nase zivoty. Veci,
cinnosti a moznosti ktoré sme eSte pred rokom a pol povazovali za samozrejmé
a bezné, sa zrazu stali nepredstavitelnymi a nedosiahnutelnymi. Mnohi z nas sa stretli
s pandémiou zocCi-voci a pocitili na vlastnej kozi jej silu a nasledky. Aj ked' uz v minulosti
mnohi odbornici varovali, ze infek¢né choroby tu su a je len otdzka ¢asu, kedy sa vacsia
pandémia prejavi v celosvetovom rozsahu, neCakali sme to.

Posledna velka pandémia, ktora zasiahla takmer vSetkych, sa odohrala pred 100
rokmi. Bolo to obdobie po 1. svetovej vojne, charakteristické ndvratom velkého
poctu vojakov domov. Boli oslabeni, cestovali ¢asto v nevyhovujicich podmienkach,
za nedostatocnej hygieny, vo vacsich skupinach. Vytvorili sa tak idedlne podmienky
na Sirenie infekénej choroby. Bolo to obdobie charakteristické aj tym, Ze nie vSetky
informdcie sa dostavali dostato¢ne medzi ludi. Poznatky sa posuvali pomaly. Odvtedy
sa vela veci zmenilo. DIho sme Zili v pokoji a spokojnosti. Naucili sme sa nevnimat
rizika ani mnohé choroby okolo nas, stali sa takymi vzdialenymi. Epidémie SARS, MERS ‘
alebo eboly sa nas vlastne netykali. Boli daleko. Boli akoby z vedecko-fantastického §
filmu. Preto sme neboli pripraveni na vSetky zmeny, ktoré prisli. Mozno aj preto ich -
doteraz mnohi popieraju.

Ten rok a pol pandémie ubehol velmi rychlo. Vel'a sa toho zmenilo. Kym pred rokom sme o tomto viruse vedeli malo, dosiahli
sme nepredstavitelny pokrok. Vidime, Zze mame vedecké schopnosti, odborné a technické kapacity a silu na takéto hrozby
reagovat. Je skvelé, Ze aj u nds mame vedecké timy, ktoré dokazu drzat krok so svetovymi kapacitami.

V sucasnosti uz virus nepredstavuje taki neznamu. Pozname jeho vlastnosti. Dopodrobna bol zmapovany. A ukazalo
sa nepredstavitelné. Za rok dokazali vedci pripravit, otestovat a do realnej klinickej praxe zaviest vakciny, ktoré dokazu priebeh
choroby zvratit. Je GZasné, Ze za taky kratky ¢as sme ziskali do ruk takého mocného pomocnika.

Zijeme v dobe informécii, $iria sa jednoducho a rychlo. Rovnako rychlo a mozno aj jednoduchsie sa $iria i dezinformacie.
Ovplyviuju chapanie ludi, menia ich myslenie aj spravanie. Kym v minulosti boli informacie nedostupné, v si¢asnosti sme
zavaleni ich mnozstvom. Nie je vobec jednoduché sa medzi nimi orientovat. Nie je vobec jednoduché odlisit tie, ktoré
sl nespravne, pripadne priamo zavadzajlce. Praca s informaciami sa stdva dolezitou sticastou nasho Zivota, musime
sa ju naucit my a musime ju naucit aj nové generacie. Prispejeme spolo¢ne k vyvracaniu mytov a nepravd, hladajme vs$etky
cesty, ako pomoct ludom orientovat sa v tom, ¢o sa okolo nich deje. Je to jedina cesta, ako nas vSetkych posunut dale;j.

Préve tu maju svoje nezastupitelné miesto odborné &asopisy. Casopisy, ktorych ¢lenovia redakénych rad, ako aj autori
odbornych préc a ich recenzenti su zarukou kvality informacii.

Dostali sme do ruk prvé Cislo ¢asopisu Newslab v roku 2021. Verim, ze v hom kazdy najde to, ¢o ho zaujima. Mozete
si precitat zaujimavé informécie o genetickej variabilite virusu SARS-CoV-2 aj o morfologickych zmenéch, ktoré vyvolava.
Viaceré ¢lanky sa venuju novym zaujimavym markerom nadorovych chordb. Dalie témy s orientované na hematologicku
a infektologicku problematiku. Som presvedceny, ze spracovanie a obsah tychto ¢lankov vas zaujmu.

Prajem poucné Citanie.

MUDr. Pavol Janega, PhD.
riaditel MEDIREX GROUP ACADEMY
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Povodné prace

Porovnanie analyzy dostickovych glykoproteinov v celej krvi a v plazme
bohatej na dosticky.

Ingrid Skoriiova', Jan Stasko', Jifi Sinkora?, Peter Kubisz', Lubica Agricolova', Monika Brunclikova'
"Narodné centrum hemostazy a trombdzy, Klinika hematoldgie a transfiziologie,

Jesseniova lekarska fakulta UK, Univerzitna nemocnica Martin, Slovensko

2Becton Dickinson Czechia, s. . 0., Praha, Ceska republika

Na povrchu membrany krvnej dosticky sa nachadza velké mnoZstvo receptorov, ktoré slizia na zachytenie sig-
nalu, zabezpecuju jeho prenos a podielaju sa na prestupe latok cez membranu. Pomocou prietokovej cytomet-
rie mdzeme merat cirkulujice neaktivované, ale aj aktivované krvné dosticky. Nasim cielom bolo zistit, ¢i me-
téda stanovenia dostickovych glykoproteinov v plazme bohatej na dosticky (platelet rich plasma, PRP), ktora je
povazovana za zlaty Standard analyzy trombocytov, sp6sobuje zvySenie povrchovej expresie antigénu CD62P.
V ¢lanku uvadzame vlastné skisenosti ziskané porovnanim analyzy dostickovych glykoproteinov vo vzorkach
celej krvi av PRP.

Klacové slova: dostickové glykoproteiny, prietokova cytometria

Comparison of platelet glycoprotein analysis in the wholeh blood and plasma rich in platelets

The membrane of a platelet is rich in receptors mediating signal sensing and transmission and participating in
substance transport across the membrane. Flow cytometry can measure the circulation of non-activated as well
as activated platelets by qualitative and/or quantitative analysis of surface markers expressed at a certain lev-
el during the life cycle of platelets. We aimed to determine whether the method of measurement of the platelet
glycoproteins expression in the platelet-rich plasma (PRP) results in altered expression of the CD62P activation
antigen on the platelet surface. In this article, we present our own experience. We compare platelet glycoprotein

analysis in whole blood and PRP.
Keywords: platelet glycoproteins, flow cytometry

Newslab, 2021;ro¢. 12(1):5-7

Uvod

Krvné dosticky su bezjadrové dlomky cytoplazmy vzni-
kajuce z megakaryocytov v kostnej dreni. Dennd produkcia
krvnych dosticiek je 1,2 — 1,5 x 10", v periférnej krvi sa na-
chadzaju v priemernom pocte 150 — 400 x 10°%/1 a maju ob-
jem 6 — 12 fI®, V panoptickom krvnom natere sa zobrazu-
ju dosticky ako ovalne alebo okruhle objekty s priemernou
velkostou 1,5 = 3 um. V ich strede sa nachadzaju ¢erveno-
fialové granuly (granuloméry) obklopené jemne bazofilnou
cytoplazmou (hyaloméra), ktora je ohranicena plazmatickou
membranou®.

Na povrchu membrany krvnej dosticky sa nachadza velké
mnozstvo receptorov, ktoré slizia na zachytenie signalu, za-
bezpecuju jeho prenos a podielaju sa na prestupe latok cez
membranu. Popri beznych membranovych receptoroch ma-
ju na povrchu dostiCiek doélezitu ulohu glykoproteiny. Zme-
ny Struktury a funkcie glykoproteinov krvnych dostiCiek mo-
Zu spbsobovat poruchy zrazania krvi®. Biologické procesy
regulované dostickami su tiez sprostredkované membra-
novymi glykoproteinmi (GP), ktoré sa oznacuju rimskymi
Cislicami, a ich podskupiny malymi arabskymi pismenami.
V slcasnosti je znamych viac ako 50 membranovych gly-
koproteinov, pricom kazdy glykoprotein po obsadeni svoj-
ho vazbového miesta zabezpecuje priebeh urcitého deja. Na

membrane sa nachadzaju aj receptory sliziace na naviaza-
nie aktivacnych a stimulacnych latok koagulacie®.

P-selektin, GMP-140 (CD62P) je membranovy glykoprote-
in granul krvnych dostiCiek, patri k adhezivnym molekulam.
V pokojovom stave sa nachadza v membranach a-grandl
a v endoteli vo Weibelovych-Paladeho telieskach. Po akti-
vacii je P-selektin uvolneny z granil. Pokojové dosticky ex-
primuju asi 1 000 molekul P-selektinu, aktivovanych je viac
ako 10 000 molekul. Exponovany P-selektin sa zUCastiu-
je na eliminacii aktivovanych krvnych dosticiek z cirkulacie
a sprostredkuje adhéziu neutrofilov a monocytov na tromby
a endotelové bunky®?).

Prietokova cytometria je proces, ktory umoznuje kvalita-
tivnu a kvantitativnu analyzu optickych a fluorescen¢nych
vlastnosti jednotlivych buniek alebo inych ¢astic v suspenzii.
Prietokovy cytometer sa sklada z fluidného, optického a po-
CitaCového systému. Vysledkom analyzy je v nasom pripade
graficky znazornend (ko)expresia povrchovych glykoprotei-
nov v populdcii krvnych dosticCiek a dostupna suhrnna $ta-
tistika. S ciefom posudit aktivaciu krvnych dosticiek moze-
me pouzit testovanie povrchovej expresie aktivacného znaku
CD62P pomocou vazby fluorescenéne znacenej monoklonal-
nej protilatky namierenej proti tomuto antigénu, vizualizova-
nej prietokovou cytometriou.
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Povodné prace

Le Minh a kolektiv sledovali prvé priznaky aktivacie trom-
bocytov po indukcii ADP a porovnali dve metddy zalozené na
morfologickych a biochemickych markeroch®. Skenovacia
elektrénova mikroskopia krvnych dostiCiek sa uskutocnova-
la paralelne s prietokovou cytometriou, aby sa kvantifikova-
la povrchova expresia P-selektinu, aktivneho allbB3-integrinu
a fosfatidylserinu. Na zaklade ziskanych vysledkov boli sle-
dované zmeny tvaru najcitlivejSie na nizku koncentraciu ADP
v porovnani s biochemickymi markermi v nasledujicom po-
radi citlivosti: morfologické zmeny > vazbova kapacita fibri-
nogénu > expresia P-selektinu > expozicia fosfatidylserinu.
Tieto vysledky poukazuju na vyssiu citlivost krvnej dostic-
ky a vyhody vyuzitia prietokovej cytometrie na detekciu po-
vrchovej expresie P-selektinu ako markera aktivacie krvnych
dosticiek.

Vyuzitie prietokovej cytometrie zamerané na Stidium pro-
koagulacnych krvnych dostiCiek v pokojovych a agonistom
stimulovanych podmienkach v celej krvi a premytych krvnych
dosticiek l'udskych a mysich vzoriek opisuje vo svojej praci
Than a kol.®.

VySetrenia glykoproteinov trombocytov maji vyznam
v posudzovani stavov s trombocytovou hypo- a hyperreaktivi-
tou a pri diferencialnej diagnostike trombocytopénii. Znizena
expresia GPIIb/llla, t. j. CD41/CD61, sved&i o Glanzmanno-
vej trombasténii, pri znizenej expresii GPIb/V/IX, t. j. CD42b/
CDA42a, ide o Bernardov-Soulierov syndrém. V uvedenych pri-
padoch ide o hereditarne trombocytopénie, ale vySetrenie
glykoproteinov trombocytov sa odporuca aj pri stavoch s ich
hyperreaktivitou (aterosklerotické cievne ochorenia, diabe-
tes mellitus, arteridlne a vendzne trombdzy, umelé chlopne,
chronické zapalové ¢revné ochorenia, systémové ochorenia)
alebo hyporeaktivitou (vrodené defekty receptorov trombo-
cytov, rendlne a hepatalne insuficiencie, esencialne trombo-
cytémie. Vacsinou sa hodnotia zmeny adhezivnych recep-
torov ako GPIb, t. j. CD42b/CD42a, GPIIb/GPllla, t. j. CD41/
CD61, a aktivacnych markerov GMP 140, t. j. CD62P, GP53,
1.j. CD63, trombospondinovy receptor CD36(%,

Material a metodika

Priprava vzorky
Vzorku krvi na analyzu dostickovych glykoproteinov sme
pacientom odobrali do jednorazovej vakutajnerovej skimav-
ky s antikoagulantom 3,2 % (0,109 mol/l) citrbnanom sodnym.
Skumavku s krvou sme centrifigovali pri 200 g 10 mindt.
PRP sme oddelili od krviniek do inej skiimavky.

Metéda

Dostickové glykoproteiny sme analyzovali na prietokovom
cytometri FACSVerse (Becton Dickinson and company, San
Jose, USA). Pre povrchovl imunofenotypizaciu sme pouzili
techniku dvojitého priameho znacenia fluorinovanymi mono-
klonalnymi protilatkami: anti-CD42a/FITC (clone SZ1, Beck-
man Coulter, San Diego, USA), anti-CD62P/PE (clone AC1.2,
Becton Dickinson).

Nasim cielom bolo zistit, ¢i metéda stanovenia dosticko-
vych glykoproteinov v PRP, ktord je povazovana za zlaty Stan-
dard, ovplyvnuje expresiu CD62P na dostickach. Vychadzali
sme z predpokladu, Zze plazmu bohati na dosticky pripravuje-
me centrifugaciou celej krvi, ¢im moZeme sposobit Ciastoc-

Obrazok 1. Porovnanie koexpresie CD42a a CD62P na krvnych
elementoch velkosti dostiCiek v celej krvi (A, C) a v PRP (B, D).
Bodové diagramy C a D ukazuju (ko)expresiu glykoproteinov
CD42a a CD62P na udalostiach z oblasti ,,dostic¢ky” v diagramoch
AaB.
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nu aktivaciu dostiCiek. Kazdému z 50 zdravych darcov krvi
bola stanovena expresia CD62P v celej krvi a sicasne v PRP.

Ako pozitivhu kontrolu sme pouzili aktivované krvné do-
StiCky, ktoré sme aktivovali ADP s finalnou koncentraciou 10
UM (CD42b-FITC/CD62P-PE). Ako negativnu kontrolu sme
pouzili izotypovu kontrolu 1IgG1/1gG2 (FITC/PE).

Vysledky

Obrazok 1 ukazuje spdsob analyzy a rozdiel medzi expre-
siou CD62P na dostickach charakterizovanych pomocou roz-
ptylovych parametrov (FSC a SSC, oblast ,dosticky”) a expre-
siou antigénu CD42a v celej krvi (A, C) a v PRP (B, D). Cisla
v jednotlivych kvadrantoch Statisticky v C a D vyjadruju per-
centualne zastupenie jednotlivych populdcii objektov z ob-
lasti ,dosticky”, zastupenie CD62P — pozitivnych dosticiek
bolo uréené ako 100 % x (%Q2)/(%Q2 + %Q4). V pripade uve-
denom na obrazku ¢. 1 spdsobila priprava PRP zdvojndso-
benie zastipenia CD42+CD62P+ dostiCiek v PRP vzorke
(16,7 %) v porovnani so vzorkou celej krvi (8,5 %).

Diskusia

Jednym z cielov prace bolo porovnat dve metédy analy-
zy krvnych dosticCiek, a to stanovenie expresie dostickovych
glykoproteinov v celej krvi a v PRP u zdravych darcov (v kon-
trolnej skupine).

Porovnanim oboch metéd na zaklade stanovenia koexpre-
sie CD42a/CD62P znazornené na obrazku 1 sme zistili Sta-
tistickli vyznamnost CD42a/CD62P v PRP oproti celej krvi
(P < 0,0005; graf 1).

Na zaklade ziskanych Statistickych vysledkov sa javi me-
téda stanovenia dostickovych glykoproteinov v celej kr-
vi praktickejSia a SetrnejSia pre krvné dosticky nez metdda
stanovenia v PRP. Porovnanim analyz expresie CD42a-FITC/
CD62P-PE v celej krvia v PRP v kontrolnej skupine sme zistili,
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Povodné prace

Graf 1. Porovnanie koexpresie CD42a/CD62P v PRP a v WB;
PRP - plazma bohata na dosticky, WB (whole blood) — celd krv
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Ze izolacia PRP vplyva na aktivaciu dostiCiek do takej miery,
ze rozdiel je oproti metdde v celej krvi Statisticky vyznamny
s hodnotou P [ 0,0005. Expresia CD62P na dostickach v PRP
je v porovnani s expresiou CD62P na dostickach v celej krvi
Statisticky vyznamne zvysena.

Zaver

Porovnanim analyz expresie CD42a-FITC/CD62P-PE v ce-
lej krvi a v PRP v kontrolnej skupine sme zistili, ze izolacia
PRP vplyva na aktivaciu dosticiek do takej miery, Ze rozdiel
je oproti metdde v celej krvi Statisticky vyznamny s hodnotou
P K 0,0005. Expresia CD62P na dostickach v PRP je v porov-
nani s expresiou CD62P na dostickach v celej krvi Statistic-
ky vyznamne zvySena.

Pouzitim metddy analyzy dostickovych glykoproteinov
v celej krvi sa priblizime podmienkam in vivo a minimalizuje-
me aktivaciu dostiCiek.

PRP_% CD42+CD62P+ in CD42P+ | 50 6,7 46 55 1,7 248
WB_% CD42+CD62P+in CD42P+ | 50 3,1 2,1 25 03 120

Wilcoxon test Z P
PRP vs WB 5777 0,000
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Expresia Tspan1 v adenokarcinéme prostaty

Andrea Janegova'?, Viktoria Bothova?, Michal Harmanos?, Marian Cvik3, Ilveta Kopecka'
'Patologicko-anatomické oddelenie, Fakultha nemocnica, Trnava

2Jstav patologickej anatémie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
SUrologicka klinika, Fakultna nemocnica, Trnava

Prediktivhy odhad agresivity adenokarcindmu prostaty je podkladom pre efektivny terapeuticky manazment pa-
cientov. Vyskum novych, spolahlivych a presnych biomarkerov je preto stéle aktualny. Tetraspanin 1 (Tspan1) bol
identifikovany ako jeden z génov v prostate asociovanych s tumorom. Praca je zamerana na hodnotenie imuno-
histochemickej expresie Tspan1 v adenokarcinémoch prostaty (CaP) a vo vzorkach benignej hyperplazie pros-
taty (BHP). VsSetky vysetrené vzorky boli pozitivne na Tspan1, BHP vsak vykazovala slabu, fokalnu a luminalnu
expresiu, kym v CaP bola pozitivita cytoplazmova, nizkej az vysokej miery expresie. Nadory s vysokym Gleasono-
vym skore (GS) a lokalne pokrocilé nadory vykazovali v porovnani s nadormi s niz§im GS a lokalizovanymi nador-
mi ¢astejSie nizsiu mieru expresie. Zistena spojitost znizenej expresie Tspan1 s vy$sim Gleasonovym skére a po-
krocilym stadiom choroby by naznac¢ovala negativny prognosticky potencial Tspan1 v adenokarcinéme prostaty.
Kl'icové slova: adenokarcindm prostaty, biomarkery, Tspan1

Tspan1 expression in prostatic adenocarcinoma

Accurate prognostic stratification of patients with prostatic adenocarcinoma is substantial for effective thera-
peutic management. Therefore identification of reliable biomarkers of prostate cancer aggressiveness is still an
actual topic. Tetraspanin 1 (TSPAN1) was found to be a tumour associated gene in prostate cancer. This study
focused on evaluating immunohistochemical Tspan1 expression in samples of prostate adenocarcinoma (CaP)
and benign prostatic hyperplasia (BPH). All samples were positive for Tspan1; showed, however, different de-
gree of expression, BHP being only weakly, focally positive with mainly luminal expression and CaP showing cy-
toplasmic positivity of low to a high degree. The lower degree of Tspan 1 expression was found in CaP cases
with higher Gleason score and locally advanced disease. In conclusion, the inverse association of Tspan1 ex-
pression with a higher Gleason score and more advanced tumour stage suggest a possible negative prognostic

role of this marker in prostate cancer.

Keywords: prostate adenocarcinoma, biomarkers, Tspan1
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Uvod

Adenokarcindm prostaty patri medzi ¢asté nadorové ocho-
renia, vo vacsine pripadov je vSak malo agresivny a pomaly
rastuci. Prostaticky karcindbm sa vS§ak moze spravat aj agre-
sivne. Spolahlivé prediktivne a prognostické biomarkery st ne-
vyhnutné na odliSenie menej a viac agresivnych karcindmov
a na selekciu pacientov, ktori vyzaduju aktivnu lieCbu, od tych,
u ktorych je v danom Case dostacujlca active surveillance.
Neadekvatna liecba moze viest k zhorseniu kvality Zivota pa-
cientov alebo byt priamo fatalna. V sti¢asnosti dostupné prog-
nostické biomarkery ako sérova hladina PSA, stadium choro-
by a Gleasonovo skére slizia sice na stratifikaciu pacientov
do rizikovych skupin, nie su vSak dostatocne presné. Hlada-
nie biomarkerov karcinédmu prostaty, ktoré by vedeli spolah-
livo ,predpovedat” agresivitu nadoru, je teda stéle aktualne.

