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EDITORIAL

Genetika sa nerodila lahko, ved pozorovanie o prenose vlastnosti rodiciek na
potomstvo sa oznacilo slovom babic¢nost najprv obrazne. Vlastnosti rodiciek sa
prejavuju u dietata,ako keby ich zbabilo’, podobne ako sa zbabf Sperk alebo
byt. Babicné znaky su u rodiciek ulozené vo forme génov, ktoré sa po jednom
od oboch rodiciek spoja v dietati. Génové faktory stperia, ktory z nich sa u die-
tata prejavi ako vlastnost.

Viysadou vedkyne je zasnut. Viyvin v oblasti genetiky je vsak neuveritelne rychly
a mnozstvo aj kvalita poznatkov narastd tak, Ze aj vedkyna sotva stiha zasnut.

Su chvile, kedy sa vedkyne na to vsetko pozeraju spolu s laickou verejnostou

s neskryvanym prekvapenim. Ale vedkyne spdja s ostatnymi predovsetkym Uz-
kost z nepoznanej buducnosti ludstva a obava, Ze by sa to vsetko nové, krasne a
nadejné mohlo vymknut z rik, zneuzit a spravit pre nasledujice generacie sci-fi
peklo na Zemi.

Nase pravnucatd zbabia po nds v mnohom nejasnu ludskd perspektivu a musime na to pripravovat seba aj ich. Nielen
technicky, to ide akosi samo od seba. SU v tom peniaze, tizba po poznani, moc, prestiz, sldva, sebarealizacia — ni¢

to nezastavi. Musime sa pripravit aj fudsky, mali by sme sa pokusit dozriet skor, nez bude neskoro. Musime sa naucit
milovat bezpodmienecnou laskou svoje precudesné potomstvo, ktoré bude od nés odlisnejsie ako sa my lisime od
neandrtaliek. Treba viak splnit predpoklad, Ze neznicime sami seba skér, nez toto vietko dokdzeme uskutocnit.
Nepozndm legislativnu iniciativu, ktord by chcela trend objavov v genetike zastavit, krajiny, ktoré najviac investuju, ho
podporuju na Urovni stadtneho rozpoctu a povazuju to za narodny zdujem. Je tu skor neustaly pokus fukat na studené,
aby sa nestalo, Ze to niekto zneuZije, stdle ndstojcivo znie otdzka, ¢i sa da a priori zabranit tomu, aby niekto vyskum
nezneuzil.

O buducnosti sa najlahsie hovorf retrospektivne, ktord o kedy mala mohla, alebo nemohla inak. Historicky ako
prorokyne minulosti, to maju oproti genetickdm fahsie. Nech sa mi histori¢ky raz smeju, ale tipujem, Ze deti narodené
v tomto storoci su posledné, ktoré sa budu na nas podobat. Ludské gény sa uz nebudu menit spontdnnou evoliciou
pod tlakom prirodzeného vyberu, ale cielenymi inzinierskymi postupmi. Viydrzime viac chladu aj hladu, budeme
starnut pomalsie, mnohé choroby budeme liecit preprogramovanim génov. A, predovsetkym, zmeni sa nasa men-
talna vykonnost. Budeme si pamaétat viac ako univerzitné kniznice a budeme mysliet rychlejsie ako dnesné pocitace.
Mozno napokon Uplne opustime teld a vesmir osidlime ako rozmnozujuci sa a mysliaci kozmicky prach.

Kym neporozumieme vztahu medzi génmi a vedomim, slobodnou volbou a zodpovednostou, osobnym Stastim

a spolocnym blahom, celd babi¢nost je ndm nanic. Vedkyne, ktorych Zivotnou naplhou je etika, pravo alebo ndbozen-
stvo sa vo vacsine pripadov domnievaju, Ze ich profesionalny pristup je sdm osebe zarukou morélnejsieho nédhladu
bez toho, Ze by rozumeli profesiondlnemu pristupu tvrdych vied. Vo vacsine pripadov si geneticky naopak myslia, ze
ich odborny a profesiondlny pristup s urcitym doplnkovym vzdelanim ¢i diskusiami o etike ich privadza k tomu, aby
svoje vedomosti aplikovali rozumne, spravodlivo, spravne a moralne. A tu vznikaju mnohé nedorozumenia.

Bez geneticiek, chemiciek a bioinformaticiek genetickd informéciu neprecitame. Prikladdme pismenko ku pfsmenku
a vetu k vete. Hoci sa dnes zd4, Zze s génmi a babi¢nostou si vystacime aj pre biologicky zaklad aj pre kulturnu nad-
stavbu, predsa sU nahromadené slovicka iba povrch, abeceda a prvoplanova ¢ast poznania. Bez historiciek, kultu-
rologiciek, antropologiciek, sociologiciek, jazykovedkyn, filozofiek a duchovedkyn nebudeme vediet, co chcela tym
textom béasnicka povedat.

MUDr. Peter Krizan, CSc.
odborny garant pre genetiku
Medirex, a. s., ¢clen MEDIREX GROUP
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Doba laboratorna

Vyvoj laboratornych technik na extrakciu nukleovych Kyselin

Mgr. Gabriela Pavlikova, PhD.', RNDr. Radka Tomasova', RNDr. Miroslav Tomka, PhD.', RNDr. lvana Hojsikova?
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Uspesna izolacia nukleovych kyselin a proteinov je zaklad mnohych laboratérnych genetickych, biochemickych, imunologickych alebo
mikrobiologickych vysetreni. V sticasnosti je k dispozicii Siroka Skala extrakénych metdd a vyber tej spravnej zavisi od druhu a nasledného
pouzitia cielovej molekuly. V ¢lanku pontkame historicky prehlad vyvoja jednotlivych metéd a ich vyuzitie v sti¢asnosti.

Klaéové slova: nukleové kyseliny, izolacia DNA, historia DNA.

Laboratory age

Basic assumption of many genetic, biochemical, immunological and microscopis methods is succesfull nucleic acid or protein
purification. Wide range of different extraction methods is currently available and selection of the right one depends on the type
and subsequent use of the target molecule. Here, we describe a historical overview of the development of various methods and

their usage in present days.

Key words: nucleic acids, DNA isolation, DNA history.

Uvod

Zijeme v modernej dobe laboratérnej, v dobe, ktord ndm otvéra
moznosti vstupovat ¢oraz hibsie do sveta molekul, produkovat v kratkom
¢ase a na malom priestore obrovské mnoZstvo Udajov. V laboratérnej
diagnostike v poslednych desatroc¢iach zaznamendvame vyrazny posun
k automatizacii vysetrovacich procesov, minimalizacii zariadenf a poci-
ta¢om asistovanej analyze. Tento stav je vysledkom snazenia mnohych
znadmych vyskumnikov aj bezmennych ¢lenov vyvojovych timov.

Svajciarsky lekar Friedrich Miescher (obrazok 1) v roku 1869 prvykrat
izoloval DNA. Nadejal sa, Ze objavi fundamentalne principy Zivota a che-
micku podstatu buniek. Spociatku experimentoval s analyzou chemickych
latok (prevazne proteinov ako hlavnej zloZky cytoplazmy) z leukocytov
ziskanych z hnisavych obvézov. Zdokonalovanim pokusov sa mu podarilo
Zistit, Ze dokéze z roztoku pridanim kyseliny precipitovat dovtedy nepozna-
nu substanciu, opat rozpustnu po pridani alkalickej latky. Zaznamenal, ze
tato substancia je bohaté na fosfor a vzhladom na jej
lokalizaciu v bunke ju nazval nuklein. V roku 1889 ju
jeho Ziak Richard Altman na podklade jej chemickych
vlastnosti premenoval na nukleovu kyselinu (NK) (1, 2).

Napriek nerozpoznanému vyznamu nukleovych
kyselin sa v nasledujucich rokoch o ne zvysil zdujem,
zdokonalovali sa izola¢né a purifika¢né techniky,
ale aZ v roku 1935 sa ruskému vedcovi Andrejovi
Nikolajevicovi Belozerskému podarilo izolovat ¢istu
DNA, ¢im sa definitivne otvorila brana k poznaniu jej
struktury a funkcie v organizme. Poznanie chemickej
a fyzikalnej povahy nukleovych kyselin znamenalo
dalsi rozvoj izola¢nych technik (3).

Obrdzok 1. Laboratérium Friedricha
Mieschera na zamku Tubinger
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MbZeme konstatovat, ze vietky historické metddy pretrvavajy, aj ked
v upravenej podobe do sti¢asnosti. Vroku 1958, v ¢ase experimentov Meselsona
a Stahla (dokazali semikonzervativnost DNA) sa na extrahovanie DNA vyuzivala
hustotna gradientova centrifugacia, ktord je v Specidlnych pripadoch a réznych
Upravéch vyuzivana dodnes. Na izolaciu nukleovych kyselin sa naj¢astejsie za-
uZivali dva pristupy — prvy (aj historicky), zaloZeny na roztokoch a druhy, zalozeny
na koldnkach (nosicoch). Viyber vhodného protokolu podlieha predovsetkym
potrebe mnozstva, kvality a druhu findlnej nukleovej kyseliny, ale aj kvantita-
tivnym, priestorovym, ¢asovym a financnym pomerom (4).

Prvym krokom Uspesnej izoldcie NK je lyza buniek. Jej cielom je uvolnit
obsah bunky (respektive organel) pomocou jemnych detergentov, pripadne
ultrazvukom. Aby sa zabrénilo degraddcii cielovych molekdl, rozpad bunky
prebieha v timivom roztoku a vhodnych teplotnych podmienkach. Na odde-
lenie cielovej NK z roztoku bunkového obsahu sa vyuziva docasné denaturécia
- teplotna, vysolovacia metdda alebo zrdzanie organickymi rozpustadlami.
Kontaminaciu DNA zvyskami RNA je mozné jednoducho
odstranit pridanim enzymu ribonukledzy.

Medzi jednoduchsie a historicky pdvodnejsie ex-
trakéné pristupy patri vysolovacia metdda zalozend na
principe zmeny rozpustnosti molekdl DNA v zavislosti
od zmeny koncentracie iénov v roztoku (najcastejsie
siranu amoénneho). Daléou jednoduchou moznostou
je zraZanie organickymi rozpustadlami (etanol, po-
lyetylenglykol), ktoré sa uskutoc¢huje na zéklade ich
schopnosti zniZit rozpustnost NK (zvysenim intramo-
lekulovej elektrostatickej interakcie). Rdzna rozpustnost
DNA sa vyuziva aj pri fenol-chloroformovej extrakcii. Jej
podstatou je oddelenie vodnej fazy (s DNA) od roztoku

Prebraté z http://www.tuepedia.de/index.php/Friedrich_Miescher
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Obrdzok 2. Moderné laboratérium v priestoroch MGA

obsahujuceho fenol a chloroform pomocou vysokootackovej centrifugacie,

s naslednou etanolovou precipitadciou DNA. Aj ked je tato metdda ¢asovo
naroc¢nd a zavisla od kvality realizacie, je stéle pomerne ¢asto vyuzivand pre
jej financnu nendrocnost a vyssie vytazky DNA (4).

Metdda chromatografie na zivicovych koldnkach (RESIN, z angl. Zivica)
vyuziva viazanie a nasledné uvolnenie pozadovanej substancie pomocou
vymeny iénov medzi pevnou fazou a kvapalinou obklopujicou pevnu fézu.
Jeto pomerne stard metdda (Thomas a Way, 1906), spociatku vyuZivand v an-
organickej chémii. Povodné prirodné materidly — sulfonované uhlie a zeolit,
boli v polovici minulého storocia nahradené organickymi iénomeni¢mi, ktoré
sa pouzivaju az do sticasnosti (aj v podobe komercne dostupnych kitov). Je to
pomerne rychla metdda s vysokym vytazkom a Cistotou DNA (4, 5).

Metdda chromatografie na kremicitanovych koldnkach (SILIKA mat-
rice) je takisto pomerne star3, aj pri nej nahradil prirodny materidl — dia-
tomit (rozsievkova zemina), synteticky pripraveny silikagél. Silika materidl
(Si0,) v pritomnosti chaotropnych soli (jodid sodny, guanidin thiokyanat)
adsorbuje DNA na svoj povrch, z ktorého je po opakovanom precistent
uvolnend pomocou elu¢ného ¢inidla. Je to ¢asovo nendro¢nd metdda
s vysokou ¢istotou DNA a je takisto dostupna vo forme kitov (4).

Najmladsie metddy izoldcie vyuZivaju magnetické mikrocastice alebo
nanocastice. Maju jadro, tvorené magnetickymi oxidmi Zeleza, obalené
latkou (organické polyméry, Zivice) umozriujucou naviazanie cielovych
objektov, napriklad NK . Principom je separdcia takychto magnetickych
partikul posobenim siiného magnetu, ich nasledné premyvanie a uvol-
nenie NK z komplexu (obrdzok 3). Aj v tomto pripade je dostupnych
niekolko kitov, ktoré umoznuju pomerne v kratkom case ziskat DNA
nekontaminovanu proteinmi alebo RNA. KedZe tdto metdda nevyzadu-
je manipuléciu so skodlivymi organickymi rozpustadlami, opakovanu
centrifugéciu, filtraciu vo vakuu alebo kolénkovu separéciu, je idedlna na
automatizovanu separdaciu. Izola¢né automaty zabezpecia v krdtkom Case
a standardnych podmienkach spravidla vac¢sie mnozstvo vzoriek, preto
su idedlne v rutinnych aj vyskumnych laboratéridch. Ich nevyhodou je
finan¢nd ndroc¢nost (instrument, Specidlne plasty, kity) (4, 6).

Medzi moderné pristupy patrf aj rychla extrakcia DNA prostrednictvom
FINA diskov. Pre jej jednoduchost a vysoky stuper analytickej senzibility
je lahko uskutocnitelnd i v odlahlejsich lokdlnych zdravotnych centrach
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Obrdzok 3. Princip separacie pomocou magnetickych partikul. Bunky zo
vzorky v reakénej nadobe su rozrusené pomocou lyza¢ného pufra. U¢inkom
proteindzy K dochddza k degradécii proteinov. Po pridani sklenenych mag-
netickych castic dojde na ich povrchu k naviazaniu NK. Nasleduje premyva-
cia sekvencia a zavere¢né oddelenie magnetickych gulécok. Izolovana NK je
v elu¢nom roztoku premiestnend do jednorazovej platnicky.
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(napriklad v Afrike). Principom je zvislé filtracia a spociva v oddeleni buniek
s obsahom DNA separa¢nou membranou, ktord je v priamom kontakte
s absorpcnou vlozkou. Vzniknuty kapildrny tlak tak riadi prietok tekutiny.
Néslednou lyzou buniek (pomocou NaOH) sa s nadbytkom lyza¢ného
pufra oddeli bunkova debris a DNA ostane zachytend na separatnom
disku. Ten je mozné pridat priamo do PCR reakénej zmesi (7).
Automatizacia laboratdrif je nepochybne prinos; redukuje pracovny as i per-
sondlne zdroje, zvy3uje kvalitu a reproducibilitu vysledkov. V sticasnosti je nevy-
hnutné pokracovat v tomto trende. Nesmieme viak podlahnut pohodinému tlaku
automatov. Nadalej je dolezité zvolit si pre dany ciel najvhodnejsi spdsob izolacie.
Principidlne poznanie metdd preto ostava rozhodujlice pre pochopenie zdkonitost!
a obmedzeni jednotlivych pristupov. V tomto duchu nech nase mysle zostanu
rovnako otvorené ako mysle badatelov, ktorf pre nds dobu laboratérnu otvorili.

Tento ¢ldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Viyskum a vyvoj pre projekt:
Centrum vyskumu zdvaznych ochoreni a ich komplikdcii. ITMS 26240120038,
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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Odysea citania DNA
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Sekvenovanie DNA je proces urcenia presného poradia nukleotidov v molekule DNA. Zahfiia rozne metddy a technoldgie, ktoré determi-
nuju poradie Styroch baz — adenin (A), guanin (G), cytozin (C) a tymin (T) v retazci DNA. V 21. storo¢i vznika sekvenovanie novej generacie
(NGS), ktoré v mnohych ohladoch prekonava klasické metody sekvenovania. Nové technolégie vynikaji vysokym vykonom, rychlostou
a nizkymi nakladmi v prepocte na jednu bazu. V sutcasnosti je NGS najrychlejsie sa rozvijajucou metédou molekulovej genetiky, ktora
v blizkej budicnosti méze priniest zlom v personalizovanej medicine. V tomto prehlade stru¢ne popisujeme zakladne principy a hlavné
typy NGS technoloégii.

¥

Klucové slova: sekvenovanie DNA, sekvenovanie novej generacie, masivne paralelné sekvenovanie, aplikacie NGS.

The DNA reading odyssey

DNA sequencing is the process of determination of the precise order of nucleotides within a DNA molecule. It includes all methods or
technologies that are used to determine the order of the four bases - adenine (A), guanine (G), cytosine (C) and thymine (T) in a strand
of DNA. In the 21st century, the new technology - a next generation sequencing (NGS) was developed, which in many respects exceeds
the conventional sequencing methods. New technologies are specified by high performance, speed and low cost per base. Currently
the NGS is one of the most rapidly advancing method in molecular genetics and has the potential to significantly influence the field of

personalized medicine in the near future. In this review, we briefly describe basic principles of the mostly used NGS technologies.

Key words: DNA sequencing, next generation sequencing, massively parallel sequencing, NGS applications.

Klasické metody sekvenovania

Prvé pokusy sekvenovania biomakromolekul sa datuju do 70. rokov
minulého storocia, ked boli realizované nepriamo — sekvenovanim mo-
lekul RNA alebo proteinov. Prvi sekvenciu DNA ziskal v roku 1968 Ray Wu
z Cornellovej univerzity. Bol to retazec z okrajovej oblasti genému faga A
(Lambda) dlhy 12 nukleotidov. V roku 1977 dva pracovné timy nezavisle
od seba predstavili dva odlisné pristupy sekvenovania, ¢o znamenalo
prelom vtedajsich technik. Boli to: chemickd Maxam-Gilbertova metdda
a enzymatickd metdda popisand Frederickom Sangerom.

Maxam-Gilbertova metdda funguje na principe kaskady chemic-
kych reakcii Stiepiacich Specificky nukleotidové bazy v jednovldknovych
DNA molekuldch, ktoré su na svojich koncoch znacené. Nastiepené
a nasledne su rozdelené podla svojej velkosti v polyakrylamidovom géli
a autoradiograficky vizualizované.

Prvou technikou enzymatického sekvenovania DNA bola v roku 1975
metdda ,plus-minus’, ktorou bol o dva roky kompletne precitany cely
genom bakteriofdga dX174 s 5386 nukleotidmi. Viyuzivala DNA polymerazu
| z Escherichia coli a DNA polymerazu bakteriofdga T4 s rtoznym mnozstvom
limitujucich deoxynukleotidov (ANTP). Detekcia vzniknutych produktov
prebiehala elektroforézou v polyakrylamidovom géli.

Neskor bola popisand Sangerova enzymatickd metdda. Vyuziva
modifikované nukleotidy — dideoxynukleotidy (ddNTP, 2°,3"-dideoxy-
nukleozid-trifosfat), analégy normalnych stavebnych jednotiek DNA —
deoxynukleotidov (ANTP, 2>-deoxyribonukleozid-trifosfat), posobiacich
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ako Specidline inhibitory DNA polymeréazy. Sangerovo sekvenovanie bolo
postupne modifikované, a tak povodné radioaktivne znacenie ddNTP
vystriedalo fluorescen¢né znacenie, polyakrylamidové elektroforéza
na rozdelenie fragmentov novych molekul DNA bola nahradend kapi-
larovou a manuélne odc¢itavanie poradia baz vystriedali sofistikované
automatizované pocitacové softvéry. Zdokonalovanim technoldgif sa
proces sekvenovania plne zautomatizoval. Sangerova metdda sa stala
zlatym $tandardom a aj napriek svojej pradcnosti a ¢asovej naro¢nosti
desatrocia patrila k najpouzivanejsim a najspolahlivejsim sekvenacnym
metddam (1).

Tejto popularite do velkej miery napomohol Projekt sekvenovania
[udského gendmu (HGP, Human Genome Project) (1990 — 2003) s cie-
lom urcit kompletnd nukleotidovu sekvenciu fudskej DNA. Projekt trval
13 rokov a stal takmer 3 miliardy dolarov. Bola to zdihava mraveia praca.
Vysledkom bolo osekvenovanie 99 % ludského genému s velkostou
3,3 miliardy bazovych pérov (bp). Pouzité technoldgie vychadzali me-
todicky prave zo Sangerovej metddy, avsak boli doplnené pristupmi
umozrujucimi analyzovat dlhsie Useky DNA (1). Jednou z moznosti bolo
tzv. ,shotgun” sekvenovanie, pri ktorom je DNA nahodne Stiepend na
kratke Useky, klonovana do vektorov a potom ndsledne osekvenovana
z oboch koncov. Ziskané Useky sa vzajomne prekryvaju, a tym umoznuju
zostavenie celej sekvencie. Dal3i rozvoj sekvenovania individualnych
[udskych gendmov bol nutne podmieneny vznikom novych lacnejsich
a vykonnejsich technologif (2):
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Sekvenovanie novej generacie (NGS; next generation
sequencing)

Sekvendtory prvej generacie zaloZzené na Sangerovom principe do-
sahovali zvysenie sekvenacnej kapacity v zasade iba priddvanim kapilar,
v ktorych prebiehala elektroforéza v pristroji. Najvykonnejsie sekvendtory
zalozené na kapildrovej elektroforéze umozriovali simultdnnu analyzu
384-vzoriek a ich maximélny denny vykon bol na trovni 2,2 Mb (Megabaz
- milién baz) (3). S takymto vykonom sa rutinné sekvenovanie genémov
porovnatelnych velkostou s fudskym nedalo rutinne realizovat. Dopyt po
vykonnejSom a nizkondkladovom sekvenovani mal za nasledok tlak na
vyvoj vysokovykonnych tzv. ,high-throughput” technoldgii. Princip spo-
¢iva v paralelizacii tohto procesu a produkcii tisicov az miliénov sekvencif
sicasne, preto sa NGS oznacuje aj ako masivne paralelné sekvenovanie.

Vystupom NGS je obrovsky objem dét, ktoré je nutné roztriedit a spra-
covat. Problém teda nie je (mozno prvykrét v historii) v ziskani dostatocné-
ho mnozstva Udajov, ale v ich zmysluplnej interpretacii. Statistické modely
a vypoctové algoritmy, ktoré mali doteraz viac-menej akademicky vyznam,
tym ziskali prakticky rozmer. Nastal ¢as na etablovanie bioinformatiky.

V sticasnosti mézu byt NGS technoldgie rozdelené do dvoch zé-
kladnych kateg®rif. Prvi skupinu predstavuju platformy zalozené na PCR
amplifikacii templatu (PCR-based technologies), nazyvaju sa aj sekvena-
tory druhej generdcie. Druht skupinu tvoria technoldgie bez nutnosti
amplifikacného kroku pred vlastnou sekvendaciou, ktoré vyuZivaju tzv.
Single-molecule sequencing a su oznacované za sekvenatory tretej ge-
neracie (4, 5).

Obrdzok 1. Schematické znazornenie principu emulznej PCR a PCR v zhlukoch

nef-apd ”ﬁ"” Wy

(A). Emulznd PCR (emPCR, emulsionPCR): Amplifikdcia DNA fragmentov na partikuldch
(beads). K fragmentom DNA sa z oboch strdn liguji adaptéry obsahujice sekvencie umozriuj-
Uce naviazanie primerov vyuzivanych pri amplifikacnej (aj ndslednej sekvenacnej) reakcii. Am-
plifikdcia prebieha v emulzii vody a oleja s obsahom potrebnych PCR reagencii, ¢o zabezpecu-
Jje optimdilne prostredie. Podmienky emPCR st optimalizované tak, aby sa v kaZdej kvapke te-
Jjto emulzie nachddzala vzdy len jedna partikula a jedna molekula DNA. Na povrchu partik-

Ul st kovalentne naviazané oligonukleotidy so sekvenciou komplementdrnou k adaptérovej
sekvencii umoZznujuc naviazanie templdtového DNA vidkna pre jeho ndslednd amplifikdciu.
Pri tejto metéde dochddza k paralelnej a zdroveri klondinej amplifikdcii miliénov jednotlivych
fragmentov na povrchu partikal v miliénoch kvapiek emulzie. Vysledkom je DNA kniznica pri-
pravend na sekvenovanie. Tuto techniku pouZivaju sekvendtory 454/Roche a LifeTechnologies.
(B) PCR v zhlukoch (cluster PCR, bridge PCR): K DNA fragmentom sa podobne ako priemPCR z
oboch strandch liguju adaptéry. DNA fragment sa vdaka tomu méZe viazat na oligonukleo-
tidy kovalentne viazané na povrchu prietokovej komérky (flow cell). Dochddza k syntéze jeho
komplementdrneho vidkna, ktoré uz je naviazané na povrchu prietokovej komérky. Ndsledne
Jje novovzniknuté vidkno ohnuté a komplementdrne sa viaZe na susediaci oligonukleotid zod-
povedajlci sekvencne adaptéru na druhej strane tohto vidkna (pripomina most). Proces am-
plifikdcie sa opakuje, az kym nevznikne priblizne 1 000 képii daného DNA fragmentu v tesnej
blizkosti, ¢im sa vytvori zhluk/klaster funkcne ekvivalentny jednej partikule (bead) po emPCR.
Tuto techniku pouZivaji sekvendtory llluminy (6)
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Sekvenatory druhej generacie

V priebehu poslednych rokov sa objavuju na trhu rézne pristupy NGS
technoldgii pontkané niekolkymi firmami, ktoré si navzéjom konkuruju.
V dbsledku patentovej ochrany zvolili navzajom mierne odlisné pristupy
avsak so véeobecne podobnym principom. Vac¢sina vychadza z pomer-
ne kratkych fragmentov DNA, z pripravy templdtu a vytvorenia kniznic
amplikdbnov emulznou PCR (emPCR) alebo PCR v zhlukoch (cluster PCR),
nazyvanou aj tzv. ,bridge” PCR. Stru¢ny popis principu oboch metéd PCR
znazorhuje obrazok 1.

Nasleduje samotné sekvenovanie zaloZené na syntéze alebo ligacii
s detekciou inkorporovanych nukleotidov a analyza ziskanych dat (6).

Kazdy vyrobca riesi tieto zékladné kroky inou kombinéciou uvedenych
moznosti, z ¢oho vyplyva rozdielna Specificita, senzitivita a rézna miera
chybovosti. Pri porovnavani rovnakej sekvencie tak mézu vzniknut roz-
diely v type a mnozstve produkovanych dat a ich roznej interpretacii (7).
Hlavnymi protagonistami NGS revolUcie su Styri platformy.

454 LifeScience (Roche)

Prva NGS platforma bola komer¢ne dostupna v roku 2005. Principom
technoldgie je kombinacia emPCR a pyrosekvenovania. Pyrosekvenovanie
mozno zjednodusene definovat ako real-time sekvenovanie, pri ktorom sa
sledom enzymatickych reakcii deteguje svetelny signal uvolneny pri zabu-
dovani dNTP do vznikajuceho retazca DNA. MnozZstvo uvolneného svetla je
Umerné poctu zaclenenych nukleotidov. Vyhodou tejto metédy je rychlost
a dizka precitanej sekvencie. Technoldgia 454 za¢inala s dizkou sekvencie
400 bp a v roku 2013 sa pohybovala na Grovni 1 000 bp. Optimélna dizka
¢itanej sekvencie je 700 bp, ¢o je porovnatelné so Sangerovou metddou.
V roku 2007 bol touto NGS technoldgiou prvykrat precitany gendm Jamesa
Watsona a trvalo to dva mesiace (8). V suic¢asnosti je tato technoldgia na
ustupe najma v désledku vysokych prevédzkovych nakladov.

Illumina (Solexa)

Druhou NGS platformou uvedenou na trh v roku 2006 bol sekvenator
firmy Solexa, ktory o rok neskor odkupila spolo¢nost lllumina. Metdda je
zalozena na sekvenacnej reakcii syntézou s vyuzitim fluorescenc¢ne zna-
¢enych reverzibilnych termindtorov a bridge PCR. Pri sekvenovani mozno
postupovat dvoma spésobmi, bud sa sekvencia precita v jednom smere
(single-read) alebo sa postupuje proti sebe z oboch koncov (pair-end
read). Spoloc¢nost lllumina v stcasnosti dominuje na NGS poli a ponuka
niekolko pristrojov réznej vykonnosti: MiSeq (2 x 300 bp), MiSegDx (2 x
125 bp), NextSeq 500 (2 x 150 bp), HiSeg2500 (2 x 250 bp) a HiSeq X Ten.
HiSeq X Ten sa sklad& z 10 ultravysokokapacitnych sekvendtorov a dnes
je najvykonnejsou sekvenacnou platformou, ktord prekonédva cenovu
bariéru 1 000 doldrov za osekvenovanie jedného fudského gendmu.
Zamerana je najma na populac¢né studie. lllumina platformy ovladaju
trh najma vdaka vysokej vykonnosti sekvenatorov, robustnosti realizécie,
kapacite a priaznivej cenovej relacii prevadzky (9).

SOLIiD System (Life Technologies)
Tretf typ sekvendtora predstavila v roku 2007 vtedy este spolo¢nost
Applied Biosystems (dnes Life Technologies). SOLID systém (Sequencing



by Oligonucleotide Ligation and Detection) pracuje na principe emPCR
a sekvenovani DNA ligédzou. Vyuzivaju sa fluorescencne znacené oktamé-
rové Useky s dvoma definovanymi bazami (10). Tento dvojbéazovy kédovact
systém zarucuje precitanie kazdého nukleotidu dvakrat, ¢im sa zvysuje
presnost, s akou je ur¢ené poradie nukleotidov danej sekvencie. Medzi
uvedenymi NGS platformami md teda SOLID systém najnizsiu chybovost.
V sticasnosti su v ponuke dva varianty sekvenatora: 5500 System a 5500x
System, ktory vyrazne zvysil dizku ¢ftania z pévodnych 35 bp na 75 bp
a zlepsil aj presnost merani na 99,99 %.

lon Torrent (Life Technologies)

Technoldgia lon Torrent sa objavila na scéne v roku 2010 a ako jedind
vyuZiva namiesto optického/svetelného spdsobu zaznamendvania jed-
notlivych nukleotidov detekciu elektrochemického signélu. Inkorporécia
nukleotidu do rastlceho retazca DNA spdsobi uvolnenie vodikového
ionu (H+), ¢im déjde k zmene pH. Proces prebieha na polovodi¢ovom
¢ipe husto pokrytom mikrojamkami, pod ktorymi je umiestneny senzor
citlivy na zmenu pH. Celkové mnozstvo produkovanych dat je urcené
hustotou jamiek na cipe. Samotna priprava kniznice prebieha podobne
ako v predchéddzajlcich metddach napojenim adaptérov s naslednou
emPCR a sekvenacnou reakciou syntézou. Vyhodou by malo byt, ze
pri sekvenovani sa vyuzivaju nemodifikované nukleotidy. lon Torrent
aktudlne pontka lon PGM Sequencer (314/316/318 chips) a lon Proton
System (I, II, Ill), pricom model lon Proton Sequencer s mikroc¢ipom lon
PIl Chip je schopny precitat cely gendm cloveka v priebehu jedného dna.
Prvy fudsky geném osekvenovany technoldgiou lon Torrent bol geném
Gordona Moora (10, 11).

Sekvenatory tretej generacie

Viyraznu zmenu predstavuju metddy, ktoré nie su zalozené na nut-
nom namnozeni sekvenovanych Usekov. NevyuZivaju tak amplifikacny
krok, ¢o znizuje vyskyt spontannych mutécif vzniknutych chybovostou
DNA-polymerazy. Pri klonovani DNA pomocou PCR méze dojst k zamene
niektorych baz a tym aj k réznemu poctu vyskytu jednotlivych fragmentoy,
¢o moze ovplyvnit vysledok experimentu.

