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ZDRAVIE PLODU NIE JE

HADANKA

Neinvazivny prenatalny skriningovy test na urcenie rizika najcastejsich trizémii,
stanovenie pohlavia, aberacii poctu pohlavnych chromozémov a vybranych
chromozémovych mikrodelécii plodu z krvi matky od 11. tyZdna tehotenstva.

TRISOMY(ed? @ TRISOMYZedl +

Chromozdmové
poruchy

Cena
vySetrenia

Stanovenie
vysledkov*

VySetrenie
indikuje

TRISOMY test

Downov syndrom (trizomia 21)
Edwardsov syndrém (trizémia 18)
Patauov syndrom (trizomia 13)
Pravdepodobné pohlavie plodu

5 pracovnych dni

gynekolog alebo lekarsky genetik

TRISOMY test +

Downov syndrom (trizomia 21)
Edwardsov syndrém (trizémia 18)
Patauov syndrom (trizomia 13)
Chromozémové pohlavie plodu
Turnerov syndrom (monozémia X)
Klinefelterov syndrém (XXY)

XYY syndrom (XYY)

XXX syndrom (XXX)

DiGeorgeov syndrom (22g11)
Praderov-Williho

a Angelmanov syndrém (15g11)
Cri-du-chat syndréom (5p15)

Syndrom delécie 1p36
Wolfov-Hirschhornov syndrém (4p16.3)

S pracovnych dni

lekarsky genetik

*V pripade, Ze dodani vzorku nebolo moZné laboratérne spracovat'v stlade so spravnou laboratérnou praxou alebo vysledok vy3etrenia neodpoveda
na diagnostickd otazku, laboratorium ponika bezodplatné opakovanie vysetrenia z tej istej vzorky (dodanie vysledku sa pred|zi z 5 na 8 pracovnych dni).
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Editorial

V sucasnosti si mnohi z nas ¢asto povzdychnu, ze Zivot ide prili$ rychlo a neustale sa
meni. Mnohi sa tazko vyrovnavaju s neustalymi a rychlymi zmenami. Takto som si po-
vzdychla aj ja pred par mesiacmi, ked' vyslo druhé minuloro¢né Cislo Casopisu newslab
a my sme boli spokojni, ako sa krasne vydaril a ako sa nam dobre rozbehla spolupra-
ca s vydavatel'stvom Solen. Bohuzial uplynulo par dni a zastupcovia vydavatel'stva nam
oznamili, Ze z dévodu vysokej vytazenosti a novych projektov, nebudi moct nas caso-
pis dalej zastreSovat. Nebolo vsak ¢asu na dlhé povzdychy, pretoze sme uz mali roz-
behnuté nové Cislo na rok 2017. Preto sme museli ¢o najrychlejsie hl'adat nové vydava-
tel'stvo, ktoré by malo dostatok skisenosti so zdravotnickou literatdrou a sucasne by
jeho predstavitelia videli perspektivu nasho ¢asopisu, ako kvalitného printového média
pre laboratérnu diagnostiku.

Zacali sme spolupracu s vydavatelstvom A-medi, ktoré ma dlhorocné sklsenosti
v oblasti zdravotnickej literatury. Najviditelnejsim vysledkom tejto spoluprdce je nova
grafika éasopisu, ktora sa vam, difam bude pécit. Co je véak podstatnejsie, vietci sme
presvedceni, Ze to bude spolupraca dlhodobd a plodnag, ktora prinesie naSmu ¢asopisu
nové napady aj vysoku kvalitu prispievatelov.

Aj v tomto Cisle prindSame zaujimavé ¢lanky vo vSetkych pravidelnych rubrikach
a mna osobne tesi najviac, Ze sa nam podarilo rozvinut intenzivnejSiu spolupracu s mladymi vedcami z prirodovedeckej
fakulty, ktori prispeli dvoma zaujimavymi ¢lankami.

Nova je rubrika Novinky, nazory a pohlady, v ktorej by vdm kolega Janko Radvanszky pravidelne prindsal novinky z biolo-
gickych vied aj otvorené otazky a nazory, ktoré rezonuju v sic¢asnej vedeckej komunite. Ako piSe jej autor v predstaveni hlav-
nych cielov tejto rubriky: , Tieto totiz nespocivaju v opisovani novych vedomosti ziskanych vedeckou pracou autorov ani v po-
drobnom zhrnuti vaésiny aktudlne dostupnych udajov o vybranej tematike vo forme prehladovych ¢lankov. Ide skér o nasu
snahu stimulovat zaujem a debatu ohladne vybranych tém, ktoré aktualne rezonuju v odbornej a vedeckej literature”. A myslim
si, Ze uz prvou témou ,Personalizovana medicina alebo kam, sa zdd, Ze smeruje zdravotna starostlivost v ére ,velkych dat’?”
plni svoje ciele na 100 percent, otvori ndm obzory a mozno aj poradi, ako sa vyrovnat s mnozstvom udajov, ktoré vieme v ére
roznych ,-dmov" ziskat, na druhej strane si ¢asto kladieme etické otazky, o si s tymito ,velkymi ¢islami“ pocat. Verim, Ze v su-
Casnej rychlej dobe, ked sme zavaleni rutinnou pracou a nie vzdy stihame sledovat vsetky novinky, zaujimavé témy a nazo-
ry, a k niektorym by sme sa ani nemali $ancu dostat, bude tato rubrika prinosom, ak aj nie pre dennodennu pracu, tak urcite
pre ziskanie Sirsieho pohladu na problematiku biologického a medicinskeho vyskumu, na jeho pritomnost ale aj budicnost.

V tomto Cisle si dovolujeme predstavit vam aj novu knihu ,Klinicka parazitolégia“, ktord spolu s kolektivom napisal nas
kolega a expert na parazitoldgiu docent FrantiSek Ondriska. Ide o komplexnu ucebnicu, s najnov§imi poznatkami, ktora je
urc¢ena Studentom medicinskeho i prirodovedného zamerania, jedna sa naozaj o ojedinell publikaciu, ktora bude urcite pri-
nosom pre vSetkych, ktori sa zaujimaju o parazitologiu ¢i uz na urovni pregradualneho alebo postgradudlneho Studia, ale-
bo proste len tak zo zaujmu, pretoze, ako piSe jeden z recenzentov: ,Problematika parazitologie se v nasich podminkach jevi
ve srovnani s ostatnimi podobory mikrobiologie jako zdanlivé méné ddleZita, ale opak je pravdou. Pri souc¢asnych moznos-
tech cestovani, moznych pracovnich pobyt( v zahranici, prirozené migraci obyvatelstva nebo migraci zplsobené zhorsenou so-
cidlné ekonomickou situaci, ziskava lékarska parazitologie opét na vyznamu. Existuje zde totiZ realna hrozba zavleceni parazi-
tarnich onemocnéni, ktera se ve stredni Evropé dosud nevyskytovala...”, a pridanou hodnotou tejto knihy je jej dostupnost zdar-
ma na web stranke.

Vazeni kolegovia, mili Citatelia, difam, ze vas obsah nového Cisla newslabu zaujme, prinesie vam prijemne stravené chvi-
le a bude inSpiraciou vo vasej a nasej spoloc¢nej praci.

RNDr. Elena Tibenska, PhD.
Séfredaktorka ¢asopisu

1/2017
ewslab 3



Obsah

Povodné prace

Performance of a DNA methylation marker panel 5
using liquid-based cervical scrapes to detect

cervical cancer and its precancerous stages

Kristin Eichelkraut, M. Eng., Dana Schmidt, Dipl. Ing.,

Martina Schmitz, Dr. rer. nat., llona Zeiser, Dr. med.,

Hans Ikenberg, Priv. Doz. Dr. med., Matthias Dirst, Prof. Dr.,
Alfred Hansel, Dr. rer. nat.

Vyskyt kmenov Streptococcus pneumoniae 10
pri zapalovych ochoreniach hornych dychacich

ciest deti v predskolskom veku a ich rezistencia

na antibiotika

RNDr. Gabriela Bertaova, MUDr. Monika Czirfuszova, PhD.,

RNDr. Veronika Fekete, MUDr. Eva Sinajova,

RNDr. Daniela Lackova, PhD., MUDr. Eva Csolleyova,

RNDr. Beata Gottwaldova, MUDr. Alica Sobotova

Molekularno-geneticka charakterizacia 16
koznych baktérii

Mgr. lveta Gazdaricova

Pseudoglandularny névus - zriedkava morfolégia 21

melanocytového névu (case report)
MUDr. Andrea Janegova, PhD., MUDr. Pavol Janega, PhD.,
prof. MUDr. Pavel Babal, CSc.

Vyskyt betahemolytickych streptokokov izolovanych 25
z hornych dychacich ciest pacientov z okresov Komarno

a Nové Zamky a ich rezistencia na antibiotika

RNDr. Kristina Mézes, RNDr. Veronika Fekete,

MUDr. Monika Czirfuszova, PhD.

Nestandardné vysledky neinvazivneho 30
prenatalneho testu na chromozémové poruchy

plodu mé6Zu poskytovat dopliujicu informaciu

o zdravotnom stave tehotnych Zien

RNDr. Tomas Szemes, PhD., RNDr. Michaela Hyblova,

MUDr. Jana Barosova, RNDr. Gabriel Minarik, PhD.,

Werner Krampl

Diferencialna molekulova diagnostika 34
mnohopocetného myelému a Waldenstromove;j
makroglobulinémie

Mgr. Lucia Tatayovd, prof. MUDr. Beata Mladosievi¢ova, CSc.,
RNDr. Renata Lukackova

Molekulova analyza prognosticky vyznamnych 38
markerov chronickej lymfocytovej leukémie

Mgr. Erika Tomkova, Mgr. Jakub Petrik,

RNDr. Renata Lukackovd, RNDr. Miroslav Tomka, PhD.

Prehl'adové prace

IS

Maligny melaném - nové aspekty vyskumu 4
MUDr. Pavol Janega, PhD., RNDr. Tomas Szemes, PhD.,
RNDr. Gabriel Minarik, PhD.

Cirkulujuca DNA - od jej objavenia cez neinvazivne 48
prenatalne testovanie aneuploidii a monogénne dedicnych
ochoreni az k neinvazivnej nadorovej diagnostike

a prognostike

RNDr. Gabriel Minarik, PhD.

Choroba len pre tehotné — PREEKLAMPSIA 5
Mgr. Lucia StrieSkova

w

O«
—

Uspeli sme v zahrani

~N

Postrehy z Prague Spring Symposium 2016 5
a 4th Central Eastern European Symposium on Free
Nucleic Acids in Non-Invasive Prenatal Diagnosis
Minutes from conferences Prague Spring Symposium
2016 and 4th Central Eastern European Symposium on
Free Nucleic Acids in Non-Invasive Prenatal Diagnosis
RNDr. Tomas Szemes, PhD.

Novinky, nazory a pohlady

©

Personalizovana medicina alebo kam smeruje 5
zdravotna starostlivost v ére ,velkych dat“?
RNDr. Jan Radvanzsky, PhD.

Predstavujeme

Klinicka parazitolégia 62
doc. RNDr. Frantisek Ondriska, PhD., RNDr. Vojtech Boldis, PhD.,
Mgr. Maria Garajov4, PhD., RNDr. Martin Mrva, PhD.

Garantovany autodidakticky test 63

Rocnik 8, 2017, Cislo 1
Vychadza 2 x rocne
Datum vydania: april 2017

Vydavatel®

Redaké¢na rada:
RNDr. Elena Tibenska, PhD.

Vykonné redaktorky:
Mgr. Slavomira Sindeléfova
PhDr. Méria Zeglenova

IC0: 37 98 68 05

Technicka redaktorka:

< . Ing. Danica Paulenova
Clenovia:

MUDr. Peter Bohus

MUDr. Eva Durovcova, PhD.
MUDr. Jan Lazur

MUDr. Monika Czirfuszova, PhD.
MUDr. Katarina Schenkova
Mgr. Peter Barath, PhD.
MUDr. Pavol Janega, PhD.
RNDr. Daniela Huckova
RNDr. Jan Radvanszky, PhD.
RNDr. Renata Lukackova
MUDr. Adriana Kraj¢ikova

Graficka uprava:
Lucia Vecseiova

MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o.

Sidlo vydavatela a adresa redakcie:
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o.
Jana Bottu 2,917 01 Trnava
redakcia@newslab.sk, www.newslab.sk

Vsetky ¢lanky su plne recenzované.

Registracia MK SR pod cislom EV 5164/15
ISSN 1338-9661 (tlacené vydanie)
ISSN 2454-0021 (online)

Casopis je indexovany v Bibliographia
Medica Slovaca (BMS).
Citacie su spracované v CilBaMed.

Citacna skratka: newslab

Na informacéné a nekomercné Gcely je
dovolené ¢lanky v publikacii newslab
volne a bezplatne stahovat, kopiro-
vat, distribuovat, tlacit, prehladéavat
a odkazovat na ne. Je vSak potrebné,
ak je to podla spésobu pouzitia moz-
né, uvadzat ich autora a zdroj. Pouzi-
tie ¢lankov na iné ucely a inym spo-
sobom je mozné len so suhlasom
vydavatela.

Vydavatel nenesie zodpovednost za
udaje a nazory autorov jednotlivych
¢lankov ¢i inzeratov.

1/2017
newsla




Povodné prace

Performance of a DNA methylation marker panel using liquid-based
cervical scrapes to detect cervical cancer and its precancerous stages

Kristin Eichelkraut, M. Eng.!, Dana Schmidt, Dipl. Ing.!, Martina Schmitz, Dr. rer. nat.’,

llona Zeiser, Dr. med.?, Hans lkenberg, Priv. Doz. Dr. med.2, Matthias Diirst, Prof. Dr.3,

Alfred Hansel, Dr. rer. nat.’

'Oncgnostics GmbH, Winzerlaer Strasse 2, DE-07745 Jena

2MVZ CytoMol, Berner Str. 76, DE-60437 Frankfurt

3Functional unit “Gynecologic Molecular Biology”, University Women's Hospital, Bachstrasse 18,
DE-07743 Jena

Aim: An essential event in early carcinogenesis is the hypermethylation of so-called CpG islands, which are pre-
dominantly located in promoter/5’ regions of genes in the human genome. Specific patterns of hypermethyla-
tion may thus be indicative for carcinogenesis and provide tools for diagnostics. In the current study the perfor-
mance of a panel of six DNA methylation marker regions for the detection of cervical precancerous lesions and
cancer was assessed using cervical scrapes from corresponding patients.

Methods: A series of cervical scrapes from women with cervical cancer (n=5), cervical intraepithelial neoplasia
grade 3 (CIN3) (n=26) or CIN1/2 (n=14), and women with normal cytology (n=60) were assessed for methylation
of the marker regions ASTN1, DLX1, ITGA4, RXFP3, SOX17, and ZNF671. Methylation analysis was done using
the GynTect® assay.

Results: All samples from women with cervical cancer (5/5) were scored positive for the methylation assay. Of
the CIN3 cases, 62% (16/26), of the CIN1/2 cases 50% (7/14) were positive for the assay. Only 1.7% of the cy-
tology-normal samples (1/60) were positive for the methylation assay. Overall, the number of methylated mark-
er regions increased proportionally to the lesion severity.

Conclusion: DNA methylation analysis of ASTN1, DLX1, ITGA4, RXFP3, SOX17, and ZNF671 in cervical scrapes
consistently detects cervical cancer and the majority of CIN3 as well as a subset of CIN1/2 lesions, whereas the
detection rate among cytology-normal samples is extraordinarily low. Thus, the GynTect® assay based on detec-
tion of these six methylation markers may provide an excellent tool within cervical cancer screening.
Keywords: DNA methylation; human Papillomavirus (HPV); biomarkers; cervical cancer

Vyuzitelnost analyzy zmeny metylacie DNA pre detekciu rakoviny kréka maternice a jej prekanceréznych stadii
Ciel* Zasadnou udalostou véasnej karcinogenézy je hypermetylacia takzvanych CpG ostrovcéekov, ktoré sa pre-
vazne nachdadzaju v promoétorovych/5-oblastiach génov v ludskom genéme. Konkrétne vzory hypermetylacie
tak mézu indikovat karcinogenézu a sluzit ako nastroj pre diagnostiku. V aktualnej stadii posudzujeme vyyuzi-
telnost panelu siestich vybranych markerov metylacie DNA za tGicelom detekcie prekanceréznych lézii krcka ma-
ternice a jej karcindmu pomocou analyzy DNA ziskanej z buniek sterov krcka maternice prislusnych pacientiek.
Metédy: Sada cervikdlnych sterov od Zien s rakovinou kréka maternice (n=5), s cervikalnou intraepitelidlnou ne-
oplaziou stupia 3 (CIN3) (n=26) alebo CIN1/2 (n=14), a od Zien s normalnym cytologickym nalezom (n=60) bola
hodnotena po analyze stavu metylacie oblasti ASTN1, DLX1, ITGA4, RXFP3, SOX17 a ZNF671. Analyza metylac-
ného stavu bola vykonana pomocou testu GynTect®.

Vysledky: VSetky vzorky od Zien s rakovinou kréka maternice (5/5) boli pozitivne v teste metylaéného stavu.
Z CIN3 pripadov bolo v teste pozitivnych 62% (16/26) a z CIN1/2 pripadov to bolo 50% (7/14). Iba 1,7% zo vzo-
riek s normalnym cytolégickym nalezom (1/60) bolo pozitivhych v teste metylaéného stavu. Celkovo sa pocet
regionov metylovanych markerov zvySoval Umerne so zavaznostou lézii.

Zaver: Analyza metylacie DNA buniek zo sterov krécka maternice ASTN1, DLX1, ITGA4, RXFP3, SOX17 a ZNF671
spolahlivo deteguje vzorky s karcindmom krcka maternice a vacsinu CIN3, ako aj podmnozinu CIN1/2 lézii, za-
tial' ¢o miera detekcie medzi vzorkami s normalnym cytologickym nalezom je mimoriadne nizka. Test GynTect®
na zaklade detekcie vybranych Siestich metylaénych markerov méze byt pouzity ako vynikajtci nastroj pre skri-
ning rakoviny kréka maternice.

Kltcové slova: metylacia DNA, ludsky Papillomavirus (HPV); biomarkery; rakovina krcka maternice

Newslab, 2017; roc. 8(1): 5-8
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Povodné prace

Introduction

Cervical cancer is still among the most frequent cancers
in women world-wide (Torre et al., 2015). With the availabili-
ty of screening programs, however, cervical cancer incidence
and mortality have markedly decreased, especially in devel-
oped countries (Anttila et al., 2009). The effects of the cy-
tology-based diagnostics — the so-called Pap test, the most
prominent screening tool applied even nowadays — have,
however, levelled-off the last decade, mainly because of the
limited sensitivity for precancerous lesions, as well as lim-
ited participation of the women. On the other hand, limited
specificity of the Pap test also leads to over-diagnosis and
over-treatment, mainly among young women. Therefore al-
ternative screening tools, which may lead to an overcome
of these limitations of cytology are discussed since sever-
al years.

Testing for the human papillomaviruses (hrHPV) that
evoke cervical cancer improves the sensitivity of screening
(Ronco et al., 2014). In some countries (e.g. the Netherlands,
USA) HPV testing has already been implemented in screen-
ing. Infection with one of the high-risk HPV strains is the pre-
requisite for the development of cervical cancer. Therefore,
HPV screening has high sensitivity. It lacks, however, spec-
ificity, since most women infected with HPV will clear such
an infection without symptoms. Therefore, HPV-based cervi-
cal cancer screening only makes sense with the availability
of triage methods that allow the detection of precancerous
lesions and cancer cases among women tested HPV-posi-
tive (Wentzensen et al., 2015).

In this context, hypermethylation of certain DNA regions
during the course of carcinogenesis may provide a promising
tool for triage of a highly sensitive screening, which finds vir-
tually all disease cases, but lacks specificity, as is the case if
testing for HPV infection (Lorincz et al., 2013; Wentzensen et
al., 2015). We have previously shown that detection of a DNA
hypermethylation marker panel consisting of the five mark-
er regions DLX1, ITGA4, RXFP3, SOX17, and ZNF671 may be
a useful tool for triaging HPV-positive women (Hansel et al.,
2014). Here we show that a molecular diagnostic test based
on the marker regions ASTN1, DLX1, ITGA4, RXFP3, SOX17,
and ZNF671, termed GynTect, which received CE IVD mark
in October 2015, can easily be adapted for liquid-based cy-
tology samples triage.

Materials and Methods

Informed consent
All samples utilized in this study were collected only after
informed consent of patient was gained.

Patient samples

Residual liquid-based cytology (LBC) samples from both,
routine cervical cancer screening as well as more accurate
diagnostics for further triage following an abnormal cytolo-
gy result (Pap Ill or higher) were used for the study. The col-
lection consisted of 60 screening samples from women with
normal cytology (Papl), and 45 screening and triage samples
from women with histopathology diagnosis CIN1/2 (14 sam-
ples), CIN3 (26 samples), and cervical cancer (5 samples).
All samples were collected in PreservCyt medium (Hologic).

For all samples cytology results were available. For the sam-
ples with abnormal Pap smear finding histopathology results
were available, classifying them into the different CIN stages.

Sample preparation

For sample preparation and lysis the LBC samples were
vortexed for a few seconds, and 1 ml of each sample were
immediately transferred into 1.5-ml microcentrifuge vials.
Cellular material was pelleted by centrifugation at 10,000 x g
for 5 min, and the supernatant was removed carefully by pi-
petting. Pellets were then resuspended in 40 pl of sample
lysis buffer (GynTect, oncgnotics), and incubated at 60°C for
30 min at 1,000 rpm in a thermoshaker (Thermomixer, Ep-
pendorf).

Bisulfite treatment and marker methylation analysis

Bisulfite treatment of cervical samples was performed
using the EpiTect Fast Bisulfite Kit (Qiagen) following the
supplier's manual. 40 pl of the cervical sample was directly
used for bisulfite treatment without prior DNA isolation. Af-
ter elution in 20 pl Elution Buffer, 70 pl of water was added,
and 10 pl of the diluted DNA were used for each single reac-
tion in the GynTect real-time methylation-specific PCR (qM-
SP) assay as described in the manual of the GynTect kit. The
gMSPs were run on a ABI 7500 Real-Time PCR System (Life
technologies, Thermo Scientific). Ct values for each mark-
er and each internal control were recorded, and their validi-
ty was controlled by comparing the melting curve character-
istics of each PCR fragment produced with corresponding
positive controls. For such positive controls, which were in-
cluded in each PCR run, DNA known to be methylated in the
marker regions was used. A no template control using wa-
ter as template was also included in each qMSP run. For
evaluation, the difference of the Ct values of each marker
with the internal control ACHE was calculated. gMSPs for
ASTNT, DLX1, ITGA4, RXFP3 ans SOX17 yielding a difference
between sample and internal control < 9.0 were scored pos-
itive, for ZNF671 <10 was scored positive. A GynTect assay
was scored positive, if the sum of the factors attributed to
each marker was 0.5 or higher (Table 1).

Results

For assessing methylation of the GynTect markers ASTN1,
DLXT1, ITGA4, RXFP3,S0X17,ZNF671 as well as the two inter-
nal marker regions ACHE and IDS an intercalating dye-based
gMSP assay was performed for each of the 105 patient sam-
ples included in this study. The results obtained for the 60
samples from patients with a cytology result Pap | were the
basis for setting the delta Ct value limit < 9 for all markers
but ZNF671, for which the delta Ct value limit was set to < 10.

Table 1. Factors and DeltaCt values for the GynTect markers

| Marker | DeltaCtACHE | Factor |

ASTN1 < 0.2

DLX1 <9 0.1

ITGA4 <9 0.2

RXFP3 <9 0.2

SO0X17 <9 0.2

ZNF671 <10 0.5
1/2017
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Povodné prace

To be scored valid, the Ct value for the control marker ACHE
had to be below 32. At these settings, 59 of the 60 Pap | sam-
ples were scored negative for the GynTect test. This evalua-
tion was then the basis for scoring the data obtained for the
45 CIN1+ samples.

All five carcinomas included in the study were scored Gyn-
Tect-positive. Of the 26 samples with histopathology-con-
firmed CIN3, 16 (= 61.5%) turned out to be GynTect-positive,
whereas of the 14 CIN1/2 samples seven (= 50%) were Gyn-
Tect-positive (Figure 1A). When related to cytology findings,
the following results were obtained for the CIN samples: of
the 17 samples scored Pap Il or Pap IlID in cytology, sev-
en (= 41%) turned out to be GynTect-positive; of the 23 Pap
IVa samples, 16 (= 69.6%) were GynTect-positive (Figure 1B).

Discussion

In previous studies we have shown that hypermethyla-
tion of CpG islands in proximity to the genes DLX1, ITGA4,
RXFP3, SOX17, and ZNF671 correlated with the presence of
precancerous cervical lesions and cervical cancer (Hansel et
al., 2014). The molecular diagnostic test GynTect based on
these results allows the detection of these marker regions in
cervical smears collected in the denaturing specimen trans-
port medium (STM), which is originally used for QIAGEN’s
DIGENE HPYV test. Utilization of this medium has, however,
its limitations, the most important being that from STM only
molecular test formats can be performed. In contrast, cervi-
cal smear material collected in liquid-based cytology media
can be used more flexibly. As a main advantage, the cellu-
lar material preserved in this medium can be used for cytol-
ogy as well as molecular biology tests. This enables the per-
formance of triage tests from the same sample as the initial
screening test, a feature which increasingly is demanded as
prerequisite for diagnostics.

In this study we evaluated whether our molecular diagnos-
tic test GynTect is suitable for using residual material from
liquid-based cytology samples and such fulfils this prerequi-
site. GynTect provides the possibility to test if a woman who

obtained an abnormal cytology finding in the Pap smear and/
or a positive HPV test result, has a precancerous lesion that
requires follow-up and treatment. For this purpose we used
samples for which the cytology findings and, for all Pap-ab-
normal samples, the histopathology results were available
for comparison. GynTect showed an excellent performance,
since for all 105 samples valid test results could be obtained.
The results obtained for the two internal markers that are
tested with each patient sample demonstrate this. In fact,
the Ct values for these two internal markers obtained for all
105 LBC samples are much lower than those obtained for
samples collected in STM, indicating better preservation of
the DNA in these LBC samples. Due to the improved perfor-
mance, a threshold for the marker Ct values in relation to the
controls was set. Using a delta Ct threshold of 9 for the five
markers ASTN1, DLX1, ITGA4, RXFP3, and SOX17 as well as
a delta Ct threshold of 10 for ZNF671, of the 60 samples
with a normal cytology, Pap |, only one sample yielded a Gyn-
Tect-positive result, implying that the test has a very good
specificity within this group. A larger number of such sam-
ples will definitely have to be examined to confirm these re-
sults and this very high specificity of the test among healthy
women.