Na identifikaciu potencidlnych biomarkerov v poslednom
Case vyraznou mierou prispievaju nové metddy molekulo-
vej genetiky. Kristiansen a spol.™" identifikovali pri porovnani
profilov benigneho tkaniva prostaty s karcinomom odlisnych
98 génov, ktoré by mohli zohravat tlohu v adenokarcinome
prostaty. Gény z tohto zoznamu podnecuju v sic¢asnosti
vyskum biomarkerov rakoviny prostaty.

Medzi identifikované gény patri aj gén pre tetraspanin 1
(Tspan1), ¢len rodiny tetraspaninov. Superrodinu tetraspa-
ninov tvori 33 transmembranovych glykoproteinov, ktoré
sl schopné vytvarat komplexy, membranové mikrodomény
obohatené o tetraspaniny (TEMSs) s inymi tetraspaninmi ale-
bo s inymi transmembranovymi a cytoplazmovymi protein-
mi. Tato siet tetraspaninov méze ovplyvnit prenos signalu do
bunky a zohrava Ulohu v Sirokej Skale biologickych procesov
zahrnujucich proliferaciu buniek, bunkovua adhéziu, migraciu
a motilitu buniek®?,

Zvysena expresia tetraspaninov bola preukazana v r6z-
nych malignych nddoroch zahrnujicich karcinémy kréka ma-
ternice, endometria, prsnika, pltic, hrubého ¢reva, pankreasu
a iné®d. Uloha tetraspaninov v karcinogenéze sa zda mno-
hotvérna. Studie preukazali, Ze v malignych nadoroch su tet-
raspaniny zapojené do procesu proliferacie, migracie a inva-
zie nadorovych buniek a m6zu mat pri tom podpornu alebo
supresivnu tlohu®.

Stddie naznaéuju aj moznu Glohu tetraspaninov v ade-
nokarcinéme prostaty. Munkley et al.® preukazali, upregula-
ciu génu Tspan1 v nadorovom tkanive prostaty v porovnani
s nenadorovym a jeho spojitost s migraciou nadorovych bu-
niek, a to pod kontrolou androgénov.
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Tabulka 1. Expresia Tspan1 v adenokarcinomoch prostaty
podla klinickopatologickych charakteristik (Gleasonovo skére,
WHO/ISUP Grade Group, pT). n — pocet adenokarcinémov pro-
staty, + — nizka miera expresie, ++ — strednd miera expresie ,+++
- vysokd miera expresie

| Tspanl

n + + H+
pT
pl2a 2 0 2 0
pT2c 8 3 3 2
pT3a 3 0 3 0
pl3b 8 4 3 1
WHO/ISUP gradel
1 3 1 2 0
2 9 3 6 0
3 1 0 0 1
4 q 0 2 2
5 4 3 1 0
Gleason score
6 3 1 2 0
7 10 3 6 1
8 4 0 2 2
9 4 3 1 0

Cielom tejto prace bolo hodnotenie imunohistochemicke;j
expresie proteinu Tspan1 v bioptickych vzorkach adenokarci-
némov prostaty, porovnanie s nenadorovym tkanivom pros-
taty aj porovnanie expresie vzhladom na prognostické uka-
zovatele ako Gleasonovo skére a stadium choroby.

Material a metodika

Subor pacientov

Subor pacientov tvorilo spolu 21 muzov vo veku od 55 do
74 rokov, u ktorych bola vykonana radikalna prostatektémia na
Urologickej klinike Fakultnej nemocnice Trnava pre biopticky
potvrdeny adenokarcindm prostaty. Kontrolna skupinu tvorilo
5 pacientov po TUR-P s klinickym a bioptickym ndlezom be-
nignej hyperplazie prostaty. Klinickopatologické charakteristi-
ky adenokarcinédmov prostaty su uvedené v tabulke 1.

Tkanivové microarray (TMA) blocky

Na imunohistochemické vySetrenie boli pouzité tkanivové
microarray pripravené z FFPE vzoriek prostat. Od kazdého
pacienta boli analyzované dve vzorky karcinému z r6znych
miest tkaniva prostaty, aby sa podchytila heterogenita na-
doru. TMA vzorky s priemerom 3 mm boli odobrané punké-
nym skalpelom Harris Uni-Core (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany). Na imunohistochemické farbenie sa z microarray
blockov narezali 4-5 pm rezy tkaniva.

Imunohistochemické farbenie

Po deparafinizacii a revitalizacii s pouzitim Dako PT Link
(Agilent Dako, Santa Clara, CA, USA) s roztokom EnVision™
FLEX Target Retrieval Solution, pH 9 (Agilent Dako, Santa
Clara, CA, USA) boli preparéty v imunostaineri (Autostainer
Link 48, Agilent Dako, Santa Clara, CA, USA) inkubované s pri-
marnou protiladtkou (Tspan1, klon ab254730, Abcam, Cam-
bridge, UK, polyklonalna krélicia, riedenie 1 : 500) pocas 60

Obrazok 1. Expresia Tspan1 vo vzorke benignej hyperplazie
prostaty. Zliazky vykazuju fokalnu luminalnu expresiu (hneda far-
ba), DAB, 100x.

minut, nasledne so sekundarnou protilatkou a nakoniec far-
bené diaminobenzidinom DAB+ (Agilent Dako, Santa Clara,
CA, USA) a dofarbené H & E.

Ako negativnu kontrolu sme pouzili rezy inkubované s rie-
diacim roztokom bez primarnej protilatky. Ako pozitivhu kon-
trolu sme pouzili vzorky tkaniva oblicky a hrubého Creva.

Hodnotenie imunohistochemického farbenia

Ako pozitivnu sme hodnotili cytoplazmovi expresiu
Tspan1, pricom sme stanovili histoskére na zaklade percen-
ta pozitivnych buniek (0 = 0 % pozitivnych buniek, 1=<10 %
pozitivnych buniek, 2 = 10 = 50 % pozitivnych buniek,
3 => 50 % pozitivnych buniek) a intenzity farbenia (0 = nega-
tivne, 1 = slaba pozitivita, 2 = stredne silna pozitivita, 3 = silna
pozitivita) podla Xu et al. (10). Podla vysledného histosko-
re boli vzorky zaradené do kategérie s nizkou (+, histoskére
< 2), so strednou (++, histoskdre 3-5) alebo s vysokou (+++,
histoskore = 6) mierou expresie Tspan1.

Vysledky

VSetky vySetrené vzorky boli pozitivne na protein Tspan1
s rdznou mierou expresie. Pripady benignej hyperplazie pros-
taty vykazovali slabu expresiu Tspan1 (obrazok 1), pricom ex-
presia bola prevazne luminalna a len fokdlne cytoplazmova.

V adenokarcindmoch prostaty bola pozitivita Tspan1 pre-
vazne cytoplazmova, niekedy s pridruzenou lumindlou expre-
siou a/alebo intralumindlnou pozitivitou sekrétu. Adenokar-
cinomy prostaty vykazovali roznu mieru expresie TspanT,
od nizkej (+) v 33,3 % pripadov (obrazok 2) cez strednu (++)
v 52,4 % pripadov aZz po vysoku (+++) v 14,3 % pripadov
(obrazok 3).

Vzhladom na diferencovanost nadorov vykazovali ade-
nokarcindmy s nizsim Gleasonovym skoére (GS 6-7) prevaz-
ne strednu mieru expresie (++), nadory s Gleasonovym skére
8 strednu az vysoku mieru expresie (+++) a malo diferenco-
vané nadory s Gleasonovym skdére 9 prevazne nizku mieru
expresie (+) Tspan1. Podobny trend expresie vykazovali ade-
nokarcindmy vzhladom na WHO/ISUP grade.

Vzhladom na patologické stadium choroby (pT) vykazova-
li lokalne pokrocilé adenokarcinémy prostaty (pT3b) Castejsie
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Obrazok 2. Nizka miera expresie Tspan1 (+) vo vzorke adeno-
karcinému prostaty (hnedd farba), DAB, 200x.

nizku mieru expresie Tspan1 v porovnani s nadormi lokalizo-
vanymi na tkanivo prostaty (pT2).

Sumar imunohistochemickej expresie Tspan1 v adenokar-
cindbmoch prostaty je uvedeny v tabulke 1.

Diskusia

Adenokarcindm prostaty je ¢asté nadorové ochorenie.
Vacsina pripadov je malo agresivnych, pomaly rastucich.
V Casti pripadov sa vS§ak adenokarcindm prostaty sprava ag-
resivne. V sucasnosti dostupné biomarkery nie su dostatoc-
ne presné na selekciu pacientov, o moze viest k podlieceniu
agresivnych karcindmov alebo nadlieCeniu neagresivnych
nadorov, a tak ma nemaly vplyv na kvalitu Zivota pacien-
ta. Snaha ndjst o najpresnejsie a najspolahlivejsie predik-
tivne a prognostické biomarkery adenokarcindmu prostaty
stale podnecuje novy vyskum. Metddy molekulovej genetiky
umoznuju identifikovat gény asociované s tumorom. V ade-
nokarcinéme prostaty medzi tieto gény patri aj Tspan1, ko-
dujici transmebranovy protein Tspan1, ¢len rodiny tetraspa-
ninov.

Tetraspaniny zohravaju ulohu v Sirokej Skale biologickych
procesov zahrfiujucich predov§etkym proces migracie a mo-
tility, a to v bunkach normalnych, ale aj maligne transformo-
vanych. Migracia buniek je zdkladnym procesom invazie
a metastatickej progresie rakoviny. Zmeny expresie tetraspa-
ninov boli opisané v réznych karcindmoch vratane adenokar-
cindmu prostaty®9),

Imunohistochemickd expresiu Tspan1 sme hodnotili
v bioptickych vzorkach acinarnych adenokarcindmov a be-
nignej hyperplazie prostaty. VSetky vySetrené vzorky boli po-
zitivne na protein Tspan1, vykazovali v§ak réznu mieru ex-
presie. Tspan1 exprimuju aj benigne tkaniv4, ale zdanlivo
v mensej miere, respektive v nizsej intenzite®9, ¢o preu-
kazuju aj nase vysledky. Pripady benignej hyperplazie pros-
taty vykazovali slabu (+) expresiu Tspan1, ktord bola fokal-
na a prevazne luminalna, kym v karcinomoch bola expresia
prevazne cytoplazmova s pridruzenou luminalou expresiou
a/alebo intraluminélnou pozitivitou sekrétu. Podobnd kom-
partmentaciu Tspan1 pozitivity opisuje vo svojej Studii Stin-
nesbeck et al.("™.

Obrazok 3. Vysoka miera expresie Tspan1 (+++) vo vzorke ade-
nokarcinému prostaty (hneda farba), DAB, 100x.
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Adenokarcindmy prostaty vykazovali r6znu mieru expre-
sie Tspan1, od nizkej (+) az po vysoku (+++), pricom vo vyse
polovici pripadov (52,4 %) sme zaznamenali expresiu stred-
nej miery (++). Overexpresiu génu Tspan1 (na Grovni mRNA)
v nadorovom tkanive v porovnani s benignym tkanivom pros-
taty potvrdil Stinnesbeck et al.(". Pri imunohistochemickej
analyze na Urovni proteinovej expresie vsak zistili, Ze Cast
adenokarcinémov (35 %) vykazuje porovnatelne nizku expre-
siu ako benigne tkanivo prostaty. V nasom subore sme nizku
mieru expresie Tspan1 zaznamenaliv 33,3 % pripadov (n = 7)
adenokarcinédmov. Tato nizka miera expresie Tspan1 v Casti
adenokarcinédmov teda limituje jeho vyuzitie ako diagnostic-
kého markera, i ked sme pozorovali odliSnu lokalizaciu pozi-
tivity v benignom tkanive (prevazne lumindlna) v porovnani
s malignym (prevazne cytoplazmova).

Na posudenie prognostického potencidlu Tspan1 sme ko-
relovali mieru expresie tohto proteinu so znamymi prognos-
tickymi ukazovatelmi, predov§etkym s Gleasonovym skére
a so $tadiom choroby (pT). Kym adenokarcinémy s niz$im
Gleasonovym skére (GS 6-7) vykazovali prevazne strednu
mieru (++) expresie Tspan1, nadory s Gleasonovym skére 8
CastejSie vysoku mieru (+++) expresie a malo diferencova-
né nadory s Gleasonovym skore 9 prevazne nizku mieru (+)
expresie Tspan1. Signifikantnu inverznua korelaciu medzi na-
dorovym grade a imunohistochemickou expresiou Tspan1
zaznamenal aj Stinnesbeck et al.(".

Vzhladom na patologické stadium choroby (pT) vykazo-
vali lokalne pokrocilé adenokarcinomy prostaty (pT3b) Cas-
tejSie nizku mieru expresie Tspan1 v porovnani s nadormi lo-
kalizovanymi na tkanivo prostaty (pT2). ZniZenie expresie
Tspan1 v pokrocilych nadoroch zaznamenal aj Xu et al.("9
spolu so signifikantnou korelaciou tejto znizenej expresie so
vcasnou biochemickou recidivou choroby. Spojitost znize-
nej génovej expresie Tspan1 s pokrocilym stadiom choroby
preukazali aj Munkley et al.®, ktori pri porovndvani expresie
Tspan1 v primarnom adenokarcindme prostaty s metasta-
zou pozorovali vyrazny pokles expresie v nddorovych bun-
kach metastazy.

Zistena spojitost zniZzenej expresie Tspan1 s vy$Sim Gle-
asonovym skére a lokalne pokrocilou chorobou by naznaco-

10
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vala negativny prognosticky potencial Tspan1 v adenokarci-
ndéme prostaty, prispieva tak k poznatkom o biomarkeroch
karcinomu prostaty a predstavuje podnet na nadvazujuce vy-
skumy.
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Prispevok imunohistochémie k histomorfologickej diagnostike COVID-19
pneumonie

Lucia KrivoSikova, Samuel Horak, Kristina Mikus-Kuracinova, Pavol Janega,
Michal Palkovic, Pavel Babal
Ustav patologickej anatomie, Lekarska fakulta Univerzity Komenského v Bratislave

V priebehu pandémie COVID-19 vznikla potreba rychlo a spolahlivo objasnit patogenézu ochorenia. Nenahradi-
telnd dlohu v tomto procese maju pitevné nalezy. Dostupné prace sa vzhladom na klinickd manifestaciu zame-
riavaju hlavne na zmeny na plticach, menej v inych organoch. Naj¢astejSim nalezom su rozne stadia difuzneho
alveolarneho poskodenia, reaktivne i reparativne zmeny a nezvyéajne frekventované nalezy spojené s poruchou
koagulacie. Morfologické zmeny s, ako pri mnohych inych virusovych pneuméniach, nedostatocne Specific-
ké. Na potvrdenie povodcu zmien je potrebné pouzit Specidlne metddy. V rutinnej praxi je najdostupnejSou me-
tédou imunohistochémia. V pripade ochorenia COVID-19 jej vyuzitie limituje najma dizka trvania ochorenia, vy-
kon pitvy viac ako 30 hodin po smrti a dostupnost protilatok s dostato¢ne vysokou $pecificitou a senzitivitou.
Kl'Gcové slova: COVID-19, virusova pneumonia, pitva, imunohistochémia

Contribution of immunohistochemistry to histomorphological diagnostics of COVID-19 pneumonia

During the COVID-19 pandemic, a need to quickly and reliably elucidate the pathogenesis of the disease emerged.
Autopsy findings play an irreplaceable role in this process. Considering the clinical manifestation, current articles
focus mainly on changes in the lungs, less in the other organs. The most common findings include various stag-
es of diffuse alveolar damage, reactive and reparatory changes, and unusually frequent findings associated with
coagulation impairment. As in many other types of viral pneumonia, the morphological changes are not specific
enough. Special methods must be used to confirm the pathogen. Immunohistochemistry is the most available
method in routine practice. In COVID-19, its use is limited particularly by the duration of the disease, the time over
30 hours from death to the autopsy, and the availability of antibodies with sufficient specificity and sensitivity.

Keywords: COVID-19, viral pneumonia, autopsy, immunohistochemistry
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Uvod

Ochorenie COVID-19 sa zacalo Sirit koncom roka 2019
z ¢inskeho mesta Wu-chan v provincii Chu-pej. Ku koncu
marca 2021 bolo celosvetovo zaznamenanych viac ako 132
miliénov potvrdenych pripadov ndkazy, pricom na ochorenie
COVID-19 zomreli viac ako 3 miliény fudi®. Prejavy ochorenia
variruju od asymptomatickych pripadov cez pacientov s ty-
pickymi chripkovymi priznakmi az po vazne pripady zapalu
pldc, neraz s tragickym koncom. Priebeh ochorenia nemoz-
no spolahlivo predvidat, ale medzi fatalnymi pripadmi do-
minuju pacienti s vy§§im vekom, muzského pohlavia a s ko-
morbiditami ako arteridlna hypertenzia, diabetes mellitus,
obezita, chronické ochorenie pluc, srdca a inych organov, na-
dorové ochorenie a klinicky vyznamna imunodeficiencia®.

Pre spravny terapeuticky pristup pri vdznych pripadoch je
nevyhnutné poznat patogenézu ochorenia. Klinické Udaje do-
pifia, upresfiuje aj objasfiuje patologickoanatomicky nalez.
Jeho nenahraditelnd dloha sa uz potvrdila aj pri inych infeké-
nych ochoreniach v minulosti®. V pripade COVID-19 najza-
vaznejSie dbésledky vyplyvaju z poskodenia plicneho paren-
chymu s rozvojom intersticialneho, virusového zapalu pluc.
Skoré i neskoré zmeny maju typicky makroskopicky aj mik-
roskopicky obraz.

Patologickoanatomicky nalez pri COVID-19
pneumonii

Makroskopicky nalez

Makroskopicky su pltca vo vSeobecnosti tazké a ede-
matoézne, s ndlezom difuznej alebo loziskovej konsolida-
cie®'9, V pripade COVID-19 je ¢asty nélez lozisk krvacania
a infarktov parenchymu, nezriedka s nalezom trombézy pri-
vodnych ciev(™. To sa prejavi tmavofialovym sfarbenim na
pozadi sivoCerveného elastického zapalovo postihnutého
tkaniva (obrazok 1). Ndlez pleuralneho vypotku nie je pre CO-
VID-19 typicky(".

Tracheobronchitida sa vyskytuje u 88 % pacientov s letal-
nym priebehom COVID-19 nezavisle od intubdcie a superin-
fekcie. Makroskopickym koreldtom su drobné sivobelavé af-
t6zne ulceracie s priemerom 2-3 mm, v niektorych pripadoch
iba fokalne(®,

Nezvycajne ¢astym ndlezom je masivna plticna emboliza-
cia z hlbokych zil dolnych koncatin, ale aj Cerstva Zilova trom-
béza v tejto oblasti bez embolizacie do pluc®?.

Mikroskopicky nalez
Mikroskopicky sa virusové pneumaénie prejavuju roznymi
morfologickymi zmenami, obvykle ako difuzne alveolarne
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Obrazok 1. Makroskopicky obraz COVID-19 pneumdnie. Pohlad
na ventralnu plochu plic a srdca uloZeného v epikarde (A). Plu-
ca sU tazké, edematdzne presiaknuté, tuhoelastickej konzisten-
cie. Subpleuralne su viditelné loZiska krvacania (Sipky). Na reze
(B) st pltica nevzdusné, konsolidované, sivocervenej farby. Zach-
ytena trombembolizécia do vetvy arteria pulmonalis (biela Sipka).

Obrazok 2. V¢asné stadium rozvoja pneumdnie vyvolanej SARS-
CoV-2 s obrazom alveoldrnej kapilaritidy. Alveoldrne epitélie sa
méZu odlupovat (dlhy hrot Sipky), imunohistochemicky s déka-
zom SARS-CoV-2 nukleokapsidového proteinu (kratky hrot sipky),
v alveolarnych septéch je infiltracia neutrofilmi (sipka) a lymfo-
cytmi (duta Sipka). Hematoxylin a eozin (HE), 600x; vysek: BSB-
134, imunoperoxiddza, diaminobenzidin, 400x

poskodenie (DAD, diffuse alveolar damage). Ide o najcastej-
Si histologicky korelat klinickej diagnézy syndromu akutnej
respiracnej tiesne (ARDS, acute respiratory distress syndro-
me). Tak ako klinicky, aj mikroskopicky ide o neSpecificky ob-
raz, ktory méze byt spésobeny napriklad aj toxickymi vplyv-
mi, baktériami alebo hubami®'”. Na virusovy povod DAD
poukazuje nalez cytopatického efektu virusov, a to najma in-
tranukledrnych, intracytoplazmovych inkldzii a mnohojadro-
vych buniek. Tieto su pri niektorych virusovych pneuméniach
vyvolanych pévodcami ako cytomegalovirus alebo respirac-
ny syncycialny virus velmi vyrazné, ale pri mnohych inych,
ako napriklad chripka alebo SARS, ich nenachadzame®. Iny-
mi typickymi ndlezmi su akutna bronchitida, organizujica sa
pneumonia a difuzna intersticiadlna pneumonia®.