Prvy pristroj, ktory stél na prahu tretogeneracnej technoldgie sekve-
novania, predstavila firma Helicos Bioscience v roku 2007. Metéda vyu-
Ziva jednotlivé individudlne molekuly DNA (tSMS, True Single Molecule
Sequencing) pevne fixované k povrchu. Sekvenacnéa reakcia prebieha
syntézou s fluorescencne znacenymi nukleotidmi. Zavedeniu tohto ana-
lyzatora do praxe branila vysokd cena pristrojov a dizka ¢itanej sekvencie
(30 - 35 bp). V sucasnosti nie je technoldgia dalej vyvijana (12).

SMRT (Pacific Bioscience)

Vroku 2009 prisla na trh nova technolégia, ktora sekvenuje jednotlivé
molekuly DNA v redlnom &ase (SMRT, single-molecule real-time). Systém
vyuziva ¢ipy pokryté nanostruktirovym materidlom, ktory vytvéra jamky
(ZMW, Zero Mode Waveguide) na dne s fixovanou DNA polymerézou.
Sekvenacny proces prebieha syntézou DNA vldkna podla templatovej
DNA s pomocou fluorescencne znacenych nukleotidov. Vzhladom na to,
Ze tento pristup nevyzaduje premyvacie kroky pri zacleriovani jednotlivych

typov nukleotidov (wash-and-scan) nevyhnutnych pri analyzatoroch
druhej generacie, cely proces sekvenovania sa zrychluje. Sticasnym lidrom
v tejto oblasti je systém PacBio RS a v porovnani so sekvenatormi druhej
generacie dosahuje priemern( dizku ¢ftania 5 500 — 8 500 bp. Okrem toho
moZe aj priamo detegovat epigenetické modifikdcie, ako je 4-metylcyto-
zin, 5-metylcytozin a 6-metyladenin (13).

Nanopore sequencing (Oxford Nanopore)

Sekvenovanie pomocou nanopérov je zalozené na merani elektrické-
ho prudu prechddzajuceho cez biologicky protein tvoriaci pér v nevodivej
membrane. Analytom je jednoretazova molekula DNA, pri jej prechode
nanopoérom dojde k detekcii jednotlivych nukleotidov, pricom pre kazdy
typ nukleotidu je vopred ur¢end modulécia pradu. Technoldgia mé mini-
malne poziadavky na reagencie i pripravu vzorky, je lacn, rychla a ponuka
analyzu DNA v redlnom case. V stcasnosti firma Oxford Nanopor ponuka
analyzatory MinlON™ , PromethlON™ a GridION™ (13, 14).

NGS technoldgie sekvenovania sa neustdle modifikuju a prudko
napreduju. Dnes vieme s istotou povedat len to, Ze su vyrazne rychlejsie
ako v minulom roku a pomalsie ako v budicom roku.

Aplikacia a vyuzitie NGS technolégii

Vysoky vykon stcasnych sekvendtorov je mozné pouzit v Sirokom
spektre aplikécif, od pokrytia rozsiahlej oblasti celého gendmu (ultrasiroké
sekvenovanie), po sekvenovanie iba jednej oblasti s vysokym poctom
¢itani (ultrahlboké sekvenovanie). Vyhoda ultrahlbokého sekvenovania
je detekcia variantov, ktoré sa vo vzorke vyskytuju s nizkou frekvenciou
a prinos ultradirokého sekvenovania spociva v analyze vzoriek viacero
pacientov v kratsom case. Pre $pecifické Ucely mdzeme teda vyuzit celoge-
némové sekvenovanie zahfiiajlce de novo sekvenovanie a resekvenovanie
gendmov, exomové sekvenovanie kodujucich ¢asti DNA, sekvenovanie
transkriptdomu, ktory predstavuje subor vsetkych molekdl RNA (MRNA,
rRNA, tRNA a dalsie nekédujica RNA molekuly) a cielené resekvenovanie
(targeted resequencing) umoznuje sekvenovat iba vybrané gény alebo
vymedzenu oblast genému (15).

NGS technoldgie pontikaju celd plejddu moznostiich vyuzitia nielen
v medicine, ale aj v inych vednych odboroch. Viyznamné uplatnenie nacha-
dzaju napriklad v mikrobiomike zaoberajucej sa genomickymi analyzami
mikroorganizmoyv, kde umoznuje definovat napriklad mikrobiém ¢loveka,
v metagenomike, kde umoznuju stanovit druhy baktérif (a nielen baktérif)
vyskytujucich sa vo vzorkach pody, vody. Vo forenznej genetike rezonuje
potencidlny prinos epigenetickych studif zameranych na odlisenie mo-
nozygotnych (jednovajecnych) dvojciat, ktoré maju rovnaku sekvenciu
DNA a klasickymi genetickymi metddami sa nedali dosial rozoznat. Vo
fylogenetike NGS umozriuje Studovat evolu¢ny vyvoj a vztahy medzi
organizmami prostrednictvom celogenémovych komparativnych analyz.
(1-2,4-6,15-17).

Odborom, do ktorého NGS sekvenovanie prinieslo doslova revoltciu, je
nadorovd genomika. Realizovali sa rozsiahle vedecké projekty, ktoré prispe-
li ku komplexnejsej a k podrobnejsej charakteristike molekulovej podstaty
nadorovych ochoreni. Tieto studie dopomohli k objaveniu novych génov
asociovanych s danym ochorenim a k stanoveniu genetického profilu
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nadoru (18). Obrazok 2 znazormuje prehlad detegovanych somatickych
mutdcif vo vybranych onkohematologickych malignitach.

Z klinického hladiska st NGS technoldgie slubnym néstrojom s pria-
mym vplyvom pri nahradenf alebo doplnenf existujtcich laboratérnych
algoritmov: napriklad detekcia chromozémovych aneuploidii DNA plodu
pri neinvazivnej prenatélnej diagnostike, identifikdcia vzacnych genetic-
kych variantov ochoreni s mendelovskou dedi¢nostou, pri identifikacii
zdrodo¢nych mutdcif pri familidrnych syndrémoch. Potencidlne vyuZitie
je aj pri v¢asnej diagnostike Sirokého spektra tumorov, analyzou volne
cirkulujucej nddorovej DNA v plazme, napriklad detekcia mutdcii pri
kolorektdlnom karcinéme, mutacny status tumor- supresorovych génov
a chromozémovych prestavieb prilymfémoch alebo leukémidch, detekcia
DNA virusov asociovanych s ur¢itym typom nadoru (EBV — nazofarynge-
alny karcindm, HPV — cervikalne 1ézie) (17 — 20).

Obrdzok 2. Najcastejsie somatické mutdcie de novo detegované metddami
NGS v génoch hematologickych malignit

Ry

Vysvetlivky: HCL — viasatobunkovd leukémia, WM — Waldenstrémova makroglo-
bulinémia, FL - folikulovy lymfém, MCL — lymfém z pldstovych buniek, CLL — chro-
nickd lymfocytovd leukémia, MM — mnohopocetny myelom, ETP ALL — prekurzo-
rovd T-bunkovd akutna lymfoblastovd leukémia, DLBCL — difiizny velkobunkovy B-
-lymfém (18)

Zaver

Technoldgie NGS sa od svojho zavedenia vyznamne etablovali v oblas-
ti zakladného i aplikovaného genetického vyskumu a zacinaju vstupovat
na pddu klinickej diagnostiky. Pokial skuto¢ne dospejeme k rutinnému
pouzivaniu NGS, bude nevyhnutné vyriesit niekolko prekazok a otazok.
Vlygenerované mnozstvo primarnych dét je nutné spravnym spdsobom
uchovat a anotovat, efektivne analyzovat, ale predovsetkym spravne
interpretovat. Urcenie kvality sekvenac¢nych vystupov komplikuje aj ab-
sencia medzindrodnych $tandardov a sucasna rychlost regulac¢nych
orgdnoyv, ktoré su prekonané tempom vyvoja NGS technoldgil. Musime
aktivne pristUpit k edukacii nielen lekarskej obce, ale aj sirokej verejnosti,
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s cielom spravne pochopit, vysvetlit a pouZit ziskané informdcie. Hddam
do obdobia, ked'sa tato vyhliadka stane redlnou, budeme mat aj nalezity
progresivny zdkon o DNA, pretoze ide o data nielen citlivé, ale najma
cenné z viacerych aspektov.

Tento cldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Vlyskum a vyvoj pre projekt:
Centrum vyskumu zdvaZnych ochoreni a ich komplikdcii. ITMS 26240120038,
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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Metody klasickej cytogenetiky, ako st pruzkovanie alebo fluorescencna in situ hybridizacia, si nasli pevné miesto pri skriningu genetickych
abnormalit, ako aj pri hodnoteni odpovede na liecbu alebo uréovani prognézy. Vyvoj viak priniesol nové metodiky, ktoré umoziiuji hodnotit
genetické alteracie na molekulovej trovni naraz v celom genédme. K takymto metodikam patri aj komparativna genémova hybridizacia (CGH).
Nasledujtici €lanok prinasa stru¢ny opis metodiky, jej podstatu, obmedzenia ako aj jej vyuzitie v laboratérnej diagnostike réznych druhov ochoreni.

Klucové slova: aCGH, array CGH, komparativna genémova hybridizacia, zhubné nadory prsnika, zhubné nadory tela maternice, zhubné
nadory krcka maternice, zhubné nadory vajecnikov.

Comparative genomic hybridization: introduction to the method

Traditional cytogenetic methods like banding or fluorescent in situ hybridization found their place in genetic abnormality screening as
well as in evaluation of the treatment response or prognosis. Development in the field of molecular biology over the past years brought
new methods which allow the assessment of alterations on the molecular level, even on the whole genome at the same time. Compa-
rative genomic hybridization (CGH) belongs to such methods. Following article introduces the method in brief, describes its principle,

limitations as well as its use in diagnostics of different kinds of diseases.

Key words: aCGH, array CGH, comparative genomic hybridization, breast cancer, endometrial cancer, cervical cancer, ovary cancer.

Uvod

Incidencia zhubnych nddorov ma celosvetovo stlpajuci trend.
Slovensko nie je vynimka. Narodny onkologicky register SR za rok 2008
evidoval u oboch pohlavi spolu 30 144 oséb s nddorovymi ochoreniami,
ztoho 15 055 muZov a 15 089 Zien.

Zo statistik pre rok 2008 vyplyva, Ze v Slovenskej republike medzi
najcastejdie sa vyskytujuce nddorové ochorenia u Zien patria zhubné na-
dory prsnika, tela maternice, kr¢ka maternice a vaje¢nikov. Zhubné nadory
prsnikov tvoria po nemelanémovych nddoroch koze druhy najc¢astejsie sa
vyskytujuci typ nadorového ochorenia u zien. V roku 2008 bolo hldsenych
2639 novych pripadov s 772 Umrtiami. Zhubné nddory tela maternice
boli zaznamenané 876-krat, pricom 221 postihnutych nasledkom tohto
ochorenia podlahlo. Zhubné nadory krcka maternice boli hldsené u 634
pacientok, z ¢coho 209 koncilo exitom. Zhubné nadory vajecnikov boli
evidované u 509 pacientok s hldsenymi 276 dmrtiami (1).

Onkologické ochorenia vo vieobecnosti povazujeme za ochorenie
génov. Tuto skutoc¢nost najlepsie ilustruju familiarne viazané ochore-
nia, pri ktorych sa muta¢né poskodenie konkrétneho génu prenésa
Z generacie na generaciu a u postihnutého jedinca sa tak zvysuje
riziko vypuknutia ochorenia v skorsich rokoch Zivota. So zvysujucou
sa priemernou dizkou Zivota je mozné predpokladat aj zvy3$ujicu sa
incidenciu malignych ochoreni. V tomto smere bude stupat potreba
novych skriningovych metdd umoznujicich efektivne a véasné odha-
lenie ochorenia. Medzi také patri aj metodika nazyvand komparativna
genomova hybridizacia - CGH.
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Skriningové metodiky cytogenetiky

Od sedemdesiatych rokov minulého storocia sa na sledovanie ne-
balansovanych chromozdémovych abnormalit, ako su strata alebo zisk
genetického materidlu, vyuzivaju rézne druhy pruzkovania chromozémov.
Vysledkom aplikécie metodiky st pod mikroskopom viditelné prizky na
kondenzovanych chromozémoch, ¢o ulahcuje identifikéciu a lokalizaciu
abnormalit. Metodika dosahuje v idedlnych pripadoch rozlisenie 5Mb (2).

Ku klasickym metodikdm cytogenetiky patrf aj fluorescencna in situ
hybridizacia (FISH). Fluorescen¢ne znacené proby, RNA alebo DNA, sa
na zadklade komplementarity viazu na presne zodpovedajlcu sekvenciu
nukleotidov chromozémovej DNA. PouZitim fluorescencného mikroskopu
a prislusného softvéru je mozné lokalizovat a detegovat pritomnost alebo
nepritomnost konkrétneho genetického materialu v danej oblasti chromo-
zémov. Zavedenim ,super-resolution” technik sa rozliSovacia schopnost
FISH metodiky zvysila az na mozZnost detekcie niekofko malo kilobaz (3).

Niekam medzi klasické cytogenetické metodiky, ako je karyotypovanie a FISH,
a molekuldrno-biologické techniky, ako je kvantitativna polymerazova retazova
reakcia v redlnom ¢ase (RT-PCR) ¢i sekvenovanie, zaradujeme komparativnu ge-
némovu hybridizaciu (CGH) a jej modernejsiu vetvu v podobe array CGH (@CGH).

Kratko z historie CGH

Komparativna gendmové hybridizacia, CGH, prvykrét opisala v roku 1992
skupina vedcov z kalifornskej univerzity (4). Metodiku zaloZili na kompetitivnej
fluorescencnej in situ hybridizacii. Metafdzové chromozémy na sklicku hybridi-
zovali s odlisne fluorescencne znacenymi referencnymi a testovanymi Usekmi
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Obrdzok 1. Schematické znazornenie metodiky array CGH.
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DNA. Hybridizaciu testovanej a referencnej DNA sondy hodnotili podla intenzity
vysledného farebného signalu. Oblasti chromozdmov, ktoré stratili, alebo, naopak,
ziskali geneticky material, maliv porovnani's normalnou referen¢nou vzorkou zme-
neny pomer intenzit oboch signalov, ¢o sa prejavilo vo vyslednejfarbe signélu (4).

V' roku 1997 autorsky kolektiv z Heidelbergu publikoval upraveny variant
CGH. Namiesto hybridizacie DNA sond s chromozdémami pouzili na matrix
naviazané kratke Useky DNA a tie hybridizovali s testovanou a referen¢nou
DNA. Metodiku tak Ziednodusili a znacne zvysili jej rozliSovaciu schopnost (5).
Dnes technoldgia array CGH (alebo matrix CGH) dosahuje rozlisovaciu schop-
nost na rovni 100 kb (6). Publikovand metodika polozila zdklad automatizacii
procesu CGH a otvorila tym dvere do rutinnych diagnostickych laboratorii.

Princip aCGH

Oba typy metodiky CGH, konvencna na chromozémoch, aj array CGH
na béaze DNA, su zaloZzené na rovnakom principe (obrazok 1). Testovana
a referencnd DNA je Specificky fluorescencne znacend. Testovand DNA sa
obycajne znaci cervenym farbivom (Cyanin-5) a referencnd DNA zelenym
fluoroférom (Cyanin-3). Obe DNA su spolo¢ne a v rovnakom pomere na-
nesené na sklicko (DNA microarray), ktoré obsahuje presne $pecifikované
jednovldknové tseky DNA, tzv. sondy, alebo klony. Ich df#ka sa u jednotli-
vych vyrobcov Iisi (napr. Agilent pontika 60 bézové sondy).

Hybridizacia prebieha pri presne regulovanych podmienkach niekolko
hodin (24 - 56 hodin), najcastejsie v poloautomatickych hybridizacnych
peciach. Po hybridizacii je sklicko prenesené do pocitacom riadeného
skenera, kde je obraz nasnimany a softvérovo vyhodnoteny. Pre kazdy
gén je vypocitany normalizovany pomer intenzit ¢erveného a zeleného
signalu, ktory indikuje zmenu v mnoZstve genetického materidlu na
jednotlivych Usekoch DNA (tzv. CNV - Copy Number Variation). Ak je
normalizovany pomer < 1, hovorime o strate genetického materialu (t. j.
delécia), ak je, naopak, pomer > 1, ide o zisk genetického materialu (t. j.
amplifikécia) (obrazok 2).

Obrdzok 2. Obréazok ilustruje genetické aberécie u testovaného pacienta. Cervenym pruhom oznac¢ené oblast chromozému ¢. 5 zodpoveda strate
genetického materidlu v tejto oblasti chromozému. Chromozdm ¢. 8 vykazuje zisk genetického materidlu, ktory je ozna¢eny modrym pruhom. Chromo-
z6m ¢. 2 nevykazuje ziadnu abnormalitu genetického materidlu. Ziskané vysledky boli potvrdené sekvenovanim.
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Silné a slabé stranky aCGH

Kazda metodika ma svoje vyhody aj nevyhody. Slaba stranka metodiky
je neschopnost odhalit balansované alteréacie, ako su reciproké transloka-
cie alebo inverzie. Tieto anomdlie nemenia pocet kopif v gendme, a tak
ostdvaju pre CGH nedetegovatelné.

Nedetegovatelné ostavaju aj mutécie, ktoré si mimo detekeny rozsah
metodiky. Zavedenim aCGH sa rozlisenie metodiky zvysilo na teoretickd
hodnotu 100 kb. Rozlisenie aCGH je primarne ur¢ené dvoma faktormi:
dfzkou cielovej DNA a hustotou pokrytia genému sondami. Z toho vy-
plyva, Ze ¢im su cielové sondy DNA na matrixe kratsie a ¢im hustejsie je
nimi pokrytd dana oblast, tym je rozlidenie vyssie (7).

Medzi najvacsie prednosti aCGH patri schopnost simultdnnej detekcie
aneuploidif, delécif, inzercif a duplikacii v rdmci celého genému. Vhodnym
navrhnutim prekryvajlcich sa DNA sond méze byt urcita oblast v rdmci
gendmu pokrytd na 100 %. To méze byt vyhodné pri skriningu Specific-
kych oblasti chromozémov, ktoré su priamo dotknuté pri konkrétnych
druhoch ochorenia. Technika aCGH tak spéja vyhody lokusovo $pecifickej
FISH analyzy s moznostou skriningu celého gendmu.

aCGH v diagnostike

Metodika aCGH nasla svoje uplatnenie v prenatélnej a postnatélnej
diagnostike, v preimplanta¢nom skriningu, ale aj v diagnostike nadoro-
vych ochoreni.

Prenatdlna a postnatalna diagnostika sa zameriava na vyvinové a men-
talne poruchy zapricinené aberaciami genetického materialu. Samotna
analyza sa vykondva na vzorkach plodovej vody, choriovych klkov, ale
aj periférnej krvi embrya a neskér novorodenca. Kan et al. (8) uvadzaju,
Ze pomocou aCGH bolo identifikovanych 20 % (44/220) klinicky signifi-
kantnych CNV pri abnormdlnych, ultrazvukom detegovanych nalezoch.
Z tohto mnozstva 21 patrilo aneuploididm a 23 inym chromozémovym
imbalancidm. Zaujimavostou je, ze 3,2 % vzoriek (7/220) s CNV bolo
detegovanych iba prostrednictvom aCGH, a nie pouzitim konvenc¢nych
cytogenetickych technik ako G-banding a kvantitativna fluorescen¢na
PCR. Z toho dévodu navrhuju nahradit karyotyping za metodiku aCGH
a vyuzit ju ako volbu prvostupriového skriningu. Konvencna cytogenetika
by sa mala pouzit nasledne pri vizualizacii klinicky signifikantnych CNV
(8). Napriek tomu, Ze pomocou metodiky aCGH nie je mozné zistit vietky
druhy poskodenia genetického materidlu, je schopnd odhalit priblizne
dvakrat viac chromozémovych abnormalit ako G-pridzkovanie (7).

Citlivost metodiky aCGH dokumentuje jej vyuZitie v preimplantatnom
skriningu, kde je k dispozicii len minimdalne mnoZstvo materidlu. Pomocou
aCGH je mozné odhalit chromozdémové imbalancie v rozsahu cca TMb
z jediného lymfoblastu, fibroblastu alebo blastoméry (9).

Hoci aCGH hra nezastupitelnu dlohu najma pri skriningu aberacif
sposobujucich vyvinové a mentélne poruchy, svoje miesto si nasla aj pri
skriningu nddorovych ochorent. V tejto oblasti vsak skrining nie je vzdy
jednoduchy. Heterogenita buniek spdsobend ich klondlnou povahou,
nedostatok materidlu (biopsia), jeho znizena kvalita (FFPE blocky), spolu
so samotnym typom aberécie (nizky pocet kopii, aberacie na kratkom
useku), mdzu metodike aCGH spdsobit problémy. Napriek tomu sa aCGH
s Uspechom pouZiva pri detekcii genomickych abnormalit v hematolo-

gickych ochoreniach, ako su CLL (chronicka lymfocytova leukémia), MDS
(myelodysplasticky syndrém), MM (mnohopocetny myeldm), ALL (akdtna
lymfoblastova leukémia), AML (akutna myeloidnd leukémia) a CMML
(chronickd myelomonocytova leukémia) (10).

Technoldgia aCGH sa osvedcila pri charakterizovani genetickych ab-
normalit zodpovednych napriklad za zhubny nddor mocového mechura
(11), kolorektalnych nadorov (12), nadorov pltc (13), pri identifikacii novych
génov zodpovednych za vznik nddorov prostaty (15) a mnohych dalsich.

Metodika aCGH hra svoju Ulohu aj pri $tudiu najcastejsie sa vysky-
tujucich naddorovych ochorenf Zien. Ako je zndme, nadory prsnika su
heterogénnou skupinou, v ktorej etioldgii nachddzame mutdcie génov
ako BRCAI, BRCA2, ale aj zmeny v pocte génov LSMI1, BAG4 A C8ORF4
pozorované pomocou aCGH (15). Francuzska studia v 18 medicinskych
centrach sledovala 423 pacientov s metastatickymi nddormi, pricom
pouzivali Sangerovo sekvenovanie a aCGH. Genomickeé alteracie odhalili
a FGFRI, ale aj zriedkavé mutacie v géne AKTT a zriedkavé amplifikdcie
v génoch EGFR, MDM2, FGFR2, AKT2, IGFIR a MET. Vybrani pacienti (55 zo
423) boli podrobeni personalizovanej liecbe s roznym vysledkom (16).

Nédory vaje¢nikov su taktiez spojené s mutac¢nym vyradenim tumor
supresorovych génov BRCAI/2, ale vyskytuju sa aj ako sucast Li-Fraumeniho
syndromu, v ktorom délezitd Ulohu hra gén TP53. Specifické genetické
alterdcie boli pomocou aCGH odhalené aj v pripade ovaridlnych nadoroy,
ktoré vykazovali rezistenciu na chemoterapiu (17). Metodikou aCGH bol
realizovany skrining vybranych onkogénov z endometridlnych nédorov,
pricom bola pozorovand amplifikdcia onkogénov AR, PIK3CA, MET, HRAS,
NRAS, D1751670, FGFR1, CTSB, RPS6KBI, LAMC2, MYC, PDGFRA, FGF4/FGF3, PAKI
aFGR (18). Metodika aCGH zachytila CNV v 73 % (19/26) vzoriek aj v pripade
cervikdlnych nddorov. Amplifikécia bola zistend najma v oblastiach 3q
(50,0 %), 1g (42,4 %), 19q (23,1 %), kym strata v oblastiach 11q (30,8 %), 4q
(23,1 %) a 13q (19,2 %). Zvyseny vyskyt amplifikdcie 3q bol pozorovany
v pozitivnych vzorkadch na HPV 16 a HPV 18, ¢o len potvrdzuje zdvaznost
infekcie HPV pri tomto nddorovom ochoreni (19).

Zaver

Onkologické ochorenia aj napriek dokézatelnym uspechom v diagnos-
tike a lie¢be predstavuju vazny problém nielen z medicinskeho hladiska.
So zvysujucim sa priemernym vekom populdcie mézeme predpokladat,
Ze incidencia tychto ochoreni bude aj nadalej stupat. Z toho dévodu
je Ziaduce, aby klinické laboratéria mali k dispozicii moderné metodiky,
ktoré umoznuju odhalit ochorenie na zékladnej, molekulovej tGrovni.
Komparativna genémova hybridizacia tieto podmienky spifa.

Hoci pouzitie aCGH v skriningu onkologickych ochoreni je v niekto-
rych pripadoch komplikované, vysledky ziskané touto metodikou maju
vysoku vypovednu hodnotu a pravdepodobne budd postupne nahra-
dzat metodiky klasickej cytogenetiky. Odporuc¢ania medzindrodného
konzorcia pre Standardizaciu cytogenomickych arraf — ISCA (International
Standard Cytogenomic Array) pouzit CGH ako prvu skriningovd me-
tédu a G-banding pouzivat iba v pripadoch, ako st Downov syndrém
a v pripadoch rodinného vyskytu chromozémovych aberacii (20), je len
krokom k tomuto prechodu. Vysledkom zavedenia novych technolégif do

<2o15;1(1) | NEWSLAB




diagnostiky a skriningu nddorovych ochoreni by mal byt geneticky profil
pacienta, ktory v kone¢nom dosledku vyusti do personalizovanej terapie.

Tento ¢ldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Viyskum a vyvoj pre pro-
jekt: Dobudovanie technickej infrastruktdry v oblasti vyskumu diagnostickych
postupov a metdd v rdmci véasnej diagnostiky najcastejsich onkologickych
ochoreni Zien, ITMS 26210120026, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho
fondu regiondlneho rozvoja.
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Revolu¢na metdéda sekvenovania novej generdcie (NGS) je zaloZena na moznosti realizacie paralelnej sekvenaénej analyzy velkého mnoz-
stva DNA fragmentov. Chemicky princip v si¢asnosti najpouzivanejSich NGS technolégii zahffha takzvané sekvenovanie pocas syntézy
alebo ligaciou s naslednou detekciou fluorescencie, chemiluminiscencie alebo zmeny pH. Obrovské mnozstvo dat ziskanych pomocou
NGS analyz je nevyhnutné efektivne spracovat a korektne vyhodnotit pomocou ré6znych bioinformatickych algoritmov, ¢o kladie vysoké
naroky na informaticku infrastrukttru laboratéria a odborny personal $pecializovany na bioinformatiku. Rutinna klinicko-diagnosticka
implementacia NGS metéd vyzaduje preciznu validaciu jednotlivych testov a Standardizaciu celého analytického procesu. Vzhladom na
rozsah ziskanych dat prinasa genetické testovanie pomocou NGS velké mnozstvo vysledkov s roznou informativnou hodnotou. V pripade
identifikacie patologického variantu (mutécie) vznamom géne alebo v géne velmi pravdepodobne asociovanom s danym ochorenim je
mozné diagnosticky stanovit pric¢inu pacientovho fenotypu. Naopak, takzvané ndhodné nalezy, ktoré sa identifikuju pri testovani po-
mocou exémového alebo celogenémového sekvenovania, so sebou prinasaju interpretacné a etické vyzvy a na ich reportovanie musia
byt stanovené prisne kritéria. Rozne aplikacie NGS sa uz vyuzivaju nielen v ramci vyskumu, ale aj v laboratdérnej diagnostike mnohych
geneticky podmienenych ochoreni. Doterajsie niekolkoro¢né skiisenosti preukazali jednoznacnu efektivitu panelového a exomového
sekvenovania najma v pripade zriedkavych syndrémov a geneticky heterogénnych ochoreni. Je viak zrejmé, ze postupna integracia
NGS do klinicko-diagnostickej praxe moze perspektivne priniest ,na mieru sita” lekarsku starostlivost aj pri ¢astejsie sa vyskytujucich,
multifaktorialnych chorobach.

Klucové slova: sekvenovanie novej generacie (NGS), génové panely, exémové sekvenovanie (ES), celogenémové sekvenovanie (WGS),
geneticky heterogénne ochorenia, zriedkavé syndrémy.

Next Generation Sequencing and its Application in Clinical Genetics

Revolutionary method of next generation sequencing (NGS) is based on the parallel sequencing analysis of a large number of DNA frag-
ments. Chemical principle of current most widely used NGS technologies includes sequencing by synthesis or ligation followed by the
detection of fluorescence, chemiluminiscence or changes in pH. Huge amount of data arising from NGS analyses have to be effectively
processed and correctly evaluated by various bioinformatic algorithms that put high requirements on laboratory’s hardware and software
equipment as well as staff trained in bioinformatics. Routine diagnostic implementation of NGS methods requires thorough validation
of individual tests and standardization of the entire analytical procedure. Considering the amount of acquired data, genetic testing by
NGS yields a lot of results with varying informativeness. If a pathological variant (mutation) in a known or novel gene associated with
the disease is found, the cause of patient’s phenotype can be ascertained. On the contrary, incidental findings identified by exome or
whole genome sequencing give rise to interpretative and ethical challenges and their reporting must fulfil strict criteria. Various NGS
applications are already used in research and clinical diagnosis of many genetically determined diseases. Long-term experience proved
apparent efficacy of gene panel and exome sequencing particularly in the diagnosis of rare syndromes and genetically heterogeneous
diseases. However, in perspective, progressive integration of NGS into the clinical practice could lead to the individually tailored patient
management even in more common, multifactorial diseases.

Key words: next generation sequencing (NGS), gene panels, exome sequencing (ES), whole genome sequencing (WGS), genetically
heterogeneous diseases, rare syndromes.
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Sekvenacné technolégie prvej a druhej generacie

Metéda DNA sekvenovania publikovana F. Sangerom koncom 70.
rokov minulého storocia (1) oznacovana aj ako dideoxynukleotidové sek-
venovanie priniesla nové a v ¢ase svojho vzniku este netusené moznosti
analyzy jednotlivych génov a neskor celych gendémov. Prvogeneracnd
Sangerova metdda sa postupne vyvinula na vykonnu automatizovanu
technolégiu vyuzivajucu polymerdzovu retazovu reakciu (PCR), fluo-
rescencné znacenie dideoxynukleotidov, kapildrnu elektroforézu a kom-
plexné pocitacové spracovanie dat a metodicky stale predstavuje zlaty
standard. Napriek ur¢itym obmedzeniam automatizacia Sangerovho
postupu umoznila Uspednu realizaciu projektu sekvenovania ludského
gendmu a etablovanie sekvenacnej analyzy v rutinnej molekulovo-gene-
tickej diagnostike. Program sekvenovania celého ludského gendmu vsak
dramaticky zvysil ndroky na kapacitu sekvenacnych technoldgif. Projekt
sa realizoval v ,tovédrensky” organizovanych sekvenacnych centrach so
$pecifickou infrastrukturou, ktord zahfiala stovky velkokapacitnych sek-
vendtorov, dalsich automatizovanych pristrojov a pocitacov, ako aj velké
mnoZstvo personalu. Takyto typ zvysenia vykonnosti sekvenovania viak
nebol perspektivne postacujuci pre nové vyskumné a diagnostické vy-
zvy v humannej genetike a genomike a postupne dochadzalo k vyvoju
novych, ¢oraz komplexnejsich sekvenacnych postupov.

Technoldgie sekvenovania novej generdcie (NGS) sa od automatizo-
vanej Sangerovej metédy odlisuju najméa svojou vysokou vykonnostou.
Z&kladny princip NGS je prehladne zndzorneny na obrdzkoch 1 - 3.
Podstata zvysenej efektivity spociva v masivnej paralelizacii biochemic-
kych a meracich krokov, ako aj vyraznom zvyseni rychlosti sekvenovania.
Nové metddy umozniuju simultdnnu analyzu milionov sekvenacnych ,Cita-
ni* v jednej vzorke. Dalsie rozdiely zahffiaju odlignd formu vychodiskového
templatu (tzv. fragmentové kniznice, vid nizsie) a o nieco kratsiu dizku
sekvenovania analyzovanych fragmentov v porovnani so Sangerovou
metddou. Obmedzenia spdsobené kratsimi ¢itaniami viak kompenzuje
masivna hibka pokrytia a paralelizacia, t. j. mnohonasobné opakovanie
analyzy tej istej cielovej oblasti gendmu v zmesi obrovského mnozstva
stbezne zoradenych DNA fragmentov rézneho typu (obrazok 2).