As expected, all 5 cervical cancer samples included in the
study were detected by GynTect, and that by at least four
GynTect markers. This very high sensitivity for cancer cas-
es was already shown previously (Hansel et al., 2014). A de-
tection rate of >60% among the CIN3 samples examined al-
so confirms results obtained in previous studies (Hansel
et al., 2014). It is well-known that not all CIN3 lesions pro-
ceed to cervical cancer (McCredie et al., 2008), although
these high-grade lesions are considered as precancer-
ous stages. In several observational studies CIN2/3 short-
term regression rates around 30% were reported (Trimble
et al., 2005, 2010, 2015; Grimm et al., 2012). Very recently,
Loopik et al. (2016) have demonstrated in a retrospective
study that in women < 25 years the regression rate of CIN2
lesions was as high as 71% (150 of 211 women followed

Figure 1. Performance of the GynTect assay using PreservCyt samples. In total, residual material from 105 samples was used for the
analysis. A. GynTect results compared to histopathology findings for the PreservCyt samples. B GynTect results compared to liquid
-based cytology findings for all PreservCyt samples except for the cervical cancer samples. The bar graph in Figure 1A shows the per-
centage of the GynTect-positive samples in the categories “Pap I”, “CIN1/2", “CIN3”, and “CxCa”, with the numbers of cases given in
parentheses. The bar graph in Figure 1B shows the percentage of the GynTect-positive samples in the categories “Pap I”, “Paplli/IlID",

“PaplVa”, with the numbers of cases given in parentheses.
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after CIN2 diagnosis), and the overall progression rate in this
study was very low (15%).

The data show that the GynTect score is related to the se-
verity of the lesion confirmed by histopathology. In fact, the
higher the CIN grade, the more GynTect markers are positive
in the LBC samples. The only GynTect-positive CIN1 case,
however, had a score of 1.2, so five of the six markers were
positive, with rather low delta Ct values. In cytology this case
was graded Pap IVa, which might imply that the biopsy in this
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Vyskyt kmenov Streptococcus pneumoniae pri zapalovych ochoreniach
hornych dychacich ciest deti v predskolskom veku a ich rezistencia na
antibiotika

RNDr. Gabriela Bertaova', MUDr. Monika Czirfuszova, PhD.!, RNDr. Veronika Fekete',

MUDr. Eva Sinajova?, RNDr. Daniela Lackova, PhD.?, MUDr. Eva Csolleyova?,

RNDr. Beata Gottwaldova®, MUDr. Alica Sobotova®

Oddelenie bakterioldgie, HPL spol. s r. 0., Komarno', Kosice?, Levice?, Galanta*, Bratislava-Petrzalka®,
Topolcany®

Cielom nasej prace bolo sledovat vyskyt kmenov Streptococcus pneumoniae vo vyteroch z hrdla a z nosa u de-
ti do 5 rokov pri akatnych zapaloch hornych dychacich ciest v regidonoch siedmich laboratérii HPL spol. s r. 0.,
zistit aktualny stav ich citlivosti na antibiotika podla aktualnych zasad EUCAST a vyjadrit podiel si¢asného vy-
skytu tejto baktérie s inymi patogénmi alebo potencidlnymi patogénmi hornych dychacich ciest. Vyskyt S. pneu-
moniae v sledovanej vekovej kategérii deti do 5 rokov rastie s vekom s najvyssim vyskytom v skupine 3- az 5-ro¢-
nych. Vynimkou je preSovsky region, kde sme zaznamenali vys$si vyskyt tejto baktérie u deti mladsich ako 3 roky.
V nasom subore sme zaznamenali rezistenciu/necitlivost na fenoxymetylpenicilin, t. j. nepouzitelnost v ambu-
lantnej liecbe v pripade 14 az 41 % testovanych kmenov S. pneumoniae. Rezistencia na makrolidové antibiotika
sa v nasom subore pohybovala od 23 do 44 % a na linkozamidy od 14 do 33 %. Rezistencia na kotrimoxazol sa
v nasom subore vyskytovala od 11 do 32 %. Z vybranych 100 kmenov S. pneumoniae rezistentnych na fenoxyme-
tylpenicilin, makrolidy, linkozamidy a kotrimoxazol sme v kvantitativnom teste citlivosti interpretovanom podla
aktudlnych zasad EUCAST hodnotili 57 % kmenov ako rezistentnych na ampicilin (amoxicilin). Porovnali sme in-
terpretaciu vysledkov kvantitativneho testu citlivosti na ampicilin (amoxicilin) vybraného siboru 100 kmenov S.
pneumoniae hodnotenych podla eurépskej normy EUCAST a americkej normy CLSI a zistili sme vyrazny rozdiel
vo vyslednej interpretacii vysledkov.

Klicové slova: Streptococcus pneumoniae, rezistencia na antibiotikd, deti do 5 rokov, EUCAST

Occurrence of Streptococcus pneumoniae strains at inflammatory diseases of the upper respiratory tract of pre-
school children and their resistance to antibiotics

The aim of our study was to follow up the occurrence of Streptococcus pneumoniae in the swabs from throat
and nose in children up to 5 years of age with acute inflammation of upper airways in regions of seven laborato-
ries of HPL Ltd., to determine the actual state of their sensitivity to antimicrobials according to recent EUCAST
guidelines and express the proportion of coincident occurrence with other pathogens or potential pathogens of
the upper airways. The occurrence of S. pneumoniae in the studied age group of children up to 5 years increas-
es with age with the highest incidence in a group of 3-5 year olds. The exception is PreSov region, where we
have seen a higher incidence of this bacterium in children younger than 3 years. In our group we recorded resist-
ance/non-susceptibility to phenoxymethylpenicillin e.g. uselessness in outpatient treatment in case of 14-41%
of the tested strains of S. pneumoniae. Resistance to macrolide antibiotics in our group ranged 23-44%, and to
lincosamides 14-33%. Resistance to co-trimoxazole in our group was 11-32 %. From the selected 100 strains of
S. pneumoniae resistant to phenoxymethylpenicillin, macrolides, lincosamides, and co-trimoxazole were in quan-
titative sensitivity testing according to EUCAST 57% strains resistant to ampicillin (amoxicillin). We compared
interpretation of the results of quantitative sensitivity testing of selected 100 strains of S. pneumoniae to ampi-
cillin (amoxicillin) in accordance to EUCAST with criteria of american CLSI and we found out marked difference
in the final interpretation of the results.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, resistance to antimicrobials children up to age 5, EUCAST

Newslab, 2017; ro¢. 8(1): 10 - 15

Uvod

S. pneumoniae je baktéria ktord Casto osidluje sliznice
hornych dychacich ciest. Z asymptomatickej kolonizacie sa
véak moze vyvinut ochorenie dychacich ciest ale aj invaziv-
na infekcia. Nazofaryngalne nosi¢stvo pneumokokov je Cas-
tejSie u malych deti, ktoré su rezervoarom a vektorom tejto

baktérie pri jej horizontdlnom Sireni v komunite. Kolonizacia
sliznice nazofaryngu potencialne patogénnymi baktériami je
dynamicky proces ovplyvneny najma stavom lokalnej sliznic¢-
nej imunity, ale je podmieneny aj vekom, genetickymi a socio-
ekonomickymi faktormi. Nosi¢stvo pneumokokov v ekono-
micky vyspelych Statoch rastie s vekom. Vo Finsku Syrjanen
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a kol.™ zaznamenali vyskyt S. pneumoniae u 13 % deti do
6 mesiacov a u 43 % deti vo veku nad 19 mesiacov. Zo socio-
ekonomickych a environmentalnych faktorov na frekvenciu
kolonizacie vplyva najma velkost rodiny, pocet strodencov,
prijem rodiny, fajcenie a uzivanie antibiotik. Pri kolonizacii ma
doblezitd ulohu ekosystém sliznice a vzajomné interakcie me-
dzi mikroorganizmami na sliznici hornych dychacich ciest®.
Je zname, Ze virusova infekcia zvysSuje predispoziciu na bak-
terialnu superinfekciu napr. pri chripke byva tazkou kompli-
kaciou pneumokokova pneumaénia®. Nielen pri chripke, ale
vSeobecne priinfekcidch spésobenych respiratnymi virusmi,
ako napr. rinovirus, metapneumovirus, RSV, adenovirus, ko-
ronavirusy je vysSia predispozicia k bakteridlnej superinfek-
cii v désledku narusenia epitelovej bariéry virusom, pre zvy-
Senie expresie adhezivnych proteinov viazucich potencidlne
patogénne baktérie, a pre narusenie funkcie neutrofilov, NK
buniek a monocytov®. Interakcie medzi najCastejSimi pod-
mienenymi patogénmi kolonizujacimi horné dychacie cesty
S. pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrha-
lis a Staphylococcus aureus boli dokdzané aj v experimental-
nych podmienkach®. S. pneumoniae je mohutnym producen-
tom peroxidu vodika. Ten posobi baktericidne aj na baktérie
produkujuce katalazu (S. aureus, H. influenzae), enzym, ktory
rozklada peroxid vodika®®. Inym mechanizmom vzajomne;j
interferencie medzi S. pneumoniae a H. influenzae je poéso-
benie pneumokokovej neuraminidazy na povrchové sialové
kyseliny H. influenzae, ¢im sa zabrani adherencii hemofila
k sliznici®. Pravdepodobne najpriaznivejsie vztahy st medzi
S. pneumoniae a M. catarrhalis. Perez a kol. v roku 2014®)
v $tudii vztahov S. pneumoniae a M. catarrhalis v biofilmoch
zistili, ze v pritomnosti S. pneumoniae dochadza k mnozeniu
kultary M. catarrhalis. Tento fenomén je sprostredkovany sig-
nalnou molekulou Al-2. M. catarrhalis svojou betalaktama-
zou poskytuje pasivnu ochranu pneumokokom proti betalak-
tamovym antibiotikdm, preto je narocnejsia lieCba koinfekcii
tychto dvoch mikroorganizmov. S. pneumoniae je baktéria,
ktora v poslednych Styridsiatich rokoch sa zaradila medzi te-
rapeuticky problematické mikroorganizmy pre ¢astu multi-
rezistenciu na antibiotika. Tato nepriazniva vlastnost je do-
sledkom jej schopnosti rozpoznat, absorbovat a integrovat
extracelularne polydeoxynukleotidy do svojich Struktural-
nych génov. Pritomnost dlhych cudzich DNA sekvencii v gé-
noch pre proteiny viazuce penicilin (PBP), tzv. mozaicizmus,
spOsobuje polymorfizmus proteinov PBP, ich znizenu afini-
tu k penicilinu a zmenenu Struktdru baktérii rezistentnych na
peptidoglykan. S. pneumoniae ziskava cudzie DNA sekvencie
podmienujuce znizend citlivost aZ rezistenciu na penicilin od
alfahemolytickych streptokokov kolonizujucich horné dycha-
cie cesty. Kmene rezistentné na penicilin su ¢asto nositelmi
rezistencie aj na dalSie skupiny antibiotik, ako s makrolidy,
linkozamidy, tetracykliny, kotrimoxazol. Pneumokoky ziska-
vaju gény rezistencie aj od inych grampozitivnych (napr. sta-
fylokoky, enterokoky) alebo od gramnegativnych baktérii (na-
pr. E. coli, Klebsiella spp., Neisseria spp., Haemophilus spp.)®.

Cielom tejto publikacie je monitorovat vyskyt kmenov
S. pneumoniae vo vyteroch z tonzil a z nosa u deti do 5 rokov
pri akutnych zapaloch hornych dychacich ciest vo vybranych
regiénoch Slovenska, zistit jeho koincidenciu s inymi pato-
génmi alebo potencidlnymi patogénmi hornych dychacich

ciest a prezentovat aktualny stav ich citlivosti na testované
antibiotika podla kritérii normy EUCAST.

Material a metodika

Do suboru sme zaradili vytery z hornych dychacich ciest
deti do 5 rokov veku s diagnézami akitneho zapalu hor-
nych dychacich ciest, odobraté v obdobi od 1. 3. 2014 do
31. 3. 2015. Vytery z tonzil a z nosa odobrali oSetrujuci le-
kari na detoxikovany tampdn v transportnom médiu podla
Amiesa s aktivnym uhlim, ktoré boli transportované pri tep-
lote 20 az 25 °C do laboratérii HPL spol. s r. 0. v Komarne,
Leviciach, Galante, Topol¢anoch, PreSove, KoSiciach a Bra-
tislave-Petrzalke. Vzorky pochadzali od 115 804 pacientov
z 13 okresov Zapadného Slovenska (Komarno, Levice, Nit-
ra, Nové Zamky, Sala, Topoléany, Zlaté Moravce, Dunajska
Streda, Partizanske, Galanta, Banovce nad Bebravou, Pe-
zinok, Bratislava V) a zo 7 okresov Vychodného Slovenska
(Kosice, Michalovce, TrebiSov, Presov, Snina, Humenné, Sa-
binov). Vytery boli inokulované na krvny agar Columbia so
7 % baranej krvi a boli inkubované 18 az 20 hodin pri teplo-
te 35 °C v mikroaerofilnom prostredi s 5 % CO,. Suspektné
kolénie S. pneumoniae boli overené testom citlivosti na op-
tochin (5 ug) a bola stanovena ich citlivost na zostavu anti-
biotik — oxacilin (skriningovy disk), erytromycin, klindamycin,
ofloxacin, tetracyklin, kotrimoxazol - diskovou difiznou me-
tédou podla pravidiel normy EUCAST(%'), Na testovanie citli-
vosti bol pouzity agar podla Muellera a Hintonovej s 5 % kon-
skej krvi a s NAD (MHF), na ktord bolo rovhomerne v troch
na seba kolmych smeroch naockované inokulum S. pneu-
moniae s hustotou 0,5 McF. Disky s pozadovanou koncen-
traciou antibiotik boli umiestnené na povrch nao¢kovaného
kultivatného média a nasledne boli inkubované v termosta-
te s 5% CO, pri teplote 35 °C 18 az 20 hodin. Citlivost na pe-
nicilin a amoxicilin bola hodnotena na zaklade skriningového
testu betalaktamovej rezistencie S. pneumoniae skriningo-
vym diskom s obsahom 1 ug oxacilinu v sulade s normou
EUCAST(%_ V pripade, Ze inhibicna zéna okolo skriningo-
vého disku bola = 20 mm, testovany kmen S. pneumoniae
bol hodnoteny ako citlivy na penicilin a amoxicilin. Pri vel-
kosti inhibi¢nej zény 1 ug oxacilinu < 20 mm, ale zaroven
> 8 mm je peroralny fenoxymetylpenicilin v lieCbe klinicky
nedcinny, testovany kmen bol hodnoteny ako rezistentny
na penicilin a citlivy na amoxicilin. Pri velkosti inhibi¢nej z6-
ny 1 ug oxacilinového disku < 8 mm, pouzitie betalaktamo-
vého antibiotika v lieCbe je mozné len na zaklade vysledku
kvantitativnej citlivosti — MIC. KedZze nas subor tvorili am-
bulantni pacienti v detskom veku, u ktorych su betalaktamo-
vé antibiotika pri infekciach hornych dychacich ciest liekmi
volby, na subore 100 pacientov, z toho 85 pacientov s ma-
sivnym a 15 pacientov so stredne masivnym nalezom kme-
na S. pneumoniae v skriningovom teste so zénou oxacilinu
< 8 mm a zdaroven rezistentnym na makrolidové, linkozami-
dové antibiotika a kotrimoxazol sme stanovili MIC ampicilinu
(amoxicilinu) antibiotika, ktoré prichddza do uvahy v peroral-
nej liecbe. Kvantitativnu citlivost tychto kmenov na ampici-
lin (amoxicilin) sme stanovili pomocou E-testu. Suspenziu
testovaného kmena s hustotou 0,5 McF sme naniesli na po-
vrch kultivacného média MHF tak, ako pri diskovej difiiznej
metdde, s ndslednym ulozenim prizku E-testu obsahujicim
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gradient koncentracii testovaného antibiotika ampicilinu.
Takto pripravenu pédu s E-testom sme inkubovali 18 az 20
hodin pri teplote 35 °C v prostredi 5 % CO, a nasledne sme
odcitali hodnotu minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC)
podla odporucani vyrobcu®,

Vysledky

Za sledované obdobie bolo v uvedenych laboratériach
HPL spol. sr. 0. analyzovanych spolu 115 804 vyterov z hor-
nych dychacich ciest od deti vo veku do 5 rokov. Tieto tvorili
50,76 % vSetkych vyterov z hornych dychacich ciest odobra-
tych od pacientov do veku 18 rokov. V tabulke 1 a na grafe 1
uvadzame pocCet a percentualny podiel vyterov z hornych dy-
chacich ciest s ndlezom S. pneumoniae u deti do 5 rokov ve-
ku v regiénoch jednotlivych pracovisk HPL spol. s r. 0. Na
porovnanie v tabulke 2 uvadzame pocet a percentudlny po-
diel ndlezov S. pneumoniae v ostatnej Casti detskej popula-
cie (vek 6 az 18 rokov).

Najvyssi podiel S. pneumoniae u deti do 5 rokov veku sme
zaznamenali v regione laboratéria v Topol¢anoch (14,09 %)
a najnizsi v regiéne laboratéria v Komarne (6,81 %). Vyskyt
S. pneumoniae u deti starSich ako 5 rokov bol vo vSetkych re-
giénoch vyrazne nizsi ako u deti do 5 rokov veku.

Najviac kmenov S. pneumoniae bolo izolovanych v regié-
ne laboratéria v Bratislave-Petrzalke a v preSovskom regio-
ne (graf 1).

Pocet a percentudlny podiel nalezov S. pneumoniae v jed-
notlivych vekovych kategoériach deti do 5 rokov znazorfuje
tabulka 3 a graf 2.

Vyskyt S. pneumoniae pri infekciach hornych dychacich
ciest v sledovanej vekovej kategorii deti do 5 rokov rastie
s vekom s najvyssim vyskytom v skupine 3- az 5-rocnych. Vy-
nimkou je preSovsky region, kde sme zaznamenali vySSi vy-
skyt tejto baktérie v skupinach deti do 1 roka a u 1- az 3-ro¢-
nych.

Zaujimala nas aj koincidencia S. pneumoniae s d'alSimi po-
tencidlne alebo primarne patogénnymi baktériami pri zapa-
loch hornych dychacich ciest u deti do 5 rokov. Prehl'ad tych-
to nalezov uvadzame v tabulke 4.

NajcCastejsi bol sticasny nalez S. pneumoniae a M. catarr-
halis (24,47 %), S. pneumoniae s H. influenzae sa vyskytova-
li spolu u 8,02 % pacientov a suc¢asny nalez S. pneumoniae
a S. aureus sme zaznamenali u 5,01 % pacientov. Stcasny vy-
skyt s inymi podmienenymi patogénmi, resp. primarnymi pa-
togénmi hornych dychacich ciest sme zaznamenali iba oje-
dinele.

Tabulka 1. Pocet a percentudlny podiel nalezov S. pneumoniae vo vyteroch z hornych dychacich ciest u deti do 5 rokov pod/a regiénov

Vek deti: do 5 rokov __Komémo | Levice | _Galanta__|_Topoltany | _Kosice | _PreSov | BA-Petrzalka

Celkovy pocet vyterov z HDC 11976 11 656 21329 12737 10 864 17 214 30028
pocet % pocet % pocet % pocet % pocet % pocet %
915 | 7,85 | 1821 | 854 | 1795 | 14,09 | 1412 | 12,99 | 2231 | 12,96 | 3588 | 11,95

pocet %

Pocet a % nalezov

S. pneumoniae 816 6,81

Tabulka 2. Pocet a percentudlny podiel ndlezov S. pneumoniae vo vyteroch z hornych dychacich ciest u deti vo veku 6 aZ 18 rokov
podla regiénov

Vek deti: 6 aZ 18 rokov | Komamo | Levicek | Galanta | Topoléany | KoSice | PreSov | BA-Petrzalka
Celkovy pocet vyterov z HDC 15901 11381 22613 14 686 10 494 12 459
Poéet a % nalezov pocet % pocet % pocet % pocet % pocet % pocet % pocet %

S. pneumoniae 3,95

Tabulka 3. Pocet a percentudlny podiel nalezov S. pneumoniae v jednotlivych vekovych kategdridch deti do 5 rokov

“omémo | levco | Galanta | Topolcany | Kodice | Prosov | BA-Petrzalka |
poset |_% | poset | _% [ popet| % [poset| % [popet]| % Jpopet] % Lpoeei] %

0 - 12 mesiacov 133 1,11 229 1,96 243 1,14 176 1,38 261 2,4 770 4,47 486 | 1,62
1 - 3 roky 285 2,38 316 2,71 628 2,94 541 4,25 511 4,7 783 4,55 | 1183 | 394
3 - 5 rokov 398 3,32 370 3,17 950 4,45 | 1078 | 8,46 640 5,89 678 394 | 1919 | 6,39

Graf 2. Porovnanie absolutnych poctov izolovanych kmeriov

Graf 1. Porovnanie absoldtnych poctov izolovanych kmenov g pneumoniae v jednotlivych vekovych kategéridch deti do 5 ro-
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Tabulka 4. Sucasny vyskyt S. pneumoniae s inymi podmienenymi patogénmi hornych dychacich ciest u deti do 5 rokov

m Topolcary

m BA-Petrzalks

Haemophilus influenzae 2, 69 2, 07 1 21 134 | 7,46 | 188 |13, 31 220 | 9 86 404 | 11 26 1009 | 8§, 02
Moraxella catarrhalis 204 |2500| 167 |1825| 102 | 560 | 121 | 6,74 | 439 | 31,09 | 789 | 3536 | 1257 | 35,03 | 3079 | 24,47
Staphylococcus aureus 41 502 | 45 | 492 | 79 | 433 | 125 | 696 | 69 | 489 | 119 | 533 | 152 | 424 | 630 | 501

Tabulka 5. Rezistencia kmeriov S. pneumoniae izolovanych od deti vo veku do 5 rokov so zdpalovymi ochoreniami hornych dychacich

ciest

| Komamo | levice | Galanta | Topoféany | _KoSice | PreSov | BA-Petrialka

Erytromycin 44 % 42 % 23 % 40 % 38 % 37 % 24 %
Klindamycin 33 % 32 % 21 % 27 % 26 % 21 % 14 %
Kotrimoxazol 19 % 21 % 11 % 28 % 23 % 32 % 16 %
Ofloxacin 0 % 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Penicilin 28 % 20 % 14 % 36 % 23 % 41 % 19 %
Tetracyklin 21 % 13 % 9 % 26 % 9 % 21 % 11 %

Prehlad rezistencie kmenov S. pneumoniae izolovanych
zo vzoriek hornych dychacich ciest deti do 5 rokov pri zapalo-
vych ochoreniach hornych dychacich ciest na testované anti-
mikrobidlne latky uvadzame v tabulke 5.