V pripade COVID-19 su typickym ndlezom najma znaky ex-
sudativnej a proliferativnej fazy DAD v roznom $tadiu s po-
Skodenim bronchiélneho epitelu, ¢asto s progresiou do fib-
rozy®. Rozvoju DAD v skorych stadiach predchadza nélez
akutnej alveolarnej kapilaritidy sprevadzanej zmieSanou za-
palovou infiltraciou alveoldrnych priehradiek lymfocytmi

Obrazok 3. Rozvinuty histologicky obraz COVID-19 pneumdnie
(A) s intersticialnou lymfocytovou infiltrdciou s maximom v okoli
ciev (otvorend Sipka), s reaktivnou hyperpléaziou alveolérneho epi-
telu (sipka) a hromadenim odldpnutych epitélii a makrofagov v al-
veolarnom priestore; trombdza (B) v malej artérii (*); difizne al-
veoldrne poskodenie (C) s alveolarnou kapilaritidou (hrot sipky)
a tvorbou hyalinovych membran (dvojita Sipka); pocinajica or-
ganizdcia (D) a rozsiahle krvécania do tkaniva. HE, 100x

) ; Y > s
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a neutrofilmi (obrazky 2, 3C)('", a to aj bez napadnejsieho
poskodenia mimopltcnych ciev(?. Histomorfologicka diag-
nostika COVID-19 pneumdnie v inicialnom §tadiu vyvoja je
tazka a v pripade, Ze pitva bola vykonana do 30 hodin po smr-
ti, imunohistochemicka detekcia SARS-CoV-2 virusovej infek-
cie moze byt kliCova pre stanovenie spravneho diagnostic-
kého zdaveru (obrazok 2).

Nalezy typické pre exsudativnu fazu DAD, opisané pri ocho-
reni COVID-19, zahffaju kongesciu malych ciev, zhrubnutie
alveolarnych sept, intraalveolarny edém®219, pricom osobit-
ne opisany je proteinovy exsudat v alveoldrnych priestoroch
s ojedinelymi velkymi proteinovymi globulami a intraalveo-
larny fibrin®. Typické je formovanie hyalinovych membran,
perivaskuldrna zapalova infiltracia lymfocytmi a plazma-
tickymi bunkami a loZiska intraalveolarneho krvacania®#'9
(obrazok 3). Charakteristickym nalezom je aj deskvama-
cia epitelu a aktivované pneumocyty Il. typu s vyrazne
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Obrazok 4. COVID-19 pneumdnia s imunohistochemickym doé-
kazom nukleokapsidového proteinu SARS-CoV-2 v alveoladrnych
epitelovych bunkédch (Sipka); zriedkavy nalez epitelovej bunky s
virusovymi cytopatickymi znakmi (zdvojena Sipka); rozvoj hya-
linovej membrany (*). HE, 200x; BSB-134, imunoperoxidéza, di-
aminobenzidin, 100x

A ag

zvacSenym jadrom a prominentnym jadierkom a ojedinelé
mnohojadrové syncycidlne bunky vznikajice ich flziou®819
(obrazky 3A, 4). Niektori autori opisali ndlez intracytoplazmo-
vych inkluzii, ich virusovy pévod vS§ak nebol jednoznacne po-
tvrdeny®19. Nuklearne inkluzie opisané neboli?, zriedkavo
véak mozno najst velké epitelové bunky s napadne velkym ja-
dierkom, ¢o by mohlo byt vysledkom virusového cytopatické-
ho Uc¢inku vzhl'adom na imunohistochemicky potvrdenu pri-
tomnost SARS-CoV-2 virusovej infekcie v takychto bunkéach
(obrazok 4).

Castym nalezom st fibrinové mikrotromby v plicnych ka-
pilarach aj vo vacsich cievach( (obrazok 3B). Mikrotrom-
by nie su raritou ani pri inych virusovych pneumoniach, ako
to bolo napriklad pri SARS, omnoho zriedkavejsie pri chrip-
ke("14, V pripade COVID-19 je ich vyskyt je prekvapivo ¢asty
aj u pacientov, ktori dostavali antikoagulacnu terapiu®. En-
dotelové bunky su ¢asto napucané az s tvorbou vakuol a so
zdvojenim bazdlnej membrany. V niektorych pripadoch na-
chadzame kapilarne poskodenie s nekrézou kapilar, prolife-
raciou kapildr a zapalovou infiltraciou®,

Pre proliferativnu fazu je typické pretrvavanie reaktivnej
hyperplazie pneumocytov Il. typu a proliferacia fibroblas-
tov sprevadzand expanziou stien alveolov s naslednym pre-
stupom do alveol®%'9 (obrazok 3D). M6Ze byt pritomna aj
skvamézna metaplazia®'". Castymi nalezmi, ktoré predsta-
vuju komplikacie DAD s fibréza plic a sekundarna bakteri-
alna, menej ¢asto hubova infekcia®'9.

Distribucia DAD vo vsSetkych fazach v pripade COVID-19
nie je uniformna, si¢asne nachadzame zmeny v réznych §ta-
diach, hlavne v strednych a dolnych lalokoch plic®. Lozis-
ka postihnutého parenchymu st rozloZzené nerovnomerne(o,

Polak a spol. rozdelili ndlez pri COVID-19 pneuménii od-
liSne, a to na 3 hlavné histologické vzory: 1. epitelovy s re-
aktivnymi zmenami epitelu, pritomny u 85 % pacientov, 2.
vaskularny s mikrovaskularnym poskodenim, mikrotromba-
mi a akutnou fibrindznou a organizujicou sa pneumédniou
(59 % pacientov) a 3. fibroticky s fibrézou intersticia (22 %
pacientov). Jednotlivé vzory sa aj prekryvali, pricom fibréza
sa vyskytuje od 3. tyzdna®.

Existuju indicie, ze COVID-19 mbze minimalne u Casti pa-
cientov ako primarnu odpoved vyvolavat organizujlicu sa
pneuméniu, pricom k rozvoju znakov DAD dochdadza az ne-
skor v dosledku inych udalosti, napriklad plucnej ventilacie

alebo trombotickej mikroangiopatie?'%. Organizujica sa
pneuménia vyvoland virusmi bola opisana v minulosti napri-
klad v suvislosti so SARS, MERS aj HIN1"'2_ Na preskuma-
nie tejto moznosti v pripade COVID-19 v§ak nie je dostupné
dostatocné mnozstvo prac opisujucich nalez na plucach vo
vel'mi skorom s$tadiu ochorenia®.

Z nasich pozorovani pri analyze pocetnych pitvanych pri-
padov Umrti na COVID-19 mézeme pri mnohych konstatovat
pritomnost vSetkych opisanych histologickych nalezov, ne-
zriedka sucasne na rozlicnych miestach pluc. Tato skutoc-
nost poukazuje na nastup infekcie v roznych Castiach pltc
s odliSnym ¢asovym odstupom. Takéto paralelne sa vysky-
tujuce ndlezy COVID-19 pneuménie su ovela CastejSie u pa-
cientov z 2. viny pandémie, na rozdiel od 1. viny (na Sloven-
sku do konca juna 2020), kde spravidla dominovalo masivne
a uniformné postihnutie celého tkaniva pluc.

Nalez v inych organoch

Maiese a spol. vo svojej prehladovej stidii analyzujicej
histologicky a pitevny nalez v pracach publikovanych do juna
roku 2020 nenasli dékaz Specifickych zmien v inych orga-
noch okrem plic. Medzi mimoplticnymi nalezmi dominuju
mikrotromby a endotelitida roznych organov, Sokové zme-
ny pecene, obliciek a Criev, hemofagocytéza v kostnej dre-
ni a slezine®.

Zrejme ani kardialne komplikacie pri ochoreni COVID-19
nie su spésobené priamym poskodenim myokardu viru-
som®'), Medzi frekventované zmeny na srdci patria mik-
rotromby pretrvavajice aj po klirense virusu a amyloidéza
srdca. Myokarditida mava v pripade nalezu velmi limitova-
ny rozsah(d,

Casté neurologické priznaky pri ochoreni COVID-19 po-
ukazuji na mozny neurotropizmus virusu. Imunohistoche-
micky su vzorky nervového tkaniva v drvivej vacsine nega-
tivne, okrem pripadu nalezu pozitivity v nervus vagus, nervus
glossopharyngeus a ojedinelych buniek v predizenej mieche
celkovo u 16 pacientov. Vo vSeobecnosti medzi najcastejSie
ndlezy patri intrakranialne krvacanie a encefalomaldcie r6z-
nej lokalizacie a rozsahu a mierny, fokdalny, T-lymfocytovy in-
filtrat v okoli ciev, v parenchyme mozgu a leptomeningoch(®).

S vynimkou pluc boli virusové partikuly dokdzané najma
v oblickach a ¢reve®'®. U pacientov s potvrdenym ochore-
nim COVID-19 s indikovanym bioptickym vySetrenim boli
najcastejSimi nalezmi akutne tubuldrne poskodenie, fokal-
na segmentalna glomeruloskleréza, poskodenie endotelu
a trombotickd mikroangiopatia(®. Casté gastrointestinalne
tazkosti nekoreluju s horsou prognézou pacientov. Mikrosko-
picky je pritomné poskodenie endotelu ciev submukozy, lym-
fo-plazmocytovy zapalovy infiltrat a edém lamina propria®4.
V pripade znamok poskodenia pecene existuju indicie, ze
u Casti pacientov mézu byt zmeny sposobené priamou in-
fekciou virusom(®,

Imunohistochemicka detekcia SARS-CoV-2 infekcie
Mikroskopicky obraz v pripade virusovych pneumonii vra-
tane COVID-19 spravidla nie je dostatocne Specificky. V mno-
hych pripadoch je potrebné etiologicky agens v nekroptic-
kych a bioptickych vzorkach dokazat metédami ako PCR, in
situ hybridizacia, imunofluorescen¢nymi metédami alebo
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Tabulka 1. Imunohistochemicka detekcia infekcie SARS-CoV-2 v humannych tkanivach protilatkami od réznych producentov.

N° | Kat. N° | typ/klon producent | Ag revital. | riedenie | inkubacia | nespecif.r

1. 40590-T62 Rb-PAb S2 Sino Biological citrat 1:1000 noc n/AE,BE,Le; c/BE,TE
2. 40588-T62 Rp-PAb NP Sino Biological citrat 1:1000 noc c/AE,BE

3. NB100-56576 Rb-PAb NP Novus Biologicals citrat 1:20 noc no, | senzitivita
4. A2060-50 M-MAb 6F10 NP BioVision citrat 1:50 noc no, | senzitivita
5. 40150-R007 Rb-MAb 007 S1 Sino Biological citrat/TRIS 1:20 noc no, | senzitivita
6. 40143-R001 Rp-MAb 001 NP Sino Biological citrdt/TRIS 1:100 1h no

7. GTX632604 Mo-MAb 1A9 Spike GeneTex citrat/TRIS 1:10 noc -

8. MBS9141939 Rb-MAb NP MyBioSource citrat 1:2000 noc ¢/AE,BE; Er. plazma
9. BSB134 Mo-MAb 134 NP BS-Bio citrat RTU 1h no

10. DB280 R-MAb C19-Y NP DB-Biotech citrat 1:1000 1h ¢/BE,Dec, nTB, Er

Ag: antigén; n: nuklerarna pozitivita; c: cytoplazmova pozitivita; AE: alveolarny epitel; BE: bronchalny epitel; TE: tubularny epitel obli¢-

ky; Le: leukocyty; Er: erytrocyty, Dec: decidua; no: nepozorovand neSpecificka reaktivita

imunohistochemicky (IHC)®. Najjednoduchsia a najlacnej-
Sia je rutinne vyuzivana imunohistochémia.

V pripade imunohistochemickej diagnostiky COVID-19
vznika niekolko problémov. Najzavaznejsi je, ze IHC detek-
cia virusu v plicnom tkanive je spolahliva len v priebehu pr-
vych 2 tyzdiov ochorenia, vzacne mozno virus dokazat es-
te do 4 tyZzdnov('?. Inym zavaznym problémom v pripade IHC
dokazu pritomnosti SARS-CoV-2 vo vysSetrovanom tkanive je
Casovy odstup vykonania pitvy po umrti. Nase skusenosti
ukazuju, ze imunohistochemickad reaktivita zostava zachova-
na priblizne do 30 hodin po smrti. Po tomto obdobi sa imu-
nohistochemicka detekcia virusu stava nespolahlivou a so
zvacsujucim sa ¢asovym intervalom vykonu pitvy od imrtia
az nemoznou. Dostupné prace v§ak vacsinou Cas pitvy ne-
uvadzaju, preto nie je mozné vyjadrit sa k zistenej spolahli-
vosti IHC,

Dalsie tazkosti vyplyvaju z existencie mnozstva komerg-
ne dostupnych, ale nedostatoc¢ne overenych protilatok, Casto
s vysokou skrizenou reaktivitou v imunohistochemickej apli-
kdcii. Za pouzitia tychto protilatok bolo v roku 2020 publiko-
vanych mnozstvo prac s udajnym ndlezom priameho viruso-
vého poskodenia réznych tkaniv.

Z tohto dovodu sme testovali protilatky na tkanivovych
vzorkdach pluc pacientov zosnulych na nasledky COVID-19
a na tkanivach z obdobia pred r. 2020. Testovali sme na tka-
nivovych rezoch bez antigénovej revitalizacie a s revitaliza-
ciou 30 min. v citratovom pufri pH 5 alebo TRIS pufri pH 8,
pri teplote varu. Negativne kontroly boli jednak preparaty in-
kubované bez primarnej protilatky alebo inkubované s mysa-
cim alebo krali¢im sérom pri rovnakom riedeni ako testovana
protilatka. S cielom dosiahnutia vy$sSej Specificity sme proti-
latky testovali s inkubaciou cez noc pri zvySenych riedeniach.
Okrem skrizenej reaktivity niektorych protilatok v tkanivach
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ziskanych roky pred objavenim sa SARS-CoV-2 virusu, via-
ceré protilatky sa ukazali ako nevhodné pre imunohistoche-
micku aplikaciu (tabulka 1). V plidcnom tkanive sa ukazala
spolahlivd imunohistochemicka detekcia SARS-CoV-2 virusu
predovsetkym v skorom §tadiu infekcie, v bronchioldarnom,
bronchalnom epiteli a najma v odlupujucich sa virusom na-
padnutych alveolarnych epitélidch (obrazok 4). Zriedkavejsie
sme pozorovali pozitivitu aj v hyperplastickych alebo syncy-
cialnych obrovskych alveolarnych epitelovych bunkach. Cel-
kom ojedinelo bola pozitivita v cytoplazme velkych buniek
s velkym mechurikovym jadrom a velkym jadierkom, prav-
depodobne s virusovymi cytopatickymi znakmi (obrazok 4).

Zaver

Pandémia spdsobena virusom SARS-CoV-2, s nahlym na-
stupom a rychlym rozsSirenim po celej zemeguli, odhalila po-
trebu ¢o najrychlejSieho a spolahlivého objasnenia patolo-
gickej podstaty ochorenia. Do popredia sa tak po rokoch
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Genomicka variabilita virusu SARS-CoV-2
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V ostatnych rokoch sa globalnou vyzvou pre verejné zdravie stali najma rozvijajlce a znovu sa objavujtice patogé-
ny. Prikladom st zoonotické pandémie, ktoré nastavaju po prenose zvieracich virusov do ludskej populacie, ako
je to v pripade koronavirusu tazkého akutneho respiracného syndromu 2 (SARS-CoV-2). Koronavirusy st najvac-
Sie obalené RNA virusy, ktoré su Siroko distribuované medzi cicavcami a vtakmi, ale aj ludmi. Spésobuiju predo-
vSetkym respiracné, ale aj enterické, hepatalne a neurologické ochorenia. V sticasnosti je znamych sedem dru-
hov koronavirusov schopnych infikovat l'udi, pricom styri koronavirusy — 229E, 0C43, NL63 a HKU1 sposobuju
mierne klinické priznaky podobné nachladnutiu a dalSie tri kmene — koronavirus spdsobuijtci tazky akutny res-
piracny syndrém (SARS-CoV), koronavirus spdsobuijuci blizkovychodny respirac¢ny syndrém (MERS-CoV) a novo-
identifikovany SARS-CoV-2 st smrtelné a vyustili do troch pandémii 21. storocia. Znalost sekvencie SARS-CoV-2
virusu je kldéom k jeho charakterizacii a véasné zistenie jeho genetickych tidajov umoznuje rychly rozvoj diag-
nostiky. Analyza gendmu SARS-CoV-2 vykazuje stale nové gendmové mutacie. Hlavnhym zameranim suc¢asného
vyskumu gendmu SARS-CoV-2 je to, ¢i ma niektora z tychto mutacii potencial vyznamne zmenit délezité viruso-
vé vlastnosti, ktoré by mohli ovplyvnit prejav ochorenia alebo rychlost jeho prenosu.

Klacové slova: koronavirusy, SARS-CoV-2, COVID-19, variabilita genému, varianty, sekvenovanie

Genomic variability of SARS-CoV-2

In the past years, emerging and reappearing pathogens have become a significant challenge for global public
health. A recent example of this phenomenon is zoonotic pandemics that occur after transmitting animal vi-
ruses to the human population, as is the case of the acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2).
Coronaviruses are the most significant encapsulated RNA viruses widely distributed among mammals, birds,
and humans. They cause mainly respiratory diseases but also enteric, hepatic and neurological diseases. Cur-
rently, seven species of coronaviruses capable of infecting humans are known. Four of them cause mild clini-
cal symptoms — 229E, 0C43, NL63 and HKU1, similar to a cold; and three other strains — severe acute respira-
tory syndrome coronavirus (SARS-CoV), Middle East respiratory syndrome-related coronavirus (MERS-CoV)
and the newly identified severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), which are lethal and
have led to three pandemics in the 21st century. Knowledge of the SARS-CoV-2 virus sequence is a key to its
characterization, and an early sharing of its genetic data allows rapid development of diagnostics. Analysis
of the SARS CoV 2 genome continually shows new genome mutations. The main focus of the current research
on the SARS-CoV-2 genome is to determine whether any of these mutations can significantly alter the essen-
tial viral properties that could affect the manifestation of the disease or its transmission rate.

Keywords: coronaviruses, SARS-Cov-2, COVID-19, genomic variability, variants, sequencing

Newslab, 2021; ro¢. 12 (1): 18 — 22

Varianty virusu SARS-CoV-2

Mutécie su jeden z najddlezitejSich mechanizmov evolu-
cie RNA virusov. Podobne ako iné RNA virusy, aj koronaviru-
sy rutinne akumuluju mutdacie a zmeny vo svojej gendmovej
sekvencii v dosledku nepresnosti polymerazy™. SARS-CoV-2
vSak obsahuje RdRp s proof-reading aktivitou, ktord ma za
Ulohu minimalizovat vyskyt nukleotidovych mutéacii®. Gene-
tickda diverzita je v§ak rozhodujlca pre jeho fitnes, prezitie
aj patogenézu. Bolo vykonané velké mnozstvo studii na de-
tekciu gendmovych variacii SARS-CoV-2, ¢o viedlo k najde-
niu bohatych genetickych variacii réznych typov vratane ne-
synonymnych, synonymnych, inzercii, delécii a nekddujucich
mutdcii. Monitorovanie (obrazok 1) a charakterizacia muta-
cii a variabilnych oblasti je rozhodujica najma pre ich do6-
sledky, ako napriklad vplyv na rychlost Sirenia infekcie alebo

schopnost spdsobit vaznejsi priebeh ochorenia. Mutacie mo-
Zu sposobovat neschopnost detekcie virusu pomocou $peci-
fickych diagnostickych testov alebo znizit nachylnost na te-
rapeutické latky, ako si monoklonalne protilatky, ¢i vyhnut sa
prirodzenej imunite alebo imunite vyvolanej ockovanim. S naj-
vacsou pravdepodobnostou sa budu prenasat mutécie, kto-
ré bud' posilnia infekénost, alebo replikaciu virusu, alebo tie,
ktoré nevplyvaju negativne na funkciu virusu. Kedze sa zvy-
Sil prenos a globdlne Sirenie SARS-CoV-2, v sucasnosti pozo-
rujeme velké mnozstvo akumulovanych mutdcii. Podla uda-
jov ziskanych z verejnej databazy Global Initiative on Sharing
All Influenza Data (GISAID) mal na zaciatku pandémie virus
SARS-CoV-2 mieru mutdcii asi 1,12 x 107% nukleotidov/ge-
nom za rok®. Zatial ¢o sekvencie SARS-CoV-2 z Wu-chanu
a okolitych oblasti provincie Chu-pej sa lisili iba niekolkymi
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Obrazok 1. Grafické znazornenie mutdcii v case. Pravidelne aktualizovany fylogeneticky strom SARS-CoV-2 je verejne dostupny

na nextstrain.org®.
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nukleotidovymi zmenami, dalSia analyza genémovych sek-
vencii z databdzy GISAID odhalila, Ze pocet a vyskyt mutdcii je
v Eurépe a Severnej Amerike v porovnani s Aziou vyrazne vys-
§i®. Napriek tomu, Ze SARS-CoV-2 vykazuje sezonny pokles,
perzistencia pandémie méze umoznit akumulaciu imunolo-
gicky relevantnych mutdcii v populacii. Proteiny SARS-CoV-2
mutuju réznymi rychlostami, pricom vacsina virusovych pro-
teinov vykazuje mald mutaénu variabilitu. Niektoré proteiny,
ako napriklad Spike, sa zdaju nachylnejSie na mutacie, prav-
depodobne pre svoju kl'i¢ovu ulohu pri vstupe do hostitel-
skych buniek a zmenu infekénosti®.