V sti¢asnosti pouzivané NGS technoldgie druhej generdcie (popis me-
téd tretej generdcie, ktoré sa stéle este len profilujy, je nad rdmec tohto
prehladového ¢lanku) z chemického hladiska vyuzivaju DNA syntézu alebo
ligdciu. Detekcia signalu z milionov chemickych reakcif, ktory je nésledne
transformovany do sekvencnych dat, je zabezpecend snimanim emitovanej
fluorescencie (z fluorescencne znacenych nukleotidov), enzymaticky vyvola-
nej chemiluminiscencie (pri degradacii pyrofosfétu) a pH zmien (pri uvolfiovant
proténov pocas inkorporacie nukleotidov do DNA retazca). Bez ohladu na
chemicku podstatu sekvenovania, vietky NGS metddy vyzaduju komplexnu
predsekvenacnu pripravu DNA templétu a néslednu bioinformatickd analyzu
sekvenacnych dat (obrazky 1 a 3). Predsekvenacné kroky zahfiaju pripravu
sekvenacnej (fragmentovej) kniznice, podla potreby aj vratane cieleného
obohatenia (target enrichment) a nasledne klonalnu amplifikaciu pripravenej
sekvenacnej kniznice. Priprava kniZnice sa zvycajne sklada z dvoch krokov,
fragmentdcie vychodiskovej DNA na velkost 150-500 bp fyzikalnym (napriklad
sonikaciou) alebo enzymatickym spdsobom (nukledzou, transpozénami) a li-
gécie adaptorovych primerov na fragmenty. Cielené obohatenie, t. j. Specificka
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Obrdzok 1. Princip sekvenovania novej (druhej) generacie (upravené podla (2)
PRIPRAVA TEMPLATU
Vstupna DHA

SEKVENOVANIE

ANALYZA DAT

selekcia zelanych DNA fragmentov, sa vykondva v pripade potreby sekvenovat
len urcité oblasti gendmu v sumérne mensom rozsahu (napriklad len niektoré
exony alebo stbory génov) a najcastejsie sa realizuje pomocou PCR alebo
hybridizacie so $pecifickymi oligonukleotidovymi probami. Klondlna am-
plifikacia kniznice prebieha pomocou $pecifickych typov PCR — najcastejsie
tzv. emulznej alebo mostikovej (bridge) PCR. Posekvenacnd bioinformaticka
analyza zahfna spracovanie nasnimaného signalu, jeho transformaciu do
Ciastkovych nukleotidovych sekvencif a porovnanie vyslednej ,poskladanej”
DNA sekvencie s referen¢nou za Ucelom zaverecnej identifikacie a anotécie
variantnych nukleotidov (5).

Pocas sekvenacnej reakcie sa vygeneruju miliony az miliardy tzv.
¢ftant. Citanie (read) je nukleotidové sekvencia urcitej dizky (read length)
ziskand z DNA fragmentu nachadzajlceho sa v sekvenacnej kniznici. Na
presnost NGS analyzy a spravnu interpretaciu dat je nevyhnutné dosiahnut
dostato¢nu hibku pokrytia (depth of coverage). Hibka pokrytia je pocet
¢itant, ktory pokryva konkrétny cielovy nukleotid a bezne sa vyjadruje vo
forme Nx (napriklad 40x, 100x, t. j. Styridsat, sto ¢itani cielového nukleo-
tidu). Dalim délezitym parametrom je hibka sekvenovania (sequencing
depth), t.]. celkové mnozstvo sekvenacnych dat (precitanych nukleotidov),
ktoré vyzaduje dand vzorka, aby sa dosiahla pozadované priemernd hlbka
pokrytia. Najcastejsie sa uddva ako pocet potrebnych ¢itani na vzorku
(napriklad 40 milidnov, 1 miliarda) alebo pocet nukleotidov (bdz), ktoré
je nutné sekvenovat (napriklad 100 Mb, 4 Gb).

Proces analyzy NGS dat mézeme vseobecne rozdelit na tri stupne (obra-
zok4). Primarna analyza, stanovenie baz (base-calling), zahfra konvertovanie
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Obrdzok 2. Masivna paralelizacia na Urovni spracovania sekvenacnych
NGS dat. Cervené Useky predstavuju identifikované sekvencie, modré
Useky medzi nimi neurcenu sekvenciu (upravené podla (3)

Cielova oblast gendmu (referentné sekvencia)
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——
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Prekryvajiice sa sekvenéné Gitania
paralelizovanych DNA fragmentov

Obrdzok 3. Vieobecny postup sekvenovania druhej generécie a analyzy
ziskanych sekvenacnych dét (upravené podla (4)

Fragmentacia: fyzikalne alebo enzymaticky,

obohatenie: PCR alebo hybridizacné proby

Templatova DNA Fragmentacia
+/- obohatenie,
ligacia adaptérov

Cielové DNA

fragmenty
Klonélna amplifikacia Emulznd alebo mostikové PCR
Fragmentova
kniznica
Sekvenovanie Syntéza alebo ligacia, detekcia signélu
Sekvenacné data
Bioinformaticka Spracovanie do podoby DNA sekvencie,
; N fikaci P .
litaEEEEs analyza identifikacia a anotacia variantov

biochemickych signalov, ¢ize hrubych dét, ktoré boli ziskané snimanim zmien
svetelnej intenzity (fluoresencia, chemiluminiscencia) alebo zmien pH, do
kratkych nukleotidovych sekvencif — ¢itani. Sekundarna analyza zabezpecuje
porovnanie (alignment) sekvencif s referenciou a stanovenie variantnych nuk-
leotidov a ich anotaciu. Tercidrna analyza znamend interpretéciu, t. j. analyzu
zistenych variantov z hladiska pdvodu, jedine¢nosti a funkéného dosahu.
Kazdy z tychto krokov vyzaduje Specidlne vytvorené databdzy, algoritmy,
softvér a skisenosti. Procesy primarnej analyzy su uz v sicasnosti Uspesne
zvlddnuté a postupne sa automatizuju. Aj v rdmci sekundarnej analyzy sa
Standardizuji metddy mapovania ¢itani k najnovsej referencnej sekvencii
[udského gendmu. Limitaciu Sirsej klinickej aplikacie NGS predstavuje prave
biomedicinska interpretécia identifikovanych variantov, ktord sa zatial eSte len
vyvija, ¢o sa tyka algoritmov, analytickych postupov a identifikicie ¢i predikcie
kauzalnych genotypovo-fenotypovych korelacif (6).

Aplikacie NGS

Sekvenovanie génovych panelov (panelové sekvenovanie, PS) je za-
merané na konkrétne ochorenia, pretoze sa analyzuje stanoveny subor
znamych, klinicky vyznamnych génov. Dosahuje sa tym vécsia hibka
pokrytia (t. j. viac ¢itani v Zelanych oblastiach) a nésledne aj vyssia ana-
lytickd senzitivita a Specificita. KedZe PS analyzuje len gény so znamou

Obrdzok 4. Obrazok 4. Algoritmus bioinformatického spracovania NGS
déat a stupne filtrovania pri tercidrnej analyze (upravené podla (6) a (7)

Primarna analyza
STANOVENIE BAZ

Referen¢na sekvencia

Mapovanie &itani
k referenénej sekvencii

Skérovanie kvality (konsenzus)

Sekundarna analyza l
POROVNANIE
(,ALIGNMENT") Stanovenie variantov
Analyza hibky ¢itania
[ Vizualizicia |

Pocet variantov

10° (miliony)

Databazy variantov
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(genetické a funkéné filtrovanie)
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INTERPRETACIA Validacia vyznamnych variantov LU 0Ui) Vgénoch asociovanych
l s ochorenim

| Klinicka interpretéacia |

10-50  Predikované patogénne
(v databazach, strata funkcie,
zamena aminokyseliny...)

05 Kiinicky vyrazne vyznamné
(de novo, bialelicke, segreguiice
s ochorenim...)

asociaciou s konkrétnymi ochoreniami, umoznuje lepsiu interpretaciu
nélezov v klinickom kontexte. V porovnani s exdmovym a genémovym
sekvenovanim (vid nizsie) je PS kompatibilné s ekonomicky a ¢asovo
vyhodnejsim vyuzitim mensich stolovych sekvenatorov (nizsia cena
pristroja, moznost analyzy viacerych vzoriek v jednom behu) a jedno-
duch$im manaZovanim objemu dat. V tabulke 1 su uvedené priklady
génovych paneloy, ktoré v si¢asnosti komeréne ponukaju vyrobcovia
dvoch NGS platforiem (lllumina, Life Technologies) na priame pouzitie
v diagnostike.

Exémové sekvenovanie (ES) znamend stanovenie DNA sekvencie
exdému, teda vacsiny priblizne zo 160 000 protefn-kddujucich exénoy,
ktoré sice predstavuju len 1 -2 % [udského genému (~30 — 60 Mb), ale
zahfiaju ~85 % znamych kauzalnych mutécif (8). ES sa pouZiva na detekciu
variantov (mutécif) uz v znadmych, s ochoreniami asociovanych génoch, ako
aj na zistovanie novych etiopatogenetickych asociacii. Objavovanie a cha-
rakterizacia ,novych” génov boli este doneddvna doménou vyskumnych
laboratérif, ale postupne dochadza k presunu identifikacie kandidatnych
kauzalnych génov aj do klinicko-diagnostickych laboratérif, hoci na jed-
noznacné potvrdenie asocidcie su zvycajne potrebné dalsie studie, ¢asto
v spolupraci s vyskumnymi pracoviskami.

Celogenémové sekvenovanie (whole genome sequencing, WGS)
stanovuje DNA sekvenciu prakticky celého gendmu a pokryva teda
kédujuce aj nekddujlce oblasti. Vyhodou tohto pristupu je relativne
nekomplikovand predsekvenacna priprava vzoriek, ktord nevyzaduje PCR
amplifikdciu alebo obohacovanie cielovych oblasti. Pre obmedzenia pri
interpretacii variantov v nekédujucich oblastiach sa ¢asto volf stratégia,
pri ktorej sa najprv analyzuju kédujlce regiony (t. j. exém). V pripade, ze
sa nendjdu kauzalne mutacie, data sa znovu analyzuju a hladaju sa va-
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rianty v regulacnych nekoduijucich oblastiach, ktoré by mohli ovplyviovat ~ Tabulka 1. Priklady génovych panelov pontkanych vyrobcami NGS platforiem

expresiu klinicky vyznamnych génov. WGS pri porovnan( s cielenym PS ~ Zameranie . Pocet .
3 I Nazov ) Spektrum analyzy
vyzaduje rédovo desatnasobky hibky sekvenovania (sequencing depth), ~_Paneid gehioy
t.j. mnozstva sekvenovania, ktoré vyzaduje dana vzorka, a to pri podstatne TruSight One Exénové oblasti génov uvedenych
e Lt . M L o0 r s . ) 4813 v OMIM¥ ktorych mutdcie boli
nizsej hibke pokrytia (depth of coverage), ¢o prindsa velké naroky na kvalitu Sequencing o B _—
asociované s konkrétnymi ochoreniami
a kapacitu technolégie (konkrétneho pristroja) aj datovej analyzy. Kedze 00 viodemich chordp vrit
L, . o, . >700 vrodenych chorob vritane
sekvena¢na hibka analyzovanej vzorky je nasobkom objemu sekvenova- neuromuskularnych (245 ochoreni
nej DNA a Zelanej hibky pokrytia, pri velkosti génového panela napriklad lon Ampliseq /87 génov), kardiovaskularmych
3Mb (3x10°bp) a hibke pokrytia 100xje sekvenacnd hibka 0,3 Gb (3Mbx 100), ~ Dedicné Inherited Disease 02> (199/62), metabolickych (46/28),
e . , , , ) , 5 ochorenia vyvinovych portch (193/75)
zatial ¢o pri sekvenovani celého gendmu s velkostou 3 Gb (3 x 107 bp) - . o
3 § ainych ochorenf (napr. dedi¢né
a hlbke pokrytia 30x je poZadovana sekvenacnd hlbka az 90 Gb (3 Gb x 30). nédorové, slepota: 210/73)
Celogendmové sekvenovanie tak v sti¢asnosti predstavuje finan¢ne naj- OMIM* gény asociované prevazne
viac ndro¢nu NGS aplikaciu s najniziou priemernou hibkou pokrytia, hoci TrusightInherited 50 Z&vaznymi autozémovo-
v buducnosti sa tieto nevyhody budu postupne redukovat. Disease -recesivnymi ochoreniami
s nastupom v detstve
Klinické aspekty implementacie NGS Kardiomyopatie (KMP:
) i ) L hypertrofickd, dilatacnd,
Vzhladom na pomerne nedavne etablovanie NGS technoldgif a rézno- nonkompaktna favokomorova,
rodost klinickych aplikacii sa NGS testovanie (najma panelové) vykonava TruSight 4% arytmogénna pravokomorova/
prevazne pomocou vlastnych testov vyvinutych v jednotlivych labo- Cardiomyopathy katecholaminergna polymorfna
ratéridch. Vyuzivaju sa najrozliénejéie kombinacie pristrojov, chemikalii ~ Heterogenne omorova tachykarci)
VY ) ) ) P JOV, ochorenia a syndromy s KMP, napr. Danonoy,
a postupov datovej analyzy. Niekedy su jednotlivé ¢asti analyzy (napriklad Fabryho
zostava predsekvenac¢ného postupu od jedného vyrobcu alebo softvéry Gény asociované s poruchami
pre tercidrnu analyzu dat) komercne, verejne dostupné, ale nasledne musia TruSight Autism 101 autistického spektra a mentalnou
byt validované na diagnostické pouzitie (9). re,ta'rda)aou (resp. zaostavanim
vyvinu
Pri tradi¢nom diagnostickom testovani je Ulohou klinického genetika 4
- . . . e Y , ) Vlybrané oblasti najcastejsie
stanovit diagndzu zalozenu na klinickom obraze, objektivnom vysetrenia ro- lon AmpliSeq mutovanych génov
dinnej anamnéze. Geneticky test byva indikovany na potvrdenie, respektive E;’:’cr:”d Lung 22 v karcinémoch hrubého creva
vylicenie diagndzy. Vysetrujuce laboratérium vo vysledkovej sprave uvedie aplic
vietky potencidlne patologické varianty (mutdcie) v analyzovanom géne, Najcastejsie mutécie (,hotspots”)
ako aj zakladny popis pouzitych metdd vratane analytickych parametrov lon Ampliseq vo vybranych onkogénoch
itivita. pecificita. detekény imit). Panelové sek . d ) Cancer Hotspot 50 a tumor-supresorovych génoch;
(senzitivita, Specificita, detekény limit). Panelové sekvenovanie predstavuje p Siroké pokrytie onkogénov KRAS,
z pohladu klinického genetika logické rozsirenie sucasnych sekvenacnych BRAF a EGFR
testov v pripade tzv. geneticky heterogénnych ochoreni. Indikaciou PS Exénové oblasti onkogénov
je teda klinickd diagndza ochorenia, ktorého geneticka etioldgia je velmi a tumor-supresorovych génov
heterogénna, konkrétny kauzalny gén sa neda nijakym spdsobom vy- lon Ampliseq casto mutovanych v réznych
lek ! a sUbeznd ly/ [kéh ¢ i 7ch gé Analyza Comprehensive  >400 typoch solidnych nadorov
selektovat a sibeznd analyza velkého poctu asociovanych génov preto tumé/rového Canch (vrétane génov pre signdinu
predstavuje najefektivnejsi diagnosticky postup. Korektna indikdcia PS tak taniva a transdukciu, apoptdzu, opravu
moZe prispiet k podstatnému zrychleniu identifikacie kauzalnej mutécie  gagicns DNAi re9U|éCkiU ”a”Sk”pCief' )
u novodiagnostikovanych pacientov, respektive Uspesnému zavfSeniu  nadorové zpalovd reakciu a rastové faktory)
diagnostického procesu pri dihodobo nedoriesenych pripadoch. Testovanie  Predispozicie Vybrané exény onkogénov
. .. ) . ; § . ., a vsetky exony tumor-
pomocou PS najlepsie vyhovuije aj sii¢asnym modelom finan¢nej Uhrady supresorovyich génov, ktoré
(zdravotnymi poistoviiami i samoplatcovsky) za molekuldrne diagnostické sU najcastejsie mutované
testy. Z tychto dévodov je pre laboratéria aj indikujticich klinickych genetikov TruSight Tumor 26 vikarcinomoch pltic, hrubého
ivwhodneitie zatat zo zisk im sk A dni pS ¢reva, zaludka, ovarif
najvyhodnejsie zacat zo ziskavanim skdsenosti najprv prostrednictvom av melanémoch: vysoks
pred postupnym prechodom k ES a WGS aplikaciam. senzitivita (detekeny limit < 5 %
Pouzitie ES alebo WGS umozriuje volnejsi pristup k testovaniu paci- zastdpenia mutovanych aliel vo
entov, bez nutnosti presnej inicidlnej diagndzy, ale na korektnu interpre- vzorke nédorového thaniva)
taciu dat vyzaduju obe aplikacie Uzku spolupracu klinického genetika E?”X?SOE'O"afES Ffr?fj';poé'F'ou
. castym (prsnik/ovaria, nrupe
s laboratériom, najmé pri volbe vhodnej stratégie filtrovania variantov TruSight Cancer 94 ymp

a naslednej interpretdacii vysledkov. Indikaciou ES, respektive WGS su pri-
pady, pri ktorych je klinicky velmi pravdepodobné genetické ochorenie,

NEWSLAB | 2015; 1(1) >

Crevo) aj zriedkavym dedi¢nym
nadorovym ochoreniam

*databdza Online Mendelian Inheritance in Man, http://www.omim.org/



Tabulka 2. Geneticky podmienené ochorenia vhodné na panelové testovanie

Syndrémy Noonanovej spektra (RASopatie), Cornelia de Lange syndrom

Marfanov syndrém a pribuzné ochorenia spojiva

Sticklerov, Ehlers-Danlosov, Alportov syndrém a iné kolagénopatie

Osteogenesis imperfecta a iné skeletalne dysplézie

Bardet-Biedlov, Joubertov syndrom a iné ciliopatie

Polycysticka choroba obliciek, Bartterov syndrom

X —viazand mentélna retardéacia

Syndrémy asociované s autizmom

Glykogenozy

Lyzozomélne tezaurizmozy

Poruchy peroxizémovej biogenézy

Mitochondridlne ochorenia

Epilepsia a s hou asociované syndromy

Spinocerebeldrne a iné vybrané ataxie

Hereditdrna spastickd paraplégia

Primarne dysténie a pribuzné syndrémy

Charcot-Marie-Toothova a dalSie dedi¢né neuropatie

Spinalna svalova atrofia a vrodené svalové dystrofie

Pletencové svalové dystrofie

Kardiomyopatie a arytmie

Retindlne dystrofie

Vrodené hluchota

ale dostupné cielené testy pre konkrétny gén alebo gény asociované
s danym fenotypom (aj pomocou PS) neidentifikovali kauzélnu mutaciu,
alebo ak klinicky obraz, idaje z rodinnej anamnézy, silne suponuju gene-
ticku etioldgiu, ale fenotyp nekoresponduje so Specifickym ochorenim,
pre ktoré je dostupny cieleny geneticky test. Pred indikdciou ES/WGS
testovania musf klinicky genetik dokladne zvazit aj potencidlny vplyv
nahodnych nalezov (vid nizsie).

Predtestové konzultacia klinickym genetikom ma zahinat formalny
informovany suhlas a pacienti maju byt podrobne informovani o oca-
kdvanom vysledku testovania, pravdepodobnosti a type potencidlnych
ndhodnych nélezov a kategéridch vysledkov, ktoré budu, respektive ne-
budu uvedené vo vysledkovej sprave. Takisto je potrebné pacientom jasne
vysvetlit rozdiel medzi vylu¢ne klinicko-diagnostickym a (potencidine)
vyskumne orientovanym testovanim, hoci oba typy sa ¢asto prekryvaju,
resp. doplnaju. Nevyhnutnym dosledkom testovania pomocou ES/WGS
je identifikacia sekvencnych variantov, ktoré sa nevztahuju priamo k p6-
vodnému zdmeru testu. Za primarny nalez sa povazuje patogénny variant
(mutécia) v géne, ktory je relevantny k diagnostickej indikécii NGS testu.
Naopak, ndhodny alebo sekundarny ndlez znamena necakané zistenie
patogénnej zmeny v géne zjavne nesuvisiacom s povodnou indikaciou.
Urcité typy ndhodnych ndlezov je mozné povazovat za dostato¢ne za-
vazné a ich uvedenie vo vysledkovej sprave sa jednozna¢ne odporutca
(10). Medzi vyznamné ndhodné nalezy patri najma identifikacia variantu
asociovaného s predispoziciou k urcitému ochoreniu (t. j. vysokym rizikom
rozvoja ochorenia v buduicnosti), respektive zistenie mutdcie pre doteraz

klinicky sa neprejavujice ochorenie a nalez nosi¢stva heterozygotnej
mutdacie pre recesivne ochorenie. Diagnostické laboratérium poskytu-
juce ES/WGS analyzy by preto malo mat vypracovany podrobny postup
ohladom posudzovania a uvadzania (reportovania) ndhodnych nalezov
vo vysledkovej sprave.

Diagnostické vyuzitie NGS v klinicko-genetickej praxi

Jednotlivé NGS aplikdcie sa v sucasnosti efektivne vyuzivaju v gene-
tickej laboratérnej diagnostike zriedkavych syndrémoyv, heterogénnych
ochorenfi a pri neinvazivnom prenatalnom testovani plodu. Za zriedkavé
(raritné) ochorenia sa na zaklade konsenzu povazuju choroby s indivi-
dudlnou popula¢nou incidenciou menej ako 1: 2 000, ¢ize vyskytujice
sa menej ako u 500 jedincov z milidna. Extrémne zriedkavé (ultrararitné)
ochorenia maju incidenciu mensiu ako 1 : 50 000, zistuju sa teda u me-
nej ako 20 jedincov z miliéna. Predpoklada sa, Ze kauzédlne mutacie pre
raritné ochorenia sa vyskytuju so zodpovedajtcou nizkou frekvenciou,
respektive vylu¢ne u postihnutych jedincov. Tento predpoklad plati najma
pre vysokopenetrantné mutdcie, t. j. varianty velkého Ucinku asociované
s typickym fenotypom, ktoré sa nevyskytuju bezne v populécii, a preto
ani v databézach celogenémovych analyz alebo polymorfizmov (dbSNP,
HapMap, 1000 Genomes, ap.). Nepritomnost v tychto databazach pred-
stavuje dolezité kritérium pri hlfadani zriedkavého alebo de novo variantu
pri ES/WGS analyzach. Od uverejnenia pilotnej prace, ktord pomocou
ES identifikovala mutéaciu v géne SLC26A3 a potvrdila povodne klinicky
nesuponovanu diagnézu vrodenej chloridovej diarrhey (hnacky) (11) bolo
publikovanych viac ako 150 dalsich studi, ktoré Uspesne vyuzili ES/WGS
na detekciu recesfvnych, dominantnych aj de novo mutaci.

Geneticky heterogénne ochorenia, ktoré predstavuju jednoznacnych
kandidatov na vyuzitie PS, méZzeme rozdelit do niekolkych zékladnych
skupin: $pecifické genetické syndromy s historicky zndmou heterogenitou,
syndrémy s mentalnou retardaciou a/alebo autizmom, dedi¢né metabo-
lické poruchy a ochorenia primarne diagnostikované inymi medicinskymi
odbormi (neuroldgia, kardioldgia, oftalmoldgia, ORL). Konkrétne priklady
st uvedené v tabulke 2.

Zavedenie NGS metdd prinieslo potrebnu technoldgiu aj na vyriesenie
technickych problémov neinvazivnej detekcie trizomie 21 a dalsich ¢astych
aneuploidii plodu z volnej fetdlnej DNA cirkulujucej v periférnej krvi matky.
Po pilotnych mensich pracach principidlne testujicich NGS analyzu dalsie
studie potvrdili vysoku Specificitu a senzitivitu takéhoto neinvazivneho
prenatédlneho testovania (NIPT) na rozsiahlych siboroch tehotnych Zien
(12,13). Pri skriningu najcastejsich fetalnych aneuploidii NIPT predstavuje
alternativu a perspektivne ndhradu multimarkerovych biochemickych
testov a invazivneho odberu fetdlnej vzorky. V sicasnosti je uz v ponuke
viacero komer¢ne dostupnych NIPT testov a ich Siroké pouzitie je zatial
limitované finan¢nou naro¢nostou pre tehotné probandky. Len dalsi vyvoj
ukaze, ¢itento typ testov Uspesne nahradi doterajsie postupy prenatalnej
genetickej diagnostiky.

Zaver
Postupné rozsirenie NGS analyz v klinicko-diagnostickej praxi bude
predstavovat zmenu paradigmy v medicine a velmi pravdepodobne
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prinesie skuto¢ne ,na mieru $itu” lekdrsku starostlivost zaloZzenu na po-
znani individuélneho rizika. Uz dnes je zrejmé, Ze aplikdcie NGS budu mat
velky vyznam nielen pri genetickych ochoreniach s mendelskym typom
dedic¢nosti, ale aj pri polygénovych a multifaktoridlnych chorobach (14).
Preto je potrebné, aby klinicki genetici postupne pomohli integracii ,ge-
nomického" myslenia aj v inych medicinskych Specializaciach.
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Studium spoluiiéasti genetickych faktorov
na diabetickej retinopatii
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ochoreni a ich komplikdcii”)
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Jednou z najzavaznejsich komplikacii cukrovky (diabetes mellitus, DM) je retinopatia (DR), ktora po 20 rokoch trvania cukrovky takmer
u 100 % pacientov vedie k Uplnej strate zraku. Napriek vyznamnym vedeckym pokrokom toto ochorenie je stale hlavnou pri¢inou slepoty
azhorsenia zrakovej ostrosti v populacii produktivneho veku. Aj ked presna etiopatogenéza DR zatial nie je objasnena, v ostatnych rokoch
sa nahromadilo velké mnozstvo dékazov o vyznamnej spoluti¢asti genetickych faktorov na vyvine a zavaznosti DR. Vysledky doterajsich
studii vSak ukazuju, Ze objasnenie a pochopenie ich tlohy este vyzaduje mnohé dalsie extenzivne studie. Cielom nasho projektu je
vytvorit materialnu, vedomostnu a metodicku infrastrukturu, a tak prispiet k rieSeniu tejto problematiky, ¢i uz identifikaciou niektorych
genetickych faktorov, ktoré sa podielaju na patogenéze DR, alebo identifikaciou genetickych markerov, ktoré by umoznili vytypovat
jedincov so zvySenou nachylnostou na DR este v predklinickom $tadiu, aby sa u nich mohli aplikovat efektivne preventivne zakroky.

Klucové slova: diabetes mellitus, diabeticka retinopatia, genetické faktory, kandidatne gény, celogenémova analyza.

Studying the contribution of genetic factors to the development of diabetic retinopathy

One of the most serious complications of diabetes (diabetes mellitus, DM) is retinopathy (DR), which after 20 years duration of diabetes
in nearly 100% of patients leads to complete loss of vision. Despite significant scientific progress, the disease is still the leading cause
of blindness and worsening the visual acuity in the population of working age. Although the exact etiology of DR is not yet clarified, in
recent years large amount of evidence has accumulated on a significant involvement of genetic factors in development and severity of
DR. Results of previous studies show that clarification and understanding of their role still needs many more extensive studies. The aim
of our project is to create materials, knowledge and methodological infrastructure and thus contribute to solving this problem, including
identification of certain genetic factors involved in the pathogenesis of DR or identification of genetic markers that would allow to identify
DM patients with increased susceptibility to DR, still in preclinical stage, which would allow to apply effective preventive interventions.

Key words: diabetes mellitus, diabetic retinopathy, candidates genes, whole genome analysis.

Uvod

Jednou z najzévaznejsich komplikécif cukrovky (diabetes mellitus, DM)
je retinopatia (DR), ktord po 20 rokoch trvania cukrovky takmer u 100 %
pacientov vedie k Uplnej strate zraku. Napriek vyznamnym vedeckym
pokrokom v etiopatogenéze DR, toto ochorenie je stéle hlavnou pricinou
slepoty a zhordenia zrakovej ostrosti v populdcii produktivneho veku.

Presnd patogenéza DR nie je zatial objasnend, ale sa uvazuje o nie-
kolkych rizikovych faktoroch. Na prvom mieste sa spomina dizka trvania
cukrovky a jej zId kompenzacia. Z dalsich vonkajsich faktorov, ktoré mézu
ovplyvnit vznik a dalsi priebeh diabetickej retinopatie, su faj¢enie, kon-
zumacia alkoholu, vysoky krvny tlak, poruchy v hladinach krvnych tukov,
hormonalna antikoncepcia.

V ostatnych rokoch nazhromazdené vysledky a pozorovania vsak pouka-
zujl na to, Ze na vyvine DR sa vyznamne podielaju aj genetické faktory. Tie
dokazy pochéddzaju z réznych zdrojov. Na prvom mieste treba spomentt,
Ze napriek rovnakému priebehu DM a jeho kompenzacie u casti pacientov
savyvinie DRa uinej nie. Dokonca aj v pripade jedného z najuzndvanejsich
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rizikovych faktorov DR, ¢m je dizka trvania DM, sa pozorovali vyznamné
rozdiely. Niektori postihnuti ani po mnohych rokoch nekompenzovaného
DM nemaju DR, kym u inych uz po kratkom ¢ase kompenzovaného DM sa
priznaky objavia (1, 2). Jedinym vysvetlenim tohto pozorovania je odlisné
genetické pozadie u DM pacientov (3). Okrem tohto nepriameho dokazu
existuje aj cely rad priamych dokazov. Na prvom mieste treba spomenut
etnicku prislusnost, respektive popula¢né rozdiely vo vyskyte DR u DM
pacientov. Napriklad vyrazné rozdiely sa nasliu Afroameri¢anov a Ameri¢anov
eurépskeho pdvodu (rozdielne genetické pozadie). V prospech genetickych
faktorov hovori aj rodinna agregécia DR v diabetickych rodinach, ked'riziko
u pribuznych DM pacientov s DR sa nasla 3-nasobne vyssia incidencia DR
v porovnani s rodinami DM pacientov bez DR (The diabetes control and
complications trial research group 1997) (30). Aj konkordancia vyskytu
DR vykazuje zvysenu hodnotu u monozygotnych dvojciat v porovnani
s dizygotnymi. Najpresvedcivejsie dokazy vsak pochadzaju priamo z ge-
netickych analyz. Napriklad védzbovd analyza odhalila v ludskom genéme
niekofko lokusov, ktoré vykazovali vazbu s DR, aj ked samotné gény zatial

<2o15;1(1) | NEWSLAB




neboli identifikované. Ide o nasledovné chromozémy: 1936, 3, 5, 6, 9, 15,
192 20 (3, 4, 5, 6). Tretim zdrojom ddkazov o spoluticasti genetickych
faktorov na vyvine DR su asociacné studia, ¢i uz celogendmové (7) alebo
s variantmi kandidatnych génov (8, 9). Celogendmovych asocia¢nych studif
bolo doteraz uskuto¢nenych len niekolko. Jedna Studia na mexickych
Ameri¢anov odhalila asocidciu s variantom génu CAMK4 na 5. chromozdéme
a s variantom génu FMNT v lokuse 75g73 (10). Pocetnejsie su Studie, ktoré
sledovali asocidciu s variantmi kandidatnych génov. Ako kandidatne gény
sa analyzovali predovsetkym gény biochemickych drah, ako je polyolova
dréha, ,increased advenced glycation end products formation” (AGE) draha,
,glucose-induced” dréhy, angiogenéza, renin-angitensinova draha, ,tissue
matrix remodeling’, aktivécia proteinkindzy C (PKC), tvorba reaktivnych
kyslikov, vaskuldrna endotelidlna dysfunkcia a ,increased hexosamine flux”
dréha (1,11, 12, 13). Pacienti s diabetes mellitus 2. typu maju vysoku variabilitu
terapeutickych odpovedf na lie¢bu ordlnymi antidiabetikami, preto medzi
kandidéatne gény mozno zaradit aj gény, ktoré maju vztah k farmakokinetike
aj kfarmakodynamike tychto ordlnych antidiabetik (CYP2C9 KCNJT1, ABCCS,
TCF7L2, OCTI1, OCT2 a MATEI, ATM a pod.)