V nasom subore bolo 14 az 41 % kmenfov S. pneumoniae
necitlivych na fenoxymetilpenicilin. V rezistencii na toto an-
tibiotikum sme zaznamenali vyrazny geograficky rozdiel. Vo
vacsine regidnov zapadného Slovenska bola tato rezistencia
okolo 20 %, s vynimkou regiénu laboratéria v Topoltanoch,
kde bol podiel kmerov necitlivych na fenoxymetylpenicilin
36 %. Na vychodnom Slovensku bola miera necitlivosti kme-
nov S. pneumoniae na fenoxymetylpenicilin v preSovskom re-
giéne 41 %. Rezistencia na makrolidové antibiotika sa v na-
Som subore pohybovala od 23 do 44 % a na linkozamidy od
14 do 33 %. Rezistencia na kotrimoxazol sa v naSom subore
vyskytovala od 11 do 32 %. V pripade 100 vybranych kmenov
S. pneumoniae s rezistenciou na erytromycin, klindamycin,
kotrimoxazol a s vysledkom skriningového testu betalak-
tdmovej rezistencie svedCiaceho o nevhodnosti fenoxyme-
tylpenicilinu v liecbe sme vykonali kvantitativne stanovenie
citlivosti na ampicilin (amoxicilin) E-testom. Na zaklade vy-
sledku E-testu bolo 57 % testovanych kmerov rezistentnych
(MIC > 2 mg/l) na ampicilin (amoxicilin), 34% intermediarne
citlivych (MIC > 0,5 = 2 mg/l) a iba 9 % testovanych kmerov
vykazovalo citlivost (MIC < 0,5 mg/l) na ampicilin (amoxici-
lin) podla interpretacnych kritérii normy EUCAST(01,

Diskusia

Nazofaryngalne nosi¢stvo Streptococcus pneumoniae je
hlavnym faktorom Sirenia tejto baktérie v populdcii. Prehladné
Studie venujuce sa zmapovaniu vyskytu tejto baktérie v popu-
[acii deti boli vykondvané najma pred zavedenim ocCkovania
proti tejto baktérii s cielom zistit prevalenciu sérotypov v po-
pulacii. V nasej studii sme sledovali vyskyt S. pneumoniae
u deti do 5 rokov s priznakmi infekcie hornych dychacich ciest
na poc¢etnom subore 115 804 pacientov. Kedze sérotypizacia
kmenov S. pneumoniae nie je sucastou rutinnej mikrobiologic-
kej diagnostiky a vykonava sa iba v pripade kmenov sposobu-
jucich invazivnu infekciu alebo zéapal stredného ucha, prehlad
sérotypov nie je sucastou nasej prace. Nase vysledky moze-
me porovnat s vysledkami podobnej studie ktord vykonavali
v Litve medzi februarom 2012 a marcom 201372, Do Studie
zahrnuli celkovo 900 deti vo veku do 6 rokov s priznakmi

akutnej infekcie hornych alebo dolnych dychacich ciest a kto-
ré neboli ockované proti pneumokokom. S. pneumoniae bol
izolovany z vyterov hornych dychacich ciest u 367 deti, miera
ich kolonizacie pneumokokom bola 40,8 %. Ferreira a kol. v ro-
ku 200179 sledovali vyskyt S. pneumoniae v stbore 400 deti
do 5 rokov s priznakmi rinofaryngitidy. Vzorky odoberali v ob-
dobi od juna 1997 do maja 1998 na detskej pohotovosti dvoch
nemocnic v Sao Paule v Brazilii. Pneumokoka izolovali z nazo-
faryngu 139 deti, miera kolonizacie bola 34,8 %. V nasom su-
bore sa vyskytoval ndlez S. pneumoniae v 10,86 % vzoriek de-
ti do 5 rokov veku. Syrjanen a kol.( sledovali vyskyt nosi¢skych
kmenov S. pneumoniae u 329 deti vo veku 2 mesiacov az 2 ro-
ky, ked boli deti zdravé a nasledne aj pri prejavoch infekcie hor-
nych dychacich ciest, resp. pri priznakoch akutneho zapalu
stredousia. Z 3 024 vyterov z nazofaryngu odobratych od deti
v bezpriznakovom stédiu zaznamenali pritomnost S. pneumo-
niae v 649 vzorkach (21 %). U zdravych deti pozorovali zvy$o-
vanie vyskytu nosi¢stva S. pneumoniae vekom (9 % u 2-me-
sacnych az 43 % u 2-ro¢nych). Z 2007 vyterov z nazofarnygu
odobratych od deti sledovaného suboru v ¢ase prejavov infek-
cie dychacich ciest alebo akitneho zapalu stredousia zazna-
menali nédlez S. pneumoniae v 826 (41 %) vzorkach. V nasom
sUbore sme tiez pozorovali postupny narast vyskytu S. pneu-
moniae s vekom, s vynimkou presovského regiénu. Percenta
vyskytu v nasom subore su vSak nizsie, moznym vysvetlenim
je velkost stiboru — v spominanej publikacii bolo analyzova-
nych 3 024 vyterov z hornych dychacich ciest zdravych a2 007
vyterov chorych deti, v naSom subore sme vyhodnotili vysled-
ky 115 804 vyterov z hornych dychacich ciest deti do 5 rokov
veku s prejavmi akutnej infekcie hornych dychacich ciest.
Cely rad dostupnych studii bolo zameranych prevazne na
zmapovanie vyskytu S. pneumoniae v populdcii bez priznako-
vych deti v suvislosti s pldanovanym zavedenim ockovania pro-
ti tejto baktérii. KedZe tieto publikacie sa tykaju vyskytu S. pne-
umoniae v suboroch zdravych deti, nie je Uplne relevantné
porovnavat ich vysledky s nasimi vysledkami. Kumar a kol.(
na subore 190 bezpriznakovych deti vo veku 3 mesiacov az 5
rokov sledovali nazofaryngalne nosi¢stvo S. pneumoniae v ob-
dobi od decembra 2010 do decembra 2011 v Bangalore
(India). Pneumokoka izolovali u 53 zo 190 deti, o predstavu-
je 27,9 %. Vo vekovej distribucii vyskytu pneumokokov sme za-
znamenali znac¢nu odlisnost medzi vysledkami publikacie Ku-
mar a kol. a nasimi vysledkami. U nds bola prevaha vyskytu
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S. pneumoniae u deti vo vekovej kategérii 3- az 5-rocnych, len
v preSovskom regiéne bol vyskyt tejto baktérie najvyssi u deti
mladsich ako 3 roky. V publikacii Kumar a kol. uvadzaju naj-
vy$Si vyskyt S. pneumoniae u deti vo veku 3 az 12 mesiacov
(49,2 %). Podobna multicentricka $tudia bola vykonana v Ru-
munsku v obdobi od novembra 2011 do aprila 2013 v Styroch
mestach na subore 2 000 zdravych deti do 5 rokov veku(.
S. pneumoniae izolovali z vyterov z nazofaryngu 505 deti, no-
si¢stvo pneumokoka v sledovanom subore bola 25,25 %. Po-
zorovali ndrast vyskytu nosiCstva S. pneumoniae vekom —
16,7 % u deti do 11 mesiacov a 29,4 % u deti 3- az 5-rocnych.
Zaujimavé st vzajomné vztahy potencidlne patogénnych bak-
térii a ich sucasny vyskyt na sliznici hornych dychacich
ciest*5678) V nasom subore sa tiez potvrdila Castejsia koinci-
dencia S. pneumoniae a M. catarrhalis ako S. pneumoniae a os-
tatnych potencialne patogénnych mikroorganizmov. Suic¢asny
nalez S. pneumoniae s M. catarrhalis sa vyskytoval v 24,47 %,
kym sucéasny ndlez S. pneumoniae a H. influenzae sme pozo-
rovaliv 8,02 %. S. pneumoniae a S. aureus sa vyskytovali spo-
luv 5,01 % analyzovanych vzoriek. Uvedené skuto¢nosti jed-
noznacne svedCia o doblezitosti bakteriologickej kultivacnej
analyzy vzoriek z hornych dychacich ciest aj v pripadoch, ze
pacient ma spociatku priznaky svedciace o virusovej etiolégii.
V pripade stredne masivneho a masivneho nalezu podmiene-
ne patogénnych baktérii je dolezité stanovit citlivost na anti-
mikrobialne latky, aby v pripade potreby bola mozna cielena
antibioticka liecba. V nasom subore sme do vysledkového
listu uviedli rezistenciu/necitlivost na penicilin, t. j. nepouzitel-
nost peroralneho fenoxymetylpenicilinu u ambulantnych
pacientov v pripade 14 az 41 % testovanych kmerov S. pneu-
moniae. V rezistencii na penicilin sme zaznamenali vyrazny
geograficky rozdiel — vo vacsine regiénov Zapadného Sloven-
ska bola tato rezistencia okolo 20 %, s vynimkou regiénu labo-
ratéria v TopolCanoch, kde bol podiel kmerov necitlivych na
penicilin 36 %. Na Vychodnom Slovensku bola miera necitli-
vosti kmenov S. pneumoniae na penicilin v preSovskom regi6-
ne 41 %. Podiel kmenov necitlivych na penicilin v regiénoch Za-
padného Slovenska (okrem TopolCian) je porovnatelny
s vysledkami podobnych prac, v ktorych bol hodnoteny anti-
biogram neinvazivnych kmenov S. pneumoniae podla aktual-
nych zasad EUCAST. Ruski autori Mayanskiy a kol. v roku 2013
publikovali vysledky rezistencie 863 neinvazivnych izolatov S.
pneumoniae izolovanych z dychacich ciest a zo stredousia.
Zaznamenali 28 % kmenov necitlivych na penicilin@®. Autori
z Litvy analyzovali vytery z nazofaryngu 900 deti v predskol-
skom veku s akutnou infekciou hornych dychacich ciest. Za-
znamenali 15,8 % kmenov necitlivych na penicilin(?. Rezisten-
cia na makrolidové antibiotika sa v naSom subore pohybovala
od 23 do 44 % a na linkozamidy od 14 do 33 %. Rezistencia na
kotrimoxazol sa v naSom subore vyskytovala od 11 do 32 %.
Ked to porovname s vysledkami podobnej prace('?, kde auto-
ri zaznamenali rezistenciu testovanych kmenov S. pneumo-
niae u deti v predSkolskom veku na erytromycin 21,3 %,
na klindamycin 16,9 % a kotrimoxazol 27,3 %, m6zeme pove-
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dat, Ze u nas je miera rezistencie kmenov S. pneumoniae izo-
lovanych z hornych dychacich ciest deti s infekciami hornych
dychacich ciest vysSia. NasSe vysledky su v sulade s vysledka-
mi projektu MIKROMED, podla ktorych uz v prvom polroku
2014 bola rezistencia S. pneumoniae na makrolidové antibio-
tika viac ako 30 %(”). Nie je dobra sprava ani to, Ze zo 100 kme-
nov rezistentnych na fenoxymetylpenicilin so zénou oxacilinu
< 8 mm, makrolidy, linkozamidy a kotrimoxazol bolo v kvanti-
tativnom teste citlivosti citlivych na ampicilin (amoxicilin) iba
9 %, intermedidrne citlivych 34% a rezistentnych 57%. Sice
sme analyzovaliiba 100 kmenov S. pneumoniae rezistentnych
na antibiotika ktoré by prichadzali do Uvahy v peroralnej lieCbe
deti s akdtnou infekciou hornych dychacich ciest, ale tieto
predbezné vysledky poukazuju na to, ze pri interpretacii MIC
ampicilinu (amoxicilinu) podla kritérii EUCAST by ani toto an-
tibiotikum nebolo vhodné v liecbe. Zistili sme vSak, Ze priinter-
pretacii tychto vysledkov podla kritérii americkej normy CL-
S10819), vysledky kvantitativneho testovania citlivosti nami
vybranych 100 kmenov S. pneumoniae na ampicilin (amoxici-
lin) by boli ovela priaznivejSie. Na zaklade interpretacnych kri-
térii CLSI v nami otestovanom subore 100 kmenov S. pneumo-
niae by bolo 43% kmeriov citlivych na amoxicilin (MIC < 2 ug/
ml), 55% kmernov intermediarne citlivych (MIC > 2 ug/ml < 8
ug/ml) a iba 2 % kmerov by sme hodnotili ako rezistentné
(MIC = 8 ug/ml). Tato otdzka vSak vyzaduje dal$iu analyzu na
vacsom subore kmenov po rutinnom zavedeni kvantitativne-
ho testovania citlivosti S. pneumoniae na ampicilin (amoxici-
lin) v pripade kmenov rezistentnych na vsetky ostatné antibio-
tikd, ktoré je mozné podavat v detskom veku v perorélnej
forme.

Zaver

Nasa Studia poukazala na potrebu prehodnotit a blizsie
analyzovat interpretacné kritéria kvantitativneho testu citli-
vosti na ampicilin (amoxicilin) v pripade kmenov izolovanych
z vyterov z hornych dychacich ciest deti ktorym S. pneumo-
niae spOsobuje opakované komplikacie zdravotného stavu
s priznakmi akdtneho zapalu hornych dychacich ciest a na
zdaklade testu citlivosti nie je ind vhodna alternativa liecby.
KedZe u tychto deti sa vacsinou jedna o nosicsky stav, treba
vzdy individualne prehodnotit potrebu peroralnej antimikro-
bidlnej lieCby, v menej zavaznych pripadoch staci aplikacia
antibiotik lokalne na sliznicu nosa, napr. neomycin s bacit-
racinom alebo ofloxacin. V pripade pretrvavania nosic¢stva
S. pneumoniae moze byt rieSenim aj imunomodulacna liec-
ba komeréna alebo individualizovanad, ktora napomaha mo-
bilizacii faktorov vrodenej imunity a zvladnutiu recidivujucich
zdapalov hornych dychacich ciest komplikovanych podmiene-
ne patogénnymi baktériami.
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Molekularno-geneticka charakterizacia koznych bakteérii

Mgr. Iveta Gazdaricova
Katedra molekularnej biolégie, Univerzita Komenského v Bratislave

Kozné baktérie maju dokazatelny vplyv na zdravotny status hostitel'a. VSetky ludské kozné baktérie tvoria so
svojimi génmi unikatnu nadstavbu ludského gendmu. Vdaka detailnym analyzam pozitivhych a negativnych
asociacii medzi baktériami koZe a zdravim hostitela moze byt odhalené pozadie niektorych koZnych ochoreni
spojenych s koznymi baktériami vo vacsej ¢i mensej miere. Tieto poznatky sme potencialne schopni vyuzit pri
prevencii a lieCbe koznych chorob pomocou alternativnej cielenej génovej terapii. Na dosiahnutie tohto ciela je
nevyhnutné vykonat kompletntii molekularnogenetickd analyzu nepatogénnych koznych baktérii a dokazat ich
spojenie so zdravotnym statusom hostitel'a. AvSak tieto bakterialne druhy nie st beznymi laboratérnymi druhmi
a preto je nevyhnuté optimalizovat v§etky postupy analyzy.

Klacové slova: kozny mikrobiém, molekularnogeneticka analyza baktérii, kultivacia nemodelovych bakterialnych
druhov, izolacia DNA

Molecular genetic characterization of skin bacteria

Human skin non-pathogenic bacteria have an evincible impact on a host's health condition. All of the human skin
bacteria genes create a unique extension of the human genome. Due to the deep studying of positive and nega-
tive associations between skin bacteria and health status of an individual, it can be possible to detect a molec-
ular background of some human skin disorders. Such knowledge would be potentially useful for prevention and
treatment of skin diseases by targeted alternative gene therapy. To achieve this goal, it is necessary to perform
a complete molecular-genetic analysis of human skin bacteria and to demonstrate their connection to human
health status. Moreover, these are not bacteria species from the laboratory, so it is important to build up an op-
timal pipeline of handling wild human skin bacteria.

Keywords: skin microbiome, molecular genetic analysis of bacteria, cultivation of non-model bacterial species,

isolation of DNA

Newslab, 2017; roc. 8(1): 16 — 20

Uvod

Najvacsim organom ludského tela je koza. Okrem svojej
primarnej funkcie (fyzicka bariéra medzi vonkaj$im a vnutor-
nym prostredim tela, ochrana tela pred nebezpecnymi lat-
kami a cudzimi skodlivymi organizmami) je koza domovom
pre nespocetné mnozstvo mikroorganizmov. Najvacsie za-
stupenie maju baktérie. Spolu s hubami, virusmi a malymi
eukaryotickymi organizmami, ako su roztoce, tvoria tzv. koz-
ny mikrobiém.

Kozné baktérie boli a su Studované ako potencidlna prici-
na vzniku réznych choréb. Dnes v§ak vieme, ze mnohé z nich
nemaju negativny vplyv na zdravie jedinca ¢i dokonca pozi-
tivne ovplyvnuju hostitela. Bolo preukazané, ze niektoré bak-
térie pozitivne ovplyviuju imunitny systém hostitela tak, ze
dok&zu imunitnt odpoved modifikovat a doplifiat. Napriklad
dokazu zvysovat efektivnost T-buniek pri protizapalovej imu-
nitnej odpovedi®.

Koza funguje ako osobity ekosystém. Nachadza sa tu
1,8 m? réznych habitatov, zahybov, invaginacii a vyklenkoy,
ktoré zabezpecuju nepravidelnu kolonizaciu koze ré6znymi
bakteridlnymi druhmi. Zastupenie bakteridlnych druhov za-
visi od toho, aké su podmienky v jednotlivych lokalitach na
kozi. RozliSujeme suché, vihké a mastné miesta (obrazok 1).
V oblastiach na kozi, ktoré su najviac vystavené vzduchu, pre-
vlada kmen Proteobacteria. Oblasti, kde sa nachadza najviac

mazovych Zliaz, ako je chrbat a tvar, kolonizuju najma bak-
térie z kmena Actiniobacteria. Miesta s najvyssou vihkostou,
ako je chodidlo, st pokryté hlavne baktériami z kmena Firmi-
cutes. Okrem tychto kritérii sa mnozstvo a rozloZenie bakté-
rii menia aj pocas rastu a dospievania jedinca, v zavislosti od
Zivotospravy a miesta zZivota®919,

Rovnovaha medzi ludskymi koznymi bunkami a koznymi
baktériami je velmi dblezita. Taktiez je nevyhnuté, aby sa za-
chovala rovnovaha medzi bakterialnymi druhmi navzajom.
Tzv. spontanna necielena dysbalancia moéze viest az ku koz-
nym ochoreniam. Necielenou dysbalanciou rozumieme zme-
nu v zastupeni koznych baktérii na urcitom mieste na tele.
Tato zmena moéze byt vyvolana vystavenim koze nevhod-
nym podmienkam, nevhodnd zivotosprava alebo dysbalan-
cia moze byt geneticky zakddovana. Vedci sa snaZia odha-
lit dysbalanciu detailne a ak je to mozné, spojit ju s urcitym
ochorenim. Dnes vieme, ze napriklad ochorenie atopickej
dermatitidy je spojené so znizenim vyskytu Staphylococcus
a znizenim celkovej diverzity koznych baktérii. Viac asocia-
cii ochorenia s koZnym mikrobiomom uvadza tabulka 1©°2

Cielena zmena mikrobidomu sa snazi vyuzit poznatky o po-
Skodeni rovnovahy na lieCenie koznych ochoreni. Ak bude-
me vediet presnu pric¢inu koZzného ochorenia a bude sa to
tykat dysbalancie medzi koznymi bunkami a baktériami
na kozi, budeme vediet navrhnat najefektivnejsie lieCenie
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ochorenia. Pod cielenou zmenou mikrobiomu sa skryvaju
rozne pristupy. Jednou z moznosti je genetickda modifikacia
koznych baktérii s cielom zvysit tvorbu bakteriocinov, ¢o sa
vykonava najcastejSie klonovanim do bakterialnych plazmi-
dov z koznych baktérii, ktoré sa nachadzaju na kozi pacien-
ta. DalSou moznostou je umelé zvysenie po&tu chybajlcich
druhov baktérii na ur¢itom mieste na kozi"?.

Aby sme mobhli pracovat s koznym mikrobiémom, musime
sa naucit pracovat s koznymi baktériami nachadzajucimi sa
na kozi pacienta. Kedze to nie su laboratérne kmene, praca
s nimi nie je trividlna. Je nutné najst najefektivnejsi postup
prace. VsSetky postupy od spdsobu odberu cez sposob kulti-
vdcie, izolacie genomickej a plazmidovej DNA, identifikacie
bakterialnych druhov a vyhladdvania bakteridlnych plazmi-
dov a génov su nevyhnuté optimalizovat.

Obrazok 1. Rozmiestnenie urcitych druhov koznych baktérii na
povrchu tela ¢loveka
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Material a metodika

Na pokus boli pouzité stery z koze ¢loveka (vnutorna stra-
na predlaktia a laktova jamka, 4 zdravi [udia, kazdy zo sp6sobu
odberu bol vykonany nasledujuci den, poziadavky na hygienu
odberového miesta boli rovnaké pre vSetkych — sprchovat sa
nami dodanym mydlom maximalne 24 hodin pred odberom)
a stery z koze bezsrstej mysi pomocou sterilnej vatovej tycinky
Swab plastic stem (Sarstedt, Numbrecht, Germany). Ta sa na-
macala do siedmich réznych roztokov (MBGW (molecular bio-
logy grade water), NaCl (chlorid sodny), Tween-20 (polysorba-
te 20), PBS (fosféatovy pufer), SCF (colony stimulating factor),
EtOH (etanol) a NaCl + Tween-20) a sledovali sa pripadné roz-
diely. Baktérie boli po odbere vysiate na tuhé LB médium, kde
bolo mozné separovat jednotlivé bakterialne druhy. Na nam-
nozenie baktérii bolo pouzité tuhé a tekuté LB médium, pricom
sa pozoroval vytazok. Boli zvolené tri pristupy izolacie bakteri-
alnej genomickej DNA, ktorych efektivnost bola porovnavana.
Bakteridlne druhy sa identifikovali pomocou Sangerovho sek-
venovania. Bakterialna plazmidova DNA bola izolovana pouzi-
tim dvoch izolacnych kitov, ktoré boli porovnavané medzi se-
bou. Nasledne sa plazmidy identifikovali pomocou cielenych
PCR eseji. Mnozstvo DNA sa v kazdom z uvedenych pripadov
meralo pomocou pristroja Qubit® 2.0 Fluorometer.

Na vyhodnotenie dat pri porovnavani vysledkov bol vyuzity
Statisticky neparovy one-tailed t-test, ktory porovnava stred-
né hodnoty a je schopny porovnat dve varidcie a pri hladine
vyznamnosti nami zvolenej (5 %) urci, i je rozdiel Statistic-
ky vyznamny, alebo nie je. Neparovy t-test bol zvoleny z toho
dévodu, ze jednotlivé namerané koncentracie sa navzajom
neovplyvnuju. Bola zvolend one-tailed analyza, lebo distribu-
cia koncentracii bola iba v kladnych hodnotach na osi X. Tak-
tiez treba uviest, Ze vSetky data v ramci prace boli testované
Shapirovym-Wilkovym testom na to, aby sa potvrdilo, ze po-
chadzaju z normalneho rozdelenia. VSetky data mali charak-
ter normalneho rozdelenia, takze bolo mozné pouzivat para-
metrické Statistické testy.

Vysledky

Optimalizacia spésobu odberu baktérii z kozZe

Bola porovndvana koncentracia DNA, ktora bola ziskana
pouzitim réznych druhov roztokov. Do tychto roztokov bola
namacana vatova tyCinka. Nulova hypotéza bola stanovena
tak, Ze typ roztoku nema vplyv na mnozstvo ziskanej bakteri-
alnej DNA. Vysledky su uvedené na obrazku 2 vlavo.

P-hodnota vzajomného porovnavania roznych druhov roz-
tokov sa pohybuje nizSie od hodnoty 0,05. V jednom pripade
dokonca pod uroviou 0,01. Z vysledku vyplyva, ze roztok NaCl
+ Tween 20 nie je vhodny na tento typ laboratérnej prace.

Tabulka 1. Zmena koZného mikrobiému asociovana s niektorymi bakteridlnymi druhmi

Ochorenie

Najdena asociacia s koznym mficrobiomom

Mnozstvo vzoriek

Akné vulgaris Asocidacia s baktériou Propionibacterium acnes?”) 49 chorych t 52 kontrol
Cervienka Zvysenie vyskytu baktérie Demodex folicularum® 50 chorych + 48 kontrol
Atopicka dermatitida Zvysenie vyskytu Staphylococcus a znizenie celkovej diverzity koznych baktérii® 12 chorych + 11 kontrol

Zvysenie vyskytu Corynebacteria, Propionibacterium, Streptococcus a Staphylococcus™

51 chorych + 51 kontrol

Psoriaza vulgaris

Zvysenie vyskytu Firmicutes a Actinobacteria®

6 chorych

Znizenie vyskytu Staphylococcus a Propionibacterium®

10 chorych + 12 kontrol

Lupiny

Asociécia s hubami rodu Malessezia®
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Medzi ostatnymi roztokmi sa nezistil ziadny vyznamny
Statisticky rozdiel, takze vyber roztoku neovplyvni vytazok
bakteridlnej genomickej DNA.

Kultivacia koZnych baktérii

Testovalo sa, ¢i konzistencia LB média a pritomnost/ne-
pritomnost agaru ma vplyv na vytazok bakterialnej genomic-
kej DNA. Bolo kultivovanych 13 nami ziskanych bakterial-
nych druhov, ktoré bolo nutné namnozit.

Nulova hypotéza bola stanovena tak, ze typ kultivacného
média nema vplyv na vytazok DNA. Vysledky porovnavania
su uvedené na obrazku 2 vpravo.

P-hodnota je na urovni 0,4917, o znamena potvrdenie nu-
lovej hypotézy.

Izolacia bakterialnej genomickej DNA

Experimentalne boli porovnavané tri postupy izolacie:

1. l1zolacny kit QlAamp® DNA Mini kit 250;

2. 1. Optimalizovany protokol izolacného kitu QlAamp® DNA
Mini kit 250 (doplnenie pévodného protokolu o teplotné
Soky pred prvym krokom 5x striedanie 5 min 90 °C/5 min
-20°C);

Obrazok 2. — Vlavo - Vysledky porovnania zavislosti pouZité-
ho roztoku pri odbere baktérii od mnoZstva ziskanej bakterialnej
DNA (% — P < 0,05 ** — P<0,01). Vpravo — Porovnanie vytaz-
ku bakteridlnej DNA z baktérii kultivovanych na tuhom a tekutom
LB kultivatnom médiu

0.04+

DNA (nglyl)

&

S
-«-"'D
A

Obrazok 3. VIavo — Porovnanie vytaZzkov bakterialnej genomic-

3. 2. Optimalizovany protokol (zmena oproti pévodnému pro-
tokolu — pufor ATL bol nahradeny lyzacnym roztokom; bol
pridany roztok lyzozymu, roztok RNazy; pred pridanim pro-
teinazy K bola pridana hodinova inkubacia pri 37 °C, po
pridani pufra AL bola pridana 30-minttova inkubacia pri
55 °C a nasledne 30-minutova inkubacia pri 70 °C).

Vzajomné porovnavanie vysledkov demonstruje obrazok 3
vlavo. Nulova hypotéza bola stanovena tak, Ze typ protokolu
nema vplyv na mnozstvo izolovanej DNA. Vysledkom porovna-
nia pévodného protokolu s 1. optimalizovanym protokolom je
P-hodnota na drovni 0,3388. Porovnanie pévodného protoko-
lu s 2. optimalizovanym protokolom dava P-hodnotu na Urovni
0,0150 a porovnanie 1. optimalizovaného protokolu s 2. opti-
malizovanym protokolom dava P-hodnotu 0,0178. Mozno te-
da povedat, Ze nulové hypotéza sa zamieta v prospech 2. op-
timalizovaného protokolu, s ktorym sme boli schopni izolovat
najvacsiu koncentraciu bakterialnej genomickej DNA.

Identifikacia ziskanych bakterialnych druhov pomocou
Sangerovho sekvenovania

Bakterialne druhy boli identifikované pomocou klasickej
metody Sangerovho sekvenovania 16S rDNA. Podarilo sa
nam ziskat 12 réznych bakterialnych druhov — 7 zo sterov
z koze Cloveka a 7 z koze mysi, pricom dva druhy sa vyskyt-
li aj u ¢loveka aj u mysi. Jednotlivé druhy su uvedené v ta-
bulke 2.

Izolacia bakterialnej plazmidovej DNA

Zo vsetkych nami ziskanych bakteridlnych druhov bolo
vybratych Sest, z ktorych sa izolovala plazmidova DNA. Bo-
li porovnané dva izola¢né kity DNA QlAprep Spin Miniprep
kit a NucleoBond® Xtra Midi. Vysledky si demonstrované
na obrazku 3 vpravo.

Nulova hypotéza bola tradi¢ne stanovena tak, Ze typ izo-
la¢ného kitu nema vplyv na mnozstvo izolovanej plazmido-
vej DNA. Hypotéza vsak bola vzhl'adom na vysledky zamiet-
nuta v prospech kitu NucleoBond® Xtra Midi.