Vyznamnu pozornost ziskala mutacia D614G v S protei-
ne, kedze sa stala v polovici roku 2020 prevladajucou for-
mou SARS-CoV-2 na celom svete vratane Eurdpy. Ide o sub-
stitdciu veducu k nahradeniu kyseliny aspardgovej glycinom
v polohe 614 v S proteine®. Doteraz nie st dokazy o tom,
ze by infekcia SARS-CoV-2 obsahujuca tento variant vied-
la k zavaznejSiemu priebehu ochorenia a nemeni ani G¢in-
nost existujlcich laboratérnych diagnostik, terapeutik, vak-
cin alebo preventivnych opatreni v oblasti verejného zdravia.
Mutacia v§ak pravdepodobne zvysila afinitu virusu na lud-
sky receptor ACE2, o ma za nasledok jeho vyssSiu infeké-
nost a rychlost prenosu®. Je preukazané, Ze infikovani pa-
cienti s D614G mali vy$Siu hladinu virusovej RNA, nezistili sa
viak rozdiely v potrebe hospitalizacie®. Dal$ia bezna muté-
cia v polohe 314 v ORF1b ovplyviiuje komplex RdRp, ktory je
kédovany nsp12. Mutdcie v RdRp su zriedka Zivotaschopné,
pretoze RARp je zodpovedny za transkripéné procesy a jeho
Struktura je preto vysoko zachovavana. Mutéacia vedie k zme-
ne aminokyseliny prolin na leucin a bolo pozorované, ze zvy-
Suje rychlost vyskytu mutacii®. Prolin je spojeny s flexibili-
tou a leucin so stabilizaciou v proteinoch. Zvysena rigidita
v Strukture RdRp v dosledku zavedenia leucinu vedie k vys-
Sej miere transkripénej chyby(9. Vznik mutécie RdRp vo feb-

rudri 2020 viedol k zvySeniu tvorby mutacii vratane mutacii

v S a N proteinoch®.
Na konci jesene 2020 viaceré krajiny hlasili, ze deteguju
varianty SARS-CoV-2 s velkym po¢tom mutacii, ktoré sa Siria
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efektivnejSie. Novy variant B.1. 1. 7 s velkym po¢tom muta-
cii identifikovali na jesen 2020 v Britanii®". Nasledne bola
ohlasena linia B.1.351 v JuZnej Afrike("™. Nedavno boli iden-
tifikované dalSie varianty, a to B.1. 1. 28 oznacovany ako P.1
v Brazilii™® a B.1.526 vyskytujuci sa najméa v New Yorku(4.
V slcasnosti tieto varianty SARS-CoV-2 predstavuju najvac-
Siu hrozbu. O funkénych a evolu¢nych vyznamoch vacsiny
mutdcii SARS CoV-2 sa stdle diskutuje.

Linia B.1.1.7

B.1. 1. 7 rodova linia, alias 201/501Y.V1 Variant of Con-
cern (VOC) 202012/01. Patri do skupiny Nextstrain — 20 B,
GISAID klad GR. Rodova linia B.1. 1. 7 nesie vacsi pocet ge-
netickych zmien virusu, ako bolo obvyklé(. Ako a kde vzni-
kol, je zatial nejasné. Predpokladany vznik neobvyklej gene-
tickej divergencie linie B.1. 1. 7 je vimunodeficientnych alebo
imunosuprimovanych pacientoch, ktori su chronicky infiko-
vani SARS-CoV-2("9. V takychto pripadoch evolu¢na dynami-
ka a selektivne tlaky na populdciu virusov medzi pacientmi
st velmi odlisné od tych, ktoré sa vyskytuju pri typickej infek-
cii. Odhaduje sa, Ze variant sa objavil v juhovychodnej Casti
Velkej Britanie v septembri 2020, pricom nie je fylogenetic-
ky pribuzny s virusom SARS-CoV-2 cirkulujucim v Spojenom
krélovstve v ¢ase zistenia variantu(®,

Nukleotidové zmeny si prevazne pozmenujice aminoky-
seliny, pricom nastalo az 14 nesynonymnych mutacii a 3 de-
lécie (obrazok 2). V linii sa pozoruje aj 6 synonymnych mu-
tacii. Mnozstvo genetickych zmien je najma v proteine Spike
vratane delécie Siestich nukleotidov, ¢o vedie k delécii 2 ami-
nokyselin v poziciach 69 a 70 — del69-70. Tato mutacia sa
spontanne vyvinula aj v inych variantoch SARS-CoV-2 a pred-
poklada sa, Ze zvysuje prenosnost. Vyznamnou mutéciou je
aj zmena, ktord vedie k zmene aminokyseliny z asparaginu
na tyrozin v polohe 501 — N501Y v doméne viazucej receptor
proteinu Spike. Ukazalo sa, Ze zvySuje pevnost vazby Spike
proteinu koronavirusu na enzym konvertujuci angiotenzin 2 —
ACE2, ktory sprostredkiva vstup virusu do ludskych buniek.
Potencialne biologické Gcinky méze mat aj zmena prolinu
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Obrazok 2. Mutacie vo variante B.1.1.7 virusu SARS-CoV-2.
Upravené podla Corum a Zimmer, 2021,
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Obrazok 4. Mutacie vo variante P.1 virusu SARS-CoV-2.
Upravené podla Corum a Zimmer, 2027,

na aminokyselinu histidinu v polohe 681 v S proteine — P681H,
ktora bezprostredne susedi s miestom Stiepenia furinom".
DoterajSie analyzy ukazali, ze variant B.1. 1. 7 sa prena-
Sa efektivnejSie v porovnani s inymi variantmi SARS-CoV-2,
ktoré koluju vo Velkej Britanii, ked’ze regidony Spojeného kra-
lovstva s vys$Sim podielom sekvencii B.1. 1. 7 mali rychlejsi
epidemicky rast ako iné oblasti. Odhaduje sa, Ze prenosnost
tohto kmena sa mohla zvysit aZz o 56 % a primarne repro-
dukcné Cislo Sirenia sa zvysilo 0 0,4 = 0,707, V januari 2021
bola publikovana sprava, v ktorej vedci naznacili, ze variant
B.1. 1. 7 moze byt spojeny so zvySenym rizikom umrtia v po-
rovnani s inymi variantmi®. Na potvrdenie tohto zistenia su
potrebné dalSie studie. PoCas poslednych tyzdnov pomer
pripadov B.1. 1. 7 medzi vSetkymi detegovanymi pripadmi
vyrazne stupa kazdy den, ¢o naznacuje, Ze tento variant sa
stava dominantnym, minimalne v EU vratane Slovenska.
Ukazalo sa, ze sa vyskytol aj variant B.1. 1. 7, ktory obsa-
hoval navySe vyznamnu mutaciu E484K, pri ktorej sa preuka-
zalo, ze redukuje neutralizaciu rekonvalescentnymi sérami
a monoklonalnymi protildtkami. Ide o klaster s oznac¢enim
VOC 202102/02 a obsahuje vSetky mutéacie opisané pre liniu

Obrazok 3. Mutdcie vo variante B.1.3517 virusu SARS-CoV-2.
Upravené podla Corum a Zimmer, 20219,

B.1.351
KORONAVIRUS

B.1. 1. 7 s dal§imi mutaciami E484K v S proteine, L730F
v ORF1ab aj A173V a A398T v proteine N. Nezdavislé studie
dospeli k zaveru, Zze E484K najma v kombinacii s N501Y ma
medzi jednotlivymi mutaciami najvacsi vplyv na antigénne
zmeny a je spojeny aj so zvySenou vazbou na ludsky ACE2.
Mutacia E484K bola nezavisle opisana vo viacerych varian-
toch vratane B.1.351 v Juznej Afrike, ale aj pri variante P1
v Brazilii®".

Linia B 1.351

B.1.351 rodova linia, znama ako 20H/501Y.V2 (predtym
20C/501Y.V2), VOC - 202012/02 patri do triedy Nextstrain -
20C, GISAID klad GH a linia PANGO B.1.351. Podobne ako
predchadzajica B1. 1. 7 patri k linidm s velkym mnozstvom
mutdcii (obrazok 3), pricom prvykrat bola opisand v oktébri
v Juznej Afrike™. Variant je definovany viacerymi nesyno-
nymnymi aminokyselinovymi zamenami v S proteine. Napri-
klad v N-koncovej doméne S proteinu sa nachadza delécia
242-244del a aminokyselinovd zamena argininu za izoleu-
cin — R246l1. V RBD sa vyskytuju tri mutacie K417N, E484K
a N501Y a jedna mutacia A701V je lokalizovana v blizkosti
miesta Stiepenia furinom (2. Mutécia N501Y, ktora je rovna-
ka aj v pripade variantu B.1. 1. 7, pravdepodobne sp6sobu-
je zvysend virusovu zataz, a teda aj prenosnost obidvoch va-
riantov. Obzvlast délezita je mutacia E484K v RBD, ktora je
povaZzovana za mutdciu, ktorej vysledkom je schopnost vy-
hndt sa monoklonalnym a sérovym protilatkovym odpove-
diam. Viac ako 90 % pripadov sekvenovanych v Juznej Afrike
od konca novembra bolo spésobenych tymto variantom(2,
Infekcie tymto variantom boli nedavno hldsené z Rakiska
a rychly narast pripadov je pozorovany aj vo Franctzsku®".
Prvé sporadické pripady su zachytené aj na Slovensku.

Linia P1

Linia P.1, zndma ako 20 J/501Y.V3, patri do triedy Next-
strain — 20 B, GISAID klad GR a linia PANGO P.1. Dna 12. ja-
nudra 2021 bol definovany dalsi variant SARS-CoV-2 v se-
vernej Brazilii. Liniu P.1 definuje 17 aminokyselinovych
zmien, 3 delécie, 4 synonymné mutacie a jedna 4-nukleoti-
dovad inzercia (obrazok 4). Z tohto poctu sa 10 mutécii na-
chdadza v S proteine. Ma v§ak mnozstvo jedine¢nych mutacii
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definujucich liniu vratane niekolkych totoznych mutacii s li-
niou B. 1.351 zndmeho biologického vyznamu, ako su E484K,
K417T a N501Y(9),

Linia B.1.526

Linia B.1.526 patri do triedy Nextstrain — 20C a linia PAN-
GO B.1.526. Analyza sekvencii virusu nedavno identifikovala
novy variant B.1.526, ktory sa velmi rychlo rozsiril v oblasti
New Yorku. Linia méa péat charakteristickych aminokyselino-
vych substitlcii v Spike proteine L5F, T95I, D253G, D614G
aA701V. Mutéacia D253G nastala prave v jednom z dvoch kl'd-
¢ovych zvyskov N-termindinej domény Spike proteinu. V dru-
hom aminokyselinovom zvysku R246 sa pozorovala muta-
cia v linii B.1.351, ktora pravdepodobne prispela k tniku pred
neutralizacnymi protildtkami. Predpoklada sa, ze mutdcia
D253G moze mat podobny efekt(™. Navyse boli identifiko-
vané dve verzie variantu s mutaciou E484K alebo S477N vo
vazbovej doméne pre receptor. Prave s kombinaciou muta-
cie D253G vyvolavaju obavy z moznej rezistencie proti tera-
peutickym a vakcinami vyvolanym protilatkam®2).

LiniaB.1.617

Sucasny (datované k aprilu 2021) drasticky nérast poctu
pripadov na ochorenie COVID-19 je zapriCineny z velkej Cas-
ti liniou B.1.617. Tato mutdcia sa vyskytuje najma v Indii a je
oznacovana ako ,dvojita mutdcia“, kedze okrem linii charak-
teristickych mutdcii sa v RBD Spike proteinu nachadzaju dve
vyznamné aminokyselinové substitticie E484Q a L452R, kto-
ré boli detegované vo dvoch znamych liniach@®. Obe muta-
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cie maju zvySenu pevnost vazby na ACE2 receptory®®. Vedci
sa obavaju, Ze prave linia B1.617 by mohla zvysit pravdepo-
dobnost reinfekcii.

Zaver

Vo viacerych znamych liniAch mézeme pozorovat pre-
linanie rovnakych mutacii. Napriklad mutdcia E484K je po-
zorovana v linidch P.1, B.1.351 a B.1.525. V liniach B.1. 1. 7,
B.1.351 aj P1 sa vyskytuju mutacie N501Y a delécia ORF1b
del11288-11296. Stbor mutacii ¢i delécii medzi liniami sa
vSak javi ako Uplne samostatny a predpoklada sa, ze suvi-
si s rychlym narastom pripadov v lokalitach vyskytu. Vzhla-
dom na sucasnu situdciu je preto nevyhnutné virus nadalej
skumat a odhal'ovat pripadné nové linie virusu. Na zaklade
sekvencnych analyz odhalujicich mutacné spravanie virusu
SARS-CoV-2 existuju urcité obavy tykajuce sa stale novoob-
javujucich sa mutacii, ktoré mézu vyznamne ovplyvnit ciele-
né terapie a, Co je dOlezitejSie, prave vyvoj vakcin. Preto velka
cast vedeckej komunity upriamila pozornost na pochopenie
virusu, kedZze prave vyvoj Ucinnej a bezpecnej vakciny mo-
Ze zabranit zavaznosti ochorenia a znizit Gmrtnost spojenu
s tymto ochorenim.
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Glykany ako potencialny biomarker pri nadorovej transformacii prostaty
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Cielom tohto prehladového ¢lanku je zhodnotit stiCasné postavenie a potencial glykanov ako diagnostickych
a prognostickych markerov pri nadoroch prostaty. Zaroven korelujeme ulohu glykanov ako biomarkerov v na-
doroch pltc a kolorektalneho karcinému, kde sa ukazuje, Ze hladiny vybranych glykoproteinov mézu byt pova-
zované aj za markery predikcie terapeutickej odpovede. V stcasnosti pouzivané markery nadorov prostaty ne-
vykazuju dostato€nu Specificitu a senzitivitu pri stanoveni diagnézy, a to hlavnhe s ohl'adom na diferencialnu
diagnostiku benignych a malignych chordb. Diagnosticka biopsia predstavuje ¢asto jedinii moznost spolahlivo
odlisit dignitu zmien. Z tohto dévodu predstavuje vyskum glykokonjugatov pri nadorovej transformacii potenci-
alne novu nadej na zjednodusenie diagnostického procesu s vyuzitim menej invazivnych, pacientom lepSie tole-
rovanych diagnostickych metdd. Realizované vyskumy sa sustreduju prevazne na odliSenie tumorov s indolent-
nym priebehom od invazivnych agresivnych tumorov. Hodnotenie glykoproteinov méze v budiicnosti zmenit nas
pohlad na diagnostiku, ale aj terapiu karcinémov prostaty.

Kldcové slova: glykozylacia, nadory prostaty, prostaticky Specificky antigén, kyselina sialova, biomarker, prog-
néza

Glycans as potential markers in malignant prostate transformation

This review article aims to evaluate glycans’ current position and potential as diagnostic and prognostic markers
in prostate tumours. We also compare the role of the glycans as biomarkers in lung and colorectal carcinoma,
where the levels of selected glycoproteins are shown to be considered the therapeutic markers. Currently used
prostate tumour markers do not show sufficient specificity and sensitivity to determine the diagnosis, mainly
concerning the differential diagnosis of benign and malignant disease. The diagnostic biopsy is often the only
opportunity to reliably distinguish the dignity of changes. For this reason, represents the research of glycocon-
jugates in the tumour transformation potentially new hope to simplify the diagnostic process using less inva-
sive and by patients better tolerated diagnostic method. Current research is focused mainly on distinguishing
tumours with indolent behaviour from aggressive invasive tumours. Glycoproteins can change our view of diag-
nosis, but also therapy of prostate cancer in the future.

Keywords: Glycosylation, Prostate Cancer, Prostate-Specific Antigen, Sialic Acid, Biomarker, Prognosis

Newslab, 2021; ro¢. 12 (1): 23 - 26

Uvod

Néadory prostaty (PCa) predstavuju vyznamnu skupinu on-
kologickych ochoreni u muzov, pricom ich incidencia a mor-
talita v populdcii neustale narasta vzhladom na predlzujicu
sa strednu dizku Zivota. Uvedeny trend potvrdzuju aj ddaje
z Global Cancer Observatory (graf 1), kde v rdmci predikcie
incidencie odhaduju narast novodiagnostikovanych pripadov
v Slovenskej republike v roku 2040 na 3 614 oproti 2 724 pri-
padom zaznamenanym v roku 2018. Odhadovany narast bu-
de teda viac ako 32 %.

PCa predstavuju heterogénnu skupinu choréb a preto
vznika otdzka potreby viacerych biomarkerov pri rozhodova-
ni o stratégii terapie. Glykany sa ukazuju ako sfubné biomar-
kery nadorovej transformacie, pricom dostupné data ukazu-
j4, Ze zmeny v glykome mo6zu byt napomocné pri stratifikacii

pacientov. Aberantna glykozyldcia je typickou ¢rtou nadoro-
vych buniek a glykany asociované s nadorom mo6zu poméct
identifikovat malignitu. V ramci nadorov prostaty nachadza-
me Siroké spektrum alteracii glykdnov, ako je glykozylacia
prostatického $pecifického antigénu (PSA), zvysena sialyza-
cia, fukozyldcia jadra, zvySend O-GIcN-acyldcia, zmeny galek-
tinov a proteoglykanov(®.

Ciel'om tohto prehladového ¢lanku je zhrnutie aktualnych
poznatkov o glykdnoch ako potencidlnych diagnostickych
a prognostickych markeroch. Vysledky prebiehajuceho vy-
skumu naznacuju, Ze analyza glykanov by mohla byt realizo-
vana v buducnosti v tzv. liquid based minimalne invazivnych
odberoch z mocu, respektive krvi pacienta. Ak sa preukaze
dostatoCna senzitivita a Specificita tychto metod, maji po-
tencial zjednodusit diagnostiku nadorovych choréb prostaty.
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Graf 1. Predikcia vyvoja incidencie pre nadory prostaty
do roku 2040
Odhad incidencie pre nadory prostaty
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Zdroj: vlastné spracovanie podla <https://gco.iarc.fr/today/on-
line-analysis-table>

Glykany a ich postavenie v ramci nadorovej
transformacie

Glykany hraju kl'a¢ovu ulohu v rdmci zakladnych bunkovych
molekularnych dejov vratane bunkovej signalizacie, ovplyviu-
juinvazivitu nadorovych buniek, metastazovanie,imunomodu-
laciu, angiogenézu a interakcie s bunkovym matrixom®.

Zmeny glykozyldcie su charakteristickou ¢rtou malignej
transformacie a progresie ochorenia. Je zndme, ze nadoro-
vé bunky nesu vyrazne zmenené glykanové profily v porov-
nani s nemalignymi bunkami. Glykoproteiny mézu mat gly-
kdny viazané na proteiny prostrednictvom N-glykozylacie
(tzv. N-glykany, glykany viazané na -NH2 of Asn) alebo pro-
strednictvom O-glykozylacie (tzv. O-glykany, glykany viaza-
né na -OH of Ser/Thr). Zmeny v glykozylacii st ¢asto vysled-
kom pozmenenej aktivity glykozyltransferdz a glykozidaz,
€o je zrejmé zo zastupenia glykokonjugatov na bunkach na-
doru(s). Casto opisanou zmenou glykozylacie pri nddorovej
transformacii je zvySend a2,3-sialyzacia a fukozylacia, hlav-
ne fukozyldcia jadra®. Nejde vsak o jediné zmeny, vzhladom
na variabilitu sacharidového retazca mézu byt nadorové vzo-
ry pomerne komplexné.

PSA glykozylacia a sialyzacia glykanov

PSA je glykoprotein produkovany epitelidlnymi bunkami
prostaty. Gén pre PSA patri do rodiny kalikreinovych génov
kddujucich serinové protedzy. V sucasnosti je tento mar-
ker pouzivany na detekciu a monitorovanie chordb prostaty.
Zvysené sérové hladiny PSA si spdsobené disrupciou mem-
bran postihnutych prostatickych buniek, resp. jeho zvySenou
produkciou. Vacsina epitelidlnych buniek prostaty vratane
hyperplastickych a nadorovo transformovanych produkuje
PSA. Preto sérové hladiny PSA nemaju dostato¢nu Specifi-
citu a neoddiferencuju zmeny prostaty spésobené nadorom,
benignou hyperplaziou prostaty (BPH) Ci prostatitidou, kedze
pri vSetkych dochadza k elevacii hodnot PSA v krvi®,

PSA je teda vSeobecne pouzivany ako biomarker nddorov
prostaty, ktory v§ak ma pre svoju nizku Specificitu zaroven
nizku prognosticku hodnotu. Viaceré dostupné prace sa za-
oberaju skimanim glykozylovanych foriem PSA a ich asoci-
aciou s nadorovou transformaciou. Cielom je ndjst vhodnejsi
marker na identifikaciu agresivnych invazivnych foriem PCa,
respektive odlisit agresivne od indolentnych foriem malignit.