Prehlad niekol'kych doteraz najviac
analyzovanych génov:

ALR2:Nasli sa asocidcie CA opakovanie vtomto géne s DR v niekolkych
populaciach, ako je Cina (14), Japonsko (15), India (16), Cile (17) a Brazilia
(18). Na druhej strane takdto asocidcia sa nenasla v kérejskej populdcii (19)
a v jednej populdcii Brazilie (20).

RAGE: Polymorfizmus 374T/A vykazal asocidciu DR vo Svédsku a v Indii.
Dokonca polymorfizmus Gly82Ser sa ukézal ako protektivne vo vztahu
k DR v Indii (3, 9, 21). Tieto vysledky vsak neboli replikované v populdcii
Ciny. Takisto polymorfizmus 429T/C nevykézal asociaciu s DR v Cine ani
v Slovinsku.

ATRI: Tento gén sa nachadza v oblasti na 3. chromozdéme, ktord vy-
kazovala vazbu s DR. Napriek tomu v sibore 827 pacientov z Ciny poly-
morfizmy tohto génu nevykazovali asocidciu s DR.

ACE: Inzer¢no/dele¢ny polymorfizmus tohto génu bol asociovany
s DR u japonskych pacientov, pacientov z Irdnu a polymorfizmu rs4343
u pacientov z Ciny (22). Na druhej strane takato asociacia sa nenasla u 283
pacientov zo Spanielska.

VEGF: Polymorfizmy prométorovej oblasti tohto génu vykazovali silnd
asociaciu s DR v japonskej populacii (23)), v kaukazoidnych populacidch
(24, 25)), ale aj v indickej populdcii (11). Vysledky asociacnych studif poly-
morfizmov tohto génu s DB zosumarizovali v metaanalyze (26).

GSTT1: U 604 pacientov kaukazoidného pévodu delécia tohto génu
u DM pacientov s DR bola dvakrat ¢astejsia ako u pacientov bez DR.

SOD2:V jednej studii sa ukazalo, Ze polymorfizmus tohto génu ma
protektivny Uc¢inok voci DR (27).

HFE:Nasla sa asocidcia mutacie C282Y tohto génu s DR u kaukazoid-
nych DM2 pacientov.

PONI: Variant L/L tohto génu je silne asociovany s vyvinom DR v ja-
ponskej populdcii (22).

PAI-1: Delécia 4G v prométorovej oblasti tohto génu bola asociovana
s vyssim rizikom DR u Indidnov kmena Pima (28).
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a3-AR: Takisto u Indidnov Pima genotypy Arg/Arg a Arg/Trp boli sig-
nifikantnejsie asociované s DR ako genotypy Trp/Trp (28).

Z uvedeného vyplyva, Ze na vyvin DR md vplyv Sirokd skala génov,
pricom sa da ocakavat, Ze vplyv jednotlivych génov bude pomerne maly.
Preto su vysledky analyz jednotlivych génov separdtne malo signifikantné,
ba v niektorych pripadoch aj protichodné.

Je vieobecne zndme, Ze oxidativny stres je vyznamnym rizikovym fak-
torom makro-, ale aj mikrovaskularnych patoldgii. Nadprodukcia reaktivnych
kyslikovych radikédlov v mitochondridch méze byt v pozadi tychto patologil.
DR je vlastne mikrovaskularnou komplikdciou DM. Preto mtDNA sa povazuje
za kandidata geneticky podmienenej susceptibility DR. Bolo uskuto¢nenych
niekolko studii, ktoré sledovali asocidciu mitochondridinych haplotypov
s priebehom a zdvaznostou DR. V jednej Studii zo strednej Eurdpy sa nasla
vyznamnd asocidcia haplotypu T s DR u pacientov s DM2 (29).V inej studii,
uskuto¢nenej v Taliansku, zase haplotyp H bol signifikantne asociovany
s DR. O populacne specifickej asociacii mtDNA haploskupin s komplikaciami
DM (teda aj DR) referuju inf autori v troch populécidch Zidovského pévodu.

Z uvedeného vyplyva, Ze spoluti¢ast genetickych faktorov na vyvine
a zavaznosti DR u DM pacientov je nespornd. Vysledky doterajsich studif
vsak ukazuju, Ze objasnenie a pochopenie ich tlohy este vyzaduje mnohé
dalsie extenzivne studie. Ciefom nédsho projektu je vytvorit materidinu,
vedomostnl a metodickd infrastruktdry, a tak prispiet k rieseniu tejto
problematiky, ¢i uz identifikdciou niektorych genetickych faktorov, ktoré
sa podielaju na patogenéze DR, alebo identifikiciou genetickych marke-
rov, ktoré by umoznili vytypovat jedincov so zvysenou nachylnostou na
DR este v predklinickom $tadiu, aby sa u nich mohli aplikovat efektivne
preventivne zdkroky. Je totiz jednoznacne potvrdené, Ze ¢im v skorsich
stadidch vyvinu sa zachyti DR, tym su preventivne zakroky efektivnejsie
a v kone¢nom doésledku mdzu zachranit zrak DM pacienta.

Podakovanie: Tdto publikdcia je vysledkom implementdcie projektu, Centrum
vyskumu zdvaznych ochoreni a ich komplikdcii”, TMS 26240120038, podporova-
nych programom ,Research & Developmental Operational Programme, ERDF".

,Tento ¢ldnok vznikol na zdklade vyskumnych aktivit v projekte, ktory
bol podporeny v rdmci OP Viyskum a vyvoj, s ndzvom: Viyskumné centrum
modernych technoldgii monitorovania a diagnostiky ochoreni ohrozujucich
verejné zdravie, [TMS 26220220197, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho
fondu regiondlneho rozvoja”.
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Stanovenie stopovych prvkov v krvnom sére

RNDr. Stefan Hauks
Medirex, a. s., ¢len MEDIREX GROUP, Kosice

Cielom tejto prace bolo vyvinut a zvalidovat pracovné postupy pre metédy na stanovenie stopovych prvkov med'a zinok v krvnom sére
pre rutinnu diagnostiku v laboratériu klinickej biochémie. Validované analytické metody su prevadzkovo realizovatelné s presnostou
(opakovatelnost, reprodukovatelnost) do 5 % a spravnostou (vytaznost) v intervale 85 — 115 % v celom kalibra¢cnom rozsahu.

Klaéové slova: elektrotermicka atomizacia, teplotny a ¢asovy program, kalibra¢na krivka, presnost, spravnost.

Determination of trace elements in serum

The aim of this work was to develop and validate a method of operating procedures for the determination of trace elements copper
and zinc in serum for routine diagnostic in laboratory of clinical biochemistry. Validated analytical methods are operationally feasible
with precision (repeatability, reproducibility) up to 5% and an accuracy (recovery) in the interval of 85-115% at the all calibration screen.

Key words: electrothermal atomization, temperature and timing, calibration curve, precision, accuracy.

Uvod

Vacsina stopovych kovov su esencialne vyzivové prvky pre ¢love-
ka, ale aj pre zvieratd, patria sem selén, zinok, med, kobalt, mangan,
molybdén, chréom, nikel a zelezo. Medzi vyznamné funkcie stopovych
prvkov patri determindcia, mobilizacia a konstantnd vézba na biologické
ligandy. Niektoré st vyuzité pri elektrickych impulzoch pozdiZ nervo-
vych vldkien, iné su stabilnou sucastou komplexov s enzymami alebo
nukleovymi kyselinami, pripadne ligandmi. V biologickych procesoch
sa uplatiiuju ako spustace, aktivatory, ako aj kontrolory celej $kaly reakcif.
Ind skupina stopovych prvkov vytvdra pevny staticky komplex a stavaju
sa integrédlnou Castou proteinov a enzymov. MnoZstvo biologickych
systémov je zavislé od denného prijmu stopovych prvkov (med, zinok,
mangan). Oxidativny stres je vyznamnym faktorom v infekénom procese,
ak su v deficite mikroprvky (1). Stopové prvky a niektoré ich zltceniny
maju antivirusovu aktivitu prostrednictvom inaktivacie celuldrnych pro-
tefnov. Teda stopové prvky zohravaju vyznamnu Ulohu pri chorobéch
vyvolanych virusmi (2 — 5). Imunitny systém predstavuje vyznamnu
zlozku organizmu integrujiceho fyziologické funkcie, ktoré eliminuju
cudzorodé zlozky, infekéné mikréby, ako aj odumreté vlastné bunky.
Tieto mechanizmy su zabezpecené prostrednictvom nespecifickej
(vrodenej) alebo Specifickej (ziskanej) imunity so zlozitymi procesmi,
ktoré su koordinované celym radom buniek (lymfocyty, makrofagy,
antigén prezentujuce bunky) a molekuldrnych latok (cytokinov, imuno-
globulinoy, imunohormdénov). Makrofagy predstavuju bunky prvej linie
pri obrannych procesoch vyznacujuce sa fagocytac¢nou, cytotoxickou

a sekretorickou aktivitou. Mikroelementy ako zinok, selén, Zzelezo, med

a iné vyznamne ovplyviuju jednotlivé zlozky nespecifickej imunity.
Vybrané mikroelementy zohréavaju délezitd dlohu v ochrane buniek pred
poskodenim vyvolanym oxidantmi. Fagocyty produkujice reaktivne
oxidanty sa zUc¢astnuju na ochrane proti infekénym agens. Nedostatok
zinku znizuje funkciu NK buniek, pricom pridavok tohto prvku vyrazne
zlepsi aktivitu NK buniek. Poznatky o $pecifickom tcinku mikroelementov
na funkciu neutrofilov su nejasné (6).
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Stopové prvky sa v tkanivach nachadzaju v koncentréacii nizSej ako
50 ppm (< 50 x 10-¢ g/g). Ich potrebny denny prijem je mensi nez 50 mg
denne. Hlavné prvky - Fe, |, Cu, Zn, Co, Cr, Mo, Se, F, Mn, Ni, As, Sn, Si, V:
B sUesencidlne — telo siich nedokéZe samo vytvorit a su zavislé od ich

prijmu potravou;

W ich nedostatok alebo nadbytok spdsobuje zdravotné problémy.

Hlavnou biochemickou tlohou stopovych prvkov je katalytické pdso-
benie v enzymoch a moduldcidch enzymovych aktivit. Taktiez maju velky
vyznam v ochrane pred oxidacnym stresom (SOD potrebuje Mn, Cu a Zn).

Pri reakcii akutnej fazy IL-1 a IL-6 spdsobi redistriblciu stopovych
prvkov (pokles Zn a Fe v sére).

Toxicita — u zdravych jedincov je velkd tolerancia v koncentra¢nom
rozmedzi. Pri rendlnych poruchdch sa méze horsie vylucovat Se a Cr,
Cu a Mn zasa pri chorobdch pecene. Stanovuju sa metddou atdmovej
absorpcnej spektrometrie.

Med'(Cu)

Med je sucast aktivneho centra mnohych (predovsetkym oxidore-
dukénych) enzymov. Suvisi to so schopnostou medi prijat alebo odovzdat
elektron (Cut/Cut). Prikladom je cytochrom — c oxiddza, posledny ¢lanok
prenosu elektrénov v termindlnej oxidacii. Dalsi enzym, lyzyloxidaza, ma
vyznam v syntéze elastinu a kolagénu.

V fudskom tele je 100 — 150 mg medi. Z gastrointesticidlneho traktu
sa med dostane do krvi, kde sa viaze na albumin, aminokyseliny a trans-
cuprein. Tieto transportné formy sa dostanu do pecene, kde sa med zabu-
duje do ceruloplazminu, ktory je hlavnym transportnym proteinom medi.

Odporucena denna davka je 2 - 3 mg. Nutri¢ny nedostatok medi
sa v praxi nevyskytuje, v experimente vedie k anémii.

Zinok (Zn)

Zinok je sucastou aktivneho centra viac ako 300 enzymov a pre iné
bielkoviny je potrebny ako aktivator alebo stabilizétor Struktdry. Zinok
je esencialny prvok pri syntéze nukleovych kyselin a pre funkciu génov.



Tabulka 1. Pracovné podmienky na stanovenie Cu a Zn

Tabulka 2. Teplotny a ¢asovy program na stanovenie Cu a Zn

VInova dizka (nm) 324,8 2139

Strbina (nm) 0,5 1,0

Korektor pozadia bez korekcie bez korekcie

Zdroj Ziarenia

Prad lampy (mA) 4,0 50

katodové vybojka katodové vybojka

ZvIastnost zinku v porovnani s inymi stopovymi prvkami spociva v tom,
Ze nie je velmi aktivny v oxida¢no-redukenych reakcidch (nekatalyzuje
vznik a premenu bioreaktivnych foriem kyslika). Je schopny vytvorit
4 koordinacné vazby s atémami siry v cysteinoch alebo s dusikmi histidinov.

Zinok je prvok, ktory ma vztah k vnimavosti k niektorym druhom
zhubnych nadorov. Hré totiz vyznamnu rolu v tvorbe T-lymfocytov, ktoré
maju schopnost likvidovat nddorové bunky a k zhorsenej funkcii imunit-
ného systému.

Cielom tejto préce bolo vyvinut a zvalidovat pracovny postup pre
metddu na stanovenie stopovych prvkov med a zinok v krvnom sére pre
rutinnu diagnostiku v laboratériu klinickej biochémie.

Experimentalna cast

Pouzité pristroje a zariadenia

Na stanovenie stopovych prvkov bol pouZity atémovy absorpény spek-
trometer firmy Agilent Technologies 240Z AA (Austrélia) s elektrotermickou
atomizaciou GTA 120 (Graphite Tube Atomizer) v spojeni s automatickym po-
dévacom vzoriek PSD 120 (Programmable Sample Dispenser). Ako ochranny
plyn bol pouzity argén (0,3 I/min). Merania boli analyzované na pyrolytickych
grafitovych kyvetach bez platformy firmy Agilent Technologies (Nemecko).
Dévkovany objem vzoriek bol 20ul pre med' a 10ul pre zinok. Pracovné
podmienky na stanovenie oboch stopovych prvkov st uvedené v tabulke
1 a teplotné programy su uvedené v tabulke 2.

Chemikdlie a roztoky

Kyselina dusi¢na TraceSELECT" (Sigma-Aldrich Co., USA); Triton” X-100
p. a. (Merck, Nemecko), voda TraceSELECT" (Sigma-Aldrich Co., USA), lyo-
filizovany sérovy kalibrator ClinCal” — Serum Calibrator $arZa 243 Recipe”
Chemical + Instruments, Nemecko), standardny referencny materidl
Seronorm” Trace Elements Serum Sarza 0903106 (SERO AS, Norsko), kon-
trolné lyofilizované krvné sérum ClinChek” s dvoma hladinami kontrol
(Level |, 1) SarZa 347 (Recipe” Chemical + Instruments, Nemecko).

Pracovné postupy

Priprava sérového kalibratora, kontrolného krvného séra
a Standardného referené¢ného materialu

K lyofilizovanému sérovému kalibratoru, kontrolnému krvnému séru
a standardnému referenc¢nému materidlu sme pridali 3 ml deionizovanej
vody, ktoré sme miesali krizivym pohybom, nechali sme stat 30 minut
pri laboratérnej teplote. Po 30 minutach bolo mozné sérovy kalibrator,
kontrolné sérum a standardny referen¢ny material pouzit na stanovenie.

1 85 5 0,3
Susenie 2 95 40 0,3
3 120 10 03
4 300 (Zn)
1100 (Cu) > 03
, 300 (Zn)
Pyrolyza 5 1100 (Cu) 2 03
300 (Zn)
6 1100(Cu) 2 0
1900 (Zn) : o
7 2200 (Cu)
Atomizécia )
1900 (Zn N
& 2200(uw 2 0
.. ) 2000 (Zn)
Cistenie 9 2300 (Cu) 2 0,3
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Graf 1. Optimalizécia teplotného programu pre Cu
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Priame stanovenie

Standardny referen¢ny material a kontrolné krvné sérum na pria-
me stanovenie boli riedené 20 x 0,2 % (v/v) Tritonom X-100 a 1 %
HNO, a sérovy kalibrator bol riedeny 20 x 0,2 % HNO, v pripade medi
a v pripade zinku bol standardny referencny material a kontrolné krvné
sérum riedené 100 x 0,2 % (v/v) Tritonom X-100 a 1 % HNO, a sérovy
kalibrator 100 x 0,2 % HNO, priamo v 2 ml autosamplerovych nadob-
kach, z ktorych boli ndsledne davkované do grafitovej kyvety (20 pl
nastanovenie media 10 pl na stanovenie zinku). Na stanovenie obsahu
Cu a Zn v sére sa pouzila metdda kalibracnej krivky, na vyhodnotenie
sa pouzila vyska signalu.
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Obrdzok 1. Kalibra¢nd krivka Cu

Obrdzok 2. Graficky zaznam signalu Cu v case (2 replikaty)
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Obrdzok 3. Kalibra¢na krivka Zn
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Vysledky a diskusia

Optimalizacia teplotného programu

Délezitym krokom pri stanoveni stopovych prvkov technikou ETAAS
je optimalizacia teploty a ¢asu v teplotnom programe. K tejto optima-
lizacii nam posluzili krivky termického rozkladu (pyrolyzy) a krivky ato-
mizécie pre med a zinok (graf 1 a 2). Z tejto optimalizacie sme stanovili
pre med teplotu pyrolyzy na 1 100 °C a teplotu atomizacie na 2 200 °C
a v pripade zinku bola stanovend teplota pyrolyzy 300 °C a teplota
atomizacie 1900 °C.

Dalsim dolezitym krokom bolo pouzitie Tritonu X-100 na riedenie, aby
sme dosiahli reprodukovatelné susenie vsetkych analyzovanych vzoriek.
V tabulke 2 sU uvedené teplotné a ¢asové programy na stanovenie medi
a zinku.

Na obrédzku 1 a 3 st namerané kalibra¢né krivky pre Cu a Zn. Na obraz-
ku 2 a4 st zndzornené grafické zadznamy signélu Cu a Zn pre dva replikaty.

Linearita a citlivost
Kalibracné grafy boli linedrne pre cely koncentra¢ny rozsah 5 - 30
pmol/l pre Cu a4 - 35 umol/l pre Zn, korelacny koeficient kalibracnej krivky
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Cu bol 09992 a kalibracnej krivky Zn bol 0,9995. Citlivost definovana ako
koncentrdcia, ktord je potrebnd na dosiahnutie signdlu 0,0044 AU. s. (tzv.
charakteristickd hmotnost), bola 12,7 pg pre Cu a 16,3 pg pre Zn.

Spravnost

Spravnost navrhnutého postupu bola overena analyzou standardného
referen¢ného materialu krvného séra (Seronorm” Trace Elements Serum
sarza 0903106) a dalsim kontrolnym materidlom krvné sérum ClinChek®
s dvoma hladinami kontrol (Level |, Il) Sarza 347 (Recipe’ Chemical +
Instruments, Nemecko). Pocet merani nasledujlcich za sebou bol rovny
10. Kompletné vyhodnotenie vysledkov kontrol je uvedené v tabulke 3.

Presnost

Presnost bola vypocitand z nameranych hodnét pre standardny
referenc¢ny material krvného séra Seronorm™ a kontrolny materidl krvné
sérum ClinChek’. Presnost sme vyjadrili opakovatelnostou v pocte 10 za
sebou nasledujtcich meranf a reprodukovatelnostou v pocte 15 merani
ziskanych za niekolko dnf (tabulka 3).

Medza detekcie (LOD) a stanovenia (LOQ)

Na urcenie medzi bolo pouzité 3o kritérium, ktorym je ur¢end medza
detekcie analytu ako trojndsobok smerodajnej odchylky Sumového signalu
(LOD). Medza stanovenia bola vypocitana ako desatnasobok smerodajnej
odchylky Sumového signalu (LOQ). V pripade Cu bola medza detekcie
0,18 umol/l a medza stanovenia 0,61 umol/l, v pripade Zn bola medza
detekcie 0,16 umol/l a medza stanovenia 0,53 pmol/I.

Tabulka 3.
Seronorm™ 0,99 (Cu) 1,61 206+ 14 295+0,3 99,7
(Sarza 0903106) 197 (Zn) 122 266413 259405 975
ClinChek® - 141 (Cu) 251 126419 127 +02 101
Levell Barza 347) 1,86 (Zn) 237 20,2 +3,0 20,3+ 04 1005
ClinChek® - 123 (Cu) 246 21,1 +3 213403 1009
LevelllSarZa347) 5 35 (7p) 201 312447 308+07 98,7
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Zaver

V tejto praci bola vypracovana analyticka metdda na kvantitativne
stanovenie stopovych prvkov med a zinok v krvnom sére na rutinnu dia-
gnostiku v laboratériu klinickej biochémie. Validovana analytickd metéda
je prevadzkovo realizovatelnd s presnostou (opakovatelnost, reprodukova-
telnost) do 5 % a spravnostou (vytaznost) v intervale 85 — 115 % v celom
kalibra¢nom rozsahu.

Tento ¢ldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Vyskum a vyvoj pre projekt:
Vyskumné centrum modernych technoldgii monitorovania a diagnostiky
ochoreni ohrozujticich verejné zdravie, ITMS 26220220197, spolufinancovany
70 zdrojov Eurépskeho fondu regiondineho rozvoja.
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Stanovenie a-tokoferolu (vitamin E) v sére
kvapalinovou chromatografiou s trojitym

kvadrupolom (LCMSMS)

RNDr. Jana Varha¢ova, RNDr. Renata Smilnakova
Medirex, a. s., ¢len MEDIREX GROUP, Kosice

Cielom prace bolo vyvinut metédu stanovenia a-tokoferolu (vitamin E) na kvapalinovom chromatografe s trojitym kvadrupélom.
Vychodiskovy objem vzorky pouzity na analyzu bol 50 pl séra. I6ny boli detegované v pozitivnom moéde vysoko Specifickou a citlivou
technikou — multiple reaction monitoring (MRM). Limit detekcie pre a-tokoferol bol 0,01 pmol.I"".

Klacové slova: a-tokoferol (vitamin E), sérum, LC-MS-MS, LOD, LQD.

Determination of a-tocopherol (vitamin E) in serum of chromatography method with triple quadrupole

The aim of this work was to develop a liquid chromatography method with triple quadrupole detection for the determination of a-toco-

pherol (vitamin E). Initial volume of sample used for analysis was 50ul serum. lons were detected in a positive mode by using multiple
reaction monitoring (MRM). The detection limit of a-tocopherol was 0,01 pmol.I".

Key words: a-tokoferol (vitamin E), serum, LC-MS-MS, LOD, LQD.

Uvod

Vitaminy rozpustné v tukoch su latky potrebné na spravne fungo-
vanie organizmu. Spolu s proteinmi, tukmi a sacharidmi patria k za-
kladnym zlozkam nasej potravy. Vitaminy z tejto skupiny pdésobia pri
metabolickych procesoch (katabolizmus, anabolizmus) ako katalyzatory.
Vdaka ich rozpustnosti v tukoch maju spolo¢ny absorpény mechaniz-
mus z GIT-u ako tuky. Ich nedostatok méze byt spdsobeny znizenym
prijmom potravy s obsahom tukov alebo poruchou vstrebévania (mal-
absorpcia) tukov.

Vitamin E tvoria analégy tokoferolu (a-, -, y-, 6-) a ich prislusné ne-
nasytené tokotrienoly. Vitamin E je silny antioxidant vyznamne Gcinny
v kombindcii s inymi rastlinnymi antioxidantmi. Je zndme, Ze spomaluje
proces starnutia buniek, chrani tkanivo koze, o¢i, pe¢ene. Monitorovanie
statusu vitaminu E vyznamne poméha pri odhalovani nedostato¢ného
prijmu vitaminov z potravy. TaktieZ pri nedostatku a-tokoferol transportné-
ho proteinu, ktory pomaha zabudovat a-tokoferolu do lipoproteinovych
Castic (VLDL) v peceni.

Experimentalna cast

Chemikalie a vzorky

Vsetky chemikalie potrebné na pripravu mobilnej fazy a pripravu
vzorky boli HPLC analytickej ¢istoty. Metanol, etanol a voda boli za-
kupené z firmy Merck KGaA (Darmstadt, Nemecko). Standardny roztok
a-tokoferolu (vitamin E), butylovany hydroxytoluén (BHT) boli zakipené
z firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), certifikovany referen¢ny materidl
pre vitamin a-tokoferol - CRM ClinChek” Control bol zakipeny z firmy
Recipe (Nemecko).
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Odber a priprava vzoriek

Vzorky pacientov boli po odbere centrifugované a sérum uskladnené
pri teplote 20 °C az do dalSieho spracovania. Vzorky boli spracované v po-
lypropylénovych skimavkach (eppendorf), 50 ul séra bolo precipitované
pridanin 100 pl etanolu (vychladeny na 4 °C) obsahujuceho stabilizator
BHT (1 %). Takto pripravena vzorka bola 5 minut premiesavana na trepacke
a nasledne centrifugovana (8 000 x g, 5 minut). Do HPLC bolo injekovanych
20 pl supernatantu.

Chromatograficka technika a doplnkovy material

Merania boli realizované na kvapalinovom chromatografe HPLC
Agilent 1260 série (Agilent Technologies, Singapur). Na detekciu bol
pouzity 6410 Agilent trojity kvadrupdl s elektrosprejom (ESI). 16ny
boli detegované v pozitivnom mdde vysoko $pecifickou a citlivou
technikou — multiple reaction monitoring (MRM). Retencny cas, pre-
kurzorovy a produktovy ion, rovnako ako iné parametre analytu, su
uvedené v tabulke 1. Udaje na kvantitativne stanovenie vitaminu boli
vyhodnocované cez MassHunter Workstation Software (Agilent). Na
chromatografickd analyzu bola pouzitd analytickd koléna Kinetex
C18 100A 4,6 x 50 mm, 2,6 um (Phenomenex, CA, USA) a predkolona
Security Guard Cartridge C18 4,0 x 3,0 mm.

Tabulka 1. Optimalizacia MS/MS krokov na kvantitativne stanovenie
vitaminu E

a-tokoferol 3,2 431 165 20 pozitivna

Vysvetlivky: t —retencny cas, CE - kolizna energia



Tabulka 2. Optimalizicia chromatografickej metody stanovenia vitaminu E

Obrdzok 1. Externd kalibra¢na krivka pre a-tokoferol

0,5 - 1,0 ml/min-1 0,8 ml/min-1

48°C

prietok

teplota kolény 40 - 55 °C

mobilnd faza  metanol, acetonitril, voda, etanol  metanol : voda (97 : 3,v/v)

Tabulka 3. Opakovatelnost a reprodukovatelnost stanovenia vitaminu E
metodou LG-MS-MS

actokofero] | 253 %021 36 267 06 54
571 + 0,04 40 502+ 1,11 51
Vysledky a diskusia

Priprava a stabilita vzoriek

Standardné roztoky boli stabilizované BHT (1g.l") a skladované pri-20 °C.
Vzorky pacientov po odbere boli centrifugované v chladenej centrifige
a po centrifugovani zmrazené pri 20 °C. Stabilita vzoriek za takychto
podmienok bola 3 mesiace.

Chromatograficka analyza

Pri separdcii vitaminu E bola pouzitd analytickd koléna s reverznou fazou.
Pri vybere koldny, mobilnej fazy a inych parametrov sa postupovalo tak, aby
sme v kratkom case dosiahli ¢o najlepsiu separaciu analytu. V tabulke 2 su
uvedené testované parametre a optimalne podmienky separacie vitaminu
E. Koncentracia vitaminu v sére bola vypocitand z externej kalibracnej krivky.
Z0 z&sobného roztoku 2,32 mmol.I" a-tokoferolu v metanole bol pripraveny
pracovny roztok 232 pmol.l". Z pracovného roztoku boli riedenim s BHT
(1g.I") pripravené standardné kalibra¢né roztoky a-tokoferolu v rozsahu
(7,25; 14,5, 29,0; 38,6 a 58,0 umol.I") (obrdzok 1). Vtomto rozsahu kalibracnych
Standardnych roztokov bola testovana linearita metody. Medza detekcie
(LOD) bola stanovena ako koncentrécia analytu vo vzorke, ktord v pouzitom
detekénom systéme vykazovala zvolend hodnotu pomer signal/sum > 5.
Hodnota medze detekcie pre a-tokoferol bola 0,01 umol.l". Medza stano-
venia (LOQ) bola vypocitana ako dvojnasobok LOD.

Pri validacii parametrov metddy (opakovatelnost, reprodukovatelnost,
vytaznost) bol pouzity referencny materidl CRM ClinChek” Control od
Recipe (Nemecko). Opakovatelnost bola stanovend patnastnasobnym
opakovanym stanovenim kontrolného séra pri dvoch hladindch v jeden
den. Z tabulky 3 vyplyva, Ze opakovatelnost pre a-tokoferol vyjadrend
varia¢nym koeficientom (CV) neprekrocila 5,0 %. Reprodukovatelnost bola
stanovend opakovanym stanovenim kontrolného séra pri dvoch hladinach
pocas Siestich dni. Ziskané hodnoty varia¢ného koeficientu boli 54 % a 5,1 %.

Viytaznost (spravnost) metddy bola overena tak, Ze k referenc¢nému
materidlu (CRM ClinChek” Control 1 a 3) boli priddvané standardy so
zndmou koncentréciou a-tokoferolu (0,68; 1,29 umol.l") . VytaZznost bola
nasledne vypocitana podla vztahu:

[c] namerana - [c] CRM ClinChek® Control

Viytaznost = x 100 %

[c] pridaného Standardu

£ MM (431.0:51650) x103] v = 501.794048 * x + 1894315024
X102 R°2 - 098115412

5 124
114

45 vitamin E 14
4 08
15 02
07

: 05
2.5 0.5
2 D4+
15 g;:
1 0.1
08 - 0

2 i 6 & 10 b o 20 3 40 s & 70 B0 W0 100

Retentnj éas (min.) Koncentrcia fumel /1)

Viytaznost a-tokoferolu pri nizkej koncentra¢nej hladine bola 95 %, pri
vyssej koncentracnej hladine 99 %. Metdda bola otestovand na skupine pa-
cientov (n = 30) ndhodne vybratych zdenného suboru analyzovanych vzo-
riek. Vekové rozpdtie vybratych pacientov bolo 43 — 69 rokov, z toho 40 %
Zien. Stanovené koncentracie vitaminu E boli v rozsahu deklarovanych
referen¢nych hodnot 11,6 — 34,8 pmol.I.

Zaver

Vyvinutd metdda stanovenia vitaminu E v sére je zaloZend na prin-
cipe LCMSMS. Metéda splha pozadované validacné charakteristiky, je
spolahliva, citliva a $pecifickd. Vzhladom na uvedené skuto¢nosti je mozné
metddu zaviest v klinickych laboratéridch ako alternativu stanovenia
vitaminu E v rutinnej diagnostike.

Tento ¢ldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Viyskum a vyvoj pre projekt:
Vyskumné centrum modernych technoldgii monitorovania a diagnostiky
ochoreni ohrozujucich verejné zdravie, ITMS 26220220197, spolufinancovany
zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondineho rozvoja.
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Analyza mocovych konkrementov

a jej cesta do Europy

RNDr. Iveta Gaborikova
Medirex, a. s., ¢len MEDIREX GROUP, Bratislava

Autor v ¢lanku opisuje problematiku urolitiazy, rozobera jednotlivé postupy chemickej analyzy mocovych konkrementov (MK) z pohladu

vhodnosti a moznosti diagnostikovat ojedinelé alebo nezname MK.

Klacové slova: urolitiaza, mokra cesta analyzy, polarizaéna mikroskopia (PM), infraéervena spektroskopia (IC).