Tabulka 2. Ziskané bakteridlne druhy pomocou Sangerovho sek-
venovania

Bakteridlny druh | Gramovo farbenie | ___Kmed ___

kej DNA ziskanej pouZitim troch réznych izolacnych protokolov. Elovek
Vpravo - Porovnanie vytazku bakterialnej plazmidovej DNA po- Staphlococcus lentus G+ Actinobacteria
uzitim izolacnych kitov DNA QIAprep Spin Miniprep kit a Nucle- Staphlococcus sciuri Gt Firmicutes
oBond® Xtra Midi Micrococcus yunnanensis G+ Actinobacteria
Staphylococcus cohni G+ Firmicutes
: Klebsiella oxytoca G- Proteobacteria
Staphylococcus homini G+ Firmicutes
= E Bacillus licheniformis G+ Firmicutes
: mys
3 g Staphylococcus epidermidis G+ Firmicutes
e Micrococcus yunnanensis G+ Actinobacteria
Staphylococcus aureus G+ Firmicutes
Bacillus subtilis G+ Firmicutes
Staphylococcus haemoliticus G+ Firmicutes
& Micrococcus luteus G+ Actinobacteria
Staphylococcus hominis G+ Firmicutes
1/2017
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Identifikacia pritomnych plazmidov

Jednym zo spdsobov, ako vyhl'adat a identifikovat pritom-
né plazmidy, je pouzitie cielenych PCR eseji. Na tento expe-
riment bol vybrany bakterialny druh Staphylococcus epider-
midis, v ktorom sa vyhl'adavali potencialne pritomné vlastné
plazmidy. Bolo navrhnutych Sest parov primerov na sest roz-
nych plazmidov. Nasledne bolo vsetkych Sest potencialnych
PCR produktov nanesenych na agarézovy gél (obrazok 4).

Cielenymi PCR esejami bolo mozné identifikovat dva plaz-
midy pritomné v linii nami ziskanej baktérie Staphylococcus
epidermidis.

Diskusia

Praca s baktériami, ktoré nie su klasickymi laboratérnymi
kmenmi, je velmi narocné. Kazdy krok si vyzaduje pracne opti-
malizovanie. Av§ak bez toho by sme sa v tejto oblasti nemohli
posunut dalej, preto ma toto Usilie velky vyznam. V mojej pra-
ci su sumarizované najvhodnejsie postupy molekuldarnogene-
tickej analyzy nepatogénnych nami ziskanych baktérii z koze.
Bolo mozné identifikovat najlepsi postup préce.

Optimalizacia spésobu odberu koznych baktérii bola vy-
chodiskova uloha pre dalSie experimenty. Bolo vybratych se-
dem roztokov, do ktorych sa namacala vatova tyCinka, na
zvysSenie vytazku bakterialnych buniek. Kazda z latok ma po-
tencial pozitivne ovplyvnit odber baktérii. Vysledky testova-
nia vylucili roztok NaCl + Tween 20, pretoze sa preukazal ako

Obrazok 4. Separacia a vizualizacia PCR produktov ziskanych
amplifikdciou Specifickych usekov réznych plazmidov Staphylo-
coccus epidermidis (popis drah: 1 = Gene RulerTM 100 bp Plus
DNA Ladder, 2 — primery 1 + 2, 3 — primery 3 + 4, 4 — primery 5
+6,5 - primery 7 + 8,5 — primery 9 + 10, 6 — primery 11 + 12)

'

nevhodny. Dévodom moze byt rozdielna pH hodnota. Zatial
¢o pH hodnota koze na predlakti po 24 hodinach po sprcho-
vani a nepouziti ziadnych kozmetickych pripravkov je od
512 + 0,56 do 4,93 + 0,45, tak pH hodnota roztoku je 7,6.
Medzi ostatnymi latkami nebol Statisticky vyznamny rozdiel.
Na zaver v§ak bolo mozné urcit MBGW ako najidealnejsiu lat-
ku, lebo s jej pouzitim sme ziskali najmensiu odchylku v me-
rani, ma chemické zlozenie bez najmensich odchylok v rdmci
réznych laboratérii, ¢im sa zabezpeci maximalna reproduko-
vatelnost experimentu.

Zivné média, ktoré sa pouzivaju na kultivaciu baktérii, sa
liSia svojim zlozenim a konzistenciou. Ak by sme potrebova-
li ziskat ¢o najviac bakterialnych druhov, urcite by sme zvoli-
li rozne pody, experimentovalo by sa so zlozkami a testovali
by sa selekéné média. V nasom pripade bola zvolena klasic-
ka LB poda, pomocou ktorej bolo mozné ziskat dostatocné
mnozstvo bakteridlnych druhov. AvSak experimentalne bolo
zistované, ¢i konzistencia kultivacného média vplyva na vy-
tazok bakteridlnej genomickej DNA. Nena$li sa ziadne signi-
fikantné rozdiely medzi tymito dvoma pristupmi, preto moz-
no povedat, Ze konzistencia média nema vplyv na vytazok
bakterialnej DNA.

Dal$im krokom analyzy bola izolacia bakteridlnej geno-
mickej DNA na nasledné urcenie ziskanych bakterialnych
druhov. Na trhu st dostupné rézne izolacné kity, ktoré sa liSia
svojou Specifickostou na urcité bakterialne druhy, ¢i schop-
nostou izolacie grampozitivnych a gramnegativnych bakté-
rii. Na naSom pracovisku sa dlhodobo osvedcil izolacny kit
QlAamp® DNA Mini kit 250 od firmy Qiagen, preto bol zvoleny
ako vychodiskovy, ktory bol nasledne podrobeny niekolkym
zmenam. Z vysledkov vyplyva, Ze optimalizacie viedli k zvy-
Seniu vytazku bakterialnej DNA, preto boli uvedené do praxe.

Bakterialne druhy boli identifikované pomocou sekveno-
vania 16S rDNA kodujlcej sekvencie. Tato sekvencia obsa-
huje vysokokonzervované lseky s vysokou medzidruhovou
variabilitou, ¢o je dévodom, preco je tato sekvencia vhodna
pri identifikacii baterialnych druhov(4'®. Na tento konzervo-
vany Usek bolo navrhnutych niekolko parov(®, z ktorych boli
pre tGto Studiu vybraté dva — 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGC-
TCAG-3) a 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'). Vysled-
kom bola Uspesna identifikacia trinastich bakteridlnych dru-
hov, ktoré st uvedené v tabulke 2. Z nich bolo na zaklade
urcenych vlastnosti (nepatogenita a vyskyt na kozi) vybra-
tych Sest, z ktorych bola izolovana plazmidova DNA. Z velkej
Skaly dostupnych izolacnych kitov boli vybraté dva kity, ktoré
boli porovnavané. Na zaklade vysledkov sa ako lepsi ukazal
NucleoBond® Xtra Midi.

Cielena PCR esej je dobrym nastrojom na vyhladavanie
Specifickych usekov DNA vo vzorke. Prave tymto pristupom
boli vyhladdvané bakteridlne plazmidy v naSom experimen-
te. Zo vSetkych ziskanych druhov bol vybraty iba Staphylo-
coccus epidermidis preto, ze z druhov nami ziskanych ma
najviac opisanych vlastnych plazmidov so zndmou sekven-
ciou. Navrhli sme Sest parov primerov na Sest plazmidov.
PCR produkty boli nanesené na gélovu elektroforézu, na kto-
rej bola Uspesne identifikovana pritomnost prave dvoch bak-
teridlnych plazmidov pUR3036 a pSK103.
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Zaver

Na to, aby bolo mozné uvaZovat o cielenej zmene kozné-
ho mikrobiéomu, je potrebné najprv sa naucit s nelaboratér-
nymi baktériami pracovat ¢o najlepsie a najefektivnejsie. Na
to nam slizia prave takéto experimenty, ktoré vymedzuju tie
najlepsie metédy a postupy.

Plazmidy, ktoré boli tymto postupom ziskané, by mali
byt nasledne analyzované a neskor potencialne vyuzité pri
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Pseudoglandularny névus - zriedkava morfolégia melanocytového névu
(case report)

MUDr. Andrea Janegova, PhD.', MUDr. Pavol Janega, PhD."23, prof. MUDr. Pavel Babal, CSc.
Ustav patologickej anatomie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
2MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Bratislava

3stav normalnej a patologickej fyzioldgie, Slovenska akadémia vied, Bratislava

Pseudoglanduldrne zmeny st velmi zriedkavym fenoménom, ktory mdZeme najst v melanocytovych léziach. Pri-
¢iny ich vzniku ani pripadny klinicky vyznam doposial nie st Giplne zname. Opisané su najma v pripadoch Spitzo-
vej névu, m6zu byt pozorované prakticky v ktorejkolvek melanocytovej lézii. V stiCasnosti sa predpoklada, ze
vznik pseudoglandularnych formacii predstavuje skor retrakény artefakt pri fixacii a spracovani tkaniva. Za urci-
tych okolnosti vSak tento nalez moze byt zavadzajlci a moze predstavovat diferencidlnodiagnosticky problém
pre hodnotiaceho patoldga, vyzadujlci pouzitie doplfujicich imunohistochemickych farbeni.

Klicové slova: melanocytovy névus, pseudoglandularne zmeny, etioldgia, klinicky vyznam

Pseudoglandular nevus - rare morphology of melanocytic nevus (case report)

Pseudoglandular change is a very rare phenomenon to be found in melanocytic lesions. The causes or potential
clinical relevance of these changes are not yet fully clarified. Although they are described particularly in Spitz
nevi. Virtually, they can be observed in any melanocytic lesions. At present it is believed that the pseudoglandu-
lar formations represent rather a retraction artifact due to tissue fixation and processing. However this finding
can be misleading and may pose a differential-diagnostic problem for the evaluating pathologist, requiring the

use of additional immunohistochemical staining.

Keywords: melanocytic nevus, pseudoglandular changes, aetiology, clinical significance

Newslab, 2017; ro¢. 8(1): 21 - 24

Uvod

Melanocytové névy su Casté benigne kozné lézie. Aj ked
ich morfolégia moze byt variabilnd, tvorba Struktur podob-
nych Zlazdm je v melanocytovych névoch zriedkavy feno-
mén. V odbornej literatire su uvedené prevazne pripady, kto-
ré sa davaju do suvislosti so Spitzovej névom(?. Pri¢ina
vzniku tychto morfologickych zmien aj ich klinicky vyznam
nie su jednoznacne zname. V diagnostickej praxi patoléga
méze byt vyskyt pseudoglandularnych struktdr v melanocy-
tovej lézii zavadzajuci a v kone¢nom dosledku stazit sprav-
nu diagnostiku chorobného procesu.

Uvadzame pripad tohto zvlastneho variantu intradermal-
neho epiteloidného névu s tvorbou pseudoglandularnych
Struktdr u mladej Zeny na kozi vonkajsich genitalii.

Vlastny pripad

35-ro¢na Zena bola vySetrena s ndlezom sivo-ruzového
ostro ohrani¢eného bradavicovitého tumordézneho Utvaru vel-
kosti 8 mm na pravom velkom pysku. Bola vykonana excizna
biopsia lézie s naslednou histologizaciou. Léziu tvorilo v pod-
kozi lokalizované jedno vacsie lozisko a pocetné mensie uzly
prevazne polygonalnych az epiteloidnych buniek (obrazok 1),
Casto s tvorbou centralnych, rézne tvarovanych cysticky prazd-
nych priestorov pripominajucich zliazky (obrazok 2). Smerom

do hibky boli bunky usporiadané do tenkych pruhov az jednot-
livo roztrisené. Bunky mali stredne objemnu eozinofilnu cy-
toplazmu s uniformnymi jadrami bez vyraznych jadierok, bez
atypii, bez mitéz. Ojedinele bunky vykazovali pigmentaciu. Na
jednom mieste bola zachytena junkéna aktivita.
Imunohistochemické vySetrenie preukazalo expresiu pro-
teinu S-100 a melanA (obrazok 3-4) v epiteloidnych bunkach
|ézie. Tieto bunky boli negativne na pancytokeratiny (AE1/3)
a epitelovy membranovy antigén (EMA). Expresiu CD34 vy-
kazovali iba cievy podkozia (obrdazok 5). Proliferaéna aktivita
lezionalnych buniek bola vel'mi nizka (Ki67 < 1 %, obrazok 6).
Definitivna diagn6za bola stanovena ako intradermalny
epiteloidny névus so pseudoglandularnou morfoldgiou.

Diskusia

Glandularna diferenciacia je typickou ¢rtou najma epite-
lovych nadorov. Melanocyty nemaji schopnost tvorit pra-
vé zlazové Struktury. Vyskyt pseudoglandularnych zmien je
v melanocytovych léziach zriedkavou ¢rtou. Tvorbu tubulov
a cystickych priestorov v epiteloidnom dermalnom néve
ako prvi opisali Burg a spol.™, ktori tdto léziu oznacili ako
Jtubularny epiteloidny névus®, a povazovali ho za variant
Spitzovej névu. Neskor boli opisané dalSie pripady s vysky-
tom pseudoglandularnych zmien. Prave Spitzovej névus sa
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Obrazok 1. Pseudoglanduldrny névus tvorilo jedno vacsie loZis-
ko a drobné mensie uzly prevazne polygonalnych aZ epiteloid-
nych buniek, HE, 25x

Obrazok 2. V néve dominoval nalez tvorby centralnych, rézne tva-
rovanych cysticky prazdnych priestorov pripominajucich Zliazky,
HE, 100x

Obrazok 4. Pseudoglanduldrny névus. Pritomna bola pravidelna
a silna

Obrazok 5. Pseudoglandularny névus. Névové boli CD34 nega-
tivne, pozitititu vykazovali iba cievy podkozia. CD34, IHC, Ab-Po-
ly-HRP, 100x

Obrazok 6. Proliferacna aktivita buniek pseudoglanduldrneho né-
vu bola velmi nizka. Ki67, IHC, Ab-Poly-HRR, 100x
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v odbornej literature najCastejSie spomina v suvislosti so
vznikom pseudoglanduldrnych formacii“®. Vzhladom na
prevazne epiteloidnd morfoldgiu a vyskyt u mladého do-
spelého Cloveka niektoré naznacené spitzoidné rysy vyka-
zuje aj nami prezentovana lézia. Asocidcia Spitzovej névu
so pseudoglandularnou morfoldgiou vsak nie je vyhradna.
Soyer a spol.® poukazali, Ze mdze byt pozorovana v ove-
l'a SirSom spektre melanocytovych |ézii vratane dysplas-
tickych (Clarkovych) névov. Pseudoglandularny variant je
zndmym a dobre opisanym, aj ked' zriedkavym variantom
maligneho melandmu®?.

Histologicky je tvorba tubulov a cystickych priestorov
v melanocytovych lézidch skoér loZziskovou fokdlnou zme-
nou. Len niektori autori ich opisuju ako dominantna ¢rtu®?,
Casto az s tvorbou mikrocystickych struktar. Aj v nami pred-
lozenom pripade bol vyskyt pseudoglandularnych zmien po-
prednou Crtou lézie tvorenej prevazne epiteloidnymi bunka-
mi, bez vyraznejSich atypii alebo mit6z.

Nie je znama asociacia medzi vyskytom pseudoglandular-
nych zmien a vekom, resp. pohlavim pacientov. V literatire
opisané pripady maju Siroky vekovy rozptyl. Tento nalez ne-
suvisi ani s lokalitou vyskytu lézie. Su opisané pripady na hor-
nych®® aj dolnych koncatinach™. Vyskyt v oblasti vonkajsie-
ho genitalu z literatlry znamy nie je.

Predpoklada sa, Ze v melanocytovych léziach je vznik
pseudoglandularnych formacii spésobeny najpravdepodob-
nejSie retrakénym artefaktom ako ndsledok fixacie tkaniva
formaldehydom. Zd4 sa, ze urcité typy névov su nachylné
na tvorbu urcitych artefaktov. Opisany je vyskyt pseudovas-
kuldrnych Struktar prevazne v polypoidnych a verukéznych
névoch®19. Ziemer a spol.® pozorovali vyskyt roznych dru-
hov artefaktov podmienenych fixaciou vo vySe 80 % sku-
manych Spitzovej névov. Zlazové Struktiry pripominajice
sprazdne priestory” sa typicky vyskytovali, podobne ako v na-
Som pripade, v névoch tvorenych prevazne alebo aspon Cias-
tocne z epiteloidnych buniek.

Vznik tubularnych struktdr v melanocytovych [ézidch méze
byt spésobeny aj apoptézou centralnych buniek v hniezdach
melanocytov™. Sledovanim apoptotickych zmien v subore
Spitzovej névov vsak Ziemer a spol.® tito moznost skor vy-
lu€uju. Autori sa sustredili prave na moznu ulohu apoptdzy
a vo svojej Studii nezistili pritomnost apoptotickych buniek
v oblasti pseudoglandularnych struktdr a imunohistochemic-
ky ani geneticky nepreukazali zvySenu aktivaciu apoptozy pri
porovnavani melanocytovych lézii so pseudoglandularnymi
Struktirami a bez nich. Pritomnost apoptotickych figur sme
v nami opisanom pripade nepozorovali ani my.

Podla dalsej tedrie by mohla byt tvorba utvarov podob-
nych zlazam prejavom diferenciacie smerom k neurdlnym
Struktiram. Kantrow a spol.® opisali Spitzovej névus s tvor-
bou Struktur pripominajicich Homerove-Wrightove rozety.
Iny pripad Spitzovej névu s tvorbou rozetovitych formacii,
pripominajucich skor ,pravé ependymové rozety”, zdoku-
mentoval Fujita spol.®. Ide v§ak o Specificky typ zmien, kto-
ry sa morfologicky odliSuje od typickych pseudoglandular-
nych Struktur.

Pseudoglandularna morfolégia moze predstavovat za ur-
¢itych okolnosti diagnosticky problém pre hodnotiaceho pa-
toléga. Prvotné diagnostické uvahy v nami prezentovanom
pripade zahrnali okrem ,nezvyCajnej” melanocytarnej lézie,
nador z koznych adnexov, metastdzu adenokarcinomu ale-
bo léziu vaskularneho pévodu. Imunohistochemické farbe-
nie vSak jednoznacne preukazalo pozitivitu buniek na prote-
in S-100 a melanA, pri su¢asnej negativite pancytokeratinov
AE1/3, EMA a vaskularneho markera CD34, a tak umoznilo
vylucit ostatné diferencialnodiagnostické moznosti. Bland-
na histoldgia, absencia atypii spolu s nizkou proliferacnou
aktivitou (Ki67 < 1 %) podporili diagndzu benignej melano-
cytovej lézie.

Klinicky vyznam nalezu pseudoglandularnych zmien v me-
lanocytovych léziach nebol doposial objasneny. Vyznam pre
diagnosticku prax tkvie hlavne v zamedzeni vzniku diagnos-
tického omylu pri hodnoteni beznych jednotiek s nezvycCajny-
mi morfologickymi zmenami.

Zaver

Vyskyt pseudoglandularnych struktur v melanocytovych
léziach je zriedkavou zmenou, treba vSak na tito moznost
pamatat predovsetkym v pripade rozsiahlej tvorby tubular-
nych alebo cystickych utvarov, ked' nie su zachované takmer
Ziadne typické hniezda névovych buniek. Nepredpoklada sa,
Ze by pseudoglandularna premena mohla mat klinicky vyz-
nam, vznika najpravdepodobnejsie ako retrakény artefakt pri
fixacii a spracovani tkaniva.
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Vyskyt betahemolytickych streptokokov izolovanych z hornych
dychacich ciest pacientov z okresov Komarno a Nové Zamky
a ich rezistencia na antibiotika

RNDr. Kristina Mdzes, RNDr. Veronika Fekete, MUDr. Monika Czirfuszova, PhD.
Oddelenie klinickej mikrobiologie, HPL spol. s r. 0., Komarno

Cielom nasej prace bolo sledovat vyskyt betahemolytickych streptokokov vo vyteroch z hornych dychacich ciest
pacientov s diagnézami akutneho zapalu hornych dychacich ciest v okresoch Komarno a Nové Zamky v obdo-
biod 1. 1. 2014 do 31. 12. 2015. Pocas tohto obdobia sme izolovali 3 900 (5,72 %) kmenov betahemolytickych
streptokokov: 3 729 (5,47 %) z vyterov hrdla a 171 (0,25 %) z vyterov nosa. Vzajomny pomer betahemolytickych
streptokokov bol nasledujtci: 38,69 % S. pyogenes, 11,74 % S. agalactiae, 13,05 % betahemolytické streptokoky
skupiny C a G, 4,80 % netypovatelné betahemolytické streptokoky a 31,72 % S. anginosus group. Streptokokové
infekcie hornych dychacich ciest boli najéastejSie v jesennych a zimnych mesiacoch, v jarnych mesiacoch ich vy-
skyt poklesol a v lete dosahoval najnizsie hodnoty. Najvyssiu vnimavost na infekciu S. pyogenes sme zazname-
nali v skupine deti vo vekovej kategérii 7 az 11 rokov, vyskyt ostatnych druhov betahemolytickych streptokokov
bol najvyssi u dospelych. Liekom volby tychto infekcii (s vynimkou infekcii S. agalactiae) je nadalej fenoxyme-
tylpenicilin, rezistencia na makrolidové a linkozamidové antibiotika sa pohybuje od 15 do 43 %.

Kldéové slova: betahemolytické streptokoky, tonzilitida, faryngitida, penicilin, makrolidy

The incidence of beta-haemolytic streptococci in swabs from the upper respiratory tract of patients in the districts
Komarno and Nové Zamky and their resistance to antibiotics

The aim of our study was to investigate the incidence of beta-haemolytic streptococci in swabs from the upper
respiratory tract of patients with acute inflammation of the upper airways in the district Komarno and Nové Zam-
ky from 1January 2014 to 31 December 2015. During this period we isolated 3900 (5.72%) strains of beta-haemo-
lytic streptococci: 3729 (5.47%) from throat swabs and 171 (0.25%) from nasal swabs. The relative proportion of
beta-haemolytic streptococci was as follows: 38.69 % S. pyogenes, 11.74 % S. agalactiae, 13.05 % beta-haemo-
lytic streptococci group C and G, 4.80 % non-typeable beta-haemolytic streptococci and 31.72 % S. anginosus
group. Streptococcal infections of the upper airways were the most common in autumn and winter months, dur-
ing the spring months their occurrence decreased and in summer their incidence was the lowest. The highest
susceptibility to infection with S. pyogenes was recorded in the age group 7 to 11; the other types of beta-haemo-
lytic streptococci were the highest in adults. The drug of choice for these infections (except S. agalactiae in-
fections) remains phenoxymethylpenicillin, resistance to macrolides and lincosamides is between 15 and 43%.
Keywords: beta-haemolytic streptococci, tonsillitis, pharyngitis, penicillin, macrolides

Newslab, 2017; roc. 8(1): 25 - 29

Uvod

Akutne infekcie hornych dychacich ciest najma v detskom
veku su najcastejSim dévodom preskripcie antibiotik v am-
bulantnej starostlivosti. Vacsinu infekcii hornych dychacich
ciest spdsobuju virusy. Okrem virusov priblizne 10 % vSet-
kych pripadov spOsobuju baktérie. Z nich st na vyznamnom
mieste betahemolytické streptokoky. Streptococcus pyoge-
nes je primarny patogén v hornych dychacich cestach, pri
tonzilitide alebo faryngitide spésobenej touto baktériou je
antimikrobidlna lie¢ba indikovana vzhladom na mozné ne-
skoré nasledky@. Netreba vSak podcenovat ani ostatné be-
tahemolytické streptokoky, najma zo skupiny C, pretoze exis-
tuje realne, sice pomerne nizke, riziko vzniku postinfekCnej
glomerulonefritidy aj po infekcii tymito streptokokmi®$19),

Faryngitidu moéze spbsobovat aj Streptococcus agalac-
tiae®9. Pri tejto infekcii véak podla suc¢asnych poznatkov
nehrozia neskoré nasledky. Streptococcus anginosus group
sa vo vSeobecnosti vyznacuje tvorbou abscesov, avSak
subtyp Streptococcus constellatus subsp. pharyngis moze
byt pévodcom faryngitid®. V sticasnosti je zname, Ze aj ini
prislusnici betahemolytickych streptokokov skupiny C patria-
cich do S. anginosus group maju podiel na ochoreniach spre-
vadzanych bolestami hrdla®.

V tejto publikacii autori prezentuju vysledky sledovania
vyskytu betahemolytickych streptokokov vo vyteroch z hor-
nych dychacich ciest pacientov z okresov Komarno a No-
vé Zamky so zapalovymi diagnézami hornych dychacich
ciest (J00-J06), odobratych a kultivacne analyzovanych
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v laboratériu HPL spol. s r. 0., na prevadzke v Komarne v ob-
dobi 1. 1. 2014 az 31. 12. 2015. Bola sledovana sezonalita,
vekové rozlozenie vyskytu tychto baktérii a ich citlivost na an-
tibiotika. Aj ked' su tieto baktérie (s vynimkou S. agalactiae)
stale stopercentne citlivé na fenoxymetylpenicilin, v pripade
kontraindikacie lieCby penicilinom u deti je vyber vhodného
antibiotika Casto stazeny pre pomerne vysoky vyskyt rezis-
tencie tychto kmenov na makrolidové antibiotika.