Celkovo bolo opisanych vyse 50 glykoforiem PSA, ale iba
niektoré typy su detegované pri invazivnych formach karciné-
mov. Realizované vyskumy ukazujd, ze prave komplexy PSA
s naviazanou 2,3-kyselinou sialovou su Uzko spojené s inva-
zivnymi formami nadorov. V kombinacii Prostate Health In-
dex (PHI) a detekcie glykoforiem PSA s 2,3-kyselinou sialo-
vou v kohorte 79 pacientov bola preukazana 100 % senzitivita
a 94,7 % Specificita pri odliSeni high-risk nddorov od low-risk
a benignych foriem®.

Sucasny vyskum sa zameriava prave na identifikaciu PCa
biomarkerov z jednotlivych izoforiem s cielom vyvinut ¢o naj-
presnejSiu metodiku testovania. V praci Yoneyama a kol. pub-
likovali vyvoj imunotestu na baze magnetickych mikrogulé-
¢ok s detekciou a2,3-asociovanej sialyzacie na volnej PSA
(s2,3-PSA). Senzitivita, respektive Specificita testu bola 95 %,
respektive 72 % napriek limitacii studie nizkym poc¢tom zahr-
nutych pacientov. Vysledky vSak ukazuju, ze detekcia altero-
vanych glykanov asociovanych s nadorom vratane s2,3-PSA
zvysuje presnost odhalenia v€asnych stadii PCa a redukuje
tak riziko nevytaznosti biopsie prostaty®.

Gratacds-Mulleras a kol. vo svojej studii identifikovali vy-
znamné sialyzované PSA glykoformy z krvného séra u pa-
cientov s pokroCilym PCa a porovnavali ich so Standardnym
PSA zo semindlnej plazmy od zdravych jedincov. Vysledky
ukazali, Ze krvné séra s obsahom sialyzovanych PSA glykofo-
riem s obsahom GalNAc zvyskov sa vyskytovali u pacientov
s invazivnym PCa, zatial' ¢o zvySené a2,6-SAPSA glykofor-
my vyskytujuce sa u zdravych jedincov boli asociované s vy-
razne nizS§im rizikom invazivneho PCa. Preto detekcia tych-
to Specifickych alterovanych PSA glykoforiem priinvazivnom
PCa je cestou lepSej stratifikacie pacientov z hl'adiska riziko-
vosti ochorenia®.

Podobna publikovana praca Pihikova a kol. vyvinula imu-
notest na baze lektinov, charakterizujuci glykozylaény status
PSA zo séra. Kl'i¢ova bola diferenciacia medzi-2,3- a-2,6-via-
zanou kyselinou sialovou. Vysledky preukdazali vyznamny na-
rast 2,3-viazanej kyseliny sialovej na PSA rozpoznatelnej
lektinom MAA — Maackia amurensis leukoaglutininom a ne-
vyznamny narast 2,6-viazanej kyseliny sialovej na PSA dete-
govanej pomocou SNA lektinu — Sambucus nigra aglutininu.
Tieto konstatovania su v sulade s predoslymi publikovanymi
Studiami, kde narast 2,6-viazanej kyseliny sialovej na PSA vo
vzorkach pacientov s PCa v porovnani so vzorkami zdravych
jedincov bol spajany so zvySenou mierou vazby glykanov na
PSA v diagnostikovanych pripadoch. ZvySena sialyzacia PSA
je pritom vysledkom upregulacie enzymov 2,3- a -2,6-sialyl-
transferaz u pacientov s PCa®.

Kammeijer a kol. uverejnili tzv. PSA Glycomics Assay
(PGA), teda test umoznujuci diferenciaciu 2,6- a 2,3-sialyzo-
vanych izomérov z mocu jedincov, teda markerov asociova-
nych s invazivnym typom PCa. Imunotest na baze lektinov
bol pouzity celkovo v 25 vzorkach mocu pacientov so sus-
pektnym vyskytom PCa. Celkovo 67 N-glykopeptidov bolo
identifikovanych z PSA, pricom konstatovali, Ze iSlo v tom-
to pripade o prvy test, ktory umoznil kvantifikaciu jednotli-
vych PSA foriem z mocu. Tuto PGA metodiku teda povazuju
za slubny ndstroj odhalovania glykomarkerov v ramci dife-
rencidcie medzi invazivnymi, respektive indolentnymi forma-
mi a BPH®,
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Sialyzacia je proces, ked' st zvysky kyseliny sialovej (kyse-
liny N-acetylneuraminovej) nadvazované na glykany ako kon-
covy monosacharid. Zda sa, ze prdve nadmerna sialyzacia
je asociovana so zlou prognézou choroby a s metastazova-
nim. Realizované experimentalne analyzy ukazuju, ze zvySe-
né hladiny kyseliny sialovej st zaznamendavané na sérovych
glykoproteinoch u pacientov s nadorom prostaty na rozdiel
od benignej prostatickej hyperplazie (BPH). Mézu tak predi-
kovat Gleasonovo skore s vy$Sou senzitivitou a Specificitou
ako PSA. Zaroven vysSie sérové hladiny kyseliny sialovej su
spojené s vys§im gradingom nadoru, mbézu sucasne prediko-
vat vyskyt kostnych metastaz(®.

Ferrer-Batallé a kol. porovnavali PHI s vyvinutou metodi-
kou pre glykoformy PSA zaloZenou na stanoveni percentual-
neho zastlpenia sérovej 2,3-sialovej kyseliny v sére (%2,3-SA)
v skupine 79 pacientov. Kohorta zahffiala 50 pacientov s PCa
a29 pacientov s BPH. Publikované vysledky ukazali, ze 2,3-SA
moéze odlisit pacientov s vysokorizikovym karcindmom
prostaty od zvysku pacientov lepSie ako PHI, hoci PHI lep-
Sie koreluje s Gleasonovym skére oproti % 2,3-SA. Kombi-
nacia oboch determinantov vS§ak vyznamne zvySuje senzi-
tivitu a Specificitu diferenciacie high-risk pacientov od low
a intermediate-risk pacientov ¢i pacientov s benignou hyper-
pldziou prostaty. Z uvedeného vyplyva, Ze oba sérové mar-
kery st navzajom komplementarne a zvysuju presnost diag-
nostiky v pripade identifikacie high-rish PCa®.

Fukozylacia jadra

Llop a kol. prezentovali dve metodiky na analyzu fuko-
zylacie jadra a kyseliny sialovej viazanych PSA N-glykanov
v sérach 29 pacientov s BPH a 44 pacientov s PCa s roznym
stadiom ochorenia. Zaznamenali vyznamny narast jadrovej
fukdzy a ndrast percenta a2,3-sialyzovaného PSA pri high-
risk PCa narozdiel od BPH a low-risk PCa, resp. high-risk PCa
pacientov. Pri cut-off hodnote pomeru PSA k jadrovej fuké-
ze 0,86, m6zu odlisit high-risk PCa pacientov od BPH s vyse
90 % senzitivitou a 95 % Specificitou. V pripade a2,3-sialyzo-
vanej PSA, pri cut-off hodnote na urovni 30 % odliSoval test
medzi high-risk PCa a skupinou pacientov s BPH, low- ainter-
mediate-risk PCa so senzitivitou 85,7 % a Specificitou 95,5 %.
Tato metodiku teda mozno do buducnosti pouZit na diferen-
ciaciu medzi invazivnymi a neinvazivnymi formami PCa(".
Uvedené poznatky konsStatuje aj Munkley a kol., ze zvySe-
na fukozylacia jadra je zaznamenavana v sérach pacientov
s PCa na rozdiel od zdravej kontroly(?.

Fujita a kol. skimali, ¢i fukozylovand PSA (Fuc-PSA)
v moci moéze byt pouzita pri detekcii PCa s vysokym Glea-
sonovym skére. Vzorky mocu zbierali u pacientov abnormal-
nym digitalnym rektalnym vySetrenim alebo u pacientov so
zvySenou hladinou sérového PSA. ELISA s lektinovou proti-
latkou bola pouzita na identifikaciu Lewis-typu alebo core-ty-
pu fukozylovanej PSA (PSA-AAL) a core-typu fukozylovanej
PSA (PSA-PhoSL) vo vzorkach mocu. Hladiny oboch typov
Fuc-PSA boli vyznamne znizené u pacientov s PCa oproti
tym, u ktorych biopsia nakoniec preukazala negativitu PCa.
Oba typy Fuc-PSA boli vyrazne asociované s vysokym Gle-
asonovym skére v bioptovanych vzorkach. Teda PSA-AAL
a PSA-PhoSL boli identifikované ako nezavislé prediktory po-
krocilych PCa(™.

Studiom fukozylovanej PSA v sére pacientov s invazivnym
PCa sa zaoberal aj Wang a kol. Pouzitim PSA imunotestu na
baze lektinov Lens culinaris agglutinin (LCA) a Aleuria auran-
tia lectin (AAL) boli zaznamendvané hladiny fukozylovanych
glykoforiem vo vzorkach séra pacientov s PCa a r6znym Gle-
asonovym skore. Vysledky merani ukazali, ze LCA aj AAL tes-
ty zaznamenali zvySene hladiny fukozylovanej PSA, ale iba
v pripade AAL metodiky vysledky korelovali s vy$Sim Gleaso-
novym skére. Vysledkom Studie bolo, ze kvantitativne imuno-
testy na baze lektinov na stanovenie percenta fukozylovane;j
PSA s pouzitim lektinu AAL m6zu byt efektivnym biomarke-
rom na diferenciaciu invazivnych PCa, obzvlast tych s Glea-
sonovym skére > 7, od neinvazivnych(®,

Vyznam hodnotenia zmien glykanov pri nadorovej
transformacii aj v inych organoch

Problematike glykozylacie a fukozylacie ako znamej mo-
difikacii glykoproteinov sa venuju mnohé vyskumy aj u inych
nadorov. Ako uvadza Jia a kol., aberantna aktivita a1,6-fuko-
zyltransferazy pri over-expresii FUT-8 génu bola pozorova-
nda u pacientov v I. §tadiu nemalobunkového karcinému pltc
(NSCLC). Prave inhibicia FUT8 mo6ze znamenat inhibiciu ras-
tu nadoru a metastazovania bez zasahu do proliferacie nor-
malneho epitelu. Existuje teda silnad asociacia over-expresie
FUT8 a celkového prezivania u pacientov s NSCLC a zaroven
s potencialnym terapeutickym ciefom4.

Fukozylovanym al-glykoproteinom ako biomarkerom pre
predikciu efektu imunoterapie u pacientov s nddorom pltc sa
zaoberala praca Yokobori a kol. Zaznamenali vyrazni zme-
nu v glykdnovej strukture sérového al-glykoproteinu (AGP)
azvysené hladiny a1,3-fukozylovaného AGP (fAGP), ktoré bo-
li u pacientov asociované s progresiou ochorenia a so zni-
zenou odpovedou na chemoterapiu. Boli analyzované hladi-
ny fAGP v sére u 39 pacientov s pokrocilym nadorom pluc
s imunoterapiou nivolumabom. Celkovo 23 pacientov malo
zvySenu hladinu jeden mesiac po zacati lieCby a u 20 pa-
cientov v skupine, kde nedoslo k zmenseniu nadoru, boli za-
znamenané vysokeé hladiny fAGP s ndslednym dmrtim v tejto
skupine. Sestnast pacientov, u ktorych doslo k zniZeniu hla-
diny fAGP alebo k jej stagnacii, prezivalo v dalSom 2-ro€nom
sledovanom obdobi. Z uvedeného vyplyva, ze hladina fAGP
moze byt povaZovana za zaujimavy marker pre odhad klinic-
kej efektivity imunoterapie nivolumabu(,

Studia publikovana Doherty a kol. sa snazila objasnit N-gly-
kozylaciu plazmy medzi pacientmi s kolorektalnym karcinoé-
mom (CRC) a so zdravou kontrolnou skupinou. Zahrnuli 633
pripadov CRC (rozdelenych do 4 $tadii) a 478 zdravych kon-
trol. Statisticky signifikantny rozdiel v N-glykéme plazmy po-
zorovali v rdmci vS§etkych Styroch stadii CRC, pricom v prvom
stadiu bol na rozdiel od Stadii 2 az 4 zaznamenany vyrazny
pokles fukozylovanych glykanov F(6)A2G2 a F(6)A2G2S(6)1.
Vysledkom je teda konsStatovanie, ze N-glykémové biomarke-
ry mozu byt sucastou klinického hodnotenia stadia ochore-
nia a zaroven potencidlnym terapeutickym cielom(®,

Pilotnd studia de Freitas Junior a kol. potvrdila, ze a2,3-sia-
lyzované povrchové glykolipidy, O-glykany a N-glykany boli
exprimované najma na histopatologickych vzorkach asocio-
vanych s malignou transformaciou CRC, obzvlast pri podty-
poch s tendenciou k metastazovaniu do regiondlnych lymfa-
tickych uzlin. Preto analyza glykanov ma svoje postavenie
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pri stratégii detekcie CRC s vyraznym metastatickym poten-
cidlom(,

Zmenami N-glykozylacie asociovanymi s CRC malignita-
mi sa zaoberala aj Sethi a kol. stidiou na bunkovych liniach
CRC (LIM1215, LIM1899, and LIM2405). Detegovali vyraznu
pritomnost mandzovych a a2,6-sialyzovanych N-glykanov, pri-
¢om B1,4-GIcNAcylacia a a2,3-sialyzacia boli identifikované
v rdmci metastatickej (LIM1215) a invazivnej (LIM2405) CRC
bunkovej linie. Zaroven sa ukazala silna asociacia s expresiou
receptora epidermalneho rastového faktora (EGFR)(®.

Zaver

Vyznam hodnotenia glykokonjugatov ako potencialnych
biomarkerov pri nadorovej transformdcii v tkanive pros-
taty neustdle narasta. Dokazom je viacero publikovanych
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Mikrosatelitna instabilita (MSI) predstavuje stav genomickej alteracie vyskytujicej sa v oblasti mikrosatelitov,
tvorenych zvycajne 1 — 6 nukleotidovymi opakovaniami. Je vSeobecne zname, Zze determinacia stupna MSI je
kritickym parametrom pre celozivotny skrining pacientov s Lynchovym syndrémom. Aktualne dostupné diag-
nostické pristupy v klinickej praxi, ktoré sluzia na detekciu MSI, v§ak vykazuju isté limitacie. Moderné techno-
I6gie sekvenovania novej generacie maju v kombinacii s analyzou tekutej biopsie velky potencial tieto obme-
dzenia prekonat. Viaceré studie preukazuju, Ze technoldgia masivne paralelného sekvenovania méze poskytnut
presnejsi, cenovo efektivnejsi a dostupnejsi pristup detekcie a skriningu MSI v nadoroch asociovanych s Lyn-
chovym syndrém.

Klacové slova: Lynchov syndrom, mikrosatelitnd instabilita, masivne paralelné sekvenovanie

Detection of microsatellite instability in Lynch syndrome-associated tumours

Microsatellite instability (MSI) is a state of genomic alteration occurring in the region of microsatellites, usual-
ly formed by 1 - 6 nucleotide repeats, which accumulate indels of several base pair sizes. It is well known that
the determination of the degree of MSI is a critical parameter for lifelong screening of patients with Lynch syn-
drome. Currently available diagnostic approaches in clinical practice, which are used to detect MSI, have certain
limitations. Modern next-generation sequencing technologies, combined with liquid biopsy analysis, have great
potential to overcome these limitations. Several studies have shown that massively parallel sequencing technol-
ogy, coupled with appropriate bioinformatics tools, can provide a more accurate, cost-effective, and affordable

approach to detecting and screening MSI in Lynch syndrome-associated tumours.
Keywords: Lynch syndrome, microsatellite instability, massively parallel sequencing

Newslab, 2021; ro¢. 12 (1): 27 - 31

Lynchov syndrém je autozomalne dominantné dedic-
né ochorenie charakterizované defektmi v systéme opra-
vy chybne spdrovanych baz — MMR systéme (mismatch
repair system). lde o postreplikativny opravny systém zais-
fujuci integritu gendému prostrednictvom reparacie chybne
inkorporovanych nukleotidov, tvoreny predov§etkym Styrmi
hlavnymi génmi MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2. Je zname,
ze pacienti s diagnostikovanym Lynchovym syndrémom
su vystaveni zvySenému riziku rozvoja viacnasobnych syn-
chrénnych alebo metachrénnych kolonickych a/alebo ex-
trakolonickych malignit so véasnym ndstupom fenotypu.
U pacientov s Lynchovym syndromom sa tieto typy malig-
nit objavuju pomerne skoro, a to priemerne okolo 40. az
50. roku zZivota (tabulka 1). Medzi najcastejSie typy nddorov
asociovanych s Lynchovym syndrémom patri kolorektalny
karcindm, a to pri oboch pohlaviach, a karcindm endomet-
ria u zien, ale aj rakovina Zaludka, ovarii, tenkého Creva, he-
patobiliarneho a urinarneho traktu, mozgu a CNS a tiez Siro-
ké spektrum dal$ich onkologickych ochoreni®.

Mikrosatelity a ich instabilita u pacientov
s Lynchovym syndrémom

Mikrosatelity alebo aj kratke tandemové repeticie (STR;
short tandem repeats) st vo vSeobecnosti definované ako
sekvenéné opakovania az do dizky 100 bazovych parov®. Su
tvorené opakujucimi sa sekvenciami pozostavajucimi z mo-
tivov velkosti 1 — 6 nukleotidov, pricom pokryvaju zhruba
2,5 % ludského gendmu s poétom ~ 2,5 miliéna lokusov®.,
Su oznacované za genetické hotspoty s mierou mutability
10- az 100 000x vy$Sou v porovnani so zvyskom gendmu®.
Uddvana frekvencia mutdcii na generaciu je oproti jednonuk-
leotidovym polymorfizmom radovo vys$sia®. Predpoklada sa,
7e vari4cie dizky STR oblasti si podmienené prekiznutiu DNA
v procese replikacie, ¢o v kone¢nom désledku vedie k inde-
lom velkosti jedného alebo viacerych mikrosatelitnych moti-
vov. Vzniknuté indely su v oblastiach mikrosatelitnych loku-
sov opravované najma funkénym MMR systémom®. Kedze
mikrosatelity predstavuju velmi nestabilné Casti genédmu, pri-
tomnost patologickych zarodo¢nych mutacii v MMR génoch
andsledna dysfunkcia MMR opravného systému u pacientov
s Lynchovym syndrémom mézu vyustit do mikrosatelitnej
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Tabulka 1. Riziko vzniku rakoviny v beznej populacii a u pacientov s mutaciami v génoch MLH1 a MSH2, spolu s priemernym

nastupom veku ochorenia.

Lynchov syndrém (heterozygot MLH1, MSH2)

Typ nadoru Riziko v beznej populacii R T A
Kolorektalny karciném 4-5% 52-82% 41 - 46 rokov
Endometrium 2,7 % 25-60% 48 - 62 rokov
Prostata 11,6 % ~30% NA
Zaltdok <1% 6-13% 58 rokov
Ovaria 13% e L2 43 rokov
Hepatobiliarny trakt <1% 14-4% NA
Urinarny trakt 4% ~7% ~ 55 rokov
Tenké ¢revo 0,3 % 3-6% 49 rokov
Mozog/CNS 0,6 % 1-3% ~ 50 rokov
Pankreas 1% <5% NA

*NA — not available/déta nie su k dispozicii

instability (MSI, microsatellite instability) (obrazok 1), pricom
jej detekcia predstavuje v klinickej praxi dolezity prognostic-
ky a diagnosticky marker.

Aktualne skriningové pristupy detekcie MSI
v klinickej praxi

Detekcia MSI a skrining pacientov s Lynchovym syndré-
mom su zalozené na dvoch zakladnych pristupoch. Prvy,
vychadzajuci z imunohistochémie (IHC; immunohistoche-
mistry) proteinov zahrnutych v MMR systéme, a druhy, vyuzi-
vajuci PCR amplifikaciu vybraného poctu mikrosatelitovych
markerov (MSI-PCR) (tabulka 2). Detekcia MSI predstavuje
skriningovy test, ktory umoziuje z pomerne rozsiahlej vzorky
nadorov vybrat tie, ktoré mézu byt asociované s Lynchovym
syndrémom. Uvadza sa, ze MSI vykazuje ~ 90 % Lynchovych
asociovanych nadorov v porovnani s ~ 15 % sporadickych
kolorektalnych karcinémov, spdsobenych najma hyperme-
tylaciou prométora génu MLH1?. Vhodnym markerom na
selekciu sporadickych nadorov je vySetrenie na pritomnost
danych metylacii MLH1 alebo analyza mutacie p. V600E
v géne BRAF®.