Analyse of urinary calculi and course to Europe

In the article the author describes the issue of urolithiasis, deals with chemical analysis of urinary calculi from the point of suitability and

ability to diagnostic rare or unknown kidney stones

Key words: urolithiasis, wet chemistry, polarisation microscopy, infrared spectroskopy.

Uvod

Urolitidzou nazyvame ochorenie, pri ktorom sa tvoria konkrementy
v obli¢kdch (nefrokalcindza) alebo mocovych cestach (nefrolitidza, ure-
terolitidza, cystolitidza, uretrolitidza). Urolitidza bola zndma choroba uz
v staroveku, kamene mocového mechdra boli ¢asté najma u mladych
chlapcov a starych muzov, boli zaznamenané pokusy o konzervativnu
lie¢cbu a dokonca o rozpustanie kamenov. Ranhoji¢i zvlddali operacie
bez narkdzy a technické podrobnosti sa udrzovali ako rodinné tajomstvo.

Konkrement je zloZzeny z 98 % z krystalického materidlu a priblizne
2 % tvori organickd hmota zloZena z proteinov, glykoproteinov, cukroy,
ktoré spajaju krystély do vyslednych tvarov konkrementov. Vynimku tvoria
infek¢né mocové konkrementy (struvit), kde polysacharidy produkované
baktériami tvoria nadpolovi¢nu ¢ast kamena.

MK sam osebe nie je choroba, ale je nasledok celkového ochorenia na
podklade metabolickej poruchy, infekcie mocovych ciest alebo morfologickych
a funkénych zmien uropoetického systému. Incidencia urolitidzy je v celosve-
tovom meradle vysoka (cca 10 %) (1), narastd pocet recidiv, pricom prevencia
—metafylaxia, moze znizit vyskyt recidivzo 70 % na 10— 15 % (2, 3). Cennu infor-
madciu v terapii a prevencii recidiv poskytuje dosledné zhodnotenie typu litidzy
podla chemického zlozenia konkrementu a podla fyzikainej analyzy. Vznik MK je
vysledkom vzajomného posobenia ochrannych a rizikovych faktorov. St zndme
kauzélne faktory urolitidzy, ktorych vzajomnym pdsobenim sa méze MK vytvorit.

Kauzalne faktory urolitiazy

1. Presytenie mocu (supersaturacia) litogénnymi latkami pri me-
tabolickej poruche, nadmernom prijme potravy, poruchach gastro-
intestinalneho traktu (GIT), uzivani niektorych liekov a podobne.

2. Zmeny pHmocu, napriklad prirendinej tubuldrnej acidéze (RTA), primarnej
dne, infekcii baktériami tiepiacimi mocovinu, pri poruchach GIT-u a podobne.

3. Nedostatok inhibitorov krystalizicie a agregécie.

4. Obstrukené uropatie a morfologické zmeny obliciek, napriklad dre-
nova cystdza, anomalie mocovych ciest, funkéné poruchy a podobne.

5. Cudzie teleso v mocovych cestach.
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U vacsiny chorych zistime niekolko rizikovych faktorov, ¢o potvr-
dzuje multifaktoridlnu etioldgiu urolitidzy. Najdolezitejsie rizikové faktory
predstavuju metabolické poruchy, ktoré sa vyskytuju az u 90 % chorych
s litidzou (4).

Typy mocovych konkrementov

1. Zakladna skupina MK
Kalciumoxalatové (weddellit, whewellit) (obrazok 6), kalcium-
fosfatové (apatit, brushit) (obrézok 2), kyselina mocova (dihydrat
kyseliny mocovej) (obrdzok 5), struvit a cystin (obrazok 1).
2. Ojedinelé MK
Mocan sodny, mocan aménny, beta-fosfore¢nan vapenaty (whit-
lockit), hydrogénfosfore¢nan véapenaty (monetit), xantin, DHA - 2,8-di-
hydroxyadenin.
3. Liekové MK aich metabolity — oxytetracyklin, ampicilin, sulfonamidy,
chloramphenikol, dezurol, crivixan.
4. Artefakty - alfa kremen, kalcit, sadrovec, tehla, parafin, omietka,
pieskovec, granit, keramzit, semienka rastlin.
Vietky MK nezaradené do zakladnej skupiny vyzaduju Specialne ana-
lytické postupy dokazu jednotlivych komponentov (obrazok 7).

Mokra cesta analyzy

Predstavuje semikvantitativnu, rutinnd metddu na identifikaciu délezi-
tych komponentov MK spontdnne vymocenych, ako aj vyoperovanych. Je
ekonomicka a rychla. Pouzitim setu Urinary calculi (DiaSys) su dokazatelné
oxaldty, fosfaty, horcik, amoniak, kyselina mocova, cystin, a to farebnymi
reakciami, vapnik titracne a karbonaty pridanim HCl. ZloZenie MK sa
vypocita pomocou pravitka, ktoré je sicastou setu.

Spodsob analyzy poskytuje len hrubu orientéciu v zlozeni MK patriacich
do zakladnej skupiny. Spravnost a spolahlivost vysledkov chemickej ana-
lyzy mokrou cestou je potrebné potvrdit pouzitim inej metddy, v nasom
laboratoriu polarizacnej mikroskopie.
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Obrdzok 1. Zrnkovy preparat
Cystin — zvacsené 160-krat

Obrdzok 2. Zrnkovy preparat
Brushit — zvacsené 320-krat

Obrdzok 3. IC spektrum 2,8-dihydroxyadenin

Tabulka 1. |dentifikované zlozky MK - ¢isté Nicolet FT-IR spektrometer

Rl - |
Elle  Anabyze Overview Window Help
Hare
Whewellite 2.8 - dityydroxyadenine
Weddellne Hydroxylapatite
Cyating Calcita
Hanthine Aragonile
Protein Gypsum
Dakilie alpha - Quartr
Strurvite Tridymite
Hruthite H{ - acetylsullamethoxarole
Ui acid (reabinke sebd
Uric acid ditrydrate Chalesterol
Amimankem urste Whitlackite
Sodium ursle monolydsste Mewberyile
Calciam phosphate amaiphous Palassium wiate

- — 6 ——

Obrdzok 4. 1C spektrum tetracyklin

S e W

Smernice pre urolitidzu Eurdpskej asocidcie pre urolégiu (EAU) neodpo-
rucaju mokru cestu analyzy MK, dokonca ju povazuju za neakceptovatelnu (5).

V nasich podmienkach set poméze pri identifikdcii oxaldtov MK ne-
znameho, zmieSaného zloZenia.

Polariza¢na mikroskopia

Je to mikroskopicka metdda, ktord vyuziva optické vlastnosti krystélov
v prechddzajicom svetle. Polarizdtorom prechddza svetlo a meni sa na
linedrne polarizované. Po prechode anizotropnou vzorkou (krystalom)
sa rozdeli na dva luce — riadny a mimoriadny, Siria sa réznou rychlostou
a kmitaju v réznych rovinach. Analyzétor zloZi obidva lu¢e do rovnakej
roviny kmitania a ich fazovy posun sa prejavi vznikom interferencnych fa-
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rieb. Priamorfnych zlozkach (apatit,

Obrdzok 5. MK zmiesany, kyselina
mocova, kalciumoxalat

karbonatapatit) nevznika fdzovy po-
sun a ani interferen¢né farby, obrazy
MK predstavuju bezfarebné Gtvary.

Polariza¢na mikroskopia je cit-
livd metdda, ktord ndm umoznuje
stanovit aj velmi malé mnozstvo

analytu. M3 vsak obmedzenia, ktoré
sa tykaju optickych vlastnosti mate-
ridlu. Nedaju sa urcit jemnozrnné az
amorfné materidly, nezndme vzor-
ky a semikvantitativne stanovenie
je mozné len na zéklade odhadu

Obrdzok 6. MK Whewellit - jackstone

objemovych percent, ¢o méze byt
rozdielne od hmotnostnych percent
stanovenych infracervenou spek-
troskopiou. Podlieha vo velkej miere
subjektivnej chybe, je tazko Stan-
dardizovatelnd a obdobie zacviku je
pomerne dlhé. Spojenie s IC vetky

& . . .
tieto nedostatky eliminuje.

Obrdzok 7. MK neznameho zlozenia

Infracervena
spektroskopia

Skuma absorpciu infracerve-
ného ziarenia molekulami vzorky.
Poskytuje informacie o pritomnych
funkénych skupindch a o molekulovej strukture latky a sluzi k ich kvanti-
tativnemu stanoveniu. V IC oblasti je aktivna vac¢sina molekdl. Absorpéné
spektrum je charakteristické pre danu latku, prakticky neexistuju dve rov-
naké spektra pre rézne latky s vynimkou optickych izomérov. Pri interakcii
molekuly s IC Ziarenim sa zvécsi amplitida vibracii atdmov a dochadza
k zmene frekvencie rota¢ného pohybu molekuly.

IC spektrum znazorfuje zavislost transmitancie od vinoctu (obrazok
3, obrazok 4).

MK predstavuju analyzu tuhych latok, kde jedna z technik na pripravu
vzoriek je zndma ako KBr technika, ktord pozostava z lisovania jemne rozdr-
venej zmesi analyzovanej latky s KBr pri tlaku 500 MPa za vzniku priehladnej
tabletky, ktord sa vklada do drZiaka v kyvetovom priestore spektrometra.



Kniznica IC spektier MK Nicolet FT-IR spektrometra ma k dispozicii az
800 z&kladnych spektier a 18 000 doplnkovych.

IC spektrometria poskytuje informdcie aj o matrixe MK, ¢o je pri PM
problematické. Je to spolahliva, presnd, kvantitativna metdda, ktorou
sa daju identifikovat ojedinelé, liekové ako aj nezndme konkrementy
(tabulka 1).

Eurdpska asociacia pre urolégiu (EAU) IC spektrometriu jednoznacne
odporuca a povazuje za jeden z vhodnych analytickych sposobov dokazu
komponentov MK v laboratérnych podmienkach (5).

Zaver

Urolitidza je vlastne interné ochorenie s urologickymi nasledkami.
Vlysoka incidencia, recidivita, neprijemné akutne prejavy a mozné vazne
nésledky st nepochybne dévodom na Specifickl metafylaxiu urolitidzy,
predovsetkym medikamentdznu, a to najlepsie uz u chorych s prvou
prihodou urolitidzy (3). Treba povedat, Ze spolahlivd, modernd analyza zlo-
Zenia MK méze prispiet ku komplexnej diagnostike pri¢in tohto ochorenia.
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Nové autoprotilatky v diagnostike
autoimunitnych myopatii

RNDr. Elena Tibenska, PhD.
Medirex, a. s., ¢len skupiny MEDIREX GROUP, Bratislava

V sérach pacientov s idiopatickou zadpalovou myopatiou (IIM) detegujeme autoprotilatky proti roznym bunkovym struktdram, ktoré su
uzko spojené s charakteristickymi klinickymi prejavmi ochorenia. Aj preto nam moézu poskytnut potrebné informécie o diagnostike,
klasifikacii ochorenia, predikcii prognézy, ako aj o volbe lie¢by. Pocas poslednych desiatich rokov boli identifikované nové protilatky Spe-
cifické pre myozitidu (MSA), ako je anti-CADM-140, anti-P155, anti-NXP-2, anti-SAE a anti-200/100, z ktorych st vSetky okrem anti-200/100
Specifické pre dermatomyozitidu (DM). Anti-CADM-140 protilatky st asociované s klinicky amyopatickou dermatomyozitidou (CADM)
a akutnou progresivnou intersticialnou pneumadniou (ILD), anti-P155 su identifikované pri myozitidach asociovanych s malignitami
a anti-200/100 su asociované s nekrotizujlicou myozitidou. Boli identifikované aj cielové antigény tychto autoprotilatok a v niektorych
pripadoch sa predpoklada aj ich patogénna tloha v rozvoji IIM. Dalsie pochopenie antigénnych vlastnosti cielovych proteinov tychto
novych autoprotilatok nam méze pomdct v pochopeni patofyziolégie IIM a ich komplikacii, o méze v kone¢nom désledku viest k lepsej
a ucinnejiej terapii.

Klacové slova: autoprotilatky, autoantigény, myozitida, dermatomyozitida.

New autoantibodies in diagnosis of autoimmune myopathies

Autoantibodies to various cellular constituents are detected in the sera of patients with idiopathic inflammatory myopathy (1IM), which
are closely associated with characteristic clinical manifestations of the diseases. Therefore, autoantibodies give us much information
in clinical diagnosis, classification, prediction of prognosis and choice of treatment in patients with IIM. During the last decade, novel
myositis-specific autoantibodies have been identified, such as anti-CADM-140, anti-p155, anti-NXP-2, anti-SAE and anti-200/100, all
of which except anti-200/100 are dermatomyositis-specific autoantibodies. The anti-CADM-140 antibody is associated with clinically
amyopathic dermatomyositis and acute progressive interstitial pneumonia, anti-p155 is identified in malignancy-associated myositis
and anti-200/100 is associated with necrotizing myositis. Target autoantigens have also been identified and their pathogenic roles in
IIM have been suggested. Our increased understanding of the autoantigenic properties of these targeted proteins will help us to reveal
the pathophysiology of IIM or its complications, and may lead to therapeutic development.

Key words: autoantibodies, autoantigens, myositis, dermatomyositis.
Newslab, 2015; ro¢. 2(1): 34-38

Uvod v poslednych rokoch opisana asocidcia s novymi autoprotildtkami, su

Vyskyt autoprotildtok v sére je ¢asty prejav autoimunitnych ochorenf
a najma systémovych ochoreni spojiva. Napriek tomu, Ze sa niektoré
autoprotilatky zasluzili o objasnenie imunopatologickych pochodov
vzniku niektorych autoimunitnych ochorenf, ich vyznam je hlavne klinicky.
Klinické vyuzitie je najma diagnostické, pretoze niektoré su Specifické
pre urcité ochorenie a su aj sucastou klasifikacnych kritérii (napriklad
anti-dsDNA a anti-Sm pri systémovom lupus erythematodes). Niektoré
autoprotildtky su zas asociované s klinickymi priznakmi, ¢o méze byt na-
pomocné pri odhade dalSieho priebehu, pripadne prognézy ochorenia,
a teda prispieva aj k rozhodovaniu ohladne spdsobu a agresivity liecby.

Mnohé autoprotildtky su zndme uz pomerne dlho, je zndmy ich
vyznam, moZe sa vsak menit spdsob ich detekcie, ¢o ¢asto prispieva
k zvySovaniu senzitivity. Stale sa v3ak objavuju nové autoprotildtky,
viac alebo menej frekventované, casto viak vysokospecifické pre da-
né ochorenie, ktoré mézu velmi vyrazne prispiet k diagnostike auto-
imunitného ochorenia. Prikladom takychto ochorent, pri ktorych bola
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idiopatické zapalové myopatie (IIM), a to hlavne polymyozitida (PM)
a dermatomyozitida (DM). Pri myozitidach rozlisujeme autoprotildtky
pre myozitidy Specifické (myositis specific antibodies — MSA), ktoré
sa nevyskytuju pri ziadnych inych autoimunitnych ochoreniach, ako
napriklad protildtky proti aminoacyl-tRNA syntetdzam (anti-ARS), naj-
Castejsie anti-Jo-1 (proti histidyl-tRNA syntetdze), anti-SRP (proti ,signal
recognition particle”) a proti antigénu Mi-2 (,nuclear helicase protein,
part of NURD complex”) a protiltky s myozitidou asociované (myositid
associated antibodies-MAA), napriklad anti-Ro52, anti-PM/Scl, anti-Ku
(,DNA-binding, non-histone protein”) ¢i anti-UTRNP, ktoré sa mézu vy-
skytovat aj pri inych systémovych ochoreniach, ako su [IM, mézu viak
byt ndpomocné pri definovani podtypov ochorenia (tabulka 1). Popri
tychto zndmych autoprotildtkach bolo v poslednych niekolkych rokoch
opisanych minimalne osem novych autoprotildtok Specifickych pre IIM.
V nasom prispevku sa pokusime podat stru¢ny prehlad, charakteristiku
a klinicky vyznam tychto novoidentifikovanych protiltok.



Tabulka 1: Autoprotilatky Specifické pre myozitidy a protilatky asociované s myozitidami (spracované podla Nakashima, Int. J. Clin. Rheumatol. 2010,

Ronnelid et al., Autoimmun Rev, 2009, Ghirardello et al., Autoimmun Rev, 2009)

Protilatka Cielovy antigén Frekvencia (%) Specificita Klinicky vyznam
Protilatky Specifické pre myozitidu (MSA)
Anti-ARS Antisyntetazovy syndrém (myozitida, ILD,
- anti-Jo-1 histidyl-tRNA-syntetaza 15-20 99 - 100 polyartritida, Raynaudov fenomén)
- anti-PL-7 threonyl-tRNA-syntetdza 5-10 100
- anti-PL-12 alanyl-tRNA-syntetaza <5 100
—anti-EJ glycyl-tRNA-syntetéza 5-10 100
-anti-0J isoleucyl-tRNA-syntetdza <5 100
- anti-KS asparaginyl-tRNA-syntetaza <5
- anti-Zo fenylalanyl-tRNA-syntetaza <1
- anti-YRS tyrosyl-tRNA-syntetdza <1
Anti-SRP Signal recognition particles 5-10 97-99 Nekrotizujica myopatia
Anti-Mi-2 5-10 98 - 100 DM
Anti-CADM-140 (MDA5) 20-35uDM 100 Specificky pre GADM
50 - 70 u GADM
Anti-p155/140 (TIF-1y) Transcriptional intermediary factor 1-y 15-20 DM, hlavne s malignitami asociovana DM
u DM
Anti-NXP2 (anti-MJ) Nuclear Matrix Protein 2, 140 kDa <5 100 DM, asociacia s ILD
18-23 Juvenilnd DM
Anti-SAET/SAE2 SUMO activating enzyme subunits 1 1-8 100 DM, asociacia s ILD
(40 kDa) and 2 (90 kDa)
Anti-200/100 (HMGCR) 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A < 10 (nekrotizujuce Nekrotizujica myopatia
reductase myopatie 42)
Protilatky asociované s myozitidou
Anti-UTRNP U1 maly jadrovy RNP 10 MCTD, overlap syndrém
Anti-Ro/SSA 52 kDa a 60 kDa protein 13 = 37 (Ro52) Asociované s ARS
4 (Ro60)
Anti-Ku 70/80 kDa 20-30 95-97 PM-SSc overlap (hlavne japonska populacia)
Anti-PM-Scl 11 = 16 proteinovy jadrovy komplex 8-10 98 - 100 PM-SSc overlap (hlavne kaukazoidna populdcia)

Vysvetlivky: ARS — aminoacyl-tRNA syntetdzy; CADM - klinicky amyopatickd dermatomyozitida; DM — dermatomyozitida; ILD - intersticidlna plticna choroba; MCTD —
mixed connective tissue disease; PM — polymyozitida; RNP — ribonukleoprotein; SAE — small ubiquitin-like modifier activating enzyme; SSc — systémovd skleréra

Nové autoprotilatky

Anti-aminoacyl-tRNA syntetdzové (ARS) protilatky
Aminoacyl-tRNA syntetdzy (ARS) su enzymy katalyzujlice vazbu
aminokyselin k tRNA, rozozndvame preto 20 typov ARS. ARS su aj
jednym z hlavnych antigénovych terov pri myozitidach a protilatky
proti nim namierené su najcastejdie sa vyskytujuce tak pri PM, ako aj
DM. Donedévna bolo identifikovanych 6 autoprotilatok reagujucich
s roznymi tRNA syntetdzami: anti-Jo-1 (histidyl), anti-PL-7 (treonyl), anti-
-PL-12 (alanyl), anti-OJ (isolecyl), anti-EJ (glycyl) a anti-KS (asparaginyl-
-tRNA syntetdza). Az na malé vynimky sa u jedného pacienta vyskytuje
vzdy len jedna z tychto autoprotildtok, avak pacienti napriek tomu
vykazuju podobné klinické priznaky, ktoré sa spolo¢ne nazyvaju tzv.
antisyntetdzovy syndrom (ASS) (1). V poslednych rokoch boli opisané
autoprotildtky proti dal$im tRNA syntetdzam, ktorych vyskyt je sice
extrémne nizky, Specificita vak, podobne ako pri ostatnych ARS,
velmi vysoka:
B anti-fenylalanyl-tRNA-syntetaza (anti-Zo) bola opfsana
Betterdgeom et al. v roku 2007 u pacienta s intersticidlnou pneumé-

niou spojenou s proximalnou myopatiou, Raynaudovym fenoménom
a artralagiou. Imunofluorescen¢ne na Hep2 bunkach pozorovali silnd
pozitivitu zrnitej cytoplazmy, nasledne sa viak nepodarilo dokdzat
pritomnost Ziadneho zndmeho antigénu. Imunoprecipitaciou autori
dokazali pritomnost dvoch proteinov s molekulovou hmotnostou
priblizne 60 a 70 kDa a naslednou kombinaciou imunoprecipitacie
a hmotnostnej spektrometrie identifikovali ter¢ovy antigén ako phe-
nylalanyl-tRNA syntetdzu (2);

anti-tyrosyl-tRNA syntetdza (anti-YRS) protilatky opisal Hashish
v roku 2005 u pacienta s ASS, tieto protildtky boli zatial objavené
len ujedného pacienta, zaradujeme ich preto ku skupine vzacnych
ARS (3);

anti-asparaginyl-tRNA syntetaza (anti-AsnRS) protildtky boli
opisané Hirakatom et al. v roku 2007. Autori analyzovali 2 500 sér pa-
cientov s réznymi ochoreniami spojiva, pozitivitu anti-AsnRS dokazali
u 8 pacientov, pricom az 4 z nich mali ILD, avsak len dvaja DM, vyskyt
anti-AsnRS je preto asociovany skor s ILD ako s DM. Imunogenetickou
anylyzou sa navyse autorom podarila dokazat asociaciu anti-AsnRS
s DRB1*1501/1502 alelou (4).
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Anti-CADM-140 (anti-MDAD5) protilatky

Amyopaticka dermatomyozitida (clinically amyopathic DM-CADM)
je charakterizovand ako ochorenie s typickymi koznymi prejavmi DM,
aviak bez priznakov svalovej slabosti. Asi u 10 % tychto pacientov
dojde za niekolko mesiacov az rokov po vzniku koznych priznakov aj ku
klinickym prejavom myozitidy. U dalSich 10 % pacientov do 6 mesiacov
od vzniku koznych zmien dochddza k manifestécii potencidlne fatalnej
plucnej fibrézy (interstitial lung disease — ILD) bez akychkolvek prizna-
kov myozitického postihnutia (5). Donedévna sa predpokladalo, Ze pri
amyotickej dermatomyozitide sa nevyskytuju Zziadne MSA protilatky,
¢o bolo povazované za charakteristicku ¢rtu tohto ochorenia. V roku
2005 Sato et al. (6) prvykrat opisali u pacientov s amyopatickou derma-
tomyozitidou pritomnost Specifickych protilatok, ktoré precipitovali so
140 kDa proteinom, boli teda nazvané anti-CADM-140. Testovali 298
sér pacientov s rbznymi ochoreniami spojiva, anti-CADM-140 dokazali
u 8 zo 42 pacientov s DM, avsak ani u jedného pacienta s inym ocho-
renim, pricom vietci 8 pacienti mali amyopatické dermatomyozitidu
(CADM) a navyse, pacienti anti-CADM-140 pozitivni rozvinuli rychlej-
Sie progresivnu ILD oproti pacientom anti-CADM-140 negativnym.
Nakashima et al. (7) vo svojej studii z roku 2010 testovali 192 sér pacientov
s rbznymi ochoreniami spojiva, z nich PM =47, DM =37a CADM =1.U 13
pacientov bola dokdzana pritomnost anti-CADM-140 protilatok, vietci
pacienti pozitivni na pritomnost anti-CADM-140 protildtok mali DM
(typicku alebo amyopaticku), navyse, ani u jedného z tychto pacientov
nebola dokazand pritomnost inych MSA alebo MAA protilatok. Z 13 anti-
-CADM-140 pozitivnych pacientov 92 % malo ILD (54 % rozvinulo fatélnu
ILD). Klinicka prognéza DM pacientov pozitivnych na anti-CADM-140
bola horsia oproti DM pacientom anti-CADM-140 negativnym, 46 %
anti-CADM-140 pozitivnych pacientov zomrelo na respiracné zlyhanie
do 6 mesiacov od prepuknutia ochorenia. Nakashima et al. v tejto
studii identifikovali aj autoantigén anti-CADM-140 protilatok, ktorym
je ,the melanoma differentiation-associated Gene 5" (MDA5), ktory hra
vyznamnu Ulohu vo vrodenej imunitnej odpovedi svojou schopnostou
interakcie s virusovou RNA. Toto zistenie mdZe podporovat doterajsie
predpoklady vztahu myozitidy a virusovej infekcie (hlavne Coxakie in-
fekcie). Na potvrdenie tejto tedrie viak treba dokdzat, ¢i anti-CADM-140
a MDAGS hraju patogeneticku Ulohu v rozvoji DM.

Neskor bola pritomnost anti-CADM-140 dokdzand na viacerych subo-
roch pacientov, pricom najvyssia prevalencia anti-CADM-140 protildtok
u DM pacientov bola doteraz zaznamenand v Japonsku (25 % — 35 %) (8).
Retrospektivne studie dokdzali pritomnost anti-CADM-140 protilatok aj
u eurdpskych pacientov (13 % DM pacientov), pricom bola dokézand ich
koreldcia s tazkymi formami rychlo progredujtcej ILD a zlou klinickou
progndézou pacientov (9, 10).

Anti-p155(/p140) (anti-TIF1-y) protilatky

Asocidcia myopatif, hlavne dermazomyzozitidy s paraneoplastickymi
ochoreniami, je dobre zndma uz niekolko desatroci, preto je u tychto
pacientov odporucany skrining paraneoplastickych ochoreni. Az do-
neddvna vsak nebol znamy marker, ktory by bol na takyto skrining
vhodny. V roku 2006 Targoff et al. (11) ako prvi opisali u pacientov s DM
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novu protildtku rozozndvajlcu 155 kDa protein a 155/140 kD doublet
(anti-p155/140), ktorej ter¢ovym antigénom je ,transcription interme-
diary factor 1-gamma” (TIF1-y) a ktord vykazuje silnu koreldciu s DM
a malignitami. Pritomnost anti-p155 (TIF1-y) protildtok dokazali u 51
7 244 sledovanych pacientov s myozitidou (21 %), u jedného zo 49 pa-
cientov so SLE, avsak u ziadneho bez myozitidy. Vo svojej studii sicasne
ukazali silnd imunogenetickd asocidciu anti-p155/140 s rizikovou alelou
DQAT*0301 v kaukazoidnej populdcii. Takmer stc¢asne s Targoffom do-
kazali pritomnost anti-p155/140 protilatok Kaji et al. (12), ktori dokazali
u 13 % pacientov s DM protildtky anti-p155/140 (TIF1-y), pricom az u 71 %
anti-p155/140 pozitivnych pacientov s DM zaznamenali pritomnost
malignit. Viysokd asocidcia anti-p155/140 (TIF1-y) protildtok s malignitami
u pacientov s DM a moznost ich vyuZitia ako skriningového markera
na vyhladédvanie malignit u tychto pacientov bola nasledne potvrdena
viacerymi studiami (13, 14). Horrilo et al. na zaklade svojej studie, v ktorej
porovnali viaceré metody detekcie anti-p155/140 protildtok s velmi dob-
rou zhodou, odporucaju zaviest anti-p155/140 (TIF1-y) do laboratérnej
praxe ako marker vyskytu malignit u pacientov s DM (15). Z metaana-
lyzy, ktord publikoval Trallero-Araguas, vyplyva, ze pozitivita anti-p155
protildtok predstavuje 89 % Specificitu a 78 % senzitivitu pre diagndzu
malignity asociovanej s DM, s pozitivnou a negativnou prediktivnou
hodnotou 58, respektive 95 % (16).

Anti-NXP-2 (anti-MJ) protilatky

Anti-MJ protildtky boli prvykrat opisané u 18 % pacientov s juvenilnou
dermatomyozitidou (JDM) (17), neskér bol opisany ich antigénovy terc,
ktorym je ,nuclear matrix protein 2" (NXP-2), a ich vyskyt u pacientov s JDM
bol dokédzany vo viacerych studidch s vyskytom 23 - 25 %. Gunawardena
et al. dokdzali pritomnost anti-NXP-2 protildtok u 23 % pacientov s JDM,
avsak u Ziadneho pacienta s JDM overlap syndrdmom ani v kontrolnej
skupine. Vo svojej praci navyse dokazali pritomnost alely HLA-DRB1*08
ako mozného rizikového faktora pre pozitivitu anti-NXP-2 protilatok (18).
V skupine argentinskych pacientov s JDM bol vyskyt anti-NXP-2 protildtok
(25 %) podobny ako v skupine pacientov z Velkej Britanie, a podobne
ako v tejto skupine aj s vysokou incidenciou (19). Na zéklade tychto Studif
sa predpokladalo, Ze vyskyt anti-NXP-2 je asociovany len s JDM, avsak
Betteridge et al. detegovali anti-NXP-2 aj v skupine dospelych pacientov
s DM, napriek tomu, ze ich vyskyt je ovela nizsi (6 % pacientov s DM) (20).
V dvoch dalsich studidch bol vyskyt anti-NXP-2 u dospelych DM pacien-
tov velmi rozdielny. V talianskej $tudii 58 pacientov s IIM boli anti-NXP-2
protildtky detegované u 30 % DM a 8 % PM pacientov, vyskyt protildtok
bol pritom asociovany s mladym vekom a dobrou odpovedou na terapiu,
zatial ¢o v japonskej skupine 507 dospelych pacientov boli anti-NXP-2
detegovanélen u 1,6 % DM, ako aj 1,6 % pacientov s PM. Vsetci anti-NXP-2
pozitivni pacienti mali signifikantné bolesti svalov a zvysené hodnoty
kreatinin kindzy, u 38 % sa do 3 rokov od stanovenia diagnézy polymozi-
tidy objavilo maligne ochorenie. Aby sme mohli povedat, ¢&i su rozdielne
vysledky medzi Studovanymi skupinami vysledkom réznych detekenych
metdd stanovenia protildtok, alebo ide o vplyv popula¢no-genetickych
aspektov, pripadne vplyv prostredia, bude treba dalsie stidie s vac¢sim
poctom pacientov (21, 22).



Anti-SAE protilatky

Anti-SAE, ,small ubiquitin-like modifier activating enzyme”, protilatky
boli prvykrat identifikované Betteridgeom et al. v roku 2007 a v roku 2009
tou istou skupinou potvrdené na vacsej skupine IIM pacientov. Cielovym
antigénom anti-SAE protildtok je ,Small Ubiquitin-like MOdifier (SUMO)
activating enzyme”, ktory sa sklada z dvoch podjednotiek SAET a SAE2,
s molekulovou hmotnostou 40 a 90 kDa. SUMO je maly protein strukturne
podobny ubiquitinu a hra kli¢ovu Ulohu v posttranslacnej Uprave Spe-
cifickych protefnov, ako napriklad protein kindza a transkripcné faktory.
Autorivo svojej studii zistili pritomnost anti-SAE protildtok u 8 % dospelych
pacientov s DM, avsak ani u jedného s inym ochorenim, ani u zdravych
jedincov. V praci z roku 2009 Betteridge et al. tiez identifikovali imunoge-
neticky asocidciu medzi produkciou anti-SAE protildtok a HLA systémom.
Vietci anti-SAE pozitivni pacienti exprimovali aspor jednu képiu alely
HLA-DQB1*03 a HLA-DRB1*04-DQA1*03-DQB1*03, pritomnost tychto alel
je teda vysoko rizikovym faktorom (23). Talianski autori na skupine 183
pacientov dokdzali pritomnost anti-SAE protildtok u 7 % pacientov s DM,
¢im potvrdili anti-SAE ako protildtky Specifické pre DM. Pacienti anti-SAE
pozitivni trpeli hlavne na kozné a svalové prejavy DM, na druhej strane
dysfagie, ILD a artritida sa u nich zvacsa nevyskytovali (24). Na druhej
strane japonski autori potvrdili pritomnost anti-SAE protildtok len u 2 zo
110 (1,8 %) sledovanych pacientov s DM, ani jeden nemal amyoticku alebo
juvenilnt DM (25). Na zaklade uvedenych publikdcii méZzeme anti-SAE
protildtky povazovat za Specificky marker pre DM.