Material a metodika

Subor vzoriek tvorili kmene betahemolytickych streptoko-
kov izolovanych z vyterov hrdla a nosa pri akutnych infek-
ciach hornych dychacich ciest (diagnézy J00-J06) od pa-
cientov v obdobi od 1. 1. 2014 do 31. 12. 2015 z okresov
Komarno a Nové Zamky. Vzorky biologickych materidlov
odobrali oSetrujuci lekari na detoxikovany tampén, ktory po
umiestneni do transportného média podla Amiesa s aktiv-
nym uhlim bol v den odberu transportovany do laboratéria
HPL spol. sr. 0.,v Komarne. Vytery z hornych dychacich ciest
boli o¢kované na krvny agar Columbia so 7 % baranej krvi
v sulade so Standardnymi postupmi HPL spol. s r. 0. Nao¢-
kované kultivacné média boli inkubované 18 az 20 hodin pri
teplote 35 °C v pritomnosti 5 % CO,. Po uplynuti lehoty inku-
bacie ich hodnotili laboratérni diagnostici a nalezy boli za-
znamenané v laboratérnom informac¢nom systéme laboraté-
ria. Suspektné kolonie betahemolytickych streptokokov boli
izolované na kultivacnej pode krvny agar €. 2 so 7 % baranej
krvi. Pri identifikacii izolovanych betahemolytickych strepto-
kokov sme sa riadili morfolégiou ich kolénii a testovali sme
ich biochemické vlastnosti. Pri velkosti koldnii suspektnych
betahemolytickych streptokokov > 0,5 mm sme pokracova-
li v identifikacii testom PYR na dokaz pyrolidonylarylamida-
zy, ktory je z betahemolytickych streptokokov pozitivny len
pri S. pyogenes. Pri negativnom PYR teste sme vykonali VP
test (Vogesov-Proskauerov test) na detekciu acetoinu, ktory
byva pozitivny v pripade S. agalactiae, pri betahemolytickych
streptokokoch skupin C a G je vSak vzdy negativny. V pripade
negativneho PYR a VP testu pri betahemolytickych strepto-
kokoch s velkostou kolonii > 0,5 mm sme urcili ich skupinovu
prislusnost podla Lancefieldovej metddou latexovej agluti-
nacie. Suspektné koldnie S. agalactiae sme overili CAMP
testom. V pripade betahemolytickych streptokokov s vel-
kostou kolonii < 0,5 mm sme vykonali VP test a v pripade

Tabul'ka 1. Zastupenie jednotlivych druhov betahemolytickych
streptokokov vo vyteroch z hrdla a nosa pacientov s diagnézami
akutneho zapalu hornych dychacich ciest

pozitivity sme ich zaradili do Streptococcus anginosus group.
Sledovali sme vyskyt pripadnych atypickych reakcii, vtedy
sme vzdy overili suspektné kol6nie betahemolytickych strep-
tokokov mikroskopickym preparatom farbenym podla Gra-
ma a zaroven sme vizudlne skontrolovali Cistotu izolovanej
bakteridlnej kultury. Citlivost kmerov na antibiotikd sme tes-
tovali diskovou difuznou metédou podla zdsad EUCAST na
kultivatnom médiu MHF — agar podla Muellera a Hintonovej
s0 7 % konskej krvi a NAD. Testovali sme citlivost kmenov na
penicilin (PEN), erytromycin (ERY), klindamycin (CLI), ofloxa-
cin (OFL), tetracyklin (TET). Inhibi¢né zény antibiotik PEN,
ERY, CLI a TET sme hodnotili podla zasad normy EUCAST(?,
inhibi¢nd zénu OFL sme hodnotili podla americkej normy
CLSI®. Spolu s testom citlivosti sme hodnotili aj diagnos-
ticky disk s obsahom 0,04 jednotiek bacitracinu, ktory bol
umiestneny na pé6du MHF spolu s diskami na antibioticku
citlivost. Bacitracinovy disk sluzi ako skriningovy test na do-
kaz S. pyogenes, ktory nerastie v okoli disku s bacitracinom
(0,04 j.) Ostatné streptokoky bacitracin v nizkej koncentracii
toleruju. Ak je priemer inhibi¢nej zény okolo disku s 0,04 j.
bacitracinu = 10 mm, moéze ist o S. pyogenes, ak je priemer
inhibi¢nej zény < 10 mm, je pravdepodobné, Ze ide o betahe-
molyticky streptokok inej sérologickej skupiny.

Vysledky

Zaobdobieod 1.1.2014do 31.12.2015 v laboratériu HPL
spol. sr. 0., v Komarne sme vysetrili celkovo 68 138 vzoriek
z hornych dychacich ciest od pacientov s diagnézami akut-
neho zapalu hornych dychacich ciest, z toho 47 548 vyte-
rov hrdla a 20 588 vyterov nosa. Izolovali sme 3 900 (5,72 %)
kmenov betahemolytickych streptokokov: 3 729 (5,47 %)
z vyterov hrdla a 171 (0,25 %) z vyterov nosa. Sledovali sme
vyskyt S. pyogenes, S. agalactiae, betahemolytickych strepto-
kokov ostatnych skupin a masivne ndlezy podmienene pato-
génneho streptokoka S. anginosus group vo vzorkach z hor-
nych dychacich ciest pacientov (tabulka 1).

Rozlozenie ndlezov betahemolytickych streptokokov v na-
Som subore znazorfuje graf 1.

Vo vyskyte betahemolytickych streptokokov sme zazna-
menali vyraznu sezonalitu. Streptokokové nakazy hornych
dychacich ciest boli najcastejSie v jesennych a zimnych
mesiacoch, v jarnych mesiacoch ich vyskyt poklesol a v le-
te dosahoval najnizsie hodnoty. Vyskyt betahemolytickych

Graf 1. Vzdjomny pomer druhov betahemolytickych streptokokov

3172%

Druh streptokoka Pocet % mHSA
38,69%

Streptocccus pyogenes (HSA) 1509 2,22 (1237) (1500) HSB
Streptococcus agalactiae (HSB) 458 0,67 m HSC
Betahemolyticky streptokok sk. C (HSC) 357 0,52
Betahemolyticky streptokok G (HSG) 152 0,22 11,74% mHSG
Betahemolyticky streptokok (HS) netypovatelny | 187 0,27 (458) m HS netypovatelny
S. anginosus group (SANG) 1237 1,82 S. anginosus group
Spolu 3900 5,72
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Tabulka 2. Vyskyt betahemolytickych streptokokov v jednotlivych
mesiacoch roka

[Mesiace | Pocetkmefiov %

Januar 365 9,36
Februar 369 9,46
Marec 343 8,80
April 332 8,51
Maj 280 718
Jin 284 7,28
Jul 220 5,64
August 183 4,69
September 273 7,00
Oktober 393 10,08
November 449 11,51
December 409 10,49
Spolu 3900 100,00

Graf 2. Vyskyt jednotlivych druhov betahemolytickych streptoko-
kov pocas roka

B HSA HSB HHSC B HSG SANG

Poéet izolatov
-
o
o

Mesiace

Tabulka 3. Vekové rozloZenie pacientov s nalezom betahemolytického streptokoka

S s s ke o
188 (4,82 %) 644 (16,51 %) 214 (5,49 %) 131 (3,36 %) 332 (8,51%)

HSB 71 (1,82 %) 67 (1,72 %) 40 (1,03 %) 87 (2,23 %) 193 (4,94 %)

HSC 1(1,05 %) 63 (1,62 %) 35 (0,90 %) 45 (1,14 %) 173 (4,44 %)

HSG 22 (0,56 %) 23 (0,59 %) 13 (0,34 %) 22 (0,56 %) 72 (1,85 %)

HS 9 (0,49 %) 40 (1,03 %) 11 (0,28 %) 32 (0,82 %) 85 (2,18 %)

SANG 9.(1,77 %) 114 (2,93 %) 81 (2,07 %) 157 (4,03 %) 816 (20,92 %)

Tabulka 4. Prehlad rezistencie betahemolytickych streptokokov
na antibiotika

Percento rezistencie betahemolytickych streptokokov na ATB (%)
————m

0
HSB 35 36 4 - 69
HSC 25 25 0 0 8
HSG 35 41 0 0 16
HS 41 43 0 0 10
SANG 28 32 0 0 9

streptokokov v jednotlivych mesiacoch uvddzame v tabulke
2. Sezonalny vyskyt jednotlivych druhov betahemolytickych
streptokokov je znazorneny na grafe 2.

S. pyogenes (HSA) sa vyskytoval najcastejsie v obdobi od
oktébra do decembra s vrcholom vyskytu v novembri. Vyskyt
betahemolytickych streptokokov sk. C a G kulminoval v je-
sennych mesiacoch, najma v septembri a novembri. S. aga-
lactiae sa vyskytoval prevazne v jarnych, kym S. anginosus
group v zimnych mesiacoch.

Sledovali sme vyskyt betahemolytickych streptokokov aj
v jednotlivych vekovych kategoériach. Zistili sme najvacsiu
vnimavost na infekciu S. pyogenes u deti vo veku od 7 do
11 rokov, t. j. v mladSom Skolskom veku. Vyskyt jednotlivych
druhov betahemolytickych streptokokov podla vekovych ka-
tegorii znazornuje tabulka 3.

Percentudlne zastupenie rezistentnych kmenov na tes-
tované antimikrobialne latky klindamycin (CLI), erytromycin
(ERY), ofloxacin (OFL), penicilin (PEN), tetracyklin (TET) zna-
zornuje tabulka 4.

Diskusia

Betahemolytické streptokoky su vyznamnymi pdvodca-
mi bakteridlnych infekcii hornych dychacich ciest, z nich naj-
vyznamnejsi je Streptococcus pyogenes, primarny patogén,
povodca bakteridlnej tonzilofaryngitidy. V literatire sa uva-
dza, Zze S. pyogenes byva etiologickym faktorom tohto ochore-
niav 5az 17 % pripadov infekcie u dospelych® av 20 az 30 %
pripadov tonzilofaryngitidy u deti?. Tieto vysledky vyplyvaju
z cielenych studii zalozenych na dékladnom vybere pacientov
na zaklade klinickych priznakov. Kedze klinickd symptoma-
toldgia streptokokovej tonzilofaryngitidy nie je vzdy typicka,
do nasej Studie sme zaradili vSetkych pacientov, ktori mali
diagnézu akutneho zapalu v oblasti hornych dychacich ciest.
V nasom subore sme zistili streptokokovu etiolégiu u 5,72 %
pacientov prejavujucich priznaky akutneho zapalu hornych
dychacich ciest s najvyssim podielom S. pyogenes (2,22 %).
BlizSou analyzou vysledkov sme zistili, ze tato baktéria sa
podiela na 38,69 % vsetkych tonzilofaryngitid vyvolanych
betahemolytickymi streptokokmi a najcastejSie sa vyskytu-
je u deti vo vekovej skupine 7 az 11 rokov, kde spdsobuje az
16,51 % faryngitid streptokokovej etioldgie.

Betahemolytické streptokoky inych skupin ako A, prevaz-
ne B, C a G mbzu spdsobovat klinicky obraz podobny ako
pri tonzilofaryngitide vyvolanej S. pyogenes. Tiemstra a kol.
® vykonali retrospektivnu analyzu priebehu ochorenia 915
pacientov, ktori navstivili praktického lekara pre bolesti hrdla
s klinickymi priznakmi streptokokovej faryngitidy. Hl'adali
zhodu alebo odlisnosti klinickych priznakov v zavislosti od
druhu izolovaného betahemolytického streptokoka. Z 915
pacientov 63 % malo negativny bakteriologicky kultivacny
nélez, pritomnost S. pyogenes potvrdili u 16 % pacientov,
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betahemolyticky streptokok sk. C bol izolovany u 9 %, sk.
Bu6 %, sk.Gu4 %, sk.Ful%a netypovatelné betahemoly-
tické streptokoky u 1 % pacientov. Zistili, Ze bolest hlavy, zvy-
Sena teplota, faryngdlny exudat a kréna lymfadenopatia su
priznaky typické pri streptokokovej faryngitide bez ohl'adu
na druh vyvolavatela. Vekovy priemer pacientov bol 26 ro-
kov. V nasom subore dospelych pacientov sa tiez potvrdi-
lo najvyssie percentudlne zastlpenie S. pyogenes pri faryn-
gitidach streptokokovej etioldgie (8,51 %). Betahemolytické
streptokoky sk. B a C (4,95 %, 4,44 %) boli zasttpené priblizne
v rovnakom pomere a sk. G bola dokdzana v nizkom percen-
te (1,85 %). Faryngitidy spdsobené inymi betahemolytickymi
streptokokmi ako S. pyogenes je odporucané preliecit anti-
biotikami v zaujme skorsieho uzdravenia a pre znizenie rizika
Sirenia infekcie na ludiv blizkosti pacienta. Osobitne dblezité
je zamedzit Sirenie infekcie v pritomnosti imunosuprimova-
nych [udi, tehotnych Zien a novorodencov v domacnosti cho-
rého®. V pripade betahemolytickych streptokokov skupiny C
existuje urcité, sice velmi nizke, riziko vzniku postinfeknej
glomerulonefritidy. V literature sa opisuje najma v suvislosti
s nalezom betahemolytického streptokoka skupiny C zviera-
cieho povodu Streptococcus equi subspecies zooepidemicus
nielen po systémovejinfekcii®, ale aj v stvislosti s nalezomvo
vyteroch z hrdla pacientov(?. S. anginosus group je skupina
betahemolytickych streptokokov, ktorych niektori prislusni-
ci maju potencial spésobovat faryngitidu alebo stav spojeny
s bolestami hrdla. V poslednom obdobi vyuzitim modernych
metdd molekularnej bioldgie je snaha zrevidovat taxonémiu
S. anginosus group s osobitnym dérazom na odliSenie beta-
hemolytickych kmenov patriacich do Lancefieldovej skupiny
C, medzi ktorymi st povodcovia faryngitid®. Kedze v pod-
mienkach rutinnych laboratérii nie je moznost presnej dru-
hovej identifikacie izolovanych kmerfov S. anginosus group
a stanovenie skupinovej prislusnosti je problematické z do6-
vodu slabého nérastu izolovanych kmenov, do Studie sme za-
radili vSetky masivne nalezy tejto skupiny betahemolytickych
streptokokov pri zdpalovych diagnézach hornych dychacich
ciest. Najviac takychto nalezov sme zaznamenali v skupine
dospelych pacientov, kde tvorili 20,92 % betahemolytickych
streptokokov izolovanych od pacientov tejto vekovej skupiny.
Vo vyskyte streptokokovych infekcii hornych dychacich
ciest sme zaznamenali sezonalitu s naj¢astejSim vyskytom
v jesennych a zimnych mesiacoch, s poklesom v jarnych me-
siacoch a s najnizsim vyskytom pocas leta.
Betahemolytické streptokoky su stale stopercentne citli-
vé na penicilin, v ambulantnej lieCbe je peroralny fenoxyme-
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tylpenicilin liekom volby. Vynimkou je S. agalactiae, v pripa-
de ktorého eurépska norma na testovanie citlivosti EUCAST
neobsahuje interpretacné kritérid fenoxymetylpenicilinu, po-
uzitie tohto antibiotika v lie¢be infekcii spésobenych S. aga-
lactiae preto nie je odporic¢ané(?. Vhodnejsie su iné peni-
cilinové antibiotika alebo cefalosporiny 1. a 2. generacie.
U pacientov alergickych na penicilin v lie¢be streptokokovych
infekcii su alternativnou volbou makrolidové alebo linkoza-
midové antibiotikd, pripadne cefalosporiny 1. a 2. generacie.
Narast rezistencie na makrolidy v ramci Slovenskej republiky
je pozorovany od roku 2001, vtedy bola zaznamenana rezis-
tenciav 19 % kmenov S. pyogenes. V roku 2010 priemerna re-
zistencia kmenov S. pyogenes na makrolidy bola 32,5 %, v ro-
koch 2012 - 2013 sa pohybovala v rozmedzi 29 — 30 % (13).
V nasom subore sme zaznamenali 16 % rezistenciu S. pyoge-
nes na makrolidové antibiotika. V pripade S. agalactiae sme
zaznamenali 36 % rezistenciu na makrolidy, pri betahemoly-
tickych streptokokoch sk. C bolo 25 % kmenov rezistentnych
na makrolidové antibiotika a pri betahemolytickych strepto-
kokoch skupiny G bola rezistencia az 41 %. V pripade linkoza-
midov bola miera rezistencie podobna ako pri makrolidoch.
Pozoruhodna bola rezistencia S. agalactiae na tetracyklino-
vé antibiotikd, ktora dosahovala 69 %. Testované kmene boli
citlivé na zastupcu fluorovanych chinolénov ofloxacin, ktoré-
ho citlivost sme interpretovali podla zasad americkej normy
CLSI4,

Zaver

V nasom subore bol S. pyogenes dominantnym pévod-
com bakteriadlnej tonzilofaryngitidy u deti v mladSom skol-
skom veku. Liekom volby tychto infekcii ostdva nadalej
fenoxymetylpenicilin. Rezistencia na makrolidové a linkoza-
midové antibiotika bola v naSom subore najnizSia pri kme-
noch S. pyogenes. Zriedkavejsi bol vyskyt betahemolytickych
streptokokov sk. C a G, pri ktorych je takisto stopercentna
citlivost na penicilin, zaznamenali sme vSak vyrazne vys-
Siu rezistenciu na makrolidové a linkozamidové antibiotika.
V pripade S. agalactiae sa lieCba fenoxymetylpenicilinom ne-
odporuica, liekom volby su iné penicilinové antibiotika alebo
cefalosporiny. Vzhl'adom na tieto zistenia je na mieste zd6-
raznit dolezitost mikrobiologickej kultivacnej analyzy s ur-
¢enim druhu a/alebo skupinovej prislusnosti betahemoly-
tického streptokoka a citlivosti na antibiotika, aby v pripade
potreby pacienti dostavali indikovanu a cielent lieCbu bakte-
ridlnej tonzilofaryngitidy.

5. Corrado LM, Palmadessa JD, Corrado HS, et al. Group B streptococcal
pharyngitis in the compromised Adult: Therapeutic Considerations Journal
of the National Medical Association 1981; 73(10): 943-948.

6. Linder JA, Stafford RS. Antibiotic treatment of adults with sore throat
by community primary care physicians: a national survey 1989-1999.
Jama 2001; 286(10): 1181-1186.

7. Bisno AL. Acute pharyngitis: etiology and diagnosis. Pediatrics 1996;
97:949-954.

8. TiemstraJ, Rosita LFM. Role of Non-Group A Streptococciin Acute Phar-
yngitis. Journal of American Board of Family Medicine 2009; 22(6): 663-669.

28

1/2017
newsla




Povodné prace

9. Francis AJ, Nimmo JR, Efstratiou A, et al. Investigation of milk-borne
Streptococcus zooepidemicus infection associated with glomerulonephri-
tis in Australia, The Journal of Infection 1993; 27: 317-323.

10. Balter S, Benin A, Pinto SW, et al. Epidemic nephritis in Nova Serrana,
Brazil. Lancet 2000; 355: 1776-1780.

11. Jensen A, Hoshino T, Kilian M. Taxonomy of the anginosus group of
the genus Streptococcus and description of Streptococcus anginosus
subsp. whileyi subsp. nov. and Streptococcus constellatus subsp. Vibor-
gensis subsp. nov. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 2013; 63: 2506-2519.

12. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. Eu-
ropean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Dostupné na
http://www.eucast.org/

13. Liskova A. Trendy vo vyvoji rezistencie patogénov dychacich organov
v komunite. Primdrny kontakt 2013; 1(1): 22-23.

14. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing. Twen-
ty-fourth informational supplement M100-S24 january 2014, Twenty-fifth
informational supplement M100-S25 january 2015. Clinical Laboratory
Standards Institute.

VW R €5

We Enable Science

RNDr. Kristina Mozes

HPL spol. sr. o.

Mederéska 39, 945 01 Komarno
e-mail: mozes@hpl.sk

ALL YOU NEED FOR GENOMICS

Plasmid purification
Genomic DNA purification
RNA purification

Clean-up

Automated DNA/RNA extraction
DNA/RNA storage

Modifying enzymes

And more

Request your copy from your local VWR sales office or sk.vwr.com

VWR International | Prievozska 82109 Bratislava | 02 3260 3832 | 02 3260 3834 | www.vwr.com




Povodné prace

Nestandardné vysledky neinvazivneho prenatalneho testu na
chromozémové poruchy plodu mézZu poskytovat doplnujicu
informaciu o zdravotnom stave tehotnych Zien

RNDr. Tomas Szemes, PhD."2, RNDr. Michaela Hyblova'?, MUDr. Jana BaroSova3,
RNDr. Gabriel Minarik, PhD.*, Werner Krampl'

'Geneton, s. r. 0., Bratislava

2Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
SMUDr. Janka Barosova — GENET, s. r. o, Nitra

“Medirex, a. s., Pezinok

Neinvazivne prenatalne testovanie (NIPT) na najcastejSie aneuploidie pomocou analyzy volnej DNA ziskanej
z periférnej krvi tehotnych Zien predstavuje jeden z najrychlejsie sa presadzujicich novych genetickych testov.
O pritomnosti volnej DNA plodu v periférnej plazme tehotnych Zien vieme od roku 1997, no vzhladom na jej ma-
ly podiel trvalo 14 rokov, kym sa stal dostupnym prvy test na stanovenie najcastejsich trizémii. Dnes existuje via-
cero dostupnych NIPT metdd, ktoré roznymi spésobmi deteguju zmeny pocetnosti sledovanych chromozémov
v porovnani s referenénymi chromozémami. Uspech NIPT spoé&iva vo vysokej citlivosti na najéastejsie aberacie,
v pripade trizémie 21 nad 99 %, a v nizkej miere faloSne pozitivhych vysledkov. Svetovo najviac pouzivané testy su
zalozené na analyze s tzv. celogenémovym pristupom, pricom pomocou metédy masivne paralelného sekveno-
vania sa analyzuje celkova DNA ziskana z periférnej plazmy tehotnej Zeny. V naSom laboratériu sme v roku 2015
zaviedli test, ktory vyuziva celogenémovy pristup. Primarne bol navrhnuty na detekciu trizémie 21, 18 a 13. Pri
vhodnom spdsobe interpretacie dat vsak mozno ziskat detailny prehl'ad o stave vSetkych chromozémov a zistit
aj malé aberacie. Vd'aka zavedeniu takejto interpretacie pri NIPT sme zachytili pripad pacientky, u ktorej sme po-
zorovali viacpocetné subchromozémové aberdcie na viacerych chromozémoch. Existuje viacero moznych pricin
na pozorovanie takychto zmien — aberacie pochadzajtice z mizniiceho dvojcata, okultna malignita, ale aj systé-
movy lupus erythematosus (SLE). Pri hodnoteni nestandardnych vysledkov NIPT testov je klticové ziskanie do-
datocnych klinickych dat na stanovenie priciny. Celogendmové testy NIPT vS§ak m6Zu poskytnut dopliujtce infor-
macie aj k zdravotnému stavu tehotnej a m6zu byt cennym nastrojom prevencie aj pri diferencialnej diagnostike.
KlGcové slova: neinvazivne prenatalne testovanie, NIPT, vol'na fetdlna DNA, chromozdmové aberacie, celogené-
mové sekvenovanie, okultnd malignita, systémovy lupus erythematosus, SLE

Abnormal results of non-invasive prenatal test for common foetal aneuploidies can provide additional informati-
on about medical conditions in pregnant women

Non-invasive prenatal testing (NIPT) for common foetal aneuploidies based on analysis of circulating free foetal
DNA obtained from peripheral maternal blood represents one of the most rapidly adopted genetic tests. We are
aware that free foetal DNA is present in maternal blood since 1997 but due to its low relative amount it took 14
years until the first commercial test became available. Various NIPT tests are currently available which use dif-
ferent approaches to detect changes in tested chromosome counts compared to reference chromosomes. The
success of NIPT lies in the high detection rate of the most common aneuploidies, in case of trisomy 21 above
99%, and low false positive rate compared to other screening methods. The most common NIPT test worldwide
is based on so called whole genome approach, which is based on massively parallel sequencing of total DNA
isolated from peripheral plasma of a pregnant woman. We implemented an in-house NIPT test in our laborato-
ry in 2015, which also uses whole genome approach. It was primarily designed for detection of trisomies 21, 18
and 13. Using an alternative interpretation of the entire genome analysis is possible to study all chromosomes
and identify aberrations of small extent. Due to the implementation of such analysis we identified a case of
a pregnant woman with various subchromosomal aberrations on different chromosomes. Following conditions
can lead to such abnormal results — aberrations of demised aberrant twin, occult maternal malignancy, or sys-
temic lupus erythematosus (SLE). Additional clinical information may be needed to determine causative condi-
tion. Whole genome NIPT tests can be a source of a valuable information for differential diagnosis of various
clinical conditions of pregnant women or even prevention.

Keywords: non-invasive prenatal testing, NIPT, free foetal DNA, whole genome sequencing, chromosomal aber-
rations, occult malignancy, systemic lupus erythematosus, SLE

Newslab, 2017; roc. 8(1): 30 — 33
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Uvod

V roku 1997 bola v periférnej krvi tehotnych Zien objave-
na volna DNA pochadzajlca z plodu™. Tato DNA vsak nie je
priamo uvolfiovana plodom, ale bunkami cytotrofoblastu pla-
centy, ktoré odumra v procese apoptozy®@. NIPT predstavuje
pokrocily skriningovy test, nie vSak diagnosticky test, pretoze
méze viest k falosne pozitivnym alebo menej ¢asto k falos-
ne negativhym vysledkom. Prave placentarny pévod a feno-
mén placentarneho mozaicizmu zodpovedaju za mald mieru
diskordantnych vysledkov NIPT a skuto¢ného karyotypu plo-
du a su jednou z biologickych pri¢in nespravneho vysledku
NIPT®. DalSou z pricin falosne pozitivnych vysledkov NIPT je
syndrom miznuceho dvojcata, pretoZze u mizniceho dvojcata
je vyssi vyskyt aneuploidii a prislusna ¢ast placenty uvoltuje
aberantni DNAC". Nizky podiel DNA plodu (menej ako 4 %)
méze byt pri¢inou falosne negativneho vysledku. DNA ziska-
na z plazmy je zmesou dominujlicej materskej DNA a DNA
plodu, ktora predstavuje priemerne len okolo 10 — 20 % me-
dzi 10. a 21. tyzdriom tehotenstva®. Vysledok NIPT méze
byt preto ovplyvneny aj aberantnym genotypom matky (na-
pr. mozaicizmus). Az v roku 2008 bola prvykrat publikova-
na nova metdda analyzujuca cirkulujiucu DNA v krvi tehot-
nej pomocou sekvenatorov novej generacie, vdaka ktorej
bolo mozné s vysokou spolahlivostou odlisit trizomické plo-
dy od euploidnych®. Bol zaloZzeny na celogendmovom sek-
venovani volnej cirkulujicej DNA, priradeni sekvencii k jed-
notlivym chromozémom a naslednému porovnaniu pomerov
sledovanych a referenénych chromozémov s pomermi ziste-
nymi pre supravu vzoriek euploidnych tehotenstiev. Prvy ko-
mercne dostupny NIPT test prisiel v roku 2011 a odvtedy do-
Slo k velkému narastu poctu vysetrenych tehotnych, ako aj
k dostupnosti réznych NIPT®. Prax ukazala prinos NIPT me-
tod vo vysokej citlivosti a Specificity ¢astych chromozémo-
vych poruch plodu v porovnani so Standardnym skriningom
a NIPT predstavuje najspolahlivejSiu metédu v pripade, zZe te-
hotna nie je ochotna podstupit amniocentézu®.