Metéda MSI-PCR kombinuje fluorescenénu multiplex PCR
a kapilarovu elektroforézu, ¢im umoznuje detegovat status
MSI porovnavanim fragmentaéného profilu amplifikovanych
markerov medzi zdravym a nadorovym tkanivom ziskanym
od toho istého pacienta. V priebehu dekad boli predstave-
né viaceré panely, siCasné testy Siroko vyuzivané v klinickej
diagnostike sa vSak spoliehaju predov§etkym na lokusy tvo-
rené mononukleotidovymi opakovaniami — homopolymérmi.
V sucCasnosti najpouzivanejSou esejou zaloZzenou na tomto
principe je metdda fragmentacnej analyzy MSI Analysis Sys-
tem verzia 1.2 (Promega), ktora vyuziva panel 5 kvazi-mono-
morfnych homopolymérnych markerov BAT-25, BAT-26, NR-
21, NR-24 a MONO-279,

Na druhej strane IHC sa odporuca ako prvotné skriningové
vySetrenie pri lieCbe pacientoy, u ktorych existuje podozrenie
na pritomnost mutéacii v MMR génoch, s ciefom identifikovat
pacientov, ktori su vhodni na dalSie molekularnogenetické
analyzy. IHC predstavuje rychlu a relativne jednoduchd ese;j,
ktora deteguje expresiu MMR proteinov MLH1, PMS2, MSH2
a MSH6 v tkanive odobratého z reprezentativnej ¢asti biop-
sie(. VyraznejSou limitaciou IHC je nevyhnutna pritomnost
vysokokvalifikovaného personalu, a to pri odbere biopsie

Obrazok 1. Molekularny mechanizmus MSI. Pocas replikdcie
STR oblasti (C10) méZe dojst k reaneldcii DNA retazca mimo
pbvodného miesta s ndslednou inzerciou alebo deléciou jedného
alebo viacerych nukleotidov (G11). Heterodimér MSH2-MSH6,
ktory rozpoznadva chybne sparované bazy, spolu s heterodimérom
MLH1-PMS2 podporuje exciziu tejto ¢asti chybného vldkna, a to aj
za pomoci exonukledzy EXO1. Pri absencii aktivity MMR systému
zostdva tento usek neopraveny. V priebehu nasledujucej replika-
cie DNA sa vlakno obsahujice G11 stava templatom, pricom jeho
uspesnd replikdcia vedie k trvalej fixacii nukleotidu a ku generova-
niu novej alely C11. Komplex PCNA a DNA polymerdza 6 zabez-
pecuju syntézu nového vldkna. MSI — mikrosatelitna instabilita;
MSS - mikrosatelitna stabilita.
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Tabulka 2. Porovnanie IHC a MSI-PCR.

vysledok v rdmci4 - 6 h

+ identifikdcia MMR génov pre sekvencné

IHC + lahko aplikovatelna metéda
+ realizovatelnd na vzorkach s < 20 %
neoplastickych buniek

+ cenova efektivita

. - separatna analyza 4 MMR proteinov (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6)
+ potreba Specialistu na interpretaciu vysledkov
analyzy « falo$na pozitivita: artificidlne straty expresie ako pri¢ina preanalytickych faktorov
alebo v dosledku technickych limitacii
- zriedkava falo$na negativita: Ziadna zjavna strata expresie v doésledku missense
mutdcii v MMR génoch s intaktnou imunoreaktivitou v ~ 10 % pripadov

+ pritomnost Specialistu

+ multiplex PCR
MSI-PCR )
+ lahka reprodukovatelnost experimentov

+ cenova efektivita

+ vysledok vramci<5h + Ziadna indikacia o MMR génoch
+ vzorky najmenej s 20 % neoplastickych buniek
+ zriedkava falo$na pozitivita: mikrosatelitné polymorfizmy

+ informativna iba pre limitovany typ nadorov

aj pri vyhodnocovani analyz. Bolo pozorované, ze medzi vy-
sledkami MSI a IHC analyzami existuje nesulad, pricom uva-
dzana citlivost IHC pri predpovedani MSI je ~ 92 %("12, Ne-
gativami IHC su takisto faloSne pozitivne vysledky, ktoré
vznikaju pri takych mutaciach v MMR génoch, ktoré vo vy-
sledku neovplyviuju translaciu, stabilitu a antigenicitu prote-
inu, ¢im dochadza k jeho intaktnému zafarbeniu®?. Porovna-
nie technickych a metodologickych aspektov MSI-PCR a IHC
aj ich limitacie sumarizuje tabulka 2.

MSI ako indikator prognézy odpovede
na imunoterapiu

Okrem iného detekcia MSI pomaha pri selekcii pacien-
tov na zaradenie na imunoterapiu. Preukazalo sa, Ze pri me-
tastatickom kolorektalnom karcindme je ~ 10 % pacientov
nespravne zaradenych do imunoterapeutickych studii v do6-
sledku falo$ne pozitivnych vysledkov IHC alebo MSI-PCR(3),
Na posudenie adekvatnosti lieCby pomocou inhibitorov imu-
nitného kontrolného bodu (ICl; immune checkpoint inhibi-
tors) sa odporuca kombinacia pristupu IHC a MSI-PCR pri
metastatickom CRC aj pri inych druhoch nadorov spadaju-
cich do spektra Lynchovho syndromu. Preukazalo sa, Ze
nadory s vysokym stupiom MSI maju vo vSeobecnosti vy-
sokU pravdepodobnost reakcie na inhibiciu PD-1/PD-L1 dra-
hy (programmed cell death 1/programed cell death ligand 1),
ktora je povazovana za jeden z kontrolnych bodov imunitnej
odpovede. Protein PD-1, vysokoexprimovany aktivovanymi
T-bunkami, B-bunkami, dendritickymi bunkami a NK bunka-
mi, ktory po vazbe na PD-L1 receptor, nachadzajuci sa vo vel-
kom mnozstve na niektorych rakovinovych bunkach, pomaha
takymto bunkam uniknut pred imunitnym systémom hosti-
tela. Monoklonadlne protilatky, akymi su inhibitory anti-PD-1
alebo anti-PD-L1 mozu takuto vazbu blokovat a zvySovat tak
imunitnd odpoved proti bunkdm nadoru (obrazok 2). Na za-
klade predklinickych studii je tento typ lieCby uc¢inny v kombi-
nacii s radioterapiou, chemoterapiou, inhibitormi kinaz a epi-
genetickymi lieGivami(9,

Vyuzitie masivne paralelného sekvenovania v MSI
diagnostike

Aktudlne sa dostdva do popredia nazor, ze pouzitie pa-
nelového sekvenovania ako prvotného skriningu MSI pred-
stavuje v klinickej praxi cenovo efektivny sposob diagnostiky
Lynchovho syndrému a inych nddorovych a polypéznych syn-

dréomov(®), pricom sekvenovanie nadoru ako prvotny krok pri
skriningu Lynchovho syndrému moZe nahradit sucasne po-
uzivané pristupy(”). Velkou vyhodou NGS metdd oproti MSI-
PCR je predovS§etkym subor analyzovanych markerov, kto-
ry variruje az po niekolko tisic. Okrem vysSej citlivosti je to
v niektorych pripadoch absencia parovej vzorky kontrolného
nenadorového tkaniva, ktora je pre pristupy MSI-PCR nevy-
hnutna. Dokazy o adekvatnosti masivne paralelného sekve-
novania pri detekcii MSI poskytlo sekvenovanie Standardne
pouzivaného génového panela Bethesda/NCI. Ziskané vy-
sledky korelovali s metédou MSI-PCR analyzy, ¢o demon-
Struje, Ze pristupy zalozené na vysokoparalelnom sekvenova-
ni predstavuju vhodnu skriningova a diagnostickd metédou
na testovanie MSI(®. Detekcia MSI vychadzajlca z rozlic-
nych sekvenacnych platforiem dosahuje vysoku Specificitu
a senzitivitu, Co demonstruje, ze tento pristup méze v bliz-
kom Case plnohodnotne nahradit konvenéne pouzivané skri-
ningové metody'. Vybrané stidie zaoberajlce sa detekciou
MSI v nadoroch kolorekta pomocou masivne paralelného

Obrazok 2. Mechanizmus ucinku anti-PD-1 a anti-PD-L1 lieCiv.
Ked' sa PD-L1 (ligand programovanej bunkovej smrti 1) na nddo-
rovej bunke naviaZe na receptor PD-1 (receptor programovanej
bunkovej smrti 1) na T-bunke, st apoptické mechanizmy T-buniek
inhibované a brania imunitnému systému pri napadnuti nadorovej
bunky. Blokovanie PD-L1 alebo PD-1 umoZriuje T-bunkam po na-
viazani antigénu napadnit nadorové bunky.

Tumor cell Tumor cell death

PD-L1 PR-L1

Anti-PD-L1
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Tabulka 3. Stidie zaoberajtce sa detekciou MSI pomocou masivne paralelného sekvenovania.

Stadia | Platforma | Typ nadoru | Vstup

Lee et al. (2021)% lllumina NextSeq 500 Kolorektalny karciném Tkanivo
Kim et al. (2019)% lllumina MiSeq Kolorektalny karciném Tkanivo
Nowak et al. (2017)% lllumina HiSeq 2500 Kolorektalny karciném Tkanivo
Hempelmann et al. (2015)* lllumina MiSeq Kolorektalny karciném Tkanivo

sekvenovania zobrazuje tabulka 3. Napriek Sirokému spek-
tru nastrojov na vyhodnocovanie MSI zo sekvenénych dat vy-
kazujucich v porovnani s MSI-PCR konkordanciu, ktora vari-
ruje od 92,3 % do 100 %2, neboli doposial' predstavené
konsenzudlne kritérid na vyhodnocovanie MSI, ¢o do istej
miery limituje ich zavedenie do rutinnej klinickej praxe.

Potencial cirkulujicej nadorovej DNA v MSI
diagnostike

Potencial cirkulujicej nadorovej DNA (ctDNA, circulating
tumour DNA) je pripisovany vlastnostiam, ako je schopnost
sledovat progresiu nadorového ochorenia, moznost pred-
povedat recidivu nadoru a v neposlednom rade schopnost
odrazat stav nadorovej heterogenity®?. Zaroven medzi MSI
fenotypom v ctDNA a nadorovom tkanive existuje vysoka
miera korelacie. KedZe len mala ¢ast z fragmentov ctDNA
v cirkulacii pochddza z nddorovych buniek, detekcia MSI za-
lozend na baze tekutej biopsie si vyzaduje velmi citlivy pri-
stup. Presnost a citlivost menej invazivnych metéd zaloze-
nych na analyze volnych cirkulujicich nukleovych kyselin je
ovplyvnena faktormi, medzi ktoré patria napriklad technické
a bioinformatické vyzvy pre efektivne sekvenovanie, mapo-
vanie, volanie variantov a korekciu chyb v oblasti vysokorepe-
titivnych mikrosatelitnych lokusov, nizka frakcia ctDNA v cir-
kulacii, respektive chyby vznikajuce pri replikacii genomu®@.

Pristupy na hodnotenie stavu MSI prostrednictvom ana-
lyzy ctDNA dosahuji konkordanciu na drovni ~ 99 % pre
status MSI medzi vzorkami tkaniva a ctDNA(2249_ Kritickym
parametrom eseji vychadzajucich z analyzy volnych cirku-
lujacich nukleovych kyselin je frakcia nadorovych buniek,
pretoZe Gcinnost detekcie MSI vo vzorkach s vysokou kon-
taminaciou zdravych buniek vyznamne klesa®. V neposled-
nom rade je to heterogenita a dynamika nadoru, pri ktorej
inter- a intratumorova variabilita si kliCovym faktorom pri-
spievajucim k nesuladu medzi pacientmi/kohortami. N&-
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dorové bunky prechddzaji v odpovedi na stres sposobeny
prostredim a terapiou klonalnou evoltciou, ktora méze menit
ich genetickd informaciu. Napriek tomu sa predpoklada, ze
tekuta biopsia ma v porovnani s tkanivom potencial niekol-
konasobne lepsieho zachytu tumorovej heterogenity®. Naj-
novsie validacie preukazuju 100 % senzitivitu a Specificity,
ato aj v pripade 0,05 % obsahu ctDNA®. Napriek evidencii,
Ze pristupy zalozené na analyze ctDNA poskytuju pri detek-
cii MSI pomocou vysokoparalelného sekvenovania mikrosa-
telitnych lokusov dostato¢nu citlivost, st pre ich zavedenie
do klinickej praxe potrebné dalsie funkéné validacie.

Zaver

Sirokd dostupnost detekcie MSI pomocou vysokoparalel-
ného sekvenovania v klinickej praxi moze v kone¢nom do6-
sledku eliminovat spektrum komplikacii, ktoré su spojené
s aktualne zauzivanymi pristupmi. Zaroven, neustale inova-
cie vo vypoctovych algoritmoch umozniuju rozsiahly skrining
v desiatkach az stovkach vzoriek sicasne, so senzitivitou
na urovni konvenéne pouzivanych skriningovych ndastrojov.
Analyza telovych tekutin okrem iného vedie ku kvalitnejSie-
mu manazmentu pacientovho ochorenia, a to pri monitoro-
vani odpovede tumoru na protinadorovu terapiu aj pri sledo-
vani jeho pripadnej recidivy.
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Molekularna diagnostika vrodenej neutropénie

Veronika Medova', Andrea Soltysova'?, Ludevit Kadasi'2, Andrej Ficek?
Ustav klinického a translacného vyskumu, Biomedicinske centrum SAV, Bratislava
2Katedra molekularnej bioldgie, Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského, Bratislava

Vrodena neutropénia predstavuje skupinu ochoreni v ramci primarnych imunodeficiencii, ktora je charakterizo-
vana nizkym poctom neutrofilov, pricom viaceré typy m6zu mat syndrémovy charakter s vyskytom roznych ex-
trahematologickych znakov. Vzhl'adom na klinicku i geneticku variabilitu vrodenej neutropénie, s ktorou je v su-
casnosti asociovanych viac ako 50 génov, sa v molekularnej diagnostike dostavaju do popredia najma techniky
sekvenovania novej generdcie. Tie, i uz vo forme panelov, celoexdémového, ¢i celogenémového sekvenovania,
umoznuju cenovo i ¢asovo U¢innu diagnostiku aj identifikaciu novych génov spojenych so vznikom neutropénii.
| ked’ na porovnanie diagnostickej Gi¢innosti jednotlivych spomenutych pristupov nie je dostatok dat, dostupné
stadie ukazuju, Ze v sucasnosti ide o najucinnejsi diagnosticky pristup pri genotypovo i fenotypovo heterogén-
nych ochoreniach, ako je neutropénia.

Kl'icové slova: neutropénia, molekularna genetika, ELANE, sekvenovanie novej generacie, WES

Molecular diagnosis of congenital neutropenia

Congenital neutropenia is a group of primary immunodeficiency disorders characterized by a low neutrophil
count, which may be syndromic with the presence of various extrahematological features. Due to the clinical
and genetic heterogeneity of congenital neutropenia, currently associated with more than 50 genes, next-gener-
ation sequencing techniques are at the forefront of the molecular diagnosis of neutropenia. In the form of pan-
el, whole exome or whole genome sequencing, these techniques enable cost-effective and time-efficient diag-
nostics and the identification of new genes associated with the development of neutropenia. Although there are
not enough data to compare the diagnostic yield of these approaches, available studies currently show it as the
most effective diagnostic approach for genotypic and phenotypic heterogeneous diseases, such as neutropenia.

Keywords: neutropenia, molecular genetics, ELANE, next-generation sequencing, WES

Newslab, 2021; ro¢. 12 (1): 32 - 36

Uvod

Molekularna diagnostika zriedkavych vrodenych ochore-
ni sa kazdy rok zlepsuje, k comu najma posledné desatro-
Cie prispievaju techniky sekvenovania novej generacie (NGS,
next generation sequencing). Napriek tomu efektivita alebo
tzv. diagnosticky ucinok dosahuje celkovo pri mnohych vro-
denych ochoreniach aj s vyuzitim NGS asi len 25 %(. Vrode-
né poruchy imunity su skupinou ochoreni, kde sa NGS vzhla-
dom na geneticku variabilitu vyuziva ¢asto. Do tejto skupiny
ochoreni patri i vrodena neutropénia, ktora je charakterizova-
na redukciou absolutneho poctu neutrofilov (ANC, absolute
neutrophil count) v periférnej krvi, ktort radime k porucham
fagocytov. Neutropénia je ¢asto klinicky asymptomaticka az
do momentu, ked' sa u pacienta zac¢ne prejavovat rekurent-
nymi infekciami, ktoré mnohokrat vedu k chronickym, zavaz-
nym az Zivot ohrozujlicim stavom®.

Vrodena neutropénia

Neutropénia je relativne ¢astym ndlezom u priblizne 1 %
populdcie, pricom v niektorych populaciach moze jej vyskyt
dosahovat az 8 %. Vrodena forma neutropénie sa vyskytuje
u menej ako 1/100 000 l'udi, €o tvori priblizne 1 z 1 000 pripa-
dov vsetkych neutropénii®. Z analyzy dat zozbieranych Me-
dzindrodnym registrom zavaznych chronickych neutropénii
(SCNIR, Severe Chronic Neutropenia International Registry) sa
prevalencia vrodenej a idiopatickej neutropénie pohybovala

v Statoch prispievajucich do registra v rozmedzi od 0,006 az
po 8,5 pripadu na milién obyvatelov s priemerom 1,65. Slo-
vensko v tom Case do registra neprispievalo i ked' v sicas-
nosti je partnerom tejto organizacie®. Monogénova konge-
nitalna neutropénia predstavuje klinicky a geneticky velmi
heterogénnu skupinu, pricom toto oznacenie sa vztahuje na
chronicku zavaznu neutropéniu bez inych abnormalit, tzv.
izolovanu, nesyndromovu neutropéniu, ako aj na syndrémo-
vé genetické ochorenia spojené s roznymi extrahematologic-
kymi fenotypovymi prejavmi®. Neutropénia sa zaroven méze
vyskytovat pri inych ochoreniach imunitného systému posti-
hujdcich napriklad ziskanu imunitu ako ich pridruzeny prejav
alebo ako sucast klinického obrazu zlyhania kostnej drene®.