Anti-200/100 (anti-HMGCR) protilatky

Pomerne nedavno boli u pacientov s nekrotizujiucou myopatiou
opisané nové autoprotildtky. Christopher-Stine et al. vo svojej $tudii z roku
2010 (26) testovali u 225 pacientov s myozytidou stc¢asne vzorky biopsie
svalov a autoprotilatky v sére. U 38 pacientov bola histologicky dokaza-
né nekréza myofybril, pricom u 26 z tychto pacientov neboli dokdzané
Ziadne zndme autoprotilatky. Imunoprecipitaciou boli v 16 sérach tychto
pacientov objavené nové autoprotildtky, ktoré reagovali s 200 a 100 kDa
proteinmi (anti-200/100 protilatky), zo zvy3nych 187 sér pacientov bez
nekrozy myofybril boli tieto protilatky zachytené len u jedného pacienta.
Zaujimavym zistenim bolo tiez, ze az u 63 % z tychto pacientov boli pred
prepuknutim svalovych bolesti podavané statiny, ¢o je signifikantne viac
oproti ostatnym pacientom s DM (15,2 %), pripadne PM (18,4 %). Autori
teda charakterizuju anti-200/100 ako protildtky asociované so statinmi
indukovanou nekrotizujucou myopatiou. Neskor bol tou istou skupinou
autorov (27) identifikovany tercovy antigén anti-200/100 protilatok, ktorym
je ,3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme a reductase” (HMGCR) a bola
zistetnd aj imunogeneticka asocidcia produkcie anti-HMGCR s HLA systé-
mom, kde sa alela DRB1*11:01 javi ako vysoko asociovana s anti-HMGCR
myopatiou, a to bez vplyvu etnickej skupiny. Tieto vysledky napovedaju
o0 vztahu medzi expoziciou statinmi, zvysenou expresiou HMGCR a prezen-
tadciou HMGGpeptidov alelou DRB1*11:01. Napriek tomu, ze mechanizmus
vzniku a rozvoja anti-HMGCR autoimunity nie je zndmy, vieme, Ze expresia
HMGCR proteinov je up-regulovand v bunkovych kultdrach vystavenych
statinom, HMGCR proteiny su exprimované v nizkych koncentraciach
v normalnych svaloch, avsak vo vysokych koncentracidch v bioptickych

vzorkéch regenerujicich svalov pacientov s HMGCR-asociovanou nekroti-
zujucou myopatiou. Tieto poznatky napovedaju, Ze anti-HMGCR myopatia
moze byt u geneticky predisponovanych jedincov iniciovana nadexpresiou
HMGCR v suvislosti s uzivanim statinov a pokracuje (pocas podavania sta-
tinov) v dosledku zvysenych hodnét HMGCR v regenerujucich svalovych
bunkdch, ktoré sa stavaju tercom imunitného systému. Tento koncept
HMGCR-myopatie vsak este vyzaduje experimentélne potvrdenie (28).

Klinické vyuzitie a zaver

V nasom prispevku sme sa snaZili urobit stru¢ny prehlad novych auto-
protildtok a ich antigénovych tercov, ktoré boli opisané pri autoimunitnych
myopatidch v poslednych rokoch. Ide hlavne o MSA autoprotildtky, ktorych
prevalencia sice nemusi byt vysok3, avsak Specificita pre dané ochorenie
sa javi velmi vysoka. Podstatnym poznatkom je, Ze sa vo vacsine pripadov
nestretdvame s prekryvanim tychto protildtok u jedného pacienta, aj preto
je odporucané testovat ich vzdy paralelne. Co je viak najpodstatnejsie, na-
priek tomu, Ze za zlaty $tandard detekcie autoprotildtok pri autoimunitnych
myopatidch mdze byt povazovana imunoprecipitacia, ¢oraz rychlejsie sa
do klinickej praxe dostavaju aj iné detekéné systémy (ELISA, Imunoblot),
ktorych senzitivita a Specificita je porovnatelna s imunoprecipitaciou,
a ddkaz novych autoprotildtok sa preto postupne stava stcastou klinickej
imunologickej diagnostiky autoimunitnych myopatii. V sic¢asnosti uz
vieme, okrem protildtok anti-HMGCR, stanovit vetky z uvedenych novych
autoprotildtok imunoblotom, pri¢com sa predpokladd, Ze aj anti-HMGCR
sa ¢oskoro stanu sucastou rutinnej imunologickej diagnostiky.
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Vyuzitie prietokovej cytometrie pri stanoveni
prognostickych markerov CD38 a ZAP-70
u pacientov s B-CLL

MVDr. Alica Elbertova
Medirex, a. s., clen MEDIREX GROUP, Kosice

Chronicka lymfocytova leukémia (CLL) je definovana ako lymfoproliferativne ochorenie zapri¢inené klonédlnou proliferaciou a akumulaciou
maligne transformovych, malych zrelych B lymfocytov v periférnej krvi, lymfatickych uzlinach, slezine a kostnej dreni. Klinicky priebeh
CLL je variabilny. Bol preukézany vyznamny prognosticky dosah réznych CLL biomarkerov, ako su IgV, mutacny status, chromozomal-
ne abnormality ako aj expresia CD38 a ZAP-70. Expresia ZAP-70 alebo CD38 koreluje s nemutovanym stavom IgV, génov a je spojena
s horSou prognézou. Imunofenotypova analyza pomocou prietokovej cytometrie je vhodnd nielen na detekciu charakteristického
imunofenotypového profilu buniek B CLL, ale aj na stanovenie ich intracelularnej expresie ZAP-70.

Klucové slova: prietokova cytometria, prognostické markery, B CLL, ZAP-70.

The Utility of Flow Cytometry for Evaluation of Prognostic Factors CD38 and ZAP-70 in B-CLL Patients

Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is a lymphoprolipherative disease characterised by the clonal proliferation and progressive accu-
mulation of malignant transformed small mature B cells in the peripheral blood, lymph nodes, spleen and bone marrow. The clinical
course of CLL is variable. An important prognostic impact has been shown for different CLL biomarkers such as IgV,, mutation status,
chromosomal aberrations, CD38 and ZAP-70 expression. The expression of ZAP-70 or CD38 has been correlated with the expression of
unmutated IgV,, genes and could predict poor prognosis. The flow cytometry immunophenotyping is useful not only for the detection

of unique B-CLL phenotype of the patological B cells but also for detection of their intracytoplasmic ZAP-70 expression.

Key words: flow cytometry, prognostic markers, B CLL, ZAP-70.

Chronicka lymfocytova leukémia z B lymfocytov (B-CLL) je de-
finovand ako nizkoagresivne lymfoproliferativne ochorenie zapricinené
klonalnou proliferdciou maligne transformovanych malych zrelych B
lymfocytov. Tieto bunky so $pecifickym imunofenotypom sa akumulujd
v periférnej krvi, kostnej dreni, lymfatickych uzlinach, pripadne v inych
hemopoetickych a non-hemopoetickych orgdnoch. Pric¢inou narastu
poctu lymfocytov nie je len ich nadmernd klondlna proliferécia, ale aj
porucha apoptdzy (1). Podla kritérii medzindrodného konsenzu o B-CLL
(tzv. kritérid IWCLL) je ochorenie definované pritomnostou monoklo-
novej lymfocytdzy v periférnej krvi nad 5 x 10%, trvajucou najmenej
3 mesiace a spolocne so stanovenim typického imunofenotypového
profilu patologickych buniek prietokovou cytometriou st dostato¢nymi
kritériami na diagnostiku B-CLL (2). WHO klasifikacia sa opiera o labo-
ratornu diagnostiku B lymfocytov (morfologické, imunofenotypové,
genetické, ako aj molekulovo-biologické parametre) a klinické prejavy
ochorenia.

B-CLL tvorf cca 25 % — 30 % z leukémii dospelych v Eurdpe a Severnej
Amerike, ¢im sa zaraduje k najcastejsie sa vyskytujucim leukémiam (1).
KedZe je roky bezpriznakova, ¢asto sa diagnostikuje iba ndhodne (asi 50 %
pripadov) pri vysetreni parametrov krvného obrazu.

B-CLL sa vyznacuje velkou heterogenitou a variabilnym priebehom
ochorenia, ktory rozdeluje pacientov na skupinu s indolentnym cha-

Newslab, 2015; ro¢. 2(1): 39-41

rakterom a na skupinu s agresivnym, rychlo progredujucim ochorenim
a kratkodobym preZivanim (3). Snaha opierat sa pri manazmente terapie
o vybrané parametre s prognostickym vyznamom vyplyva z biologickej
nehomogénnosti B-CLL rozpoznatelnej na morfologickej, fenotypovej
a genetickej Urovni. Koncom 90. rokov 20. storocia vstupili pri studiu biolo-
gickej heterogenity B-CLL do popredia genetické a molekulovo-biologické
parametre, ktoré umoznili rozdelenie dovtedy zndmych prognostickych
markerov na klasické (staré, respektive klinické) a na molekulové (nové,
moderné) (4).

Knovym prognostickym markerom zaradujeme mutacny stav IgV, gé-
nov, expresiu CD38, expresiu ZAP-70, chromozémové abnormality (del17p,
dell1q, del 6q, trizémia 12 a del 13q) a mutéciu génu TP53. Pritomnost
somatickych mutdcii v hypervariabilnych dsekoch (IgV, ) génov pre tazké
retazce imunoglobulinov umoznila zadefinovat prognézu a dizku prezi-
vania pacientov. Nemutovany stav IgV, génov (homolégia vo > 98,0 %
sekvencif) koreluje s nepriaznivou prognézou a kratsim medidanom pre-
Zivania a naopak, za prognosticky priaznivy stav sa povazuje pritomnost
somatickych mutécif vo > 2,0 % sekvencif (4).

Stanovenie mutacného stavu IgV, je vieobecne povazované za
technologicky, ¢asovo i finan¢ne naro¢né a v stcasnosti tazko realizova-
telné v beznych laboratérmych podmienkach pre nédro¢nost spracovania
materidlu (5).
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Tabulka 1. Porovnanie niektorych metodik na stanovenie ZAP-70 prietokovou cytometriou

Metéda anti-ZAP-70 Fixacia/permeabilizécia Analyza Cut-off Autor

) 1E7.2 Alexa-488 ) |zotypova. vs. o
Priama IF Caltag Fix and Perm, Caltag T/NK kontrola 20 % Zucchetto et al.,, 2006 (20)
lllwtepnama 2F3.2 Upstate Paraformaldehyd-Tween |zotypova kontrola 10 % Orchard et al,, 2004 (12)
linama I]SEDU Alexa-488 Paraformaldehyd-Saponin Izotypova kontrola 20 % Rassenti et al., 2004 (11)
Priama 167.2PE Fix and Perm, Caltag T/NK kontrola 20 % D’Arena et al., 2007 (13)
IF Caltag
lF:Iama :éﬁ?gz Alexa 647 Cell Sig- Intraprep, Beckman-Coulter Izotypova kontrola 25% Slack et al., 2007 (24)
Priama :
IF SBZAP PE, BC Formaldehyd/Triton X-100 MFI Shankey et al., 2006 (17)
ll\FJepnama 2F3.2 Upstate Fix and Perm, Caltag T/NK kontrola 20 % Crespo et al., 2003 (9)

Vysvetlivky: IF — imunofluorescencnd metéda, BD — BectonDickinson, BC — BeckmanCoulter, MFl — Mean Fluorescence Intensity

Expresia CD38 bola prvym markerom, pri ktorom sa preukézala
korelacia s IgV,, statusom. CD38 je 45kDa transmembranovy glykoprotein,
ktory pdsobfi su¢asne ako enzym a receptor. VySetrenie expresie CD38 na
povrchu leukemickych buniek prietokovou cytometriou je v klinickych
laboratéridch relativne dostupné, avsak jeho pouzitie ako prognostic-
kého markera pri B-CLL sa postupom ¢asu ukdzalo ako nejednoznacné.
Predovsetkym sa nepotvrdila absolutna koreldcia expresie s IgV,, mutac-
nym statusom a objavili sa aj rbzne nazory na stabilitu expresie antigénu
CD38 a na urcenie cut-off hodnoty pre pozitivitu CD38 na leukemickych
bunkach z prognostického hladiska (hodnoty od 7 % az do 20 %, respekti-
ve 30 %) (6). V sucasnosti sa za klinicky relevantni mieru expresie povazuje
arbitrdrne (tatisticky) ur¢end hodnota v klinickych laboratéridch > 30 %
detegovana prietokovou cytometriou (4). Cast pacientov vykazuje bimo-
dalny profil expresie, najbeznejsie sa pozoruje zmena CD38 negativity na
CD38 pozitivity, ktord sa Casto spaja s progresiou ochorenia (7).

Expresia proteinu ZAP-70 patri medzi dalsie prognosticky vyznamné
parametre, o ktorych sa uvazovalo, ze nahradia stanovenie IgV . ZAP-70,
zeta asociovany protein s molekulovou hmotnostou 70 kDa, je kédovany
génom na dlhom ramienku 2. chromozému v 2q2 lokuse (8). Tato tyrozin
kindza z rodiny tzv. Syk proteinov obsahuje dve termindlne SH2 domény
a Gtermindlnu kindzovd doménu. Miestom primarnej expresie proteinu
ZAP-70 je cytoplazma T a NK lymfocytov (9). ZAP-70 protein bol identifiko-
vany ako fosforylacny partner zeta retazca CD3 komplexu asociovaného
s TCR (T bunkovy receptor) komplexom na T lymfocytoch. Aktivacia T
lymfocytov prostrednictvom signalu odovzdavaného cez TCR receptor
je nevyhnutna na vyvoj imunitnej odpovede, z ¢oho vyplyva, ze ZAP-70
zohréva klicovu Ulohu v TCR signalizacii. Deficit ZAP-70 ma za nasledok
absenciu maturovanych CD8+ lymfocytov, blokuje aktivaciu CD4+ T
lymfocytov sprostredkovanu cez TCR a moze spdsobit autozomélne
dedi¢nu formu tazkého kombinovaného deficitu $pecifickej imunity
(Severe Combined Immunodeficiency — SCID) (10). Protein ZAP-70 expri-
muju v roznej miere aj B lymfocyty a nadorové bunky viacerych typov
B NHL vratane B-CLL (8). Expresia proteinu ZAP-70 koreluje s nemutova-
nym stavom IgV,, génov, a teda pozitivna expresia ZAP-70 predstavuje
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nepriaznivd progndézu (9). Pri B-CLL ZAP-70 pravdepodobne zosilfuje
signélne drahy sprostredkované receptorom B lymfocytov, ¢o je proces
prispievajuci k horsej progndze u ZAP-70 pozitivnych pacientov. Podobne
ako pri T lymfocytoch, mé& ZAP-70 vyznam pre chemokinovu stimulaciu
buniek B-CLL. Predpoklada sa, Ze expresia ZAP-70 by mohla viest k mig-
racii leukemickych buniek do mikroprostredia vyhodného na preZitie ¢i
proliferdciu. Avak koreldcia medzi expresiou ZAP-70 a muta¢nym stavom
IgV,,génov nie je absolutna, a teda pritomnost diskordantnych nélezov
(v zavislosti od pouzitej metddy detekcie od 8 % do 25 %) potvrdzuje ZAP-
70 ako nezavisly prognosticky faktor (4). Pri porovnani vzajomnej korelacie
IgV,, a CD38, respektive ZAP-70, je Statisticky vyznamnejsia korelacia IgV,,
a ZAP-70 (11, 12). KedZe ZAP-70 a CD38 vzdjomne nekorelujy, ich stcasné
stanovenie ma vacsiu vypovednu hodnotu pri identifikdcii pacientov
s rbznou progndzou nez analyza len jedného izolovaného parametra.
Kombinovana analyza CD38 a ZAP-70 umoznuje identifikovat jednak
skupinu pacientov s dobrou progndézou, ktori vykazuju fenotyp CD38-/
ZAP-70-, skupinu s nepriaznivou prognoézou (fenotyp CD38+/ZAP-70+),
ako aj pacientov s diskordantnym fenotypom CD38-/ZAP-70+, respektive
CD38+/ZAP-70- a strednym rizikom (13).

Na stanovenie ZAP-70 sa v sic¢asnosti vyuzivaju imunohistochemické
(semikvantitativne hodnotenie) aimunocytochemické metddy, Western-
blotting, analyza mRNA a tiez prietokova cytometria (8). Interpretaciu
analyzy pomocou Western-blotingu komplikuje pripadna kontaminacia
vzorky T lymfocytmi, ¢o moéze viest k faloSne pozitivnym vysledkom (14).
Preto sa do popredia dostéva snaha o zavedenie spolahlivej, rutinnej
a relativne jednoduchej metédy pomocou prietokovej cytometrie.

Bolo vypracovanych niekofko protokolov na detekciu ZAP-70, ako
aj odporucani na interpretaciu vysledku expresie ZAP-70 (tabulka 1).
Detekciu expresie ZAP-70 prietokovou cytometriou komplikuju viaceré
problémy, ku ktorym sa zaraduje predovsetkym slaba expresia ZAP-70
v cytoplazme patologickych B lymfocytov a chybanie jednotne pouzivanej
standardizovanej metddy (3, 16).

Popri metddach so separovanymi mononukledrnymi bunkami su
vypracované protokoly s imunofenotypovou analyzou plnej krvi. Pracovné



postupy sa dalej odlisuju v pouzivani réznych klonov anti-ZAP-70 protildtok
priamou, respektive nepriamou imunofluorescen¢nou metédou. Pomerne
velké variabilita je aj vo fixacno-permeabiliza¢nych metddach, pouzivani
réznopocetnych multifarebnych protokolov a analytickej stratégii (tvorba
logickych ,gate”, ur¢enie cut-off pozitivity) (tabulka 1).

Priinterpretécii vysledkov analyzy sa autori opieraju o vyjadrenie pozi-
tivity expresie ZAP-70 v percentach, alebo vyjadruju pomernu priemernu
intenzitu fluorescencie (MFI). Expresiu ZAP-70 sa deteguje v percentach
vo vztahu k externej negativnej, izotypovej kontrole, internej pozitivnej
kontrole (T lymfocyty, NK lymfocyty), internej negativnej kontrole (CD5-
B lymfocyty) alebo negativnej kontrole zdravych kontrol, kde sa cut-off
pozitivity ZAP-70 pohybuje v rozmedzi 10 % az 30 %. Pri pomernom vy-
jadreni MFI sa pozitivita expresie ZAP-70 stanovi koeficientom MFI CD3+
T lymfocytov k MFI CD5+ B lymfocytov (T/CLL B), podielom MFI CD5+ B
lymfocytov voci CD5- B lymfocytom (CLL B/B Ly), respektive T lymfocytom
(CLLB/T) (6,9, 12, 15,17 = 23).

Vporovnanis IgV,, je cytometrické stanovenie CD38 a ZAP-70 menej
finan¢ne a ¢asovo ndroc¢né (9). Prietokové cytometria sa stala metddou
volby aj pre svoju relativnu jednoduchost a dostupnost. Umoznuje Spe-
cifické ohranicenie cielovej populacie buniek a odlisenie expresie ZAP-70
na patologickom klone B lymfocytov od vyraznej pozitivity ZAP-70 v cy-
toplazme T a NK lymfocytov. Expresia ZAP-70 moze byt relevantnejsim
prognostickym indikdtorom definujucim B-CLL s horsou progndézou pri
nemutovanom IgV,, statuse.

Tento ¢ldnok vznikol na zdklade vyskumnych aktivit v projekte, ktory
bol podporeny v rdmci OP Viyskum a vyvoj, s ndzvom: Viyskumné centrum
modernych technoldgii monitorovania a diagnostiky ochoreni ohrozujucich
verejné zdravie, ITMS 26220220197, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho
fondu regiondlneho rozvoja.
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Moznosti laboratornej diagnostiky Neisseria
gonorrhoeae a jej aktudlna rezistencia proti
antibiotikam

RNDr. Peter Pavlik

HPL, spol. s 1. 0., Bratislava

Kvapavka je druhd najcastejsie sexudlne prenosna infekcia. Cefalosporiny tretej generacie ostali ako jedinou moznostou pre empiricku
liecbu gonorey. Dolezita je dosledna diagnostika a zaroven spravne zvolena terapia, aby sa zabranilo zvySovaniu rezistencie. V roku 2014
sme zaznamenali 2,7 % rezistentnych kmenov proti cefiximu. Penicilinové, chinolénové a tetracyklinové antibiotika sa vo velkej miere
na Slovensku pouzivaju v empirickej terapii gonokokovych infekcii aj napriek ich vysokej rezistencii.

Klacové slova: Neisseria gonorrhoeae, gonorea, kvapavka, rezistencia.

The options for laboratory diagnosis of Neisseria gonorrhoeae and the current situation of antimicrobial resistance.

Gonorrhoea is the second most common bacterial sexually transmitted infection. Third-generation cephalosporins are the last remaining
options for first-line treatment of gonorrohea. Consistent diagnosis and a suitable therapeutic option are necessary to prevent increasing
resistance. In 2014, cefixime resistant isolates were detected in 2.7 % cases. In Slovakia, penicillin, tetracycline and quinolone antibiotics

are widely used in the first-line therapy of gonococcal infections in spite of their high resistance.

Key words: Neisseria gonorrhoeae, gonorrhoea, antimicrobial resistance.

Kvapavka - gonorea

Gonorea je po chlamydiovych infekcidach druhé najcastejsie diagnos-
tikované pohlavne prenosné ochorenie. Vyvolava ju gram-negativny
diplokok Neisseria gonorrhoeae, ktory adheruje a preniké do sliznice, kde
vyvoldva zépal. Této infekcia je obycajne lahko liecitelnd a v pripade Uspes-
nej lie¢by nezanechdva trvalé nasledky. Lie¢ba sa stala problematickou
po objaveni sa a ndslednom zvysenf rezistencie na pouzivané antibioti-
kd, preto treba venovat pozornost dokladnej laboratérnej diagnostike
a spravne zvolenej liecbe.

Klinické priznaky

K prenosu kvapavky dochddza takmer vylu¢ne prostrednictvom
sexudlneho styku, preto najcastejsie postihuje mocovo-pohlavné organy.
U muzov sa gonorea prejavuje typickym hnisavym vytokom z mocovej
rury, bielej az Zltej farby a rezanim alebo palenim pri moceni. U Zien hlieno-
vitym az hnisavym vytokom z posvy, bolestou v podbrusf a pri pohlavnom
styku. Bezpriznakovy priebeh infekcie sa uddva u 10 % muzov a 50 %
Zien. Nelie¢ené alebo nespravne lie¢ené ochorenie moéze prejst do chro-
nického stadia. U Zien moze postupujica infekcia zasiahnut Bartoliniho
Zlazu a organy malej panvy (PID). U muzov sa chronické infekcia prejavi
naj¢astejsie zapalom nadsemennikov (epididimitis). U oboch pohlavf
v pripade zanedbanej liecby moze prist az k systémovej infekcii, ktora
sa prejavuje polyartralgiou, tenosynovitidou a dermatitidou. Zriedkavo
sa systémova infekcia moze prejavit sepsou, endokarditidou alebo me-
ningitidou. K prenosu infekcie z chorej matky do oka novorodenca méze
prist pri pérode. O¢né forma sa vyskytuje i u dospelého ¢loveka pri nedo-
stato¢nej osobnej hygiene autoinfekciou z genitélnej oblasti. Zriedkavé
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nebyvaju ani faryngedine a rektalne infekcie v zavislosti od sexudlnych
praktik pouzivanych postihnutou osobou. Maju nespecifické priznaky,
ktorymi su: podrazdena sliznica, bolest hrdla, svrbenie alebo bolest v ko-
nec¢niku. Vo vécsine pripadov extragenitalnych infekcii sa na ne nemysli
a ostavaju nediagnostikované. Takito pacienti su rezervodrom na dal3ie
Sirenie infekcie (1, 2).

Diagnostika

Mikroskopické a kultiva¢né vy3etrenie

Kultivacné vysetrenie zostdva Standardnym postupom v diagnostike
kvapavky. Vhodné je hlavne v akiitnom $tadiu infekcie. Dokazuje pritomnost
Zivotaschopnych baktérii. Toto vysetrenie moze byt falosne negativne v pri-
pade predchadzajlcej antibiotickej terapie. Vzorky sa kultivujui na selektivnej
pode v atmosfére so zvysenou koncentréciou CO,. Izolované kmene st dalej
identifikované diagnostickymi testami. Vyhodou tejto metédy je moznost
stanovenia citlivosti na antibiotikd, <o ma vyznam pre spravnu volbu liecby,
vzhladom na zvysujucu sa rezistenciu. SUcastou kultivatného vysetrenia je
aj mikroskopické vysetrenie, ktoré je rychle a v pripade pozitivneho nélezu
uz v den prijatia vzorky umoznuje predbezne diagnostikovat gonokokovu
infekciu na zaklade pritomnosti leukocytov a gramnegativnych diplokokov
v typickom mikroskopickom obraze.

Dokaz DNA Neisseria gonorrhoeae metédou PCR
Najmodernejsie su molekularno-biologické diagnostické metddy,

ktoré dokazuju pritomnost DNA gonokokov vo vzorke. Vyhodou PCR

vysetrenia je jeho vysoka senzitivita. Deteguje aj mftve alebo malo vitdlne



baktérie, ktoré by kultivatné vysetrenie nedokazalo. V pripade pozitivneho
nélezu je vhodné doplnit kultivacné vysetrenie a stanovit citlivost na anti-
biotikd. Vyhodou tejto metddy je aj moznost sUcasne vysetrit pritomnost
DNA Chlamydia trachomatis spolu s DNA Neisseria gonorrhoeae z jednej
vzorky. Limitujucim faktorom moze byt v pripade vzoriek z faryngu alebo
rekta falo$na pozitivita, pretoze nie je vylicena skrizend reakcia s DNA
komenzélnych neisérii pritomnych v hrdle. V tomto pripade je preto po-
trebné potvrdit pozitivny nélez kultivatnym vysetrenim, pripadne inou
molekularno-biologickou metédou.

Odber materialu

Na kultivacné vysetrenie je vhodnym materidlom u muzov vyter
z uretry a ejakulat. U Zien vyter z cervixu alebo posvy. Pri podozreni na
kvapavku je vhodné odobrat aj vyter z tonzil alebo z rekta, podlfa sexu-
alnych praktik pacienta. V pripade o¢nej infekcie sa odoberd ster z o¢nej
spojovky. Tampdny musia byt viozené do transportnej pddy a v obdobf
transportu uchovavané priizbovej teplote, pretoZe gonokoky su citlivé na
vonkajsie prostredie a zmenu teploty. Na Ziadanke je potrebné vyznacit
pozadované kultivacné vysetrenie na Neisseria gonoorhoeae. V pripade
potreby je mozné odobrat tekuté materidly ako hnis, punktat, krv na
hemokultdru alebo likvor.

Na vysetrenie pritomnosti gonokokovej DNA sa na odber pouziva
Specidlna odberové suprava dodavana laboratériom, ktord pozostava
z dvojice tampodnov a skimavky s tekutym transportnym médiom. Je
mozné pouzit aj iny vhodny tampdn na vyter z urogenitdlneho traktu,
tampodn sa vsak musi vlozit do skiimavky bez transportného média.
Vhodnym materidlom z hladiska komfortu pacienta je prvy prid ranného
mocu, ktory obsahuje dostatok epitelovych buniek a baktérii zo sliznice
mocovej rury. Mozné je vysetrit aj vzorky LBC odobraté na cytologické
vysetrenie v rdmci skriningu karcinému kr¢ka maternice.

V pripade neuspesnej antibiotickej terapie je vhodné opakovat kulti-
vacnu analyzu o 3 az 7 dni po ukoncenf lie¢by. V pripade, Ze je vysledok
negativny, po tyzdni od ukoncenia terapie je potrebné zopakovat analyzu
metddou PCR. U pacientov po Uspesnej lie¢be je odporicané zopakovat
analyzu metédou PCR 2 tyZdne po ukonceni terapie.

Prehlad rezistencie na antibiotika

Gonokoky si postupne vytvorili rezistenciu proti antibiotikam, ktoré
sa pouzivaju v liecbe. Zo vietkych skupin antibiotik ostali cefalosporiny
tretej generdcie jedinou volbou na empirickd terapiu. V Azii boli dokonca
izolované kmene, ktoré boli rezistentné proti vietkym dostupnym antibio-
tikdm (3). Dolezity je neustdly monitoring vyvoja rezistencie a aktualizécia
smernic pre antibioticku terapiu. V Eurdpe tuto funkciu vykonédva Eurdpske
centrum pre kontrolu a prevenciu choréb (ECDC) prostrednictvom pro-
gramu EuroGASP (European Gonococcal Antimicrobial Surveillance
Programme). V rdmci tohto programu sa vykonava testovanie citlivosti
na antibiotikd zaslanych izolatov zo vietkych zdcastnenych krajin. Prehlady
atrendy vyvoja rezistencie su vyhodnocované spolu s epidemiologickymi
datami ziskanymi pomocou dotaznikov. Tieto Udaje su velmi cenné na
tvorbu stratégie na spomalenie Sirenia rezistencie, najma prostrednictvom
aktualizacie smernic pre terapiu a diagnostiku ochorenia a $frenim osvety

Obrdzok 1. Prehlad rezistencie kmenov N. gonorrhoeae proti antibiotikdm
v roku 2014
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Obrdzok 2. Pouzité antibiotikd v empirickej terapii kmenov N. gonorrho-
eae izolovanych v roku 2013

H peniciling B chinokény B cefalosporing 3G M azitromycin B tetracykling

medzi odbornou verejnostou. Stcastou surveillance je aj zavedenie hla-
senia a Setrenia pripadov zlyhania terapie cefalosporinmi tretej generacie
do epidemiologického informacného systému (EPIS). Slovensku republiku
v tejto surveillance zastupuje laboratérium HPL, spol. s r. 0. v spolupraci
s niektorymi dalsimi mikrobiologickymi laboratériami.

Najvacsia pozornost sa momentalne venuje rezistencii cefalosporinov
3. generdcie, ktoré ostali jedinou skupinou antibiotik vhodnych na empi-
rickd terapiu gonokokovych infekcii. Sledovanie rezistencie cefalosporinov
bolo zaradené do eurdpskej surveillance v roku 2009, ked rezistencia proti
cefiximu dosahovala 5,1 %, najvyssia bola v roku 2010 8,7 %, v roku 2011
76 % a v roku 2012 bol zaznamenany pokles rezistencie na 3,9 %.
Rezistencia na ceftriaxon bola zaznamenand velmi sporadicky. Penicilindzu
produkovalo priblizne 10 % kmenov. Najvyssiu rezistenciu dosahuje ci-
profloxacin, v roku 2009 63 %. V roku 2012 to bolo 50 %. Rezistencia proti
azitromycinu bola okrem roku 2009 menej ako 10 % (4).