NIPT testy v§ak nesu predovsetkym genomicku informa-
ciu o tehotnej Zene. Praca Bianchi a kol.”) poukazuje na za-
chytenie este neidentifikovanych desiatich pripadov ma-
terskej malignity u tehotnych zien v ramci poskytovania
komer¢ného NIPT testu, ktoré boli pri ndslednom klinickom
manazmente aj potvrdené. Maligne bunky totiz do obehu
uvolfuju DNA podobne ako placenta, pricom tumorové tka-
nivo je Casto tvorené bunkami s viacpocetnymi chromozé-
movymi aberdciami. Malignita v§ak nie je jedinou moznou
pric¢inou zachytenia abnormalneho NIPT chromozémového
profilu. Chan a spol.® v roku 2015 pouk&zali na to Ze aj sys-
témovy lupus erythematosus (SLE) spdsobuje viacpocet-
né aberantné chromozémové artefakty pri celogenémovej
analyze DNA z placenty. Tato praca poukazuje na zachyteny
pripad tehotnej s pritomnymi viacpo¢etnymi chromozémo-
vymi aberaciami zistenymi pomocou NIPT testu® s rozbo-
rom moznych pricin. Prave schopnost zachytit iné aberacie
okrem testovanych vnimame ako hlavnu vyhodu celogené-
mového pristupu pri NIPT skriningu.

Material a metédy

U pacientky vo veku 32 rokov, po in vitro fertilizacii bol
indikovany NIPT test. Odberova skimavka s periférnou kr-
vou odobratou do EDTA bola prepravena do laboratéria a do

24 hodin z nej bola ziskana Cista frakcia plazmy. Z plazmy
bola izolovana celkova DNA pomocou kitu DNA Blood Mini
kit (Qiagen, DE) a cely vytazok bol pouzity na pripravu frag-
mentovej sekvenacnej kniznice s kitom TruSeq Nano (lllu-
mina, USA) na Ucely masivne paralelného sekvenovania na
sekvenatore Illumina MiSeq. Vykonané bolo parové sekveno-
vanie s dizkou &itania 75bp. Ziskané data zo sekvenovania
boli spracované pomocou bioinformatického expertného na-
stroja NIPT-APP, ktory zabezpecil kvalitativne filtrovanie dat,
mapovanie Citania k referencnému ludskému genému verzie
hg19, zisteniu poCetnosti Citania pre jednotlivé chromozémy,
ako aj pre rovhomerné segmenty chromozémov, ktoré pomo-
cou vlastného algoritmu boli porovnané s normalnymi pocet-
nostami referencnych vzoriek. Na zéklade porovnania vzo-
riek s referen¢nymi hodnotami bolo stanovené Z skére pre
analyzované chromozémy pomocou vyvinutého algoritmu
Multinomial. Na ucely kontroly validity vysledkov boli vysled-
ky vizualizované aj formou grafickej reprezentacie chromo-
zémov na subchromozémovej Urovni pomocou nastroja Cir-
cos(9, Vzhl'adom na vysledok bol s odstupom dvoch tyzdnov
vykonany opakovany odber s pouzitim rovnakého postupu.

Vysledky

Pri prvej NIPT analyze vzorky sme ziskali 6,9 miliéna pa-
rovych Citani, ktoré sa unikatne mapovali na geném vo ver-
zii GRCh37. Bola zistena pozitivita na trizémiu chromozému
18 (Z skore > 6) a zaroven hodnoty Z skére chromozémov
21 a 13 boli v sivom pasme (Z skoére medzi 2,5 a 4), ¢o je
nestandardné (obrazok 1). Vysledok po 2. odbere bol rov-
naky. Pomocou nastroja Circos sme hodnotili distribuciu ¢i-
tania v rdmci vSetkych autozémov (obrazok 2). Pozorovali
sme pritomnost viacpocetnych subchromozémovych abera-
cii (mikrodelécie a duplikacie) na kazdom z chromozémov
(obrazok 1). Pacientka bola na zaklade vysledkov indikova-
na na amniocentézu.

Obrazok 1. Zobrazenie vysledného Z skdre stanoveného algorit-
mom Multinomial pre testované chromozémy 21, 18 a 13. Svetlo-
modrd oblast predstavuje distribticiu Z skére negativnych vzoriek
a Cervené body predstavuju Z skére pripadov s trizomiou. Siva z6-
na Z skore od 2,5 do 4 predstavuje pdsmo neinformativnych hod-
nét. Skimana vzorka (ZIté body) mala pozitivny vysledok na tri-
zémiu 18, no atypicky aj Z skdre pre chromozémy 21 a 13 boli
v sivej zone.
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Obrazok 2. Profil autozémov 1 — 22 zobrazeny v kruhu pomo-
cou nastroja Circos. Vnutorny kruh predstavuje referencnu vzor-
ku, stredny kruh je vysledkom NIPT prvého odberu pacientky
a vonkajsi kruh je vysledkom NIPT druhého odberu. Zelené ob-
lasti predstavuju normalnu reprezentaciu sekvencii v danych ob-
lastiach chromozdému, zIté malu a Cervené vyssSiu odchylku v po-
cetnosti. Posun odchylok smerom von poukazuje na duplikované
a smerom dnu deletované oblasti.

Diskusia a zaver

Neinvazivne prenatdlne testy v praxi preukazali vysoku cit-
livost a Specificitu pri odhalovani najcastejsich aneuploidii
plodu analyzy volnej DNA plodu v periférnej krvi tehotnych
zZien. Od poévodného nazoru expertov na prenatalnu starostli-
vost pri vyuziti NIPT testu ako alternativy Standardného skri-
ningu pre tehotné s vyssim rizikom plodu s Downovym syn-
dromom badat posun k nazoru vhodnosti nasadenia testu
ako prvej volby skriningu na najcastejSie aneuploidie plodu.
No skupina testov zaloZenych na celogenémovom skenova-
ni dokaze poskytnut dopliujlice informacie, ktoré sa tykaju
samotnej tehotnej zeny.

Pri poskytovani NIPT testu v naSom laboratériu sme za-
chytili pripad tehotnej, ktord mala abnormalny vysledok NIPT
testu avovizualizacii distribucie Citania pre v§etky chromozé-
my sme pozorovali velky poc¢et subchromozémovych odchy-
lok (duplikéacii aj delécii). Okultna malignita je jednym z moz-
nych vysvetleni ziskania tohto nestandardného vysledku.

LITERATURA

1. Lo YM, Corbetta N, et al. Presence of fetal DNA in maternal plasma
and serum. Lancet 1997; 350: 485-487.

2. Faas BH, de Ligt J, Janssen |, et al. Non-invasive prenatal diagnosis
of fetal aneuploidies using massively parallel sequencing-byligation and
evidence that cell-free fetal DNA in the maternal plasma originates from
cytotrophoblastic cells. Expert Opin Biol Ther 2012; 12: S19-S26.

3. Grati FR, Malvestiti F, Ferreira JC, et al. Fetoplacental mosaicism: po-
tential implications for false-positive and false-negative noninvasive pre-
natal screening results. Genet Med 2014; 16(8): 620-4.

Masa maligneho tumoru méze mat vsetky alebo subpopu-
lacie buniek s pritomnymi subchromozémovymi aberacia-
mi, ktoré v désledku poruchy v kontrolnych a opravnych me-
chanizmoch bunky prezivaji a mnozia sa. Prave pri rozpade
takychto buniek sa do cirkulacie uvolfiuju aberantné DNA
tumoru a menia tak relativne zastipenie fragmentov v abe-
rantnych oblastiach. Viaceré prace uvadzaju zachytenie ta-
kychto pripadov skrytej malignity v skorom stadiu v ramci
NIPT, ktoré boli ndsledne potvrdené, lokalizované, pripadne
aj liecené pri dalSom klinickom manazmente®.

Pri¢inou zisteného aberantného profilu vSak moze byt aj
SLE a napriek zatial nedostupnym informdaciam z odbornej
literatdry mozno predpokladat, Ze aj iné autoimunitné ocho-
renia mbzu spbsobit podobny vysledok. Pri pozorovani ab-
normalneho profilu je potrebné vylucit SLE alebo iné autoi-
munitné ochorenia u pacientky. V anamnéze vSak pacientka
neuviedla SLE.

V analyzovanom pripade treba vziat do Gvahy aj tretiu al-
ternativnu pric¢inu. Tehotna Zena totiz podstupila proceduru
in vitro fertilizacie, pricom boli implantované dve embrya, jed-
no z nich neprosperovalo. Zdrojom aberantnej DNA pozoro-
vanej v NIPT teste by teda mohlo byt aj jedno z embryi.

Na definitivne stanovenie priciny pozorovaného abnor-
malneho profilu je potrebné vykonat dopliujlice vysetre-
nia a ziskat d'alSie anamnestické Udaje. Klticovy je vysledok
z analyzy vzorky ziskanej z amniocentézy, vdaka comu bu-
de mozné vylucit aberacie pritomné u prosperujiceho plodu.
Vzhladom na odber z vnutra plodového obalu prosperujtce-
ho dvojcata pravdepodobne nebude mozné zistit, ¢i aberant-
na DNA zachytend v periférnej krvi pochadza z druhého em-
brya. Ten vSak pacientka odmieta. Vzorka placenty ziskana
pomocou CVS a jej karyotypova analyza by mohla byt vhod-
nou metddou na stanovenie embryonalneho pévodu aberant-
nej DNA. Definitivne vSak mozno embryondlny pévod abe-
rantnej DNA potvrdit alebo vylucit az po ukoncéeni gravidity
podla vymiznutia aberantného signalu. Z anamnézy pacient-
ky alebo $pecifickymi vysetreniami bude mozné preverit hy-
potézu o pritomnosti SLE. Po vyluc¢eni predchadzajucich pri-
¢in by bolo potrebné vysetrit okultnd malignitu.

Zaver

Celogendémovy pristup pri neinvazivhom testovani na naj-
CastejSie chromozomové poruchy méze byt vyznamnym
zdrojom informdcii o zdravotnom stave tehotnych zien a po-
moct tak pri odhalovani zavaznych patologickych fenomé-
nov. Identifikovali sme pripad s viacpocetnymi chromozémo-
vymi aberdciami s viacerymi moznymi pric¢inami vzniku, no
na stanovenie ich priciny je potrebny vhodny algoritmus di-
ferencialnej diagnostiky.
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Diferencialna molekulova diagnostika mnohopocetného myelomu
a Waldenstromovej makroglobulinémie

Mgr. Lucia Tatayova', prof. MUDr. Beata Mladosievicova, CSc.?2, RNDr. Renata Lukackova'
Medirex, a. s., Bratislava
2Qddelenie klinickej patofyziologie LF UK, Bratislava

Mnohopocetny myelom (MM) je lymfoproliferativhe ochorenie zasahujuce plazmatické B-lymfocyty. Je zaradeny
medzi monoklonalne gamapatie, pretoze medzi jeho hlavné priznaky patri produkcia monoklonalnych protilatok,
ktoré znacne znizuju variabilitu imunitného systému. Charakteristické symptémy tiez zahfnaju osteolytické lézie,
najma v oblasti axidlneho skeletu, hyperkalciémiu a postupné zlyhavanie rendlneho systému. Priebeh ochorenia
je variabilny, m6Ze sa zacat ako indolentna monoklonélna gamapatia nejasného vyznamu (MGUS, monoclonal
gammopathy of undetermined significance), ktora sa postupne transformuje do pine rozvinutého patologického
stavu. Podobnou hematoonkologickou malignitou je Waldenstromova makroglobulinémia (WM), ktora tiez patri
medzi monoklondlne gamapatie a tvori podskupinu non-Hodgkinovych lymfémov. Symptémy a vysledky labora-
tornych vysetreni su v oboch pripadoch takmer identické. Pre zacatie vhodnej lieby je nevyhnutna diferencial-
na diagnostika na molekulovej Grovni.

Kltacové slova: mnohopocetny myelém, Waldenstromova makroglobulinémia, diferencialna diagnostika

Differential molecular diagnostics of multiple myeloma and Waldenstrom’s macroglobulinemia

Multiple myeloma (MM) is a lymphoproliferative disease affecting plasma B-cells. It ranks to monoclonal gam-
mopathies with the typical presence of monoclonal antibodies which significantly reduce the variability of the
immune system. Typical symptoms also include osteolytic bone lesions mainly in the axial skeleton, hypercalce-
mia and progressive renal failure. The approach to the disease is variable, may start as indolent monoclonal gam-
mopathy of undetermined significance (MGUS), which progresses into fully developed condition. Similar hema-
to-oncological malignity is Waldenstrom’s macroglobulinemia (WM). As well as MM, WM is also monoclonal
gammopathy and is one of the subtypes of non-Hodgkin’s lymphomas. Symptoms and results of laboratory ex-
aminations are relatively similar in both cases. For initiation of appropriate the treatment differential diagnos-

tic at a molecular level is needed.

Keywords: multiple myeloma, Waldenstrom’s macroglobulinemia, differential diagnostic

Newslab, 2017; roc. 8(1): 34 — 37

Uvod

Mnohopocety myelém (MM) patri medzi hematoonkolo-
gické ochorenia plazmatickych B-buniek. Vo vacsine pripa-
dov prevlada vyskyt nadorovych buniek typu zrelych plazmo-
cytov s nizkou proliferacnou aktivitou. Lokalizacia uvedenych
patologickych foriem je striktne viazana na mikroprostredie
kostnej drene, kde prebieha ich proliferacia a diferenciacia®.
MM sa radi do skupiny monoklondlnych gamapatii, pretoze
jednym z jeho zakladnych znakov je produkcia monoklonal-
nych protilatok. Za fyziologickych podmienok sa v sére zdra-
vého jedinca vyskytuju polyklonalne imunoglobuliny, ktoré
sl schopné podliehat rekombinaciam a vytvarat tak Siroké
spektrum vazbovych miest pre rozne antigény. Pri monoklo-
nalnych gamapatiach vratane MM dochadza v organizme
k produkcii jedného antigénne i Struktirne konzistentného
antigénu, pripadne jeho fragmentu, ¢im je znacne znizena
efektivita imunitného systému. Monoklonalne imunoglobuli-
ny postupne infiltruju kostnu dren, kde nahradzajua funkéné
plazmocyty®.

Patogenéza MM

MM prebieha ako viacuroviiovy proces, ktory sa zacina
ako premaligne stadium, resp. monoklonalna gamapatia ne-
jasného vyznamu (MGUS) s variabilnou dizkou trvania. Od
plne rozvinutého patologického stavu sa liSi nizSou hodno-
tou paraproteinu M, kostna dren obsahuje menej ako 10 %
mononukledrnych buniek a nie su pritomné dalSie sympto-
my a poskodenia organov®. ,Smoldering” myelém (SMM) je
heterogénna prechodna forma medzi MGUS a plne rozvinu-
tym ochorenim. OdliSenie SMM a MGUS je mozné len na za-
klade hodnotenia laboratérnych vysledkov. Hlavnym diferen-
ciacnym faktorom je pritomnost vyssej hladiny paraproteinu
(nad 30 g/l) a plazmatickych buniek (nad 10 %) v kostnej dre-
ni, ale zaroven nesmu byt u pacienta pritomné Ziadne dal-
Sie priznaky ako hyperkalciémia, poskodenie oblic¢iek alebo
anémia®. Désledkom progresie nddorovej masy je tiez potla-
Cenie hostitel'skej imunity, preto pocas transformacie SMM
na myeldom dochddza k vzniku pridavnych deficiencii celu-
larnych aj humoralnych zloziek imunity. Nastava postupné

34

1/2017
newsla




Povodné prace

zhorsenie organovych funkcii s moznostou rozsirenia tumo-
rovych buniek do extramedularnych oblasti, naj¢astejSie do
pecene a sleziny®.

Molekulova cytogenetika MM

Ako primarne mutacie sa pri MM oznacuju translokacie
zahfnajuce lokus pre tazky (IgH) imunoglobulinovy retazec
alebo jeden z lokusov pre l'ahky Ig retazec (IgL — kappa/lam-
bda).

Uvedené mutéacie su pritomné u viac ako polovice pacien-
tov. Vznikaju ako dosledok nespravnej ,cross-switch” rekom-
binacie a somatickej hypermutdcie protilatok. IgH transloka-
cie zahffiaju pri MM tri cielové skupiny onkogénov, uvedené
v tabulke 1. ZvyCajne ide o vyvazené translokacie, pocas kto-
rych sa onkogény dostanu pod kontrolu silného Ig intrénové-
ho enhaceru Emu a/alebo IgH alfa®. V ramci sekundérnych
aberacii dochadza pri MM najcastejSie k mutaciam zahfna-
jucim chromozdémy 1, 13, 17 a vynimkou nie su ani transloka-
cie chromozémov 4, 11 a 14. Tumory plazmatickych buniek
s 1(11;14)(q13;q32) st pri MM a MGUS asociované s nad-
produkciou cyklinu D1 (CCND1), ale paradoxne su pri zave-
denivhodnej liecby spojené s dlh§im prezivanim pacientov®.

Waldenstromova makroglobulinémia a gén MYD88
Waldenstromova makroglobulinémia (WM) je lymfopro-
liferativne ochorenie B-lymfocytov a zaroven jeden z podty-
pov non-Hodgkinovych lymfémov. Primarnou ¢rtou je infiltra-
cia kostnej drene patologickymi plazmocytarnymi bunkami
a pritomnost Ilg monoklonalnej gamapatie. K najcastejsim
sprievodnym javom patri anémia, hyperviskdzny syndrém,
hepatosplenomegalia ¢i lymfadenopatie. Histologicka trans-
formdcia buniek byva pri¢inou progresie ochorenia do $ta-
dia difuznej B-bunkovej leukémie (DLBCL), ked dochadza ku
komplexnému zhor$eniu symptémov s extramedularnym po-
stihnutim®. Kandidatnym génom pri WM je MYD88 (myelo-
id differentiation primary response 88) lokalizovany na chro-
mozome 3p22. Koéduje 31 — 33 kDa adaptorovy protein, ktory
obsahuje N-terminélnu ,death” doménu (DD) a C-terminalnu
TIR doménu (Toll/interleukin-1 receptor). Funkciou protei-
nu je ukotvenie signdlnych molekdl na TIR doménu a na re-
ceptory pre interferén-y (IFN-y) na zabezpecenie spravneho
fungovania vrodenych imunitnych reakcii. Dereguldcia génu
MYD88 ma v prevaznej vacsine pripadov negativny désledok
na signalne drahy NF-«kB, PI3K/Akt/mTOR &i JAK/STATO.

Tabulka 1. Cielové skupiny onkogénov pri MM (reprodukované
podla Chesi M, Bergsagel PL, 2011)

skupiny cielovych onkogénov lokalizacia
CCND1 11913 15 %
1. cyklin CCND2 12p13 <1%
CCND3 6p21 2%
2. MAF MAF 16923 5%
MAFA 20q12 2%
MAFB 8g24.3 <1%
3. MMSET/FGFR3 4q16 15%

CCND - cyklin D; MAF — muskuloaponeuroticky fibrosarkémovy
onkogénny homolég;, MMSET - chromatin remodelacny faktor;
FGFR - receptor fibroblastového rastového faktora

Somaticka mutacia L265P

Somaticky variant (T—C) vchromozémovej oblasti 3p22.2
je jednoznacnym diagnostickym markerom WM. Mutécia za-
pric¢inuje aminokyselinovd zamenu leucinu za prolin (L265P)
v géne MYD88, ¢oho nasledkom je abnormalne vysoka ak-
tivita uvedenych signalnych drah. Vysledkom komplexného
patologického procesu je tak maligna proliferacia a supresia
apoptdzy B-lymfocytov(101,

Diferencialna diagnostika monoklonalnych gamapatii

Potvrdenie diagnézy monoklonalnych gamapatii zahfna
sériu biochemickych vySetreni, predovsetkym elektroforézu
sérovych bielkovin (SPEP) a elektroforézu bielkovin v moci
(UPEP). Separécia na klasickej agaréze v kombindcii s imu-
nofixaciou sa vyuziva ako skriningova metéda na detekciu
pritomnosti M-proteinu a jeho tazkych Ig retazcov a deter-
mindciu lahkych Ig retazcov. PretoZe uvedené metddy su
relativne neinvazivne, je vhodné vykonat ich u vSetkych pa-
cientov. Pri UPEP je nevyhnutny 24-hodinovy odber mocu,
pretoze mnozstvo M-proteinu v nom je nepriamym merad-
lom rozsahu tumorovej masy(?. Metddy fluorescencnej in
situ hybridizacie (FISH) sa rutinne vyuzivaju na analyzu chro-
mozdmovych aberacii, najcastejsie t(11,14), ktord priamo
sUvisi so zvySenou expresiou CCND1 a je typickd prave pre
MM. Vyznamnym markerom monoklonalnych gamapatii st
tiez prestavby IgH lokusu a Casté su aj delécie 17p13 (TP53)
a 13q14 (RB7). Na molekulovej trovni mozno potvrdit pri-
tomnost najfrekventovanejSich genomickych delécii a du-
plikacii metédou MLPA (multiple ligation-dependent probe
amplification). Vyuzitim kvantitativnej real-time PCR mozno
sledovat hladinu expresie CCND1, ktora u pacientov koreluje
s mierou lieCebnej odpovede.

Problémom v rutinnej praxi je skuto¢nost, Ze vysledky uve-
denych laboratérnych testov su pri WM a MM do znacnej
miery rovnaké, ¢o moze viest k nepresnej diagnostike dané-
ho ochorenia, a tym aj k podaniu nespecifickej liecby. U pa-
cientov s MM sa vyuziva kombinacia cytostatik a kortikos-
teroidov, pripadne imunomodulacné latky. Medzi najnovsie
lieCiva z oblasti cielenej terapie MM patri talidomid, inhibi-
tory VEGF (vascular endothelial growth factor) alebo protea-
zémové inhibitory(®. U pacientov s WM je pomerne Casty vy-
skyt neuropatii a hemolytickej anémie. V danom pripade je
prvou volbou rituximab, ktory zabezpecuje eliminaciu malig-
nych B-lymfocytov prezentujucich povrchovy antigén CD20.
Pri progresii ochorenia sa vyuziva trojkombinacia DRC (dexa-
metazon, rituximab, cyklofosfamid)(4. Pre aplikaciu vhod-
ného liecebného algoritmu je teda nevyhnutna spolahliva
diferencidlna diagnostika, ktorou mozno odlisit uvedené mo-
noklonalne gamapatie na molekulovej drovni.

Material a metodika

Vzorky

Do suboru pacientov s podozrenim na Waldenstrémovu
makroglobulinémiu boli zahrnuté vzorky kostnej drene spra-
cované na oddeleni lekarskej genetiky v Medirexe, a. s., v Ca-
sovom rozmedzi od oktébra 2015 do marca 2016. Subor bol
zostaveny z 29 vzoriek. DNA na analyzy bola izolovana kitom
QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) pod-
I'a prilozeného protokolu. Koncentracia a kvalita vzoriek bola
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merana na Implen nanofotometri (Implen GmbH, Munchen,
Germany). Ako negativne kontroly boli pouzité vzorky od pa-
cientov bez onkologickych diagnéz.

Alelovo specificka PCR (AS-PCR)

Pri optimalizacii vhodnej AS-PCR boli pouzité komerc-
ne dostupné primery od firmy Sigma-Aldrich pre wild-type
a mutovany typ alel. Reakéné mixy boli pripravené s viacery-
mi druhmi polymeraz vratane Pfu Turbo Cx Hotstart, Ampli-
Taq Gold a Phu. Idedlny priebeh reakcie bol dosiahnuty iba
v pripade poslednej Phu polymerazy. Genomicka DNA bola
nariedena na 10 ng a teplotny program bol nastaveny podla
¢lanku Varettoni et al., 201302, Velkost ziskanych PCR pro-
duktov bola priblizne 300 bp.

Obrazok 1. Genotypy WM

A GAAGCGASCGI\TCC B GAAGCGACTaAch
C G »iﬂ_cr TCCCCA D
AAGCGHTT g+
i ‘ﬂlr
A) mutovany typ alely, tranzicia T > C; B) Wt typ alely — bez tranzi-
cie T > C; C) D) — heterozygotny typ alel

Sekvenovanie a MLPA analyza

Ziskané PCR produkty boli enzymaticky purifikované po-
mocou Exo Sap (Applied Biosystems, Foster City, USA), kto-
ry zo zmesi odstrani nezainkorporované primery a dNTP. Na
pripravu sekvenacnej reakcie bol pouzity BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster Ci-
ty, USA) a na finalnu purifikaciu DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) so Zivicovymi kolonkami. Vzorky sme sek-
venovali na genetickom analyzétore ABI 3500 (Applied Bio-
systems, Foster City, USA) a vyhodnotili pomocou softvé-
ru SeqScape. Vysledky sme overili viozenim sekvencii do
BLAST-u a tiez pomocou MLPA analyzy (MRC Holland, Am-
sterdam, The Netherlands). Pouzity probemix SALA MLPA
P038 B1 obsahuje 51 Specifickych préb pre B-bunkové abe-
racie vratane somatickej mutdcie L265P v géne MYD88.

Vysledky

Kombinaciou komeréne dostupnych primerov, Phu
polymerdzy a protokolu podla Varettoni et al.,, 2013 sme
zostavili vhodnu AS-PCR, ktorej produkty mozno pouzit na
dalSie sekvenovanie a detekciu mutacie v géne MYDS88.
V nasom subore analyzovanych pacientov sme pozitivitu vy-
sledkov hodnotili na zdklade zameny tyminu za cytozin na
978 nukleotide (obrazok 1). Ziskané vysledky sme potvrdili
aj MLPA analyzou (obrazok 2). Uvedenymi metédami sa nam
podarilo zostavit diagnosticky algoritmus vhodny na detek-
ciu pacientov s WM a odlisit ich tak od ostatnych pripadov
MM ¢&i inych monoklonalnych gamapatii. Po¢as analyzy pa-
cientov sme detegovali aj dalsich 11 polymorfizmov v géne
MYD88, ktoré v§ak nemali ziadny fenotypovy prejav.