Genetika vrodenej neutropénie

Zavazna kongenitalna neutropénia (SCN, severe congeni-
tal neutropenia) sa prejavuje ako chronické alebo intermitent-
né ochorenie, pricom pacienti, ktori Aou trpia, maju zaroven
sklon k rozvoju akutnej myeloidnej leukémie (AML) a mye-
lodysplazie (MDS)®. S izolovanou formou ochorenia je do-
posial spojenych viacero génov (tabulka 1), z ktorych naj-
vyznamnejsi je gén ELANE, ktorého mutacie su zodpovedné
priblizne aZ za 40 % pripadov tazkej vrodenej neutropénie (ob-
razok 1) a vySe 50 % pripadov cyklickej neutropénie charak-
terizovanej oscilaciou poctu neutrofilov zvy¢ajne v 21-dno-
vych cykloch®™. V sti¢asnosti je znamych takmer 200 réznych
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Tabulka 1. Zoznam izolovanych neutropénii a syndrémovych neutropénii“5'31%

[Gen  [syndrom  |Deditnost | Extrahematologické znaky
IZOLOVANE NEUTROPENIE

ELANE SCN1 AD -

GFI1 SCN2 AD -

HAX1 SCN3 AR -

G6PC3 SCN4 AR -

VPS45 SCN5 AR -

JAGN1 SCN6 AR Osteopénia

CSF3R SCN7 AR -

SRP54 SCN8 AD Exokrinnd pankreatickd insuficiencia
WAS X-viazand SCN XR -

TCIRG1 TCIRG1neutropénia AD Osteopetréza

CXCR2 CXCR2 chronicka neutropénia AR Exokrinnd pankreatickd deficiencia

SYNDROMOVE NEUTROPENIE

__newslab

SBDS Shwachmanov-Diamondov syndrém AD Exokrinnd pankreatickd insuficiencia, chondrodyspléazia
SLC37A4 Porucha ukladania glykogénu AR Laktatova acidoza, hyperlipidémia
TAZ Barthov syndrém XR Kardiomyopatia, retardacia rastu
VPS13B Cohenov syndrém AR Mentalna retardacia, obezita, hluchota
CXCR4 WHIM AD Bradavice
GATA2 GATA2 deficiencia AD Lymfedéma, hluchota
AP3B1 Hermanského-Pudlakov syndrom AR Parcidlny albinizmus, pulmondlna fibréza
LAMTOR2 p14 deficiencia AR Parcialny albinizmus, growth failure
USB1 Poilkiloderma s neutropéniou AR Retinopatia, vyvojové zaostavanie
LYST Chediakov-Higashiho syndrém AR Parcidlny albinizmus, neurologicka dysfunkcia
RAB27A Griscelliho syndrém typ 2 AR Parcialny albinizmus
AP3D1 Hermanského-Pudlakov syndrom typ 10 | AR Okulokutanny albinizmus, hluchota
EIF2AK3 Wolcottov-Rallisonov syndrém AR Neonatalny diabetes dependentny od nzulinu
TCN2 Transkobalamin 2 deficiencia AR Mentélne postihnutie
EFL1 Syndrém typu Shwachman-Diamond AR -
CLPB Metyglutakonicka aciduria AR Neurovyvojové poruchy, katarakta, IUGR
CEBPE Deficiencia Specifickych grandl AR -
SMARCD2 Deficiencia $pecifickych granul 2 AR Vyvojové poruchy
RMRP Hypoplazia vlasov a chrupky AR Kratke koncatiny, jemné a riedke vlasy
GINS1 GINS1 deficiencia AR IUGR
MTHFD1 MTHFD1 deficiencia AR Zachvaty, postihnutie intelektu
PSTPIP1 PAMI AD Hepatosplenomegalia, neprosperovanie
WDR1 WDR1 deficiencia AR Z1é hojenie ran, zavazna stomatitida
MKL1 MKL1 deficiencia AR -
PGM3 PGM3 deficiencia AR Nizky vzrast, brachydaktylia
IVD Izovalerickd acidémia AR Aciddza, ketdza
MMUT Metylmalonicka aciduria AR L, L . . ) i
PCCA Propionikacidémia AR gi\fégi metabolickd dekompenzacia, poskodenie kostrovych svalov
PCCB Propionikacidémia AR
GATA1 Anémia s neutropéniou a bez nej XR -
DNM2 gEch;?;;g;lli\/cl)irleho-Toothov syndrom | \p, Centronukledrna myopatia
MGCAS8 3-metylglutakonicka aciduria AR Hypotdnia, respiracna nedostatocnost
LMBRD1 Metylmalénova acidiria a homocystinuria | AR Vyvojové zaostavanie
mtDNAdel Pearsonov syndrém mt Exokrinnd pankreaticka insuficiencia
AK2 AK2 deficiencia AR Hluchota
RAC2 Aktivovany RAC2 defekt AD -
CD40LG CD40LG deficiencia XR Hepatitida, periférne neuroektodermalne tumory
CD40 CD40 deficiencia AR -
ICOSLG ICOSL deficiencia AR -
STK4 STK4 deficiencia AR Vrodené poruchy srdca
MSN Moezinova deficiencia XR -
TFRC TFRC deficiencia AR -
TNFSF12 TWEAK deficiencia AD -
IRAK4 IRAKA4 deficiencia AR -
MYD88 MyD88 deficiencia AR -
SEC61A1 Tubulointerstitial kidney disease AD Chronické ochorenie obli¢iek, IUGR
1/2021
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ZLYHANIA KOSTNEJ DRENE

FANCA, FANCB, FANCC, BRCA2, FAN-

CD2, FANCE, FANCF, XRCC9, FANCT,

BRIP1, FANCL, FANCM, PALB2,|Fanconiho anémiatyp A, B, C,D1,D2,E,F, AD. AR XR Nizky vzrast, hyper/hypopigmentécia, facialny dys-
RADS51C, SLX4, ERCC4, RAD51, BR-|G,1,J,LLM,0,RQ,R S, T,U, VW P morfizmus, srdcové anomadlie, CNS anomalie

CA1, UBE2T, XRCC2, MAD2L2,

RFWD3, SAMD9

DKC1, TERC, TERT, TINF2, RTELT, Dystrofia nechtov, abnormality koznej pigmentacie,
ACD, NOLA2, NOLA3, WRAP53, PARN, | Dyskeratosis congenital AD, AR, XR oralna leukoplakia, pulmonalna fibréza, vaskulérne
ACD, abnormality

SAMDIL Ataxia pancytopénia syndrom AD Neurologické zmeny

SAMD9 MIRAGE AD IUGR, gonadélne abnormality

AD - autozomdlne dominantnd dedi¢nost, AR — autozomdlne recesivna dedi¢nost, XR — X-viazana recesivna dedi¢nost,

IUGR - retarddcia intrauterinného rastu

mutacii v tomto géne® a kazdy rok pribudaju nové varian-
ty vratane variantov vo forme mozaiky®. Dal$im z asociova-
nych génov je HAX1, ktorého mutacie spdsobuju vznik au-
tozomalne recesivnej formy SCN, nazyvanej aj Kostmannov
syndrém, ktory bol prvykrat zaznamenany u Svédskej kon-
sangvinacnej rodiny(. Aj ked' je vyskyt zriedkavého Kos-
tmannovho syndromu cCastejsi u pacientov z konsangvi-
nacnych rodin, nie je na ne obmedzeny a jeho incidencia je
vzhladom na autozomalne recesivny charakter a réznu frek-
venciu HAXT mutdcii geograficky a etnicky zavisla. V popula-
ciach s vy§Sou mierou konsangvina¢nych manzelstiev mozu
byt HAX1 varianty zodpovedné dokonca za viac SCN pripa-
dov ako ELANE. Mutacie v inych génoch su vo vztahu k vzni-
ku izolovanej kongenitalnej neutropénie identifikované vo
vyrazne mensej miere (obrazok 1). Navyse gény, ktorych va-
rianty spdsobuju rozne mierne alebo adultné formy ochore-
nia, ako je napriklad adultna neutropénia s monocytézou®",

Znizuju zachytnost samotného ochorenia a tym aj moznost
identifikacie molekularnej priciny.

Syndrémové neutropénie su ochorenia spojené s porucha-
mi metabolizmu, vezikulového transportu, imunologickych
funkcii ¢i s ribozémovou dysfunkciou, ktorych spoloénym
prejavom je neutropénia. Ide o monogénovo podmienené
syndrémy s roznym typom dedi¢nosti a ich vznik je spdja-
ny s variantmi vo viac ako 30 réznych génoch (tabulka 1).
NajCastejSie sa vyskytujucou syndrémovou neutropéniou
je Shwachmanov-Diamondov syndrém (SDS), multiorgano-
vé ochorenie sposobené variantmi v géne SBDS. Varianty
v tomto géne su zdroven po mutacidch v géne ELANE dru-
hou najcastejSou priCinou zavaznej kongenitalnej neutropé-
nie (izolovanej i syndromovej) a st zodpovedné za 14 % taz-
kych vrodenych neutropénii (obrazok 1)('®. Vznik zavaznej
vrodenej neutropénie je vyrazne spdjany aj s variantmi v gé-
ne SLC37A4 sposobujlcimi vznik glykogendzy(, variantmi
v TAZ sp6sobujicimi vznik Barthovho syndrému ¢i variantmi

Obrazok 1. Gény asociované so vznikom SCN, prevzaté a upravené(’d)
Déta 650 pacientov s SCN registrovanych v SCNIR registri z Eurépy a zo Severnej Ameriky
*Mutdcie v JAGNT, LAMTOR2, GFI1, LYST, USB1 alebo mutdcie v mitochondridlnej DNA

Digénova forma
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v géne CXCR4I asociovanymi so vznikom syndrému WHIM.
Ostatné syndromové poruchy s prejavmi SCN si menej Casté
a predstavuju len mald ¢ast vrodenych neutropénii®. Rovna-
ko je to pri neutropénidch pozorovanych pri inych imunode-
ficienciach, ktoré spolo¢ne so zlyhaniami kostnej drene, ako
je Fanconiho anémia Ci Dyskeratosis congenita(®, prispie-
vaju k celkovému poctu neutropénii iba minimalne. Aj ked je
doposial znamych viac ako 50 génov asociovanych so vzni-
kom niektorej z foriem SCN, pre vacsinu plati, Ze ich mutacie
st velmi zriedkavé®.

Molekularna diagnostika

Genetické testovanie s identifikaciou kauzalneho variantu
by malo byt standardnou stratégiou u pacientov s neutropé-
niou, kedZe identifikacia génu méze napriklad predikovat re-
akciu na terapiu faktorom stimulujicim kolénie granulocytov
(G-CSF) aj identifikovat pacientov s rizikom zlyhania kostnej
drene, predispoziciou na vznik AML, MDS alebo vzacnej akut-
nej lymfoblastickej leukémie®. Molekularna diagnostika je
Coraz dolezitejSia aj vzhl'adom na rychle napredovanie pristu-
pov génovej terapie, a to obzvlast pri ochoreniach imunitné-
ho systému. Wiskottov-Aldrichov syndrém je jedno z ocho-
reni, kde je génova terapia uz v $tadiu klinického testovania
a Uspesne bola podana viacerym pacientom(®,

Identifikacia kauzalneho génového variantu zodpovedné-
ho za vznik neutropénie je komplexny proces, kde prvotné
zhodnotenie lezi na klinickej diagnostike, pri ktorej je potreb-
né vyltcenie ziskanej formy ochorenia. Pristup Sangerovho
sekvenovania je vyuzitelny v pripade izolovanej alebo cyklic-
kej neutropénie, pri ktorej je predpoklad pritomnosti varian-
tov v géne ELANE (¥ V pripade potvrdenej cyklickej formy
SCN je kandidatnym génom GF/710", sekvenovanie kandidat-
neho génu HAX1 je mozné najma v pripade konsangvinity ro-
dicov. Ak je neutropénia sucastou syndrému, identifikacia pri-
¢iny sa Casto opiera o ostatné symptomy, ktoré su typické pre
dané ochorenie. Ani pritomnost extrahematologickych zna-
kov vsak nemusi vzdy jednoznacne ukazovat na konkrétny
syndrém a rozsiahle testovanie viacerych génov Sangerovym
sekvenovanim je ¢asovo a finan¢ne neefektivne, pricom pa-
cient Casto zostava bez genetickej diagndzy. Aj z nasho po-
zorovania mbézeme povedat, Ze priame sekvenovanie je Ucin-
né len u pacientov s mutdciou v géne ELANE. Dokonca ani
u pacientov s fenotypom Specifického syndrému, napriklad
klinicky diagnostikovanym Shwachmanovym-Diamondovym
syndrémom, ¢asto nedochdadza k identifikacii molekularnej
pri¢iny ochorenia. Pomocou Sangerovho sekvenovania zdro-
veri nemozno odhalit varidcie poctu képii (CNV, copy number
variant) a delécie na Grovni exénov ¢i celého génu.

Panel, exom ¢i genom?

Sangerovo sekvenovanie je pri takychto geneticky r6zno-
rodych ochoreniach netcinné a v diagnostickom procese sa
Coraz CastejsSie pristupuje k technikam masivneho paralelné-
ho sekvenovania novej generacie vo forme génovych pane-
lov, celoexdmového (WES, whole exome sequencing) alebo
celogenémového (WGS, whole genome sequencing) sekve-

novania. Génové panely sa zameriavaju na zname gény spa-
jané so vznikom izolovanej a syndrédmovej SCN aj na gény
asociované so vznikom AML a MDS(3). V porovnani s WES
alebo WGS pristupmi panelové testovanie redukuje nahodné
nalezy, poskytuju lepsSie pokrytie a vyhodou je i lahsSia inter-
pretacia vysledkov a nizsia cena(”. Na druhej strane pane-
ly génov vyzaduju Castl aktualizdciu vzhfadom na neusta-
le pribudajluce poznatky o novych kauzalnych génoch. Len
za posledné Styri roky bolo vdaka NGS pristupom identifiko-
vanych viacero novych génov (EFL1, HYOU1, SRP54, SMAR-
CD2) asociovanych so vznikom SCN a m6Zeme predpokla-
dat, Ze ich pocet bude narastat aj v budlcnosti®'®. Vac¢sina
komer¢ne dostupnych panelov neposkytuje sekvenovanie
viac ako 30 génov (Invitae Corporation, PreventionGenetics,
Blueprint Genetics Oy., Fulgent Genetics a in€), a preto ciele-
né sekvenovanie nemusi odhalit pri¢inu ochorenia az u 40 %
pacientov®, pricom toto Cislo méze byt vyssie v pripade, Ze
panelové sekvenovanie sa vykona len u ELANE negativnych
pacientov. V suic¢asnosti vSak chyba dostatok studif, ktoré by
porovnavali diagnosticku Gc¢innost panelového sekvenova-
nia a jednotlivych panelov u pacientov s neutropéniou.

Z hladiska identifikacie kauzalneho variantu, ako aj iden-
tifikacie novych génov asociovanych s SCN je najlepsSou vol-
bou pristup WES alebo WGS. Tie sa v sucasnosti vyuziva-
ju najma na vyskumné Ucely, ale postupne si hladaju cestu
aj do bezného diagnostického procesu. V diagnostike vro-
denych portch imunity mézu dané pristupy dosahovat diag-
nostickd Ucinnost od 10 aZ po takmer 90 %(°2%). WGS po-
skytuje uniformné pokrytie gendmu so v§etkymi kédujdcimi
i regulacnymi sekvenciami, intragénovymi regiénmi aj iden-
tifikaciu CNV, ale za vyssiu cenu a celkovo zvysSenu naroc-
nost analyzy. WES predstavuje akysi kompromis medzi pa-
nelovym sekvenovanim a WGS a jeho pouzitie na zaciatku
diagnostického procesu moze strojnasobit pocet pacientov
s molekularnou diagnézou za tretinu celkovych nakladov",
WES vsak nemusi zabezpedit postacujlice pokrytie vSetkych
pozadovanych sekvencii a interpretacia jednotlivych dete-
govanych variantov, najma variantov neistej signifikancie,
je v sucCasnosti stale vyzvou. Interpretaciu variantov ziska-
nych pomocou NGS vyrazne zjednodusuje trio sekvenovanie
probanda a oboch rodicov, najcastejsie vo forme WES, ktoré
umoZnuje sledovat dedic¢nost variantov od bezpriznakovych
rodi¢ov a najmé vznik de novo variantov(. Trio sekvenovanie
v8ak znacne zvysuje cenu diagnostického procesu. Na zhod-
notenie efektivity jednotlivych pristupov v molekuldrnej dia-
gnostike neutropénie v suc¢asnosti nie je dostatok studii, ¢o je
sp6sobené nizkou incidenciou ochorenia a teda malym poc-
tom pacientov. Dolezité vSak je ku kazdému pacientovi pri-
stupovat individualne, a zaroven tak, aby bola zachovana vy-
soka diagnosticka ucinnost pri sic¢asne efektivne vyuzitych
zdrojoch.
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Nocardia transvalensis ako povodca multilokularneho abscesu mozgu
u imunokompetentného pacienta
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Absces mozgu je hnisavé lozisko v mozgovom parenchyme, v ktorom doslo k centralnej nekréze. Mozgovy ab-
sces moze vzniknut priamym prestupom infekcie pri zapale okolitych struktur (sinusitida, mastoiditida, trombo-
flebitidy, osteomyelitida kosti lebky), hematogénnym rozsevom z iného primarneho loZiska (infekéna endokardi-
tida, pneumonia), po Uraze, neurochirurgickom vykone. NajcastejSie je absces mozgu spésobeny streptokokmi,
anaerébnymi baktériami, enterobaktériami a stafylokokmi. Klinicky obraz je ro6znorody. Rozhodujtice pre sta-
novenie diagnézy su zobrazovacie vysetrenia ako pocitacova tomografia (CT) a magneticka rezonancia (MR).
Terapia spociva v dlhodobom podavani antibiotik, symptomatickej liecbe a neurochirurgickej intervencii. V ka-
zuistike opisujeme pripad 73- ro¢ného pacienta s abscesom mozgu sp6sobeného rarithym mikroorganizmom
Nocardia transvalensis.

Klicové slova: absces mozgu, Nocardia transvalensis

Nocardia transvalensis as an agent causing multifocal cerebral abscess in an immunocompromised patient
The cerebral abscess is a purulent pocket of infection in the cerebral parenchyma, in which the central necrosis
occurred. The cerebral abscess can originate through penetration of the infection at the inflammation of the sur-
rounding structures (sinusitis, mastoiditis, thrombophlebitis, osteomyelitis of the cranial bones), hematogenic
dissemination from another primary locus (infectious endocarditis, pneumonia), after injury, neurosurgical per-
formance. Most frequently the cerebral abscess is caused by streptococci, anaerobic bacteria, enterobacteria
and staphylococci. The clinical picture is variable. For diagnosis detection the imaging examinations as com-
puted tomography (CT)) and magnetic resonance (MR) are decisive. The therapy consists of the long-term ad-
ministration of antibiotics, symptomatic treatment, and neurosurgical intervention. Our case study describes
a 73-year-old patient with a cerebral abscess caused by rare microorganism Nocardia transvalensis.

Keywords: Cerebral abscess, Nocardia transvalensis

Newslab, 2021; ro¢. 12 (1): 38 — 42

Uvod

Absces mozgu spdsobeny Nocardia spp. je pévodcom
priblizne 1-2 % zo vSetkych abscesov mozgu(®. Castej$ie sa
vyskytuje u imunosuprimovanych pacientov ako oportinna
infekcia. Jeho vyskyt vSak nie je vylu¢eny ani u imunokom-
petentnych osbb. U imonosuprimovanych pacientov amrt-
nost dosahuje 55 % a u imunokompetentnych pacientov 20
%, z tohto dévodu je nevyhnutna rychla a presna diagnostika
a cielena terapia®@.

Kazuistika

73-ro¢ny pacient s anamnézou arterialnej hypertenzie,
diabetu mellitu 2. typu lieCeny peroralnymi antidiabetikami,
bol prijaty na Neurochirurgicku kliniku LFUK a UNB s diag-
nézou multilokularneho abscesu mozgu parieto-tempo-

ro-okcipitalne vlavo. V predchorobi v juni 2019 absolvoval
neurochirurgicky vykon, ktory bol indikovany pre impresivnu
fraktaru kalvy viavo po pade z bicykla. Vykon prebehol bez
komplikacii, fraktura bola reponovana a fixovana mikrodla-
hami (obrazok 1).

Pooperacny priebeh a opakované kontroly neurolégom
boli vyhovujuice. Pacient bol orientovany, re¢ bola zretelne
artikulovand, bola zistena len lézia nervus abducens a po-
rucha konjugovaného pohladu. V oktébri 2019 bol pacient
hospitalizovany na gerontopsychiatrickom oddeleni pre po-
kus o suicidium. Podla udajov bol pacient posledny mesiac
dezorientovany, depresivne ladeny s poruchou pamati. Po-
Cas hospitalizacie boli u pacienta zaznamenané febrility, zvy-
$ené zapalové parametre (leukocyt6za, C-reaktivny protein).
Pre zmeneny neurologicky status prebehla konzultacia s ne-
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Obrazok 1. Vlavo impresivna fraktura kalvy vlavo. Vpravo reponovand fraktura kalvy viavo

Obrazok 2. Nélez laloCnatej multicystoidnej formdcie parieto-temporo-okcipitalne viavo na magnetickej rezonancii

urolégom, ktory indikoval CT mozgu, na ktorom sa zobrazi-
lo loZisko parieto-okcipitalne vlavo s perifokalnym edémom,
mozny glioblastom. V ramci diferencidlnej diagnostiky bola
doplnena MR mozgu, na ktorej sa zobrazila lalo¢nata multi-
cystoidnd formdcia parieto-temporo-okcipitalne vlavo velko-
sti 57 x 46 x 51 milimetrov s diskrétnymi hemoragiami na pe-
riférii, okolitou meningitidou, ventrikulitidou a s purulentnym
obsahom v oboch bo¢nych komorach. Zaroven bol pritom-
ny Utlak komorového systému s presunom stredocCiarovych
Struktdr doprava o 6 milimetrov (obrazok 2).

S tymto nalezom bol pacient v novembri 2019 prelozeny
na Neurochirurgickd kliniku LFUK a UNB. Pri prijati bol pa-
cient pri vedomi, ale imobilny, nekomunikujuci, plne odka-
zany na pomoc druhej osoby, objektivne boli pritomné me-
ningeadlne priznaky. Zo vstupnych laboratérnych parametrov
bola zaznamenana iba leukocytdza (19,41 x 10°), ostatné pa-
rametre aj CRP boli v norme. Snimka pltc bola bez patolo-
gického nalezu. Pacient absolvoval opakovanu trepandciu

a evakuaciu abscesovych dutin, z ktorych sa aspiraciou po-
darilo evakuovat priblizne 37,5 mililitra Zltozeleného hnisavé-
ho obsahu. Bola za¢atd empirickd kombinovana antibioticka
terapia (vankomycin + ceftriaxon) a symptomaticka liecba.
Zo vzoriek hnisu, ktoré boli zaslané na kultivacné vySetrenie
do nasho mikrobiologického laboratéria, sme na 3. den izo-
lovali drobné biele koldnie, rastuce ako poprasok na krvnom
agare (obrazok 3).

Kmen bol identifikovany metédou hmotnostnej spektro-
metrie ako Nocardia spp. (MALDI — TOF, Brucker, Nemecko)
a nasledne blizsie identifikovany molekularnogenetickymi
metddami, a to sekvendciou génu kédujliceho 16S sRNA po-
uzitim primerov 27F a 1492R ako Nocardia transvalensis. Cit-
livost na vybrané antibiotika podla literatlry bola stanovena
diskovou difuznou metddou. KedZze neexistuju interpretacné
kritéria na hodnotenie citlivosti na antibiotika podla normy
EUCAST (European committee on antimicrobial susceptibi-
lity testing), citlivost bola stanovena orientacne na zaklade
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Obrazok 3. Rast Nocardia transvalensis na Columbia krvnom agare (foto autor)

Obrazok 4. Nalez po opakovanych evakudcidch abscesu parieto-temporo-okcipitalne viavo na magnetickej rezonancii

velkosti inhibiénych zon. Testovany kmeri bol orientacne cit-
livy na cefotaxim, ceftriaxon, meropeném, ciprofloxacin a li-
nezolid. Ale proti trimetoprim-sulfametoxazolu, ktory je v lite-
ratire uvadzany ako liek volby abscesov mozgu spdsobeny
Nocardia spp.?), bol vykultivovany kmen rezistentny. Antibio-
ticka lieCba bola upravena podla orientacnej citlivosti na me-
ropeném a linezolid. Na kontrolnej MR mozgu bol nalez len
miernej regresie abscesovych lozisk so zakrvacanim suba-
kdtneho charakteru, pretrvavalo reziduum cystoidnej laloc¢-
natej formacie s perifokalnym edémom a miernou regresiou
expanzivnych prejavov (obrazok 4).