Vroku 2014 sme v laboratéridch HPL, spol. s r. o, kultiva¢nym vysetrenim
dokézali 225 pripadov gonokokovej infekcie. Rezistencia proti cefiximu (CFM)
dosiahla 2,7 %, ¢o je pod 5 % hranicou, ked je eSte mozné antibiotikum pouzit
ako liek prvej volby. Citlivost na ceftriaxdn (CTR) bola testovand iba pri kme-
noch, ktoré mali hrani¢ni MIC, alebo boli rezistentné na cefixim. Pri tychto
kmerioch nebola zaznamenana rezistencia proti ceftriaxénu. Na penicilin
(PNC) bolo citlivych len 17,3 % kmenov. Rezistencia proti ciprofloxacinu (CIP)
dosiahla 674 % a na tetracyklin (TTC) bolo citlivych 44,6 % kmenov (obrazok 1).
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V rdmci ziskavania epidemiologickych udajov pomocou dotaznikov
bolo zistované, aké antibiotika boli pouzité v empirickej terapii. Podla
eurdpskej smernice st volbou na liecbu v prvej Iinii cefalosporiny 3. gene-
racie, ktoré boli podané len v 30 % pripadov. V ostatnych pripadoch boli
podané antibiotiké chinolénové (23 %), tetracyklinové (22 %), penicilinové
(19 %) a makrolidové — azitromycin (6 %) (obrazok 2). Pouzivanie antibiotik,
proti ktorym je vy3sia ako 50 % rezistencia, je v empirickej terapii neefektiv-
ne, predlzuje sa tak diskomfort pacienta a zvysuije sa riziko dalsieho sirenia
infekcie. Azitromycin nie je vhodné pouzit v monoterapii gonokokovej
infekcie, ale iba v kombindcii s inymi antibiotikami.

Terapia gonokokovych infekcii

Akutna gonokokova infekcia je v pripade pouzitia adekvétnej terapie
pomerne lahko liecitelna. Dolezity je vyber antibiotika na liecbu v prvej
Iinii. Vzhladom na vysoku rezistenciu zo vietkych skupin antibiotik ostali
vhodné na pouzitie v empirickej terapii len cefalosporiny 3. generacie.
V pripade nekomplikovanej akutnej infekcie je mozné podat intramus-
kuldrne ceftriaxdn 500 mg v jednorazovej davke alebo perordlne cefixim,
400 mg v jednorazovej davke spolu s azitromycinom peroralne 2 g.

Podla eurdpskych odporicani sa v empirickej terapii odporica podavat
v prvej Iiii ceftriaxdn intramuskularne (5). Vzhladom na preskripcné ob-
medzenie ceftriaxdnu a nizsiu rezistenciu ako 5 % pri cefixime v Slovenskej
republike je alternativnou moznostou podanie cefiximu. Cefalosporiny mézu
mat znizeny Ucinok na Neisseria gonorrhoeae v hrdle v pripade faryngedalnej
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infekcie, preto by mal byt sicasne podany aj azitromycin peroralne 2 g
v jednorazovej davke. Azitromycin mé s cefalosporinmi synergicky Ucinok a je
ucinny aj v pripade sticasnej chlamydiovej infekcie. Ostatné antibiotikd by mali
byt pouZité len na zaklade vysledkov testovania citlivosti v pripade, Ze je kmer\
na dané antibiotikum citlivy. Je moZné podat ciprofloxacin peroraine 500 mg
v jednorazovej davke. Tetracyklinové antibiotikd sa odportcaju podavat iba
v kombindcii s cefalosporinmi 3. generécie v pripade terapie komplikovanych
infekcif alebo pri sicasnej chlamydiovej infekcii (doxycyklin perordlne 100 mg
dva razy denne po obdobie 7 az 10 dni).
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CYTOLOGIA A PATOLOGIA

CINtec PLUS - nase skusenosti

MUDF¥. Zuzana Duricova
Medicyt, s.r. 0., clen MEDIREX GROUP, Bratislava

Karcinom krcka maternica patri medzi najcastejsie onkologické ochorenie u zien na Slovensku. Cytologicka diagnostika ma nezastupi-
telnu ulohu vo véasnej detekcii predrakovinovych stadii. Detekcia lahkych a tazkych dysplazii je v LBC efektivnejSia na rozdiel od tzv.
konvencnej cytologie a taktiez ponuka moznost imunocytochemického vysetrenia dualnou protilatkou Ki67 a p16. Uskutoc¢nili sme
analyzu 81 vysetreni, kde sme evidovali od jednej pacientky cytologické vysetrenie a nasledne bioptické vysetrenie kréka maternice.
Vysledky preukazali, Ze vySetrenie LBC pomocou duadlnej protilatky nam ponuka lepsie odhadnutie rizika mozného vzniku nadorovej
proliferacie skvamoézneho epitelu krcka maternice.

Klucové slova: Liquid-based cytolégia (LBC), imunocytochémia, dudlna protilatka CINtec PLUS, dysplazie, analyza.

CINtec PLUS - our experiences

Cervical carcinoma belongs among the most frequent oncological diseases in Slovak women. Cytological diagnostics plays an irrepla-
ceablerole in early detection of precancerous stages. LBC offers a more effective way of detecting low-grade and high-grade dysplasia
apart from the so called conventional cytology while providing also the possibility ofimmunocytochemical examination with dual Ki67/
p16 antibody. We have shown an analysis of 81 examinations including cytological examination of a single patient followed by biopsy
examination of the cervix. The findings have proven that dual stain LBC examination offers a better estimate of the risk of possible can-
cerous proliferation of squamous cervical epithelia.

Key words: Liquid-based cytology (LBC), immunocytochemistry, CINtec PLUS dual antibody, dysplasia, analysis.
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Uvod

Karcindm krcka maternice tvorf druht najcastejsiu rakovinu u Zien vo
svete i na Slovensku. V etioldgii vzniku ochorenia zohrdva rozhodujucu
uUlohu pretrvévajuca infekcia vysokorizikovymi typmi fudského papilo-
mavirusu (HR HPV).

V¢asna detekcia predrakovinovych $tadii ochorenia, tzv. dysplazif (skva-
moznych a glanduldrnych), méze zésadnym spdsobom redukovat vyskyt
rozvinutych foriem tohto ochorenia, a znizit tak mortalitu. Cytologicka
diagnostika ma preto nezastupitelnu Ulohu v diagnostike tohto ochorenia.

Skrining rakoviny kr¢ka maternice ponuka dve moznosti vysetrenia:
1. Cytologicky test, ktory je zalozeny na mikroskopickom zhodnotenti

morfoldgie buniek, ¢o je pomerne lacng, senzitivna a Specifickd me-

téda, avsak ma svoje limity.
V sl¢asnosti méme dve moznosti vysetrenia v cytoldgii steru

z kreka maternice. Prvou je klasick3, tzv. konvencna cytoldgia, ked'sa

ster odobraty z kr¢ka maternice natrie na podlozné sklicko, zafarbf sa

a nasledne ho cytoldg vyhodnoti vo svetelnom mikroskope. Druhou

je Liquid-based cytoldgiu (LBC), ked sa ster odobraty z kr¢ka materni-

ce odoberie do Specidlneho média vo vidlke a nasledne spracovava

v laboratériu. LBC ponuka na rozdiel od konvenénej cytoldgie viac

moznosti ako len morfologické vyhodnotenie, medzi ktoré patria

HPV testy, vysetrenie na chlamydie a neisseria gonorrhoea, pripadne

stanovenie inych molekuldrnych markerov. Detekcia lahkych a tazkych

stupnov skvamodznych intraepitelidlnych 1ézif je v LBC ovela efektiv-
nejsia pre vyssiu kvalitu vzoriek a moznost imunocytochemického
vysetrenia dudlnou protildtkou Ki67 a p16.

2. Genetické vysetrenie steru na HR-HPV, ked' sa stretdvame s vysokou
prevalenciou najma u mladych Zien, z ktorych vacsina infekciu spon-
tanne eliminuje, tdto metdda je viak financne naro¢nejsia.

Imunocytochemické vysetrenie dualnou protilatkou
p16 a Ki67

Protein p16 INK4 hré klticovu dlohu v regulacii G1-S prechodu v bunko-
vom cykle. Over-expresia tohto proteinu je priamo spojena s onkogénnou
transformaciou cervikalnych buniek.

Obrdzok 1. HSIL (farbenie podla Papanicolaua, PAP, zvac¢senie: 20-krét)
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Obrdzok 2. HSIL (imunocytochemické farbenie Ki67/p16, CINtec plus,
zvacsenie: 20-krat)

Ki67 je labilny non-histénovy nukledrny protein prolifera¢ne aktivnych
buniek. Detekciou p16 a Ki67 imunocytochemickym farbenim dudinou
protildtkou sa zvysuje zachyt zavaznych foriem skvamodznych intraepi-
telovych lézif.

V naSom laboratériu sme uskutocnili analyzu spolu 81 vysetreni, ked

sme evidovali od jednej pacientky cytologické vysetrenie a nasledne aj

bioptické vysetrenie kr¢ka maternice.
Vysledky analyzy:

— 16 pacientok s cytologickym zdverom ASUC (atypické skvamdzne
bunky neurcitého vyznamu), z nich vsetky boli imunocytochemicky
p16/Ki67 negativne a nasledne v bioptickom vysetreni boli bez verifi-
kovanej cervikdlnej intraepitelovej neoplézie alebo s lahkym stupriom
cervikdlnej intraepitelovej neoplazie (CIN I);

— 17 pacientok s cytologickym zdverom ASCGH (atypické skvamdzne
bunky, nemozno vylucit dyspldziu tazkého stupna), z nich 16 bolo
imunocytochemicky p16/Ki67 pozitivnych a nasledne v bioptickom
vysetreni bolo 14 z nich verifikovanych ako stredne tazkd az tazka
cervikélna intraepitelové neoplazia (CIN Il - Ill), T pacientka ako lahka
cervikdlna intraepitelova neoplazia (CIN 1) a jedna pacientka bola bez
dysplézie;
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— 39 pacientok s cytologickym zdverom LSIL (lahké skvamodzna intraepi-
telova Iézia), z nich bolo 7 imunocytochemicky p16/Ki67 pozitivnych
a nasledne u vietkych siedmich bola biopticky verifikovana stredne
tazké az tazka cervikélna intraepitelova neoplazia (CIN Il - lll);

— 9 pacientok s cytologickym zaverom HSIL (tazkd skvamdzna in-
traepitelova 1ézia), z nich boli vietky imunocytochemicky p16/Ki67
pozitivne a u vietkych bola biopticky verifikovana stredne tazka az
tazka cervikalna intraepitelovéa neoplazia (CIN 11 = 11I).

Zaver

Imunocytochemické vysetrenie LBC pomocou dudlnej protildtky
CINtec PLUS p16/Ki67 nam ponuka lepsie odhadnutie rizika mozného
vzniku nadorovej proliferacie skvamdzneho epitelu kréka maternice.
Kombindacia dvoch markerov p16 a Ki67 sa zda uzito¢nym pomocnikom
pri diagnostike high-grade dysplastickych 1ézii s moznym potencidlom
malignej transformdacie. Pozitivita imunocytochemického vysetrenia
nas nabada k nevyhnutnému doplneniu genetickym vysetrenim na HR
HPV (mRNA E6/E 7), a tym poméha k zlep3eniu celkového manazmentu
pacientky.

Tento ¢ldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Vyskum a vyvoj pre pro-
Jjekt: Dobudovanie technickej infrastruktdry v oblasti vyskumu diagnostickych
postupov a metdd v rdmci véasnej diagnostiky najéastejsich onkologickych
ochoreni Zien, ITMS 26210120026, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho
fondu regiondineho rozvoja.
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Mucinoézne karcinomy ovdria
— novinky v diagnostike z pohladu patologa

MUDr. Tomas Torday
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., ¢len MEDIREX GROUP

Primdrne mucinézne karcinémy ovaria st pomerne vzacne novotvary patriace do kategdrie tzv. nadorov z povrchového epitelu ovaria. Histo-
logicky ide prevazne o karcinémy intestinalneho typu. Z klinického hladiska toto ochorenie postihuje najma Zeny po 5. dekade Zivota a pre-
zentuje sa vacsinou v |. az Il. $tadiu ochorenia, pricom pacientky v prvom stadiu (ochorenie viazané na ovarium) maju velmi dobri prognézu
velkosti viac ako 10 - 13 cm, povrch ovaria byva spravidla hladky, bez nadorovej infiltracie. Histologicky rozliSujeme dve formy invazie v teréne
mucinézneho karcinému, a to expanzivny typ a destruktivny (infiltrativny) typ. Imunohistochemicky profil tychto karcindmov je pomerne
variabilny (cytokeratin 7+, cytokeratin 20+/-, CDX2+/-, ER-, PR-, PAX8 -/+, WT1-, DPC4+) a nespecificky. Vyznam tychto novotvarov spociva najma
v nutnosti odliSenia primarneho mucinézneho karcinému ovéria od metastazy mucinézneho karcinému z iného origa (¢astejsia alternativa).
Najcastejsim origom metastatickych naddorov je najma hrubé ¢revo (vratane apendixu), zaltidok, pankreatikobiliarny trakt ¢i endocervix. Na od-
lisenie primarneho od sekundarneho novotvaru je nevyhnutné zhodnotenie komplexu klinickych tidajov, makroskopického a mikroskopického
nalezu a napomocné je ajimunohistochemické vysetrenie. Ovarialne postihnutie mucinéznym tumorom asociovanym s tzv. pseudomyxoma
peritonei sa v sicasnosti povazuje takmer vzdy za sekundarne (prevazne asociované s low-grade apendikalnym mucinéznym tumorom).

KlGéové slova: ovarium, mucinézny karcin6m, metastaza.

Mucinous ovarian carcinomas - what’s new in the pathological diagnostics

Primary ovarian mucinous carcinomas are relatively rare neoplasms in the category of surface epithelial ovarian tumors. Histologically, these
tumors are in the majority of cases of intestinal type. From clinical point of view, this disease affects women after 5th decade of life and presents
in oncological stage | or I, and patients in the first stage (disease confined to the ovary) have very good prognosis (5-year survival in 90% of cases).
On the other hand, the chemosensitivity of these neoplasms is relatively low. In general, the vast majority of primary mucinous carcinomas is
unilateral, measuring more than 10-13 cm in diameter, the ovarian surface is smooth, without neoplastic infiltration. Histologically, there are
two different patterns of invasion recognised within mucinous carcinomas — expansile and infiltrative type. Inmunohistochemical profile of
these tumors is variable (cytokeratin 7+, cytokeratin 20+/-, CDX2+/-, ER-, PR-, PAX8-/+, WT1-, DPC4+) and non-specific. It is of greatimportance to
distinguish primary ovarian mucinous carcinoma from metastatis of mucinous carcinoma of other origin (more frequent alternative). The most
frequent origins of metastatic tumors are mainly colon (including vermiform appendix), stomach, pancreaticobiliary tract and endocervix. To
arrive at the correct diagnosis (primary vs metastatic disease), it’s crucial to evaluate all the available clinical, macroscopical and microscopical
findings (including immunohistochemical analysis). Ovarian involvement by mucinous tumor associated with the so-called pseudomyxoma
peritonei is nowadays considered secondary in most of the cases (mainly associated with low-grade appendiceal mucinous neoplasm).

Key words: ovary, mucinous carcinoma, metastasis.
Newslab, 2015; ro¢. 2(1): 47-50

Uvod

Primarne mucindzne karcindbmy ovaria si pomerne vzacne a tvoria priblizne
2 — 3 9% vsetkych ovaridlnych karcinémov. Malignych je 10 % v3etkych mu-
cindznych nadorov. Histologicky ide zvac¢sa o karcindmy intestindlneho typu
(1). V poslednych rokoch doslo k vyznamnému progresu v porozumeni tychto
novotvarov. Hoci mucindzne tumory ovaria sa zaraduju klasicky do kategérie
nadorov z povrchového epitelu ovaria, tento pévod nie je dokazatelny pri vet-
kych pripadoch. Mozny je aj pévod zo zarodocnych buniek (napriklad asocidcia
steratdmom), pripadne pomerne Casté je spojenie s Brennerovym tumorom (2, 3).

Klinicky nalez
Ovaridlne mucindzne karcindmy postihujt zvacsa zeny po piatej dekade
Zivota, vynimocne sme viak zaznamenali vyskyt aj u mladsich Zien (dokonca

aj v detskom veku). Rizikové faktory pre tuto skupinu nddorov nie su jedno-
zna¢ne definované. Prekurzorom mucindzneho karcinému je pravdepodobne
mucindzny cystadenom/borderline tumor. Mucindzny karcindm je vacsinou
viazany na jedno ovarium (prezentujuci sa v 70 — 80 % pripadov v prvom stadiu
ochorenia), zriedka sa $iri mimo ovéria do peritonedlnej dutiny (4).

Prognéza

Mucindzne karcinomy v Stadiu | maju vybornu progndzu s 90 % 5-ro¢nym
prezivanim. Primdrne karcinémy, ktoré sa prezentuju v pokrocilom Stadiu, st zried-
kavé, vo vacsine pripadov pokrocilého ochorenia v skuto¢nostiide skor o metastazu
mucinézneho karcinému do ovdria ziného origa. Primarne mucindzne karcindmy
s peritonedlnym Sirenim vsak maju pravdepodobne horsiu prognézu ako serézne
karcinémy s podobnym rozsahom ochorenia (5). Histologicky expanzivny typ invazie
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Obrdzok 1. Mucindzny karcindm ovéria s expanzivnym typom invéazie Obrdzok 2. Mucindzny karcindm ovaria s destruktivnym (infiltrativnym)
(farbenie hematoxylin-eozin, objektiv 4-krét) typom invézie (farbenie hematoxylin-eozin, objektiv 4-krat)

Obrdzok 3. Imunohistochemické pozitivita cytokeratinu 7 v mucinoz- Obrdzok 4. Fokéilna imunohistochemicka pozitivita cytokeratinu 20 (cyto-
nom karcindme ovdria (cytoplazmatickd pozitivita vizualizované vo forme plazmatickd) v ¢asti mucinézneho tumoru ovaria (objektiv 4-krat)
hnedej farby, objektiv 10-krat) =)

e v-:‘

Obrdzok 5. Imunohistochemickd jadrova pozitivita CDX2 v mucinéznom Obrdzok 6. Imunohistochemické vysetrenie estrogénového receptoru,

y, objektiv 20-krat) bez expresie v mucindznom karcinéme ovaria (objektiv 10-krat)

NEWSLAB | 2015; 1(1)




CYTOLOGIA A PATOLOGIA

Tabulka 1. Moznosti odlisenia primarneho a metastatického mucinézneho karcindmu v ovériu

Primarny mucinézny karciném ovaria

Metastaticky mucinézny karciném do ovaria

Lateralita Unilateralne (> 95 %)

Bilateralne (75 %)

Velkost novotvaru Vacsinou viac ako 10 - 13 cm

Vacsinou menej ako 10 cm

Makroskopické ¢rty Multicysticky, mozné solidne oblasti, povrch hladky

Noduldrny charakter, s postihnutim povrchu, niekedy viak
mozny hladky povrch

Lokalizacia tumoru Intracystickd, v strome ovéria

Povrchové noduly, postihnutie kortikalnej stromy

Mikroskopické crty

Prevazne expanzivny typ invézie, dobre diferencovany mucinézny epitel

Infiltrativny/destruktivny charakter rastu v dezmoplastickej strome

Extraovaridlne postihnutie Vacsinou nepritomné

Casto pritomné

sa povazuje za prognosticky lepsi ako destruktivny (infiltrativny) typ invazie. Na
rozdiel od inych typov ovaridinych karcindmov (napriklad high grade serézneho kar-
cinému), mucindzny karciném vykazuje pomerne nizku citlivost na chemoterapiu (1).

Makroskopicky patologicky nalez

Makroskopicky primdrne mucinézne karcindmy dosahuju pomerne
velké rozmery (medidn 20 cm), maju hladky povrch, solidne-cysticky
charakter, pricom cystické priestory su vyplnené hlienistym obsahom.
Moézu obsahovat aj oblasti nekréz a krvacania. Postihnutie ovaria je
typicky jednostranné (vo velkej vacsine pripadov) (1, 2, 3).

Mikroskopicky patologicky nalez

Mucindzne karcindomy intestindlneho typu su spravidla architektonicky
dobre diferencované, byvaju asociované s komponentom mucinézneho
cystadendmu, pripadne mucinézneho borderline tumoru.

Rozlisujeme dve zékladné formy invazie v mucinéznom karcinéme.

Expanzivny typ invazie (Castejsi) pozostava z vyrazne agregovanych
Zlazovych Struktdr s minimalnym mnozstvom stromy medzi Zliazkami
(obrazok 1). Takéto invazivne fokusy by mali dosahovat minimalny rozmer
aspori 5 mm (priemer) alebo plochu aspor 10 mm?2 (1, 3).

Druhym typom invazie je destruktivna invazia (v primarnych novotvaroch
menej Castd), s chaotickou infiltraciou ovaridinej strdmy nadorovymi Zliazkami
(obrézok 2), pripadne izolovanymi bunkami (niekedy charakteru buniek typu
pecatného prstena). Pomerne ¢asté je dezmoplasticka reakcia stromy (2, 3).

Z cytologického hladiska nddorové bunky su vacsinou cylindrického
tvaru, vykazuju variabilnu intracytoplazmatickd produkciu mucinu (zvacsa
detegovatelnd uz pri hematoxylinom-eozinom farbenych preparatoch),
s variabilnym stupriom atypie. Stcastou novotvaru mézu byt aj pohari-
kovité bunky, Panethove bunky ¢ neuroendokrinné bunky (4).

Imunofenotyp

Vac¢sina mucindznych karcindbmov je cytokeratin 7 pozitivnych, s va-
riabilnou pozitivitou cytokeratinu 20 (vac¢sinou fokalnou). Moznd je jadrova
imunohistochemickd expresia CDX2 (marker intestinalnej diferenciacie). Dalsie
markery ako p16, estrogénovy receptor, progesteronovy receptor ¢i WT1 su
typicky negativne (obrazok 3 - 6) (6). VyuZitie imunohistochemickych markerov
v diferencidlnej diagnéze mucindznych tumorov ovéria uvadzame v tabulke 2.

Molekularna patolégia
Primarne mucindzne karcindmy obsahuju pomerne ¢asto mutaciu KRAS
(75 % pripadov). Identické mutacie su detegované aj v teréne okolitého mu-

cinézneho borderline tumoru alebo cystadendmu (ak je pritomny v okolf karciné-
mu), ¢o podporuje ndzory, ktoré tvrdia, ze prekurzormi mucindzneho karcinému
sU mucinézny cystadendm a mucinézny borderline tumor (3, 7). Taktiez v 20 %
pripadov sa v niektorych studidch (taktiez aj nasa osobnd skuisenost) preukézala
amplifikacia a overexpresia génu HER2 (Co mdze mat v buducnosti terapeuticky
vyznam, podobne ako v pripade karcinému prsnika alebo Zaludka) (1,8, 9).

Diferencialna diagnéza

Odlidenie mucindzneho karcindmu od inych primarnych nddorov ovaria
je vo vacsine pripadov jednoduché a je mozné na zaklade posudenia rutin-
nych hematoxylin-eozinom farbenych preparatov. Omnoho zévaznejsim
problémom v diferencidlnej diagndze je viak odlisenie od metastatického
mucinézneho karcindmu, najma vtedy, ak je nddorové postihnutie ovaria
prvym klinickym prejavom ochorenia. Najcastejsim origom metastatického
mucinézneho karcindmu do ovéria je gastrointestinalny trakt (appendix ver-
miformis, hrubé ¢revo, zalidok), pankreatikobilidrmy trakt, cervix uteru, menej
Casto respiracny trakt a iné lokality. Morfologické charakteristiky, ktoré umoz-
nuju odlisenie primarneho od sekundérneho novotvaru, uvddzame v tabulke 1.

Je viak potrebné si uvedomit, Ze morfologické ¢rty uvedené v tabulke
1 sice umozriuju odlidenie primdrnych od metastatickych mucindznych kar-
cinémov vo velkej Casti pripadov, mozné su vsak aj vynimky, ktoré sa neriadia
tymito pravidlami. Napriklad st zndme metastazy mucindzneho karcindmu
z gastrointestindlneho traktu, ktoré dokédzu morfologicky dokonale imitovat
primarny novotvar ovaria (s jednostrannym postinnutim, hladkym povrchom
ovaria, dokonca s vyskytom oblasti, ktoré morfologicky napodobruju mu-
cindzny borderline tumor, pripadne mucinézny cystadendm ovéria) (1, 2, 3,4).

Urcitd pomoc v tychto problematickych pripadoch méze poskytnut
imunohistochemickeé vysetrenie (tabulka 2), avsak v casti pripadov ani to ne-
musi viest k Uspechu (vzhladom na nespecificky imunofenotyp mucinézne-
ho karcindmu ovéria) (6). V dneSnom obdobi neexistuje Ziaden jednoznacne
spolahlivy pozitivny imunohistochemicky marker primarneho mucinézneho
karcindmu ovaria. Imunohistochemické vysetrenie pri odlisenf primarneho
a metastastického mucindzneho karcindmu uvadzame v tabulke 2.

Mucinézne tumory ovaria a pseudomyxoma peritonei
V poslednych rokoch sa preukézalo, Ze takmer vietky pripady tzv.
pseudomyxoma peritonei (PMP) su asociované s primarnym mucinéznym
tumorom apendixu (low grade appendiceal mucinous neoplasm (LAMN)),
pricom postihnutie ovéria je sekunddrne. Pri ovaridlnych mucindznych
tumoroch asociovanych s PMP sa odportca pouzivat nasledovné pojmy:
diseminovana peritonedina adenomucinéza (DPAM), pripadne deskriptivny
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Tabulka 2. Imunohistochemicka diferencidlna diagndza primarnych a sekundarnych mucinéznych karcinémov ovéria

Hrubé crevo Pankreas Zaludok Endocervix (AdenoCa) Pltica (AdenoCa) Primarny MK ovaria
CK7 - + variabilne + + +
CK20 + -/+ variabilne - -/+ +/-
CDX2 + variabilne variabilne —/+ +/-
DPC4 / SMAD4 Strata expresie v 10 %  Strata expresie v 50 % + + + +
TTF1 - - - - -
p16 - - - + - -

Vysvetlivky: MK — mucindzny karciném, AdenoCa — adenokarcindm, CK — cytokeratin

popis ,sekundarne nddorové postihnutie struktiramilow grade apendikal-
neho mucindzneho novotvaru. Pojem PMP je iba klinicky a nie patologicky.
Peritonedlne mucindzne tumory s low grade morfoldgiou su prognosticky
odlisné od mucindznych karcindémov, ktoré maju horsiu prognézu. V pripade
postihnutia peritonedlnej dutiny mucindznym karcinémom je mozné pouzit
pojem peritonedlna mucindzna karcinomatoza (1, 3).

Peroperacna biopsia pri mucinéznych karcinémoch ovaria
Ulohou peroperacnej biopsie ovaria je predbezné stanovenie dignity
novotvaru (benigny, borderline, maligny) a histologického typu novotvaru
(ak je to mozné) za Uc¢elom posudenia rozsahu dalsieho chirurgické-
ho vykonu u pacientky. Nadory ovéria (obzvlast velkych rozmerov) su
morfologicky pomerne heterogénne, kde je mozné striedanie aredlov
s benignou, borderline a malignou morfoldgiou. Stanovenie dignity
novotvaru preto moze byt pocas peroperacnej biopsie problematické,
kedZe vysetrenie len jednej alebo dvoch excizif (z Casového dévodu nie
je mozné rozsiahlejsie vysetrenie) moze viest k falosnému podhodno-
teniu biologickych vlastnosti |ézie. Na jednoznacné posudenie dignity
je ¢asto moznd az definitivna biopsia s rozsiahlym samplingom (1 az 2
excizie na 1 cm priemeru novotvaru). Jednoznacné peroperacné odlisenie
primdrneho od sekunddrneho mucinézneho novotvaru vacsinou nie
je mozné (s vynimkou pripadov, ak je klinicky zndme origo novotvaru),
avsak je mozné pouzit vyssie opisané morfologické a klinické znaky, ktoré
mozu pomoct v diferencidlnej diagnodze (unilateralita verzus bilateralita,
velkost novotvaru, postihnutie povrchu, expanzivny verzus infiltrativny
charakter rastu novotvaru, klinické Udaje o karcindme z inej lokality). V pri-
pade benigneho nélezu (mucindzny cystadendm, pripadne cystadenom
s fokdlnou atypiou) nie je potrebny dalsi chirurgicky vykon. V pripade
mucinézneho borderline tumoru a mucinézneho karcindmu je spravidla
potrebné chirurgické urcenie rozsahu ochorenia (napriklad odstranenie
kontralaterdlneho ovéria, uteru, lymfadenektémia, odobratie vzoriek
z peritonea, omenta, odstranenie apendixu). Metastatické karcindmy si uz
dalsi chirurgicky zakrok za U¢elom urcenia rozsahu ochorenia (v pripade
dokazanej ovaridlnej metastézy a zndmeho origa) nevyzaduju (1).

Zaver

Primérne mucinézne karcinémy ovaria st zriedkavé. Naopak, ¢astejsie su
metastatické mucindzne karcindmy z iného origa (najmé gastrointestinalny
trakt). Uskalim v patologickej diagnostike je fakt, Zze metastatické mucinézne
tumory v ovériu dokézu verne morfologicky imitovat primarne mucinézne
ovaridlne novotvary (vratane mucinézneho borderline tumoru ¢i dokonca
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cystadendmu/cystadenofibromu), pricom odlisenie primarneho od sekun-
dérneho novotvaru mg, samozrejme, velky prakticky vyznam z hladiska terapie
a progndzy. Makroskopické a mikroskopické vysetrenie s rozsiahlym samplingom
novotvaru sice moze vo velkej ¢asti pripadov umoznit odlisenie primarneho od
sekundarneho pévodu mucinézneho karcindmu, aviak pévod novotvaru v Casti
pripadov mdZe zostat nejasny. Imunohistochemicka analyza je taktieZ napo-
mocnd, v sUcasnosti viak neexistuje ziaden Specificky pozitivny marker, ktory by
dokdzal jednoznacne identifikovat primarny mucindzny adenokarcindm ovaria.
Velmi dole7itd je pre patoldga znalost podrobnych anamnestickych a klinickych
Udajov o pacientke, ktoré mdzu znacne spresnit a urychlit samotny diagnosticky
proces. Na jednoznacnu a definitivnu diagndzu je preto nevyhnutna spolupraca
medzi patoldgom, chirurgom, gynekoldgom a onkolégom.

Tento ¢ldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Viyskum a vyvoj pre projekt:
Dobudovanie technickej infrastruktury v oblasti vyskumu diagnostickych postupov
ametdéd v rdmcivcasnej diagnostiky najcastejsich onkologickych ochoreni Zien, ITMS
26210120026, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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Maligny steroid cell tumor vajecnika

MUDr. Peter Veres', MUDr. Pavol Janega, PhD.?
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?Ustav patologickej anatémie LF UK a UN Bratislava

Steroid cell tumory vaje¢nika patria do skupiny sex-cord stromal tumorov, ktoré vznikaijui z ovarialnej strémy. Specializovana stréma je vytvorena
zo sex povrazcov embryondlnych gonad (predchodca Sertoliho, Leydigovych, granul6zovych a thekalnych buniek), ktort charakterizuje hormo-
nalna produkcia; estrogény st produkované thekalnymi bunkami a androgény Leydigovymi bunkami. Steroid cell tumory pozostavaju vylu¢ne
z buniek podobnych bunkam, ktoré produkuju steroidné hormény: luteinnym, Leydigovym a adrenokortikalnym bunkam. Hormonalna sekrécia
vedie k vzniku typickych klinickych symptémov, s androgénnymizmenami, ako je virilizacia a hirzutimus priblizne u polovice pacientov (56 - 77 %),
s estrogénnymi prejavmi a postmenopauzalnym krvacanim priblizne u 6 - 23 %. Sekrécia kortizulu u 6 - 10 % tumorov méze zapricinit vznik Cu-
shingového syndromu. Steroid cell tumory su zriedkavé, predstavuju menej ako 0,1 % ovaridlnych tumorov. Vyskytuju sa v kazdom veku, od 2 do
80 rokov, priemerne v 42. roku Zivota. Maligne steroid cell tumory st zvycajne charakterizované zvy$enou mitotickou aktivitou (2 a viac mitéz/HPF),
pritomnostou nekrdz, krvacanim a jadrovymi atypiami, priemer tumoru je zvycajne vacsi ako 7 cm. Tumory su typicky inhibin a kalretinin pozitivne.
Diagnéza by mala byt stanovena na zaklade korelacie klinickych symptémov a detailného mikroskopického aimunohistochemického vysetrenia.

KlGcové slova: vajecnik, sex-cord stromal tumor, sterod cell tumor.