Obrazok 2. Vysledok MLPA analyzy, pritomnost mutdcie L265P v géne MYD88
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Diskusia

Waldenstromova makroglobulinémia rovnako ako mye-
[6m patri medzi lymfoproliferativhe ochorenia B-buniek s vy-
skytom monoklonalnych protilatok. KedZe je pomerne tazké
odlisit MM od WM na zaklade klinického obrazu a vysledkov
laboratdrnych testov, bolo nasim cielom zaviest do rutinnej
diagnostiky molekulovi metddu, ktord by spolahlivo identifi-
kovala konkrétny typ ochorenia. Publikacie z poslednych ro-
kov uvadzaju somatickd mutdciu L265P v géne MYD88 ako
diagnosticky marker jedine¢ny pre WM, pretoze pri MM sa
nenachadza. WM je relativne zriedkavé ochorenie v ramci
hematoonkologickych malignit. Globdlne je zaznamenanych
priblizne 5 pacientov na 1 milién pripadov. Poc¢as diagnostiky
novych pacientov sme zaznamenali Casty vyskyt bodovych
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polymorfizmov, najma 2856 A > R. Vo vacsine pripadov vSak
iSlo o silent mutdcie a v Ziadnom z pripadov sme nedetego-
vali fenotypovy prejav.

Zaver

Molekulové metddy maju v laboratérnej praxi nezastupi-
telny vyznam, pretoze prispievaju k presnej a relativne rych-
lej diagnostike mnohych ochoreni. Pomocou vhodne zvole-
ného algoritmu je mozny spolahlivy manazment pacientov i
samotné sledovanie lieCebnej odpovede.
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Molekulova analyza prognosticky vyznamnych markerov chronickej
lymfocytovej leukémie

Mgr. Erika Tomkova, Mgr. Jakub Petrik, RNDr. Renata Lukackova, RNDr. Miroslav Tomka, PhD.
Medirex, a. s., Bratislava

Chronicka lymfocytova leukémia (CLL) je klinicky a biologicky zna¢ne heterogénne ochorenie. Pacienti sa vo vSe-
obecnosti rozdeluji na dve skupiny, a to na pacientov s indolentnou formou ochorenia a pacientov s agresivnou
formou so zlou prognézou. NajspolahlivejSimi prognostickymi markermi vyuzivanymi v klinickej praxi su stano-
venie mutacného statusu génu IGHV, ktory kdduje variabilnt oblast tazkého retazca imunoglobulinu, a detekcia
vyznamnych chromozémovych aberacii. V stibore 200 pacientov sme Studovali zastipenie a mutacény status gé-
nov IGHV a zistovali pritomnost trizémie 12 a delécii 11q22-23, 13q14 a 17p13 v slovenskej populacii. Na zaver
sme sa snazili interpretovat vzajomny vztah tychto prognostickych markerov.

Klacové slova: chronicka lymfocytova leukémia, prognostické markery, chromozémové aberacie, IGHV

Molecular analysis of significant prognostic markers in chronic lymphocytic leukaemia

Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is a clinically and biologically heterogeneous disease. The majority of pa-
tients have an indolent disease course, while others may experience a far more aggressive disease and poor
overall survival. Two of the most reliable molecular prognostic markers, both of which are offered in routine di-
agnostics, are the mutational status of the immunoglobulin heavy chain variable region gene (IGHV) and de-
tection of relevant genomic aberrations. Here, we studied repertoire and mutational status of IGHV genes,
and the presence of trisomy 12 and deletions of 11q22-23,13q14, 17p13in a cohort of 200 patients from Slovakia.

Finally, we tried to interpret the relationship of these prognostic markers.
Keywords: chronic lymphocytic leukaemia, prognostic markers, genetic aberrations, IGHV

Newslab, 2017; roc. 8(1): 38 — 43

Uvod

Chronicka lymfocytova leukémia (CLL) je lymfoprolifera-
tivne ochorenie charakterizované akumulaciou zrelych mo-
noklondlnych B-lymfocytov v periférnej krvi, kostnej dreni
a lymfatickych tkanivach. Je najcastejSou leukémiou do-
spelych zdpadného sveta a postihuje najma pacientov star-
Sich ako 50 rokov. Pri CLL bola pozorovana znacna diverzi-
ta v morfoldgii, imunofenotype, cytogenetike a molekulovych
znakoch buniek, ktora vyustuje do variabilného klinického
priebehu a odpovede na lieCbu. Priblizne jedna tretina pa-
cientov preziva dlhSie ako 20 rokov po diagnostikovani ocho-
renia a nevyzaduje terapiu, u niektorych pacientov, naopak,
ochorenie rapidne progreduje a je spojené s dalsimi kompli-
kaciami®,

Vzhladom na klinickd heterogenitu CLL bolo potrebné
ndjst vhodné parametre na stratifikaciu pacientov do prog-
nostickych skupin s cielom ulah¢it vyber vhodnej liecebnej
stratégie od ,watch-and-wait” po alogénnu transplantaciu
kmenovych buniek. V sti¢asnosti je urCenie rizikového profilu
CLL zaloZené na identifikacii tzv. novych prognostickych fak-
torov, medzi ktoré patria aj chromozémové aberacie a mu-
tacny stav génu IGHV. Tieto faktory st nezavislé od klinic-
kého stadia a umoznuju predikovat prognézu ochorenia uz
v Case diagndzy. Znalost genotypu CLL buniek je zakladom
individualneho pristupu ku kazdému pacientovi a ovplyviuje
terapeuticky postup®.

Chromozomové aberacie
Napriek relativnej genédmovej stabilite CLL buniek sa
az u 80 % pacientov vyskytuju chromozémové aberacie®.

NajcastejSimi chromozémovymi abnormalitami s prognos-
tickym charakterom su parcialne delécie 13q14, 11q22-23
a 17p13, menej frekventovana je trizémia chromozému 12.
Delécia 13q14 predstavuje najCastejSiu cytogeneticku abe-
raciu pri CLL. Samostatna del13q14 je charakterizovana be-
nignym priebehom ochorenia, v pripade kombindcie s inou
aberdaciou sa jej pozitivny prognosticky vyznam straca. Tri-
zOmia 12 je najc¢astejSou CLL aberaciou, pri ktorej dochadza
k amplifikacii genetického materialu. V niektorych pripadoch
ide len o duplikaciu segmentu medzi 12q13 a 12g21.2“. De-
lécia 11922-23 je asociovana s horSou prognézou, pretoze
narusa expresiu génu ATM (ataxia teleangiectasia mutated),
spOsobuje deregulaciu bunkového cyklu a vedie k akumulacii
malignych B-lymfocytov nachylnych na vznik pridavnych ge-
netickych aberacii. Delécia 17p13 je asociovana s velmi ag-
resivnym priebehom ochorenia a so slabou odpovedou na
terapiu v dosledku deregulacie expresie TP53®. Pritomnost
aberacii TP53 zaraduje pacienta do ,ultra high-risk” CLL sku-
piny. Zriedka sa vyskytuje samostatne, zvyCajne je asociova-
nd s dal§imi aberaciami®.

Somatické mutacie IGHV

Nezavislym prognosticky vyznamnym markerom CLL je
stanovenie mutacného statusu IGHV, ktory kdduje variabilnd
oblast tazkého retazca imunoglobulinov. V roku 1999 Damle
a kolektiv uverejnili publikaciu, kde vysvetluju heterogenitu,
ktora bola v praxi pozorovana u pacientov s CLL. Podla mu-
tacného stavu IGHV rozdelili pacientov na dve skupiny. Pa-
cienti s rozdielom v nukleotidovej sekvencii oproti zarodoc-
nej linii > 2 %, 1. j. mutovanym stavom IGHV génu (M-IGHV), su
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charakteristicki miernejSim priebehom ochorenia. Tento stav
je povazovany za prognosticky priaznivy a definuje potenci-
alne indolentnu formu CLL. U pacientov s rozdielom oproti
zarodocnej linii = 2 %, t. j. nemutovanym stavom IGHV génu
(UM-IGHV), tento stav koreluje s horsou prognézou a krat-
§im prezivanim. Pacienti s UM-IGHV su nachylni na vyvin
cytogenetickych abnormalit alebo na tzv. Richterovu trans-
formaciu (transformacia CLL na vyssi stupen malignity)®©.
Okrem rozdielov v dizke prezivania boli medzi tymito dvoma
skupinami pacientov pozorované rozdiely v pritomnosti ne-
priaznivych cytogenetickych abnormalit. Nepriaznivé abera-
cie (del11q22-23, del17p13) sa objavuju Castejsie u pacien-
tov s UM-IGHV, priazniva aberacia (samostatna del13q14)
je Castejsie asociovana s M-IGHV?. Tato nevyvazena distri-
bucia len zdéraziuje rozdielne biologické pozadie CLL pod-
skupin s mutovanym a nemutovanym IGHV, ale len Ciastoc-
ne vysvetluje ich rozdielny klinicky priebeh®.

Material a metodika

Subor pacientov

Za obdobie 8/2015 — 2/2016 sme vySetrili 200 pacientov
s podozrenim na CLL. Subor pacientov pozostaval zo 109
muzov a z 91 Zien. Pacienti boli v ¢ase diagnézy vo veku 34 -
89 rokov. Na molekulovu analyzu sme pouzivali periférnu krv
alebo kostnu dren, ktoré boli odobraté do skimaviek s EDTA
a zaroven do skimaviek TEMPUS. Vzorky DNA na analyzu
MLPA boli izolované kitom Magnesia 16 Genomic DNA Who-
le Blood Kit (Anatolia Geneworks). Vzorky RNA na analyzu /G-
HV mutacného statusu boli izolované pomocou kitu Tempus
Spin RNA Isolation Kit (ThermoFisher Scientific).

IGH Somatic Hypermutation Assay

Principom metd6dy je fragmentova analyza, pomocou kto-
rej sme identifikovali prestavby génu IGH (gén pre tazky re-
tazec imunoglobulinu), a Sangerovo sekvenovanie, ktorym
sme zistovali mutacny status génu IGHV. Pouzivali sme IGH
Somatic Hypermutation Assay v2.0 — Gel Detection kit (In-
vivoscribe), IGH Somatic Hypermutation Assay v2.0 — ABI
Fluorescence Detection kit (Invivoscribe) a BigDye Termina-
tor v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific). PCR
produkty boli separované pomocou genetického analyzatora
ABI 3500 Series Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific).
Fragmentovu analyzu sme vyhodnotili v softvéri GeneMapper
Software 5 (ThermoFisher Scientific), na hodnotenie sekve-
novania sme pouzili softvér Sequencing Analysis Software
v6.0 (ThermoFisher Scientific). Po analyze sme sekvencie
vzoriek porovnali so sekvenciami /GHV génu zarodocnej linie
B-lymfocytov pomocou databazy IMGT/V-QUEST.

MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification)

Chromozoémové aberacie sme detegovali u pacientov me-
tédou MLPA, ktorej principom je hybridizacia Specifickych
prob na cielové sekvencie DNA. Pouzivali sme kit SALSA ML-
PA P040 CLL probemix kit (MRC-Holland) obsahujuci sondy
pre niekolko chromozémovych oblasti, ktoré maju u pacien-
tov s CLL diagnosticky alebo prognosticky vyznamnu ulohu:
11922-23, chromozém 12, 13q a 17p. PCR produkty boli se-
parované pomocou genetického analyzatora ABI 3500 Series

Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific), vysledky sme vy-
hodnotili v softvéri Coffalyser.Net Software (MRC-Holland).

Statistickd analyza

Na vyhodnotenie frekvencii muta¢ného statusu IGHV a in-
terpretaciu vztahu medzi vyskytom chromozémovych abera-
cii a mutacnym stavom IGHV sme pouZzili x2 test.

Vysledky

Stanovenie IGHV segmentu a mutacného statusu

Metddou fragmentovej analyzy sme v celom subore pa-
cientov stanovili klonalitu populacie B-lymfocytov. U 150
(75 %) pacientov sme preukazali monoklonalnu populaciu
typickl pre CLL (obrazok 1 (A)), u zvysnych 50 (25 %) pa-
cientov sme detegovali rézne typy inych populécii (obrazok
1 (B)). Po stanoveni klonality sme do dalSieho skriningu za-
radili 154 (77 %) pacientov, u ktorych bolo mozné urcit IGHV
segment a jeho mutacCny status. NajcastejSie sa vyskytuju-
cim segmentom v subore pacientov bol IGHVT1-69 pritomny
u 22 (14,29 %) pacientov, a to vyhradne v nemutovanom sta-
ve. Druhym najcastejSie sa vyskytujucim segmentom bol /G-
HV3-30 u 18 (11,69 %) pacientov. VSetky ostatné segmenty
mali v sibore zastupenie menej ako 10 %. Z tychto mali naj-
vysSiu frekvenciu segmenty IGHV3-21, IGHV3-7 a IGHV4-34,
ktoré boli vo vac¢sine pripadov mutované. U jedného pacienta
s biklonalnou populaciou B-lymfocytov bolo mozné stanovit
vysledok pre oba klony: segment IGHV1-69 v nemutovanom
stave a segment IGHV4-59 v mutovanom stave.

Detekcia chromozéomovych aberacii

U pacientov sa chromozdmové aberacie vyskytovali samo-
statne aj v réznych kombinéciach. U 79 (39,5 %) pacientov sme
nedetegovali Ziadnu aberaciu. Najvacsiu frekvenciu vyskytu
sme zaznamenali pri del13q14, a to celkovo u 85 (42,5 %) pa-
cientov. Delécia sa najCastejSie vyskytovala samostatne, a to
v 58 (68,24 %) pripadoch. Druhou najfrekventovanejSou abera-
ciou bola del11g22-23, ktori sme detegovali u 27 (13,5 %) pa-
cientov. Parcidlnu trizémiu 12 (obrazok 2) sme zaznamenali
u 23 (11,5 %) pacientov. Najmenej pocetnou zo sledovanych
aberacii bola del17p13 detegovana u 10 (5 %) pacientov. V 3
(1,5 %) pripadoch sme pozorovali pritomnost 3 aberacii sucas-
ne. U7 (3,5 %) pacientov bol vysledok neinformativny.

Diskusia

Klinicky obraz CLL vyznacujici sa stabilnym priebehom
ochorenia bez potreby lieCebnej intervencie alebo, naopak,
s vysokou pocetnostou relapsov vyzadujucich opakovanu
terapiu je preukazatelne ovplyvneny vyskytom genetickych
zmien v bunkach CLL. Hoci ziadna konkrétna geneticka abnor-
malita nebola identifikovana ako pri¢ina vzniku CLL, ochore-
nie je charakteristické pritomnostou molekulovogenetickych
markerov, na zaklade ktorych je mozna stratifikacia pacientov
do prognostickych skupin a individudlny terapeuticky pristup.

Polyklonalita populacie B-lymfocytov u zdravého jedin-
ca je doésledkom réznorodej dizky preskupenych génov
IGHV. U pacienta s CLL je tato roznorodost z velkej Casti
naruseng, preto je pre CLL typickd monoklondlna populécia,
pri ktorej jeden klon Uplne potlacil ostatné klony. Pritomnost
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Obrazok 1. Vysledky fragmentovej analyzy na urcenie klonality populécie B-lymfocytov: (A) monoklonalna populécia, v ktorej je majo-

ritny klon reprezentovany jedinym pikom, (B) polyklondlna populécia, v ktorej piky reprezentujice jednotlivé klony vytvaraju typicky ob-
raz Gausovej krivky
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Obrazok 2. Vysledok analyzy MLPA pacienta pozitivneho na amplifikédciu 12q13 (duplikovany Usek reprezentuju proby vyznacené mod-
rou farbou vystupené nad modrou liniou)
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takejto populacie sme dokazali u 75 % pacientov. Polyklo-
nalnu populdciu sme identifikovali u 16 % pacientov, u kto-
rych nebolo mozné potvrdit diagnézu CLL. V takychto pripa-
doch je nutné kritické posudenie ndlezu a s odstupom Casu
realizovat dodatocné vysetrenia na stanovenie definitivnej
diagnézy. U 3 % pacientov sme dokazali polyklondlnu popu-
laciu, v ktorej mal jeden klon vyrazné zastupenie, a u jedného
pacienta sme zistili dva prevazujice klony. Pritomnost
polyklondlnej populdcie, v ktorej pévodne minoritny klon zis-
kal rastovu vyhodu, sme povazovali za znak subklonalnej se-
lekcie. U takychto pacientov je dblezita stratégia ,watch-and-
wait”, teda pacienta dékladne sledovat a ¢asom vysetrenia
zopakovat na detekciu progresu ochorenia.

U 5 % pacientov sme detegovali biklonalnu populaciu. Ta-
kéto pripady su zriedkavé a nie velmi dobre charakterizované.
Bolo navrhnutych niekolko pricin, kedy u pacienta s CLL m6-
Ze byt detegovatelna viac ako jedna IGH prestavba. Bunky CLL
mozu exprimovat dva rézne receptory BCR (B cell receptor),
a teda sekretovat dva typy protilatok. Takéto bunky oznacuje-
me ako dvojnasobne produktivne (HCDP, heavy chain double
productive)®. Druhou z moznosti je, Ze pacienti maju dve IGH
prestavby detegovatelné pomocou PCR, ale iba jedna je pro-
duktivna a translatovana do imunoglobulinu®®. Dal$im moz-
nym vysvetlenim biklondlneho modelu je, Ze v krvi pacienta
sl naozaj pritomné dva maligne klony so samostatnym pévo-
dom, pricom kazdy exprimuje iny imunoglobulin. V tomto pri-
pade ide o pravu biklonalnu leukémiu®. Vysoky vyskyt aty-
pickych modelov poukéazal na dolezitost vysetrenia klonality
nadorovej populacie u CLL suspektnych pacientov.

Somatické mutacie génu IGHV su pritomné asi v polovici
pripadov CLL®. Nemutované CLL bunky pravdepodobne po-
chadzaju z B-lymfocytoy, ktoré podstupili antigénovu stimu-
l[aciu az po malignej transformacii. Zachovavaju si reaktivitu
na antigén, désledkom ¢oho je ich vysoka proliferacna ak-
tivita. Naopak, mutované bunky CLL presli malignou trans-
formaciou az po stimulacii antigénom, nemaju zachovanu
signdlnu kapacitu BCR receptora a progndza je priaznivejSia
(12 IGHV segment a mutacny status bolo mozné urcit u 77 %
pacientov. U jedného pacienta s biklonalnou populaciou bo-
lo mozné stanovit dva vysledky, celkovo sme teda analyzo-
vali 154 pacientov, ale 155 segmentov (graf 1). Az 52,26 %
segmentov nevykazovalo somaticku hypermutaciu, 47,74 %
segmentov bolo v mutovanom stave. V porovnani so sveto-
vymi Stadiami bola frekvencia mutovanych a nemutovanych
IGHV génov rovnaka ako v populécii Spojenych statov (53 %
UM-IGHV, 47 % M-IGHV)(3). Celkovo sme zaznamenali 29 ty-
pov segmentov, pricom az 14 typov patrilo do génovej rodiny
IGHV3. Z celkového poctu 155 identifikovanych génov tvori-
li segmenty tejto génovej rodiny az 52,26 % pripadov. IGHV3
je vo vSeobecnosti najrozsirenejSou génovou rodinou, ¢o po-
tvrdzuju viaceré eurdpske i svetové Studie.

NajCastejSie sa vyskytujicim segmentom v subore bol
IGHV1-69 pritomny u 14,29 % pacientov a vyskytoval sa vy-
hradne v nemutovanom stave. Velmi podobna frekvencia
bola reportovana v populacii Svédska, kde bol tento seg-
ment tiez najfrekventovanejsi a rovnako sa vyskytoval vy-
hradne v nemutovanom stave(%. Druhym najc¢astej$im
génom bol IGHV3-30 zaznamenany u 11,69 % pacientoy, z to-
ho u 61,11 % pripadov mutovany. Segment bol tiez ¢asto re-
portovany v oblasti Stredozemného mora"®. IGHV3-30 je vo

vacsine oblasti asociovany s mutovanym stavom. Pritomnost
segmentu IGHV3-27 sme stanovili u 7,79 % pripadov. Prefe-
rencne sa vyskytoval mutovany, a to u 58,33 % pacientov.
IGHV3-21 je asociovany s horSou progn6zou bez ohladu na
mutacny status(®. Najvy$sSia prevalencia génu bola pub-
likovana v Skandinavii (11,2 %), kde sa vyskytoval prevaz-
ne v mutovanom stave(®. Naopak, v populaciach juznej Eu-
répy (Francuzsko, Grécko, Taliansko, Spanielsko) je vyskyt
IGHV3-21 znacne nizsi (2,9 %) a nizsia je aj pritomnost so-
matickej hypermutacie™. Rozdiely vo vyskyte jednotlivych
génov IGHV pravdepodobne reflektuju nielen variacie v ge-
netickom pozadi CLL, ale aj leukemicku variabilitu depen-
dentnl od geografickej polohy(”. Tieto rozdiely tiez mézu
znamenat, Ze prestavby IGH génu koduju Specificky epitop,
na ktory sa viaze neznamy antigén a stimuluje proliferaciu
B-lymfocytov(4,

Napriek relativnej genédmovej stabilite buniek CLL sa az
u 80 % pacientov vyskytuji chromozémové aberacie. Vo
vSeobecnosti maju pacienti s del17p13 a del11q22-23 hor-
Siu progndzu a kratSie prezivanie, pretoze nartisaju expre-
siu tumor-supresorovych génov TP53 a ATM. Pritomnost
del13q14 ma pri samostatnom vyskyte priaznivy prognostic-
ky charakter a prognosticky vyznam trizémie 12 je sporny®.
Pritomnost aberacii sme dokazali u 57 % pacientov. U 39,5 %
pacientov sme nedetegovali ziadnu abnormalitua v 3,5 % pri-
padov nebolo mozné vysledky vyhodnotit. Ak by sme vyhod-
notili len 168 pacientov, u ktorych sme potvrdili plne vyvinutd
CLL (pripady s monoklonalnou populaciou) alebo vyvijajicu
sa CLL (pripady s atypickym modelom populécie), pritom-
nost aberacie by sme detegovali u 64,88 % pacientov. Da-
né vysledky neboli v silade s publikovanymi adajmi inych
studii, ale boli znacne nizSie. Nemecké studie uvadzaju frek-
venciu chromozémovych abnormalit 82 — 85,2 %9, frek-
vencia vo Velkej Britanii je 69 %9 a v USA 72,5 %@, Uve-
deny rozdiel mohol byt ovplyvneny viacerymi faktormi, napr.
kompoziciou a velkostou stboru, rozdielmi v indika¢nych kri-
tériach ¢i metodickymi rozdielmi.

U 12,5 % pacientov sme neidentifikovali ziadnu aberaciu
a sucasne sme pozorovali polyklonalny model populacie. Ta-
kito pacienti nevykazuju ziadne zdkladné molekulovogene-
tické znaky rozvijajuceho sa ochorenia CLL. Normalny ka-
ryotyp sme pozorovali aj v 24 % pripadov s monoklonalnou
populdciou, €o je priaznivy prognosticky znak. U pacientov
s atypickym modelom populécie (polyklonalna s jednym ale-
bo dvoma prevazujucimi klonmi, biklonalna, triklonalna,) sme
nezaznamenali asociaciu so Ziadnou Specifickou aberaciou.

Graf 1. Mutacny status IGHV segmentov v subore pacientov
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Najvacsiu frekvenciu vyskytu sme zaznamenali pri
del13g14, a to celkovo u 42,5 % pacientov. Delécia sa naj-
CastejSie vyskytovala samostatne, a to u 68,24 % pacientov.
Prevalencia a samostatny vyskyt boli najviac podobné stavu
v USA (62 %)@, Pre pacientov predstavuje samostatny vyskyt
tejto aberacie priazniva progndzu. U 31,76 % pacientov bola
pozorovana spolu s niektorou dalSou aberaciou a jej priaznivy
prognosticky vyznam sa stracal. Del13q14 bola jedinou abera-
ciou, ktora sme dokazali u pacientov s polyklonalitou B-lymfo-
cytov. Vysvetlenim tohto faktu méze byft, Ze delécia postihuje
gény MIR15A aMIR1617 koédujuce miRNA, ktorych ulohou je ne-
gativna reguldcia génu BCL2 (B cell lymphoma 2) na posttran-
skrip&nej urovni. Pri delécii tychto génov dochadza k zvySenej
expresii antiapoptotického proteinu Bcl2, o mbze spdsobo-
vat perzistentnu lymfocytézu aj u pacientov s polyklonalnou
populaciou. Druhou najfrekventovanejSou aberaciou bola
del11g22-23, ktord sme detegovali u 13,5 % pacientov. Pre-
valencia delécie bola podobna Nemecku (12 %)('®. Bunky CLL
s del11g22-23 su nachylnejsie na vznik dalSich genetickych
aberacii®. Pritomnost parcidlnej trizémie 12 sme zazname-
nali u 11,5 % pacientov a jej vyskyt bol v stlade s frekvenciou
unemeckych pacientov (13,6 %)'®). Trizémia 12 je povazovana
za marker s intermediarnou prognostickou hodnotou®. Naj-
menej pocCetna zo sledovanych aberdcii bola del17p13, de-
tegovana u 5 % pacientov. Vyskyt delécie sa zhoduje s brit-
skou (6 %) a nemeckou populdciou (7 %)('®. Bez ohladu
na pritomnost inej aberacie je asociovana s velmi agresivnym
priebehom ochorenia, pretoze narisa expresiu génu TP53®.
U 1,5 % pacientov sme zaznamenali pritomnost 3 aberéacii su-
Casne, ¢o je indikatorom agresivneho priebehu ochorenia. Niz-
Siu frekvenciu chromozémovych abnormalit v porovnani so
zahrani¢nymi Stadiami pripisujeme ich zachyteniu v ranych
stadiach ochorenia. Nepritomnost aberacie sa vséak méze Ca-
som zmenit v dosledku klonélnej evolucie buniek CLL.