U pacienta nastalo prechodné celkové zlepSenie stavu
vedomia, snazil sa komunikovat, vyhovel poziadavkam, bol
orientovany osobou. Dalsia neurochirurgicka intervencia ne-
bola indikovana. Pacient bol preloZzeny na interné oddelenie,
na ktorom sa pokracovalo v poddvani intraven6znej antibio-

tickej lieCby. Napriek komplexnej lieCbe stav pacienta po-
stupne progredoval a priblizne mesiac od izolacie Nocardia
transvalensis z abscesu mozgu pacient zomrel. Ako pricina
smrti bolo uvedené kardiorespiracné zlyhanie.

Diskusia

Nocardia spp. su striktne aerébne, grampozitivhe az
gramlabilné vetviace sa palicky. V minulosti boli nokardie pre
tvorbu hyf povazované za huby®. Morfologicky sa podobaju
anaerébnemu rodu Actinomyces, a preto su oznacované ako
aerobne aktinomycéty®. Na rozdiel od aktinomycét su Cias-
tocne acidorezistentné. Pri farbeni metédou podl'a Grama sa
nokardie javia ako gramnegativne s grampozitivnymi granu-
lami (obrazok 5)©.

Nocardia spp. rastu na beznych kultivaénych poédach po
troch az piatich drioch. Na krvnom agare tvoria kolénie v po-
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Obrazok 5. Preparat Nocardia transvalensis farbeny metédou podla Grama (foto autor)

dobe bieleho alebo zamatového poprasku, pevne lipniceho
na agar. Pre tento rod je jedine¢na pritomnost aeridlnych hyf
a uz spominana acidorezistencia®. Nokardie patria medzi
oportinne patogénne baktérie. Zdrojom infekcie je poda ale-
bo voda®. Ochorenie sa Siri respiracnou cestou, cez porane-
nia alebo sekundarne hematogénnym rozsevom. Nebol doka-
zany medziludsky prenos ani prenos zo zvierata na ¢loveka.
Pravdepodobny zdroj infekcie u prezentovaného pacienta bol
predchdadzajlci Uraz hlavy a kontamindacia rany pédou. Infek-
cie sposobuju najcastejSie tri druhy nokardii: Nocardia brasili-
ensis, Nocardia asteroides complex a Nocardia caviae. Infekcie
sa vo viac ako 90 % vyskytuju u imunosuprimovanych pacien-
tov (onkologicki, HIV pozitivni, pacienti po tranplantécii) alebo
u pacientov lieGenych imunosupresivami®.

Nokardi6éza je exogénna, akutna, subakutna alebo chro-
nicka infekcia s tendenciou k remisidm a exacerbaciam. Kii-
nické prejavy st nespecifické a zahfiaju hortcku a organové
priznaky podla toho, kde je infekcia lokalizovana. Najcastej-
Sie dochdadza k plicnemu poskodeniu, méze v8ak postihnat
ktorykolvek organ, v ktorom Nocardia spp. vyvolava tvorbu
abscesov?.

Pri systémovej infekcii sposobenej Nocardia spp. doché-
dza az v 45 % k tvorbe abscesov v mozgu. V 40 % je pritomny
len absces mozgu, bez postihnutia inych orgdnov. Pri infekci-
ach centralneho nervového systému bola opisana aj menin-
gitida a postihnutie miechy®. Klinicky obraz abscesu mozgu
sa prejavuje loziskovymi neurologickymi priznakmi v zavis-
losti od lokalizacie, menej ¢asto febrilitami, bolestami hla-
vy, vracanim, poruchou vedomia. Zakladom laboratérnej mik-
robiologickej diagnostiky je mikroskopia a kultivacia hnisu
z abscesovych lozisk, zo vzoriek tkaniva, pripadne histologic-
ké vySetrenie bioptického materialu. Pritomnost nokardii vo
vySetrovanych vzorkach mozu potvrdit aj genetické metddy
(PCR)™. Lumbdlna punkcia je u pacientov s abscesom moz-
gu kontraindikovana, pretoze ako komplikdcia moze vzniknat
herniacia mozgu. Zobrazovacimi vySetreniami moze absces
mozgu imitovat nadorovy proces, cievnu mozgovu prihodu,

vaskulitidu®. V 38 % sa moze vyskytovat aj viacpocetny ab-
sces mozgu, pri ktorom umrtnost dosahuje az 66 %®. Naj-
CastejSie absces mozgu spdsobuje N. farcinica, ktora patri
medzi virulentnejsie druhy, Castejsie sposobuje disemindaciu
arelaps ochorenia, je rezistentnejsia proti antibiotikam v po-
rovnani s ostatnymi druhmi®'9, Vo v§eobecnosti liekom vol-
by nokardidzy je trimetoprim-sulfametoxazol, ku ktorému sa
pridavaju cefalosporiny 3. generacie alebo imipiném. Podla
literatiry mozno pouzit aj iné antibiotiké, a to linezolid, tobra-
mycin, amikacin, tetracyklin, amoxicilin klavulanatu®. Pri ab-
scesoch vacsich ako 2,5 cm sa odporuca aspiracia a drenaz.
Ako Uc¢innejsi postup sa uplatiiuje kraniotdmia a excizia ce-
Iého abscesu, a to hlavne v pripade, ak zlyhava antibioticka
liecha®. KedZe ide o pomaly rastice mikroorganizmy, odpo-
ric¢a sa dlhodobd antibioticka liecba, ktora trva od 6 do 12
mesiacov®,

N. transvalensis je raritny povodca ochoreni. Podiela sa
na infekciach pltc u pacientov s cystickou fibrézou, spéso-
buje keratitidu, absces mozgu. N. transvalensis sa odliSu-
je prirodzenou rezistenciou proti aminoglykozidom a varia-
bilnou citlivostou na cefalosporiny 3. generécie, imipeném,
trimetoprim-sulfametoxazol a linezolid™". Stanovenie citli-
vosti na antibiotikd kmena vykultivovaného v nasom labo-
ratériu pomocou diskovej difiznej metody bolo iba orientac-
né. VhodnejsSie a presnejSie metddy na stanovenie citlivosti
na antibiotika s pomocou E-testov alebo dilu¢nou metédou.
V nasom laboratériu v§ak citlivost diluénymi metédami pre
narocnost nevykondvame. V literatdre je uvedené hodnote-
nie citlivosti Nocardia spp. na antibiotika, ktoru vypracovala
americka norma CLSI (Clinical & Laboratory standards insti-
tue) pomocou E-testov(?. Nie vSetky E-testy mame v nasom
laboratériu dostupné, preto sme sa rozhodli stanovit aspon
orientacnu citlivost na antibiotikd pomocou difiznej disko-
vej citlivosti.
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Zaver

Absces mozgu spdsobeny Nocardia spp. je vzacne a za-
vazné ochorenie. Rozvija sa pomaly, niekedy niekolko mesia-
cov az rokov, ¢o stazuje vcasnu diagnostiku(?. Incidencia vy-
skytu infekcii spdsobenych Nocardia spp. sa podla literatury
zvySuje aj v dosledku narastu pacientov po transplantacii so-
lidnych organov a pacientov uzivajucich dlhodobo imunosu-
presivnu liecbu®.

Ciel'om ¢lanku bolo poukéazat na moznost vyskytu raritné-
ho patogénu, ktorého diagnostika sa pomocou modernych
technik neustale zlepsuje. Zaroven poukazujeme na nutnost
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Prostaticky karcinom s aberantnou expresiou p63. Kazuistika
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Prezentujeme pripad prostatického adenokarcinému s aberantnou expresiou p63 (PKAE). ISlo o tumor prostaty
u 79-rocného muza, ktory bol pre zvySené PSA indikovany na biopsiu prostaty. Histologicky nalez v punkciach
pravej strany prostaty ukazal PKAE, dobre diferencovany, s Gleasonovym skére 3 + 3. Tumor bol tvoreny dobre
definovanymi acinmi, s ojedinelou ,Paneth cell-like” zmenou cytoplazmy. Imunohistochemicky vykazoval silnt
difiznu expresiu p63 a MIB1-index 3 %. Vel'mi ojedinelé bunky boli pozitivnhe na HMW-CK. CK5/6 bola kompletne
negativna. Expresia alpha-methylacyl-CoA racemazy (AMACR) bola pozorovana v tretine buniek nadoru. Kontra-
lateralne bolo v jednom punktate lozisko high-grade PIN, imunohistochemicky bez expresie p63 v luminalnych
bunkach. Po histologickej diagnéze bol pacient sledovany, pre elevaciu PSA na 13,54 bol podany leuprorelin a je
planovana radioterapia. V kazuistike prezentujeme klinickopatologické znaky PKAE, ktory predstavuje novy typ
karcindmu, biologickymi vlastnostami odlisny od konvenénych karcinémov, a diskutujeme o nich.

Kldcové slova: prostaticky karcindm s aberantnou expresiou p63, prostata, imunohistochémia, p63

Prostatic carcinoma with aberrant expression of p63. A case report

We report an unusual case of prostatic adenocarcinoma with aberrant expression of p63. In a 79-year-old man,
a prostate needle biopsy was performed for elevated PSA (9.2 ng/mL). In four of five cores of the right side,
a well-differentiated small acinar carcinoma with Gleason score 3+3 was found. The tumour contained well-
formed acini with rare Paneth cell-like cytoplasm and a surprising strong diffuse expression of p63. It was pos-
itive for AMACR and its sporadic cells expressed HMW-CK. CK5/6 was negative. MIB1-index of the tumour was
3%. One needle sample from the contralateral side contained a small focus of high-grade PIN without p63 pos-
itivity in the luminal cells. Twelve months after the diagnosis, the patient is under active surveillance, and he is
treated with leuprolide acetate. His PSA was elevated to 13.54 ng/mL, and currently, radiotherapy is planned.
We discuss clinicopathologic features of this newly described carcinoma type which differs from common pros-
tatic carcinomas.

Keywords: prostatic carcinoma with aberrant expression of p63, prostate, immunohistochemistry, p63

Newslab, 2021; ro€. 12 (1): 43 - 46

Uvod

Tzv. karcindm s aberantnou expresiou p63 (PKAE) je no-
vodefinovany typ adenokarcindmu prostaty(-. Kvoli expresii
bazalneho markeru p63 a ¢asto aj blandnej morfoldgii pred-
stavuje v prostatickej biopsii jeden z diagnostickych pitfa-
lov. Tumor sa liSi od konven¢nych adenokarcinémov aj bio-
logickym spravanim a jeho vydelenie ako osobitného typu je
podla novych poznatkov opravnené®?. V tejto kazuistike by
sme radi prezentovali pripad PKAE z nasej klinickej a biop-
tickej praxe.

Klinicky popis

ISlo 0 79-ro¢ného muza, ktory bol vySetreny pre slaby prad
mocu, prerusované mocenie a nykturie. V osobnej anamné-
ze bola resekcia Zaludka pre adenokarcindm difazneho ty-
py, stage Il. Fyzikalny nalez bol v norme, okrem zvacsenej

prostaty, ktord v§ak bola bez podozrenia na malignitu. So-
nograficky bola prostata homogénna a mala 55 g. PSA bolo
9,2. Z toho dbvodu bola vykonana punkéna biopsia prosta-
ty. Po histologickej dg. PKAE sa pacient rozhodol pre aktiv-
ne sledovanie. V sucasnosti, rok po diagnéze, je pacient lie-
¢eny leuprolidacetatom (Eligard) pre elevaciu PSA na 13,54
a je naplanovana radioterapia prostaty 6 mesiacov od zaca-
tia hormonalnej lieCby.

Histologicky nalez

Vysetrili sme 10 punktatov prostaty (5 z pravej a 5 z la-
vej strany). V styroch punktatoch pravej strany bola pritom-
nd maloacinarna infiltracia tkaniva (obrazok 1 a 2). Aciny boli
dobre definované, zvacsa blandného alebo nizko atypické-
ho vzhladuy, s fokalne zretelnymi nukleolmi. Cytoplazma bola
stredného aZ malého (pseudoatrofického) objemu. Vo velmi
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Obrazok 1. Infiltracia dobre diferencovanym adenokarcinémom
Struktdry Gleason 3.

V& v\ -
LM\\» §.
R

Obrazok 3. Silna expresia p63 v bunkdch nddoru. Zachytend je aj
jedna benigna Zliazka s typickou p63 pozitivitou bazalnej vrstvy
a negativitou luminalnych buniek.

ojedinelych acinoch bola eozinofilnad ,Paneth cell-like” zme-
na cytoplazmy. Mitoticka aktivita bola minimalna. Invaziu pe-
rineuria a ciev sme nenasli. Presvedcivé Struktury high-gra-
de PIN na danej strane neboli pritomné. V jednom punktate
kontralaterdlne bolo drobné lozisko high-grade PIN. V kon-
venénych hematoxylinovo-eozinovych rezoch sme zvazova-
li najma adenokarcindm podobny atrofii, adenézu a mezo-
nefricku léziu.

Imunohistochemicky bol tumor prekvapivo velmi sil-
ne pozitivny na marker bazalnych buniek p63 (DAK-p63,
DAKO) (obrazok 3), pricom expresia sa viazala na vsetky
bunky acinoy, t. j. neslo o pozitivitu limitovanu len na bazal-
ne ulozené bunky. CK5/6 a HMW-CK (cytokeratin s vysokou
molekuldarnou hmotnostou) boli bez expresie bazélnej vrstvy.
HMW-CK oznacoval len velmi ojedinelé luminalne bunky aci-
nov (obrazok 4). Polovica buniek acinov bola pozitivna na al-
pha-methylacyl-CoA-racemazu (AMACR) (obrazok 5). Aciny
boli silne pozitivhe na PSA a NKX3. 1. Negativne boli GATA3

Obrazok 2. Pri vdésom zvédcseni vidno cytologické znamky kar-
cinému. Ide o ¢ast punktdtu s maximom atypie a nukleoldrnej
prominencie. Vpravo hore je bunka s eozinofilnou ,Paneth cell-
like” cytoplazmou

A

Obrazok 4. Ojedlnele bunky nadoru exprimuju HMW- CK Pozitivi-
ta bazdlnych buniek benignych Zliaz predstavuje internud kontrolu.
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a p53. MIB1-index bol 3 %. Kontralateralna high-grade PIN
bola konven¢na, bez expresie p63 v luminalnych bunkach.
Na zaklade morfoldgie a imunohistochemickych nalezov bo-
la stanovena diagn6za PKAE.

Diskusia

Prostaticky karcindm s aberantnou expresiou p63 (PKAE)
opisal v r. 2008 Osunkoya a spol.(” a nasledne pribudli dal-
Sie pozorovania tohto nadoru®®. Tumor sa vyznacuje ¢asto
velmi blandnou maloacinarnou morfoldgiou, ktora napodob-
nuje benigne maloacinarne Iézie. Typicka je pren silna expre-
sia markera bazalnych buniek p63, ¢o méze stazit biopticku
diagnézu. Ide o zriedkavy typ karcindmu. V prvej publikova-
nej Studii Slo o 21 pripadov, ktoré boli identifikované v subo-
re 8 251 konzultacnych biopsii prof. Epsteina (0,25 % kon-
zultacii)™. KedZe na konzultaciu prichadzaju zvacsa biopsie
s problematickou morfolégiou, predpoklada sa, ze skuto¢ny
vyskyt méze byt este nizsi. Na druhej strane treba vziat do
uvahy, ze s CastejSim pouzivanim p63 v diagnostike by, na-
opak, mohlo percento vyskytu stdpnut. Domnievame sa, Ze
hlavne vysetrenia p63 v skupine ,atrophy-like” karcinémov®
by mohli odhalit viac pripadov.

Histologicky obraz PKAE v punkCnej biopsii tvoria aci-
ny, solidne skupiny alebo tramce buniek. Charakteristicky je
pseudoatroficky pomer medzi jadrami a cytoplazmou. Jad-
rd obsahuju aspon fokalne dobre zretel'né nukleoly. Opisova-
né Gleasonove Struktury boli od Gleason 3 po Gleason 502,
V nasom pripade sa morfoldgia podobala na dobre diferen-
covany acinarny karcindm Gleason 3 + 3, pseudoatrofickej
morfoldgie, s ojedinelou ,Paneth cell-like” zmenou cytoplaz-
my. Imunohistochemicky je PKAE difizne pozitivny na p63
(definujuci znak jednotky) a vykazuje pre karciném typické
absencie inych markerov bazalnej vrstvy, ako je HMW-CK
a CK5/6. V niektorych pripadoch moze byt HMW-CK pozitiv-
ny v ¢asti buniek tumoru, ¢o sme pozorovali aj v nasej biopsii.
Tato expresia v nasom pripade by mohla byt vysvetlena ,ba-
sal cell” diferenciaciou nadorovej bunky. Zaujimavé vsak je,
ze expresia dalSieho bazalneho markeru CK5/6 nebola v opi-
sanych pripadoch PKAE zisteng, ako to bolo aj v nasej biop-
sii. PLAE byva podobne ako iné prostatické karcindmy pozi-
tivny na AMACR. V imunohistochémii PKAE je délezity nalez
nizkeho proliferacného indexu Ki-67 (MIB1-index), ktory bol

vo vacsine pripadov nizsi ako 5 % a je v sulade s nizSou bio-
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logickou agresivitou tumoru. V nasom pripade bol MIB1-in-
dex len 3 %.

Histologicka diferencidlna diagnézu PKAE zahriiuje naj-
ma acinarne prostatické 1ézie, ako je adendza, sklerotizuju-
ca adendza, postatrofickd hyperpldzia a mezonefrickda hyper-
plazia®'?. Aden6za ma menej atypie a nukleolov a vykazuje
typicku distriblciu pozitivit bazalnych markerov®'®). Sklero-
tizujica adendza obsahuje myoepitelovu vrstvu s expresiou
S100 proteinu a aktinu®'2'®_ V atrofii a postatrofickej hyper-
plazii nie je nuklearna atypia a prominencia nukleolov, pri-
¢om imunohistochémia bazalnych markerov vykaze typicku
expresiu a AMACR bude negativna®™. Mezonefrické lézie su
negativne na prostatické markery NKX3.1 a PSA®™),

Pre klinicku a prognostickud implikaciu nalezu PKAE je d6-
lezita jeho rozdielnost od konvencného karcinému. Podla
doterajsich vysledkov je PKAE biologicky menej agresivny
ako konvenc¢né karcinémy. Napadny je rozdiel medzi Gleaso-
novou Strukturou a ukazovatelmi prognézy. Hoci Gleasono-
vo skore bolo v publikovanych pripadoch priemerne 8 a viac,
tumor bol v troch najvyznamnejsich stadiach limitovany na
prostatu v 100 %, 100 % a 76 % pripadov(. Pre tito dis-
krepanciu medzi Gleasonovym skére a biologickym sprava-
nim je navrhované, aby sa pri PKAE upustilo od Gleasonovho
gradingu®. Biologicka povaha tumoru zostava priaznivejSia
i v pripadoch, ked' sa okrem PKAE ndjde v prostate aj kon-
venény adenokarcindm (aj ten ma obvykle nizky proliferacny
index, podobne ako asociovany PKAE)®@.

Molekuldrno geneticky sa PKAE liSi od konvencného kar-
cindmu predovSetkym absenciou TMPRSS2-ERG transloka-
cie a expresiou GSTP1¢67), Podl'a Tana a spol. fenotyp PKAE
je zmiesany luminalny a bazalny, zatial ¢o konvencné karci-
nomy su luminalne®.,

Hoci nové poznatky o PKAE su stale limitované len na ra-
dovo desiatky pripadov, je uz teraz zrejmé, ze tumor predsta-
vuje osobitny typ prostatického adenokarcinomu. Pre klini-
kov i patologov je dolezita znalost biologickych vlastnosti
tohto novodefinovaného tumoru. V bioptickej praxi je potreb-
né poznat pri PKAE tskalia jeho morfologickej a najma imu-
nohistochemickej diagnostiky.
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Slovenska 26
040 01 Kosice

Tel. +421 0903 611599

jozef.kmec@ ita-slovakia.sk

Detekce SARS-CoV-2 pomoci RT-PCR

metody neinvazivni odbérovou sadou na
kloktani/sliny GARGTEST®

-Vhodné pro testovani ve skolach, !:\»
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- Transportni zkumavka obsahuje
Lyofilizované médium
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teplotach od 4-37°C po dobu
nejméné 1 tydne
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