Malignant steroid cell ovarian tumors

Steroid cell tumors are a group of sex cord-stromal tumors, which arise from ovarian stroma. Specialized stroma of the genital ridge is
derived from sex cords of the embryonal gonad (precursors of Sertoli cells, Leydig cells, granulosa and thecal cells) characterized by
hormonal production; oestrogens by thecal cells and androgenes by Leydig cells. Steroid cell tumors are composed entirely of cells
resembling steroids secreting cells: lutein, Leydig and adrenocortical cells. The hormonal production causes typical clinical symptoms,
about half of patients (56-77%) present with androgenic symptoms, virilisation and hirsutism, about 6-23% with oestrogenic symptoms
and postmenopausal bleeding. The cortisol secretion in 6-10% of tumors may cause Cushing syndrome. Steroid cell tumors are rare,
account for <0.1% of all ovarian neoplasms. They occur at any age, from 2 to 80 years, with the mean in 42 years. Malignant steroid cell
tumors are usually accompanied by increased mitotic activity (2 and more mitoses/ HPF), presence of the necrosis, hemorrhages and
nuclear atypias, the tumor mean diameter is usually over 7 cm. Tumors are typically positive for inhibin and calretinin. The appropriate
diagnosis should be made on the correlation of clinical symptoms and detailed microscopical and immunohistochemical assessment.

Key words: ovary, sex cord-stromal tumor, steroid cell tumor.
Newslab, 2015; ro¢. 2(1): 51-54

Uvod

Steroid cell tumory ovéri patria do skupiny sex-cord stroméalnych tumorov.
Su tvorené bunkami produkujucimi steroidné hormony, podobné luteinnym,
Leydigovym bunkam alebo bunkdm koéry nadoblicky. Nazov steroid cell tumory
sa pouziva od roku 1979, ked'ich zo skupiny povodnych lipoid cell tumorov
vyclenil Scully (1). Nadory z tychto buniek su relativne zriedkavé a tvoria asi 0,1 %
vdetkych naddorov ovéria. Rozdelujeme ich na zéklade ich pévodu do dvoch
podtypov patriacich do skupiny luteinnych alebo Leydigovych buniek. Tretiu,
najvacsiu skupinu, tvoria nddory, kde pdvod nie je mozné jednoznacne identifi-
kovat (tabulka 1) a predstavuju asi 60 % vietkych steroid cell tumorov ovaria (2).

Tabulka 1. Klasifikacia steroid cell tumorov

A. Skupina nadorov z luteinnych buniek

(1) Stromalny lutedm

B. Skupina nadorov z Leydigovych buniek

(1) Leydig cell tumor, ne-hilozny typ

(2) Leydig cell tumor, hilézny typ (hilus cell tumor)
C. Steroid cell tumory, NOS

Sekrécia réznych steroidnych hormoénov vedie k charakteristickym
klinickym prejavom. Naj¢astejsie pozorovana produkcia androgé-
nov sposobuje virilizdciu a hirsutizmus (3, 4). Produkcia estrogénov
sa podiela na vzniku postmenopauzélneho krvéacania, ktoré méze
byt jedinym prejavom nadoru u starsich Zien (5), méze vsak viest aj
k vzniku pred¢asného vaginalneho krvacania a galaktorey u detf (6).
Zriedkavejsia je hyperkortizolémia, ktora spdsobuje vznik Cushingovho
syndromu (7). Nddory moézu imitovat alebo sa vyskytnut sicasne
s kongenitdlnou adrenalnou hyperplaziou v mladsich vekovych sku-
pindch, ¢co mbze viest k nespradvnemu diagnostikovaniu pacientky
(8). K ¢astym klinickych priznakom patri aj zvacsenie a bolesti brucha.
Cast nadorov véak moze byt aj klinicky nema, bez vzniku jednoznac-
nych priznakov. Asi 25 % nadorov nevykazuje zvysend hormonalnu
produkciu (2, 4, 9, 10).

Vekovy vyskyt steroid cell tumorov je velmi Siroky, boli pozorované
u pacientok vo veku od 2 do 80 rokov (priemerny vek vyskytu je 43 rokov).
Spravidla su unilaterdine (v 6 % moézu byt bilateralne). Liecba je prevazne
chirurgicka (2, 9).
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Kazuistika

Material a metédy

Opisujeme v bioptickej praxi pomerne vzacny typ nddoru u 59-ronej
Zeny vyplnujuci oblast malej panvy. U pacientky bola pred piatimi rokmi
vykonand hysterektémia s obojstrannou adnexektémiou. Indikacia opera-
cie ako i zistené histopatologické nalezy sa nepodarilo zistit. V sic¢asnosti
sme dostali na vysetrenie vzorky nddoru, ktory nasledne generalizoval
a pacientka zomrela.

Na histologické vysetrenie sme dostali v Siestich nddobach ulozené
Casti nddoru (najvacsia mala rozmery 24 x 15 x 15 cm, ostatné fragmenty
mali najvacsi rozmer 2 az 3 cm). Vzorky boli fixované v 4 % formaldehyde.
Nadorové tkanivo malo solidnu makrostruktudru, sivoZItd, miestami hnedu
farbu s loziskami zakrvécania.

Tkanivo bolo spracované standardnym spdsobom, po zafixovan( boli
vzorky zaliate do parafinovych blockov, narezané na 3 cm hrubé rezy
a ofarbené hematoxylinom-eozinom a farbenim retikulinovych vidkien
podla Gomoriho. Cast preparatov bola rutinne spracovand pre imuno-
histochémiu; 3 cm hrubé rezy boli deparafinizované, rehydratované vo
fosfatmi pufrovanom fyziologickom roztoku a inkubované s protilatkami
na dokaz cytokeratinov CKAE1/3, CK8/18, CK7 a CK20, vimentinu, alfa-inhi-
binu, EMA, kalretininu, melan A, HMB45, CD99, S-100 proteinu, CD10, WT-1,
chromograninu A, NSE, AFP, PLAP a CD117. Rezy boli ndsledne inkubované
so sekunddrnou protildtkou Envision, polymérom anti-mouse anti-rabit
konjugovanym s HRP a vizualizované prostrednictvom DAB. Vsetky che-
mikalie pochadzali od vyrobcu DAKO (Glostrup, Denmark). Farbenia boli
zrealizované na imunoanalyzétore BenchMark ULTRA VENTANA podla
vyrobcom predpisaného protokolu.

Vysledky

V standardnom farbeni hematoxylinom-eozinom nachddzame
stredne velké a velké okruhle alebo polygonaine nddorové bunky s eo-
zinofilnou jemne granulovanou cytoplazmou, fokalne so svetlymiintra-
cytoplazmatickymi vakuolami a so zretelnou konturou cytoplazmovej
membrany. Jadra su ulozené centrdlne, vykazuju stredny aZ tazky stupen
pleomorfie, maju ndpadne zvdciené jadierko, miestami su zachytené
jadrové pseudoinkltzie. Pritomné su pocetné mitdzy. Reinkeho krystaly
nie su zachytené v ziadnej hodnotenej vzorke. Bunky s usporiadané
do difdzne rastucich Struktdr, hniezd a povrazcov. Retikulinové vldkna
obklopuju kazdd bunku. Stréma nadoru je pomerne chudobn4, fibrézna,
miestami edematézne presiaknutd. Ku kompletnosti exstirpacie nddoru
sa z daného materidlu vzhladom na fragmenty nedalo jednoznac¢ne
vyjadrit (obrédzky 1, 2, 3).

Nédorové bunky vykazujd imunohistochemickd pozitivitu na alfa-in-
hibin, kalretinin, CKAE1/3, vimentin, CD99 a melan A. Imunohistochemicky
su negativne na CEA, EMA, CK8/18, CK7, CK20, CD10, chromogranin A, NSE,
WT-1, S-100, AFP, hepatocyte, HMB45, CD117 a PLAP.

Makro- a mikroskopicky obraz a imunohistochemicky profil zod-
povedd malignemu steroid cell tumoru vyrastajuceho z vaje¢nika,
pravdepodobne ponechaného v tele pacientky pri predchadzajlcej
operacii (obrazky 4, 5).
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Obrdzok 1. Maligny steroid cell tumor, farbenie hematoxylin-eozin, zvac-
Senie 200-krat

Obrdzok 3. Maligny steroid cell tumor, farbenie hematoxylin-eozin, zvac-
senie 100-krat

Diskusia

Ovaridlne steroid cell tumory su relativne zriedkavé tumory patriace
do skupiny sex-cord stroméalnych tumorov. Nadory su typické prevazne
pomalym rastom a benignym spravanim. Do popredia problémov pacien-
ta vystupuju najma klinické prejavy suvisiace s dlhodobou hormondlnou
dysbalanciou. Vzhladom na nizku Specifickost tychto prejavov vsak mézu
Casto zostat nepozorované (11). Na rozdiel od prevazne benigneho spra-
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Tabulka 2. Znaky malignity steroid cell tumorov ovarif podla Hayes a Scully (9)

2 a viac mitotickych figur na 10 HRF 92 % malignych nadorov

nekrézy 86 % malignych nadorov

rozmer nadoru vacsi ako 7 cm 78 % malignych nadorov

fokalne krvéacanie 77 % malignych nadorov

jadrové atypie grade Il a lll 64 % malignych nadorov

vania stromélneho lutedmu a Leydig cell tumorov vykazuju steroid cell
tumory ovarii NOS horsiu prognézu (3).

Hayes et al. (9) analyzovali v prospektivnej studii celkovy maligny
potencial tychto nddorov. Ako pravdepodobne benigne opisuju tie tu-
mory, ktoré nevykazuju zndmky Sirenia sa do okolia v priebehu minimalne
3 rokov od operdacie. Autori pozorovali maligne spravanie naddorov u 18 z 50
pacientov. Z histopatologickych nalezov korelovala s malignym spravanim
nadoru najlepsie pritomnost dvoch a viac mitotickych figur na 10 HRF,
pritomnost nekréz v hodnotenom preparate, rozmery nddoru vacsie ako
7 cm, krvdcanie a vyrazné jadrové atypie (tabulka 2). Okrem zachytenia
nekroz boli vietky tieto kritérid splnené aj v nami opisovanom pripade.

Nédory su mikroskopicky tvorené dvomi typmi buniek s prekryvajuci-
mi sa ¢rtami. Nachddzame bunky s bohatou eozinofilnou cytoplazmou, re-
spektive bunky s jemne vakuolarnou cytoplazmou (9). Steroid cell tumory
je potrebné odlisit o inych oxyfilnych a svetlobunkovych nddorov ovéria.
Diferencidlne diagnosticky treba vylicit najma luteinizovany thekém,

jasnobunkovy karciném (clear cell carcinoma), hepatoidny karciném, adre-
nokortikalny karciném, hepatoidny yolk sack tumor, nddor z Leydigovych
buniek, lipid-rich Sertoli cell tumor, extenzivne luteinizovany granulosa
cell tumor, stromélny lutedm, metastaticky karcindm z rendlnych buniek
a oxyfilny endometrioidny karcinom (2, 11).

Vyrazna pozitivita kalretininu a alfa inhibinu, zistend aj v naSom pri-
pade, je typickym nédlezom pozorovanym vo viacerych studiach (11, 12).
Nami zistena expresia CD99 je v stlade s pozorovanim Jones et al. (12), aj
ked'iné studie preukazali, Ze expresia nemusi byt konstantna a nie vietky
hodnotené nadory su pozitivne prifarbeni touto protildtkou (11). Nadory
¢asto exprimuju melan A (86 %), vimentin (75 %) a androgénovy receptor
(64 %). Expresia cytokeratinov je zriedkavejsia; Cam 5.2 je opisovany v 46 %,
AE1/3 v 36 — 37 %, EMA je prevazne negativna, aj ked v niektorych pripa-
doch bola opisana fokalna EMA pozitivita (5, 11 — 14). Vysledky st v stlade
s nasim pozorovanim.

Aj ked'v sticasnosti pouzivana klasifikacia rozdeluje nddory na zéklade
ich povodu k lutefnnym, respektive Leydigovym bunkdm, samotny povod
nadorovych buniek nie je Uplne jasny. Molekuldrno-genetické analyzy
preukézali v nddoroch pritomnost mRNA pre steroidogénne p450ci1
a p450c2, ¢o naznacuje moznost ich pdvodu z adrendinych zvyskov (15). Aj
ked'tato hypotéza nie je vieobecne prijimand, zodpovedala by existencii
testikuldrnych nddorov z adrendlnych zvyskov (TART, testicular adrenal rest
tumor) u muzov (16 — 18). Dispropor¢ny vyskyt nddorov z adrendlnych
zvyskov v zavislosti od pohlavia méze podporovat tuto hypotézu a vyziada
si dalsi vyskum a objasnenie tychto nalezov v budicnosti.

Zaver

Steroid cell tumory patria medzi zriedkavé sex-cord stromélne tumory
ovaria. Prave ich hormondlna produkcia veduca u pacientov k prejavom
hormonélnej dysbalancie méze byt rozhodujlca na stanovenie sprav-
nej diagndzy. Detailné histologické spracovanie a imunohistochemické
hodnotenie stcasne s posudenim klinickych prejavov tumoru je klticové
na stanovenie stupria malignity a odli$enie nddoru od inych histopatolo-
gickych jednotiek a ma vyznam pri stanoveni spravneho terapeutického
postupu.

Tento ¢ldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Viyskum a vyvoj pre pro-
jekt: Dobudovanie technickej infrastruktdry v oblasti vyskumu diagnostickych
postupov a metdd v radmci véasnej diagnostiky najcastejsich onkologickych
ochoreni Zien, ITMS 26210120026, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho
fondu regiondineho rozvoja.
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Pristup slovenskych zien k problematike
rakoviny krcka maternice
(podla zdverecnej spravy z prieskumu spolocnosti GfK Slovakia, s. r. o.)

Prof. MUDr. Miroslav Borovsky, CSc.
I. gynekologicko-p6rodnicka klinika LF UK a UNB, Bratislava

Zhodnoteny pristup slovenskych Zien k problematike rakoviny kréka maternice z hladiska ich informovanosti a spokojnosti s gynekolo-
gickou odbornou starostlivostou ukazal spokojnost s lekarmi, dostato¢né znalosti o potrebe preventivnych gynekologickych prehliadok,
o ich vyzname a cieloch. Ukazal vyznamné rezervy v potrebe edukacie Zien v zmene ich motivdcie absolvovat preventivne vysetrenie.

Y

Klacové slova: preventivna gynekologicka prehliadka, cytolégia, HPV.

Attitudes of Slovak women on the issue of cervical cancer
(according to the final report of the survey by GfK Slovakia)

A survey on a representative sample evaluates attitudes of Slovak women on the issue of cervical cancer in terms of their awareness and
satisfaction with gynecological care. It has shown patients satisfaction with physicians, appropriate level of knowledge about the need
for preventive gynecological examinations, their significance and objectives. It has shown significant reserves in the need for education
of women towards the change in motivation to undergo preventive testing.

Key words: preventive gynecological examination, cytology, HPV.
Newslab, 2015; roc¢. 2(1): 55-60

Uvod Ciele prieskumu

Rakovina kr¢ka maternice je ochorenie s vyznamnou moznostou 1. Zistit postoje a spravanie slovenskych Zien v oblasti gynekologickych
prevencie, ktord je mozna iba dobrou organizaciou preventivnych gy- prehliadok — beznych aj preventivnych.
nekologickych prehliadok, na ktorych sa Zeny pravidelne zdcasthuju. 2. Zhodnotit kritérid Zien pri vybere gynekoldga, ich o¢akdvania a dole-
Percento zien, ktoré na Slovensku absolvuje tieto prehliadky, je velmi nizke. Zitosti odbornej erudicie.

3. Stanovit Uroven informovanosti v oblasti moznosti prevencie a spo-

Metodika a subor sobov diagnostiky rakoviny kr¢ka maternice.

Kvantitativny prieskum systémom online a telefonického kontaktu 4. Analyzovat Udaje o zachyte a vyhladavani informdcii o rakovine kreka
1000 Zien vo veku 15 — 63 rokov v auguste 2014 hodnoatil pristup sloven- maternice.
skych Zien k preventivnym gynekologickym prehliadkam a k problematike
rakoviny kr¢ka maternice (obrazok 1). Klaéové zistenia

Zeny navitevuju ambulanciu gynekoléga najcastejsie za Ucelom preven-
Obrdzok 1. Charakteristika vzorky

tivnej prehliadky (74 %), alebo ked maju zdravotny problém (42 %) (obrazok

Vek Vzdelanie 3). Gynekologicku prehliadku vnima ako neprijemnu 34 % (obrazok 3), 59 % ju
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Obrdzok 3. D6vody absolvovania
preventivnych prehliadok
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Obrdzok 4. Bariéry absolvovania
preventivnej prehliadky u Zien,
ktoré nenavsitevuju gynekoldga
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Obrdzok 5. Pocity pocas gynekologickej prehliadky
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hodnoti neutralne (obrézok 4). 75 % respondentiek deklaruje, Ze na preven-
tivnu gynekologicku prehliadku chodf aspor jedenkrat ro¢ne. Dalsich 13 %
opytanych tvrdi, Zze preventivnu gynekologickt prehliadku absolvuje raz
za dva roky. 75 % opytanych si mysli, ze odporucana frekvencia absolvo-

Obrdzok 6. Dovody neprijemného pocitu Zien pri gynekologickej prehliadke

Obrdzok 7. Atributy dolezité pri vybere gynekoldoga

Délezitost atributu
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vania preventivnych prehliadok je raz ro¢ne, az 21 %, Ze je to 2-krat ro¢ne
(obrazok 2). Najcastejsim dévodom veducim k absolvovaniu preventivnej
gynekologickej prehliadky je starostlivost o svoje zdravie (82 %) (obrdzok 5).
NajcastejSou bariérou tych Zien, ktoré gynekoldga nenavstevuju, je absencia
potreby tam chodit, pokial nemaju zdravotné problémy (obrazok 4).
Respondentky navstevuju v 59 % gynekoldga muzského pohlavia,
39 % opytanych chodi k Zendm. So stUpajucim vzdelanim mierne stipa
preferencia lekarky oproti lekarovi.
Najdolezitejsie atributy pri vybere gynekoldga su (obrazok 7):
B odbornost, prax a skisenosti
W citlivy pristup
B ochotnd a zrozumitelnd komunikacia
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Obrdzok 8. Zlozky preventivnej gynekologickej
prehliadky podla ndzoru respondentiek

Obrdzok 9. Rizikové faktory pre vznik rakoviny
kr¢ka maternice z pohladu pacientky

Obrdzok 10. VVysetrenie urcené na véasny
zachyt moznej rakoviny krc¢ka maternice — podla
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Obrdzok 11. Znalost Liquid-Based Cytology
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U svojho sucasného lekéra su respondentky v spominanych atributoch
spokojné na 90 %. Celkovo su najspokojnejsie pacientky z najvyssej vekovej
skupiny. Pri hodnotenf pristupu pocas poslednej preventivnej prehliadky sa
vekové skupiny od seba Ii$ia len v hodnoteni Ustretovosti lekdra. Cim nedavnej-
Sie sa preventivna prehliadka uskutocnila, tym pozitivnejsie bola hodnotena.

Pri hodnoteni Urovne informovanosti v oblasti moznosti prevencie a spo-
sobov diagnostiky rakoviny kr¢ka maternice oslovené Zeny v 95 % menovali

ako dévod absolvovania preventivnych gynekologickych prehliadok véasné
zachytenie skrytych gynekologickych ochorenf (obrazok 3). Za sucast preven-
tivnej gynekologickej prehliadky oznacili respondentky odber buniek z kreka
maternice na cytologické vysetrenie v 79 % (obrézok 8). Znalost odberu na
cytologické vysetrenie ako sucasti preventivnej gynekologickej prehliadky je
vyrazne vyssia vo vekovej skupine 31- az 50-ro¢nych. Tato znalost stipa so
zvysujucim sa vzdelanim. 60 % opytanych spontanne menovalo cytolégiu ako

< 2015; 1(1) | NEWSLAB
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Obrdzok 12. Ockovanie proti HPV — stav
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Obrdzok 13. Preferencia Liquid-Based Cytology
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vysetrenie urcené na vcasny zachyt moznej rakoviny krcka maternice. Podporene
ju menovalo 89 % (obrdzok 10). 1,5 % opytanych spontanne pozna LBC (liquid
based cytology), 42 % by ju preferovalo (obrdzok 11, 13). Urcité typy virusov, ako
napriklad HPV, menovalo 60 % Zien ako rizikovy faktor vzniku rakoviny krcka ma-

NEWSLAB | 2015; 1(1) >

ternice (obrazok 9). Skuisenosti s ockovanim proti HPV dokumentuje obrazok 12.
Skusenosti s pozitivnym nalezom na kr¢ku maternice ma 12 % Zien (obrazok 14).

Pri hodnoteni spdsobu zachytu a vyhladavania informacii o rakovine
krcka maternice 81 % oslovenych zZien zachytilo informaciu o rakovine krcka
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Obrdzok 14. Viastna skusenost s pozitivnym cytologickym nalezom
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Obrdzok 15. Zdroje informéacii o rakovine krcka maternice — pasivne
; . . . . . Aktivne vyhladavanie informacii o rakovine
Zachyt informacii o rakovine kr€ka maternice vy . .
kréka maternice
= Ano = Ano
= Nie = Nie
Kde ste informacie zachytili Kde ste informacie vyhladavali
0% 25% 50% 75% 100% 0% 25% 50% 75% 100%
Na letakoch alebo info. materiéloch.._ 68 Na internete _ 85
Vv médiach - TV, rozhlase [ NN ©: Na letakoch alebo info.materialoch od.. [N 27
V &asopisoch a zenskych magazinoch | MM 62 0Od gynekoléga alebo iného lekara [ 22
Na internete _ 54 V Gasopisoch a Zenskych magazinoch - 19
Od gynekologa alebo iného lekara _ 42 Od kamaratok, znamych, rodiny - 10
Od kamaratok, znamych, rodiny _ 41 V médiach - TV, rozhlase . 7

Iné

| 1

Iné

l:

maternice. Najcastejsie to bolo na letédkoch, v médiach a v ¢asopisoch.
Zéachyt informacif stupa vekom, vzdelanim a prijmom respondentiek
(obrazok 15). Aktivne si tieto informdcie vyhladalo 71 % respondentiek.
Viyhladdvaliich na internete, letdkoch od svojho gynekoldga alebo iného

lekdra. Vyrazne viac zien si aktivne vyhladévalo informacie, pokial uz mali
skusenost s pozitivnym cytologickym nalezom. Za najdéveryhodnejsie
respondentky pokladaju informdcie od svojho gynekoldga (88 %) a letdky
alebo informacné materidly od lekara alebo z lekarne (obrazok 16).
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Obrdzok 16. Zdroje informacii o rakovine krcka maternice — aktivne vyhladavané
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Zavery pre prax

Povedomie Zien na Slovensku o odporticanej frekvencii absolvovania
preventivnej gynekologickej prehliadky je na trovni 75 % a rovnaké percento
udava, Ze aspon raz ro¢ne tento typ prehliadky absolvuje, ¢o je v prikrom
rozpore so skuto¢nym poc¢tom Zien, ktoré naozaj preventivnu gynekolo-
gicku prehliadku absolvuju (20 — 30 %). Potencidl na zvysenie poctu zien,
ktoré absolvuju preventivne gynekologické prehliadky, je vzhladom naich
informovanost naozaj vysokd. Ako zmyslupIné sa javi apelovat na volu zien
starat sa o svoje zdravie aj v obdobi, ked prave nemaju Ziadne zdravotné
problémy. Pozitivna emdcia (,za nie¢o”) sa zda silnejsim motivatorom
na absolvovanie preventivnych prehliadok ako negativne pocity, ako je
strach z rakoviny, ¢i iného ochorenia, alebo pocit povinnosti.

KedZe znalost odberu na cytologické vysetrenie ako sucasti gyneko-
logickej prehliadky je vyrazne vyssia vo vekovej skupine 31- az 50-rocnych
(a rastie so zvysujucim sa vzdelanim), bolo by potrebné posilnit droven
informovanosti zvysnych vekovych skupin Zien.

Na zvysenie informovanosti sa javia letdky od lekdra alebo z lekérne
ako najvhodnejsie, pretoze sa umiestnili ako prvy spontdnne menova-
ny zdroj a po rozhovore s lekdrom aj ako najdéveryhodnejsi. Vhodnou
komunikacnou cestou je aj internet, kedze je pri aktivnom vyhladavani

NEWSLAB | 2015; 1(1) >

informdcii pre respondentky najvyznamnejsi a svojou intimitou umoz-
nuje informovat o detailnom priebehu gynekologickej prehliadky, ¢o
je dolezité najma pre najnizsie vekové skupiny. Internet je aj dolezitym
zdrojom informacii o vyzname preventivnych gynekologickych prehlia-
dok a zmysle zachytu rakoviny kr¢ka maternice a moznostiach klasickej
a LBC. Vhodnou platformou na najjednoduchsie komunika¢né kampane
sa ukazuju casopisy a zenské magaziny.

Tento ¢ldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Viyskum a vyvoj pre pro-
jekt: Dobudovanie technickej infrastruktdry v oblasti vyskumu diagnostickych
postupov a metdd v rdmci véasnej diagnostiky najéastejsich onkologickych
ochoreni Zien, ITMS 26210120026, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho
fondu regiondineho rozvoja.

Prof. MUDr. Miroslav Borovsky, CSc.
I. gynekologicko-pérodnicka klinika LF UK a UNB
Antolskd 11, 851 07 Bratislava
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e zaruka 10 rokov
* bezkonkurencna cena

®leMoe B e D

’ diferencialu leukocytov z kapilarnej krvi

* malé rozmery
* nevyzaduje tidrzbu ani kalibraciu
« jednoduchy postup —> odber vzorky
—> vloZenie do pristroja —> odcitanie vysledku

« celkovy pocet leukocytov (WBC)

+ diferencidlny pocet
« neutrofily e lymfocyty e monocyty
e eozinofily ¢ bazofily

NycoCard::: £ZZVITATIM

SureScreen FOB najpouzivane;jsiimunologicky test SureScreen F

na stanovenie okultného krvacania na Slovensku extra
s optimalnou citlivostou 50 ng/ml Nov|

0, 8 5 EUR :0PH = kompletny test 1 ,39 EUR sorH = kompletny test
(testovacia platnicka + predplnend odberova nddobka (testovacia platnicka + predplnend odberovd nddobka
+ ndvod pre pacienta) + ndvod pre pacienta + pomdcka na zachytenie stolice)

EUROLAB LAMBDA a.s. e T. Milkina 2 e 917 01 Trnava e tel.: 033 5341 448-9 e fax: 033 5443 094 e eurolambda@eurolambda.sk ¢ www.eurolambda.sk




MEDSERVIS g sow

dodavatel laboratdorngj techniky

Pripravy vzoriek — eppendorf .
= Analytiky krvnych obrazov - SYSMEX, MINDRAY, DIAGON
= Analytiky koagulaénych testov - SYSMEX, DIAGON, ROCHE

= Digitalnej morfolégie - Cella Vision, Vision Hema
m  Testov osmolality - ADVANCED '
= Agregometrie trombocytov - ROCHE



HEMATO [@GY S MOUNG FORNARD BECKMAN

-

UniCel DxH 800 UniCel DxH Slidemaker AutoMate 1200 Sample UniCel DxH 2401
Cellular Analysis Stainer Coulter Cellular Processing System
System Analysis System
WWW.BECKMANCOULTER.COM/HEMATOLOGY LAB FORWARD >

Ilompletni nabidka laboratorni diagnostiky %

e KLINICKA BIOCHEMIE
biochemické analyzatory ERBA
diagnostické soupravy BIO-LA-TEST®
kontrolni a kalibra¢ni materialy

e IMUNOLOGIE
EIA / IFA analyzator MAGO 4

zpracovani ELISA i IFA v jedné sérii 5-populacni diferencial

analyzatory rady ELITE

validace vysledku ekonomicky provoz

€rba Lachema s.r.o., Karasek 1d, 621 00 Brno, Czech Republic, tel.: +420 517 077 111, mail: diagnostics@erbalachema.com, www.erbéla



RAND®X

QUALITY CONTROL

" *\.._

Vysledky, ktorym mozete verit

Ako zaneprazdneny lekar sa spoliehate na presné a ¢asovo
dostupné vysledky, ktoré su nutné k spravnym rozhodnutiam
pri diagnostike pacienta. Ako si moZete byt isty spravnostou
vysledku? Randox je globalnym lidrom v poskytovani rieSenia
Kontroly Laboratornej Kvality. VSetky produkty a sluzby su
navrhnuté nielen pre vylepSenie laboratornej spravnosti, tiez
pre usporu Casu a nakladov.

Nezavislé kontroly Acusera, externa kontrola kvality RIQAS alebo Acusera 24-7
medzilaboratérny manazment dat, kvalita a istota v spravnosti su ich podstatou.

© ©

ACUSERA@ ACUSERA®  RIQAS®

Randox s.r.o., Vilova 2, 851 01 Bratislava
2+ 421 2 6381 3324 & + 421 2 6381 2482

+ %
B acusera@randox.com &2 www.randoxgc.com n ﬂﬂ g E @ [=] 2L



PR ESEPSI N NOVY MARKER SEPSY

RYCHLA

doJ15/minut

Prenos
signalu

CHCETE SA DOZVEDIET VIAC?

www.medesa.cz
Tel.: 00420 602 263 748

r

MECHANIZMUS UVOLNOVANIA PRESEPSINU
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...dodavatel' laboratornej techniky a sluzieb...

KLIENTSKA ZONA

VSETKO, CO POTREBUJETE, V JEDNEJ DAVKE

-

= 0sobné konto prispdsobené na mieru
= dostupnost informécii 24 / 7 dni v tyzdni
= online vysledky laboratornych vySetreni

= doleZité spravy o legislativnych
usmerneniach v zdravotnictve

www.laboratornadiagnostika.sk

= okamzité informéacie o novinkach a aktualitach

= jednoduchy spdsob registracie na odborné
poduijatia

= moznost zapojit sa do vedeckych Studii
= a mnoho dalSich vyhod

- MEDIREX GROUP
vaelkes pre vase dravie



XN-9000 DI sysmex

Nova generacia
hematologickej linky

XN RAD:
ORIGINALNA TECHNOLOGIA SITA NA MIERU

Sme presvedcenti, Ze si Vasa préca zasluzi nase velké uznanie. Zasluzi si technolégiu, ktord Vam préacu ¢o najviac sprijemni
a zjednodusi. Preto sme starostlivo nacuvali Vasim Zelaniam a vyvinuli sme novy hematologicky analyzdtor XN.
Dakujeme, e ste spolu s nami vytvorili novy XN rad.

,»»Budeme sa tesit na Vase dalSie ndvrhy na zlepSenie, aby sme Vdm
aj nadalej mohli prind$at co najlepsiu podporu pri Vasej prdci.”

GIVING EVERYTHING. EVERY DAY.

Sysmex Slovakia s.r.o., Trencianska 47, 821 o9 Bratislava, Tel.: +421 2 6453 2881-2 - office@sysmex.sk - www.sysmex.sk



World Leader in Acute Care Testing

RADIOMETER {§)

Komplexné riesSenie pre akitnu diagnostiku v rezime POCT
pre klinické oddelenia a laboratéria

ABL8O0O FLEX

IT systémy
AQURE/RADIANCE
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ABLS8O FLEX
ABLO9O FLEX

PICO, kapilary
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safePICO

AQT TCM
cGlu ctHb Troponin I, T tcpO,
clac sO, CK-MB tcpCO,

cCrea FO,Hb Myoglobin SpO,
CtBil FCOHb NT-proBNP Pulse rate

FMetHb CRP
FHHb BhCG
FHbF D-dimer
PCT new2015

RADIOMETER s.r.o.

zastupenie pre CR a SR
Kfenova 3, 162 00 Praha 6, Tel.: +420 220 400 300
Email: office@radiometer.cz, Web: www.radiometer.com
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www.medirexgroupacademy.sk
www.laboratornadiagnostika.sk