V subore pacientov sme tiez sledovali vzajomny vztah mu-
tacného statusu IGHV s vyskytom chromozémovych abera-
cii (graf 2). Zo 79 pacientov negativnych na chromozémové
aberacie sme v 32,91 % pripadov stanovili nemutovany stav
IGHV, u 27,85 % pacientov stav mutovany. U 39,24 % negativ-
nych pacientov s polyklonalnou, biklonalnou a triklonalnou
populdciou sme mutacny status neurcovali. Vzhladom na
rovhomerné percentudlne zastupenie jednotlivych katego-
rii sme neidentifikovali ziaden preferencny mutacny status.
Del13g14 bola prevazne, t. j. u 51,76 % pripadov, asociova-
na s M-IGHV. U tychto pacientov bola jedinou detegovanou
aberaciou, Co potvrdzuje jej priaznivy prognosticky vyznam.
U 34,12 % pacientov sa vyskytovala v spojeni s UM-IGHV, pri-
¢om bola u nich okrem del13q14 pozorovana eSte aspon jed-
na aberacia. Vztah chromozémovych aberacii s mutacnym
statusom potvrdil korelaciu prognosticky priaznivej aberacie,
samostatnej del13q14, s mutovanym stavom IGHV. Trizémiu
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Graf 2. Zastupenie chromozémovych aberdcii a ich asocidcia
s mutacnym statusom IGHV v subore pacientov
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12 sme pozorovali v asociacii s UM-IGHV u 52,17 % pacien-
tov, v 34,79 % pripadov bola asociovana s M-IGHV. Prefe-
rencny status vSak nebolo mozné urcit, pretoze rozdiel vo
frekvenciach nebol preukazny (P = 0,0706), Co naznacuje in-
termediarnu prognostickd hodnotu. Del11g22-23 sa vyskyto-
vala vyhradne u pacientov s UM-IGHV a nikdy sa nevyskytova-
la u pacientov s typickou polyklonalitou. Dosiahnuté vysledky
potvrdili negativny prognosticky vyznam del11q22-23. De-
léciu 17p13 s najmenej priaznivou prognézou sme v 70 %
pripadov pozorovali s UM-IGHV, ¢o potvrdzuje ich korelaciu.
Mutacény status tiez suvisel s poctom chromozémovych ab-
normalit. U 28 pacientov sme detegovali pritomnost dvoch
a viacerych aberacii, z toho 67,88 % pripadov bolo asociova-
nych s nepriaznivym nemutovanym stavom IGHV. Pozorova-
ny vztah chromozémovych aberécii s mutacnym statusom
potvrdil prognosticku korelaciu a vysledky boli v sulade so
Studiami z Nemecka® ¢i Velkej Britanie™.

Zaver

V sucasnosti je hlavhym vedeckym cielom analyzy prog-
nostickych markerov najst genetické vysvetlenie klinickej he-
terogenity CLL. Molekulovogenetické parametre, ako je mu-
tacny status IGHV a chromozémové aberacie, boli UspesSne
zavedené do klinickej praxe. V predlozenej studii sme preu-
kdazali, ze stav tychto parametrov v slovenskej populacii je
intermediarny, pretoze so ziadnou zo zahrani¢nych stadii
sa nezhodoval Uplne. Naznacuje to nielen genetické poza-
die ochorenia, ale aj existenciu environmentalneho antigé-
nového tlaku na selekciu B-lymfocytov. Vysledkom sprav-
nej detekcie a interpretdacie prognostickych faktorov je skora
stratifikacia pacientov do prognostickych skupin pre volbu
vhodnej terapeutickej stratégie a nasledné zlepsenie klinic-
kej starostlivosti.
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Maligny melaném - nové aspekty vyskumu
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Maligny melaném patri v Slovenskej republike medzi nadory s neustale rasticou incidenciou a mortalitou. Prob-
lematika maligneho melanému bola a v stiicasnosti je predmetom intenzivneho vyskumu mnohych projektov. Ich
ciele st zamerané na identifikaciu novych diagnostickych a prognostickych markerov, ale najma potencialnych
terapeutickych cielov. Prognéza pacientov sa za posledné roky zlepSila. Suvisi to najma so zavedenim novych
terapeutickych postupov v liecbe maligneho melanému. Cielena terapia a hlavne inhibitory imunitnej odpovede
priniesli zasadny obrat v liecbe metastazujucich malignych melandomov. Aplikacia vysledkov vyskumu do praxe
predstavuje do budtcnosti novi nadej pre pacientov s malignym melanémom.

Kl'icové slova: maligny melaném, vyskum, review, sicasny pohlad

Malignant melanoma - new research aspects

Malignant melanoma belongs to cancer with increasing incidence and mortality in the Slovak Republic. The cur-
rent issue of malignant melanoma has been and still is the subject of intensive research in many projects. Their
objectives aim to identify new diagnostic and prognostic markers, with emphasis on therapeutic targets. The
prognosis of patients has improved in recent years. It is particularly related to new therapies in the treatment of
malignant melanoma. The targeted therapy and especially the use of immune response inhibitors brought a turn-
ing point in the treatment of metastatic malignant melanoma. Application of research results in practice repre-

sents new hope for patients with malignant melanoma in the future.
Keywords: malignant melanoma, research, review, current concept

Newslab, 2017; roc. 8(1): 44 — 47

Aj ked maligny melaném nepatri v Slovenskej republike
medzi maligne nadory s najvy$Sou incidenciou, je zavazny
svojou relativne vysokou mortalitou, najma v pripade, ak je
zachyteny v neskors$ich stadiach choroby. Alarmujlca je sta-
le stipajuca incidencia tohto nadoru v celej Eurépe. V Slo-
venskej republike sa jeho vyskyt za poslednych 30 rokov viac
ako strojnasobil, v roku 1978 bola incidencia 3,9 na 100 000
obyvateloy, v roku 2007 dosiahla 12,179 na 100 000 obyva-
telov (graf 1)™. Kriticky je aj Stvorndsobny vzostup morta-
lity za rovnaky ¢asovy interval, z 0,8 na 100 000 obyvatelov
v roku 1978 na hodnotu 3,65 na 100 000 obyvatelov v roku
2010. Vyskyt melanému sa v poslednych desatrociach zvy-
Suje najma v populacii ludi starsich ako 45 rokoy, incidencia
u starsich ako 70 rokov je viac ako 40 na 100 000 obyvate-
lov (graf 2)™.

Klacovym rizikovym faktorom jeho vzniku je expozicia UV
Ziareniu. Nador je preventabilny, vyhybanie priamemu slnec-
nému ziareniu ¢i pouzivanie protektivnych pripravkov znizu-
je riziko jeho vzniku u predisponovanych ludi.

Sekunddrna prevencia, odborné dermatologické vysetre-
nie s pouzitim dermatoskopu umozni zachytenie skorych
neinvazivnych alebo nizkoinvazivnych lézii. Prave skora de-
tekcia vyraznym spdsobom zvySuje prezivanie pacientov.
Vacsina melanémov je vdaka dostupnosti vySetrovacich

metod a vdaka dlhodobému vzdeldvaniu populacie o rizi-
kach zachytend v skorom, teda lieCitelnom stadiu. Patroc-
né prezivanie je priemerne 91 %, v pripade lokalizovaného
nadoru az 98 %. Prezivanie v§ak vyrazne kles3, ak je cho-
roba zachytena v neskor§om §tadiu®. Metastazujici mela-
ném predstavuje jeden z najagresivnejsich a najrychlejsie
progredujucich nadorov historicky len s velmi obmedzenymi
moznostami efektivnej lieCby. V pripadoch metastazujiceho
melandému je 10-rocné prezivanie mensie ako 10 %®. Problé-
mom je aj skutoCnost, Ze napriek véasnému zachyteniu a te-
rapii v skorom stadiu nie su vynimkou neskoré metastazy.

Problematika maligneho melanému bola a v suc¢asnosti
je predmetom intenzivneho vyskumu. Ten umoznil objasnit
viaceré molekuldrne mechanizmy zodpovedné za transfor-
maciu a rast melanémovych buniek. Pozorované boli muta-
cie viacerych génov, klu¢ovych v iniciacii nadorovej transfor-
macie. Zasiahnuté drahy su zaujimavé aj z hladiska hladania
novych cielov pre protinadorovu terapiu.

Historicky najznamejsi mechanizmus iniciacie tumorige-
nézy maligneho melanému suvisi s konstitutivnou aktivaciou
proteinkinazovej drahy aktivovanej mitogénom (MAPK), kom-
plexnej signalnej drahy zahrnujlcej proteiny RAS/RAF a dal-
Sie proteinkinazy vratane MEK a ERK. Tato draha sa ukazuje
ako kriticka aj pre rastovu fazu melanému®. Odhaduje sa, Zze
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Graf 1. Graf ndrastu incidencie a mortality na maligny melaném
v Slovenskej republike. Pocet pripadov na 100 000 obyvatelov
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takmer polovica malignych malanémov je asociovana s akti-
vacnou mutaciou v MAPK dréahe®9. Onkogénna aktivacia pri
melanéme moze vzniknudt v dosledku mutéacie v ktoromkol-
vek komponente alebo promotore tejto drahy®).

Charakteristickym iniciatnym onkogénom zahrnutym
v MAPK drahe je mutovany gén BRAF s bodovymi mutacia-
mi. Viac ako 50 percent melanémov nesie mutaciu v géne
BRAF a z toho 80 percent predstavuje mutacia BRAF V600E
(resp. V599E) 7®. Okrem onkogénnych mutécii v BRAF sU
dobre opisané iniciatné onkogénne bodové mutéacie v géne
NRAS (15 — 20 %). Mutacie v BRAF géne sa spajaju typicky
so vznikom melandému Siriaceho sa povrchovo, v NRAS gé-
ne s nodularnym melanémom®. Blokatory BRAF vemurafe-
nib a dabrafenib su Standardom v lieCbe metastazujuceho
maligneho melandmu koze(9. Ukazuje sa, Ze sucasné poda-
vanie inhibitora MEK trametinib zlepSuje prezivanie s dobrou
toleranciou liecby(".

Aj ked mutéacia v géne BRAF sa povazuje za kltiCovu v ini-
cidcii tumorigenézy, vyskytuje sa vo vysokom percente aj
v bunkdach benignych névov, ktoré eSte nemaiju vlastnosti ma-
ligneho procesu.

Opisané boli aj mutacie v CDKN2A, PTEN, APAF1, TP53,
GNAQ, GNA116712) aj aktivacné fluzie génu BRAF s recep-
torovymi tyrozinkindzami ALK, ROS1, RET, MET, NTRK1
a ROS10319. Samotné GNAQ/GNA11 proteiny sice, ako sa
zd4, nie st vhodné na cielend terapiu, no ich aktivacia je Cias-
tocne regulovana prostrednictvom proteinu YAP(®, ktory mo-
Ze mat terapeuticky potencial. V malignom melanéme koze
zatial tento pristup pouzity nebol.

Opisuju sa aj mutacné zmeny v drahe p16INK4A-CDK4-RB
(s mutacnym postihnutim najma INK4A alebo CDK4) a dréhy
ARF-p5307). V mensej frekvencii boli pozorované aj mutéacie
v drahe AKT/mTOR, ktora reprezentuje pravdepodobne alter-
nativny mechanizmus aktivécie v malignom melanéme(®,

Velmi zaujimavu oblast vyskumu predstavuju aj mutac-
né zmeny vo Wnt signalnej drahe s B-kateninom ako klu¢o-
vym komponentom. Zmeny aktivacie tejto drahy vedu k zme-
nam fenotypu melanémovych buniek, ovplyviuju nadorové
mikroprostredie, bunkovy rast, invazivitu nadorovych buniek
aj vznik rezistencie na terapiu. Z hladiska novych tera-
peutickych pristupov sa ukazuje ako zasadny aj vztah Wnt

Graf 2. Incidencia a mortalita na maligny melandm v zavislosti od
vekovej skupiny pacientov
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signdlnej drahy k ovplyvneniu protinddorovej imunity v mik-
roprostredi buniek maligneho melanému a k vzniku rezis-
tencie na imunoterapiu®. Vyskum naznacuje mozné vyuzi-
tie viacerych molekul tejto drahy ako potencialnych ciel'ov
pre cielenu terapiu.

Z hladiska mozného terapeutického ovplyvnenia su zau-
jimavé aj antiapoptotické proteiny survivin a livin. Survivin je
v malignom melanéme exprimovany vo zvySenej miere vo
vacsine pripadov®). Uvazuje sa, Ze prave upreguldcia survi-
vinu moze byt jednym zo stimulov nadorovej transformacie
v névovych bunkach. Takeuchi a spol.®? preukdzali, Ze nizka
expresia survivinu v rekurentnom metastatickom malignom
melandme koze je spdjana so signifikantne lepSim preziva-
nim pacientov. Zvysenu citlivost buniek maligneho melané-
mu na chemoterapiu pri su¢asnej inhibicii survivinu in vitro
preukazal aj Pennati a spol.?®. Vysledky publikovanych stu-
dii naznacuju, Zze moéze ist o nadejnd molekulu aj z hl'adiska
mozného klinického ovplyvnenia.

Livin je nedavno opisany protein s komplexnym prevaz-
ne antiapoptotickym, za urcitych okolnosti proapoptotickym
ucinkom. VyssSia expresia preukazana v malignom mela-
néme koZze koreluje s progresiou a so zlou prognézou pa-
cientov @, Prave vysoka expresia livinu suvisi s rezistenciou
na chemoterapiu, naznacujuc buddci ciel vyskumu cielenej
protinadorovej terapie(?529),

S aktivitou apoptotickych drah Gzko suvisi regulacia PARP
proteinu, ktory je, naopak, zodpovedny za DNA reparaciu. In-
hibicia PARP interferuje s kl'i€ovymi procesmi metastazova-
nia a inhibuje invazivitu a metastazovanie buniek maligneho
melanému koze do vzdialenych organov®”, predstavuje kl't-
¢ovy marker agresivneho kozného MM®®. Jeho cieleny blo-
kator temozolomid je v su¢asnosti v Stadiu klinického testo-
vania (Il. faza).

Progresia melanému je spojena so sériou onkogénnych
udalosti, ktora je charakterizovana ako geneticky vysokohe-
terogénna. Identifikované boli viaceré kandidatne ,driver”
mutacie, k najStudovanejsim patria alternativne transkripty
génu ALK, identifikovatelné na Urovni prepisovanej RNA®?.
Castou ,driver” udalostou pri roznych variantoch melanémov
je aj bialelicka strata histénovej deubikvitinazy BAP1 ako de
novo udalost u ludi s germinalnou poruchou jednej képie
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génu®9. Viaceré subchromozomalne aberacie, zmeny v poc-
te képii repetitivhych elementov ako priCina mikrosatelit-
nej instability boli opisane pri metastazujucich melano-
moch@®'32),

Studované boli a potencialny klinicky vyznam mézu mat
aj epigenetické zmeny. Boli identifikované viaceré kandidat-
ne gény, ktoré su ovplyvnené aberantnou DNA metyldciou,
resp. modifikaciou histénov, a kde sa ukazuje, ze tieto zmeny
koreluju s bunkovymi charakteristikami nadoru a maju vplyv
na klinickopatologicky obraz choroby. Ako gény s najvy$sSou
frekvenciou hypermetylacie su Studované najma RIL a ECAD,
RASSF1A, NKX2-3, HAND1 a OLIG2. Ich potvrdenie v dalSich
studiach méze priniest nové moznosti v terapii. Epigenetic-
ka terapia maligneho melanému je sice nova oblast, ale per-
spektivne s velkym potencidlom a moznym dosahom na pa-
cientov®d,

Studium transformacie névovych buniek sa v poslednom
Case zameriava najma na problematiku regulacie aktivacie
a inhibicie protinddorovej imunitnej reakcie. Protinddorova
imunoterapia je zaloZzend na posobeni vlastného imunitné-
ho systému pacienta. Vyuziva fyziologické principy, priro-
dzenu schopnost organizmu nicit poskodené bunky vratane
nadorovo transformovanych buniek. Sti¢asna liecba sa orien-
tuje najma na inhibiciu kontrolnych bodov imunitnej odpove-
de. Ich fyziologickou ulohou je zabranit hyperaktivacii imu-
nitného systému, a tym vzniku imunopatologickych stavov.
Bunky maligneho melanému st schopné vyuzit ich a unik-
nut tak protinddorovej imunitnej odpovedi. Velkym prevra-
tom v terapii metastazujuiceho maligneho melanému sa stali
ich inhibitory. V roku 2011 bola v lie¢be maligneho melano-
mu schvalena molekula ipilimumab, protilatka proti CTLA-4
receptoru, ktora sa stala sucastou beznej klinickej praxe®.
Velmi perspektivne sa v Studiach ukazuju aj blokatory re-
ceptorov PD-1 nivolumab a pembrolizumab®9. Perspektivna
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mbze byt aj protinddorova vakcinacia, aj adoptivny transfer
imunokompetentnych buniek®®.

Zaver

Chirurgické odstranenie maligneho melanému je zéakla-
dom terapie vo vSetkych stadiach, nasledovand v pripade
I. a ll. stadia lymfadenektémiou, v IlI., vo IV. §tadiu a v pripa-
doch rekurentného melandmu imuno- a chemoterapiou. Pra-
ve zavedenie cielenej terapie, inhibitorov imunitnej reguldcie
ako anti-PD-1 (nivolumab, pembrolizumab), anti-CTLA-4 (ipi-
limumab) a cielena terapia inhibitormi BRAF proteinu (vemu-
rafenib a dabrafenib), pripadne MEK inhibitorov (trametinib,
cobimetinib) predstavuju zasadny obrat v liecbe neresekova-
telnych a metastazujucich malignych melanémov a su tes-
tované v klinickych skuskach.

Problémom je v§ak vyrazna heterogenita melanémovych
buniek, umoznujica nddoru menit nadorové mikroprostredie
a unikat terapeutickym stratégiam. Pouzita cielend liecba sa
Casto spaja s mnohymi neobvyklymi neziaducimi d¢inkami,
znizujucimi jej vyuZitelnost v praxi®?).

Az doteraz bola terapia maligneho melanému v neskor-
Som $tadiu neefektivna. Zavadzanie novych poznatkov do
praxe spolu so Stidiom spravania nddorovych buniek a hl'a-
danim dalSich alternativnych terapeutickych cielov a ich
kombinacii zvysuju aj v pokrocilejSom stadiu nadej na lie¢-
bu choroby, ktora je intenzivne Studovanou a aktualnou prob-
lematikou.
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Cirkulujuca DNA - od jej objavenia cez neinvazivne prenatalne testovanie
aneuploidiia monogénne dedicnych ochoreni az k neinvazivnej nadorovej
diagnostike a prognostike

RNDr. Gabriel Minarik, PhD.
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Bratislava
Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Bratislava

Za poslednych par dekad si v oblasti biomedicinskeho vyskumu vydobyla silnu poziciu analyza cirkulujucich
nukleovych kyselin. Tato pozicia je spojena s objavmi suvisiacimi s premenou genetickych analyz na genomic-
ké, s rozsiahlym rozvojom bioinformatiky, technologickym pokrokom a dostupnostou genomickych analyzato-
rov. Robustnost aktudalne vyuzivanych genomickych metdd a ich kapacita poskytovat predtym bezprecedentné
vysledky kvalitativneho aj kvantitativneho charakteru umoznila okrem iného rozvoj novych moznosti vyskumu
tzv. neinvazivneho testovania.

Klucové slova: cirkulujica DNA, neinvazivhe DNA testovanie, cirkulujica volna fetalna DNA, cirkulujica nadoro-
va DNA, masivne paralelné sekvenovanie

Circulating DNA — from its discovery through noninvasive prenatal testing of chromosomal aneuploidies and mo-
nogenic hereditary disorders up to noninvasive cancer diagnostics and prognostics

Over the last few decades analysis of circulating nucleic acids gained a strong position in the field of biomedical
research. This position is associated with discoveries related to the shift from genetic analysis to the genomic,
extensive development in bioinformatics as well as with technological advances and the availability of genom-
ic analysers. Robustness of currently used genomic methods and their capacity to provide previously unprece-
dented results as from a qualitative as well as quantitative point of view allow the development of new research
in the field of so-called noninvasive testing.

Keywords: Circulating DNA, noninvasive DNA testing, cell-free fetal DNA, circulating tumour DNA, massively par-

allel sequencing

Newslab, 2017; ro¢. 8 (1): 48 — 52

Uvod

Dolezitost objavenia cirkulujicej DNA v roku 1947 Mande-
lom a Metaisom bola dlhy ¢as nerozpoznand™. Az o dvad-
sat rokov, v roku 1966, bola publikovana studia poukazuju-
ca na asociaciu medzi zvysSenou hladinou cirkulujicej DNA
v sére pacientov so systémovym lupus erythematosus®.
V roku 1973 bola zvySena hladina cirkulujucej DNA identi-
fikovana aj pri dalSich zavaznych ochoreniach, napr. pri reu-
matoidnej artritide, glomerulovej nefritide, pankreatitide, za-
palovych ochoreniach Criev a hepatitide®. Kratko nato, v roku
1977, uz bola opisana asociacia aj medzi zvySenymi hladi-
nami cirkulujicej DNA a nadorovym ochorenim u pacientov
s lymfémom, glidmom, rakovinou pltc, maternice, kr¢ka ma-
ternice, prsnika, kolorekta, v porovnani so zdravymi jedinca-
mi a, navyse, pacienti s lokalizovanym nadorom dosahovali
nizsiu koncentraciu cirkulujucej DNA v porovnani s pacient-
mi s metastatickym ochorenim. Co bolo ete déleZitejSie, au-
tori Studie prvykrat preukazali, Ze po liecbe tychto pacien-
tov bo zaznamenany pokles hladiny cirkulujicej DNA u Casti
pacientov, a Ze jej sledovanie m6ze mat potencial vyuzitia
v prognostike nadorovych ochoreni®. V tom obdobi v§ak ne-
existovali dostato¢ne senzitivne a Specifické metddy, ktoré
by umoznovali identifikovat nadorovo $pecificku cirkuluju-
cu DNA a kvantitativne analyzy boli realizované prostrednic-
tvom biochemickych metdd alebo s vyuzitim univerzalnych
genetickych markerov (ako napr. Alu-PCR).

Cirkulujica volna fetalna DNA — geneticka éra

Dalsim délezitym milnikom vo vyskume cirkulujicej DNA
bol v roku 1989 objav pritomnosti tzv. cirkulujlcej volnej fe-
télnej DNA (cffDNA — cell free fetal DNA) ako sUcasti cel-
kovej cirkulujicej DNA v krvi tehotnych Zien, ktory predzna-
menal nielen vznik a rozvoj novej oblasti tzv. neinvazivneho
prenatalneho testovania (NIPT), ale zéroven nastartoval vy-
soky zaujem o oblast vyskumu cirkulujucich nukleovych ky-
selin véeobecne®. Prvou klinicky vyuZitelnou aplikéaciou vy-
skumu bol test zaloZeny na kvalitativnej detekcii konkrétnych
Y-chromozémovych sekvencii v maternalnej plazme, umoz-
nujuci neinvazivne urcenie pohlavia plodu z krvi tehotne;j. Pri-
tomnost tychto sekvencii bola na ucely stanovenia pohlavia
plodu kritériom, ktoré umoznilo vyuzZitie analyzy pri neinvaziv-
nom prenatalnom testovani X-viazanych dedi¢nych ochoreni.
Po pridani kvantitativneho rozmeru analyzy boli definované
mnozstva fetdlnej DNA v maternalnej cirkulacii, ked povodna
praca z roku 1998 preukdzala nielen pritomnost dostatocné-
ho mnozstva fetalnej DNA pre rozne typy genetickych analyz
uz v skorych stadiach tehotenstva, ale aj narast podielu fetal-
nej DNA s postupujucim tehotenstvom. Podiel fetalnej DNA
narastol od 7. tyzdna tehotenstva z priemernych 25 GEg/ml
(genomickych ekvivalentov/ml plazmy) na priemernych 300
GEqg/mI®. O rok neskér bolo navySe preukdzané rychle od-
budranie fetalnej DNA po porode, ked polCas rozpadu fetal-
nej DNA bol na drovni 16 minut a prakticky Gplné odburanie
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fetdlnej DNA do dvoch hodin po p6érode®”. To znamenalo velku
vyhodu v porovnani s dovtedy konkuren¢nou stratégiou nein-
vazivneho prenatalneho DNA testovania zalozeného na analy-
ze cirkulujucich fetalnych buniek. Ich nevyhodou bolo na jed-
nej strane velmi nizke zastupenie v krvi tehotnej — 2 — 20/ml
krvi®9, na druhej strane dlhodobé prezivanie fetalnych buniek
v krvi matky (mikrochimérizmus), ktoré mohlo kompromitovat
vysledky DNA analyzy buniek z odberu krvi v priebehu aktual-
nej tehotnosti s bunkami z tej predchadzajuce]'?. V nadvaz-
nosti na tieto zistenia sa rozvoj v oblasti neinvazivnej prena-
talnej DNA diagnostiky zameral prave na cffDNA. Vd'aka tomu
sa postupne do klinickej praxe dostali testy pre determinaciu
RhD statusu plodu® ¢i detekciu monogénovych mendelis-
tickych ochoreni s autozomalne dominantnou dedi¢nostou
v pripadoch ich dedi¢nosti od otca plodu, ako napr. achon-
droplazia?, myotonicka dystrofia(™. V nadvaznosti na ziste-
nie, Ze DNA fetalneho a maternalneho pévodu su rozdielne
fragmentované, pricom fetalna DNA bola fragmentovana viac
ako maternalna®, sa v nasledujicom obdobi zacala testovat
moznost vyuZitia frakciondcie cirkulujucej DNA pred samot-
nou molekularnou analyzou. Ta bola v zacCiatkoch sprostred-
kovana predovsetkym vyrezavanim frakcie DNA s velkostou <
300 bp (bazovych parov) z agar6zovych gélov po elektroforé-
ze izolovanej DNA. Takto predpripravena DNA vykazovala pre-
ukaznejSie vysledky pri detekcii patogénnych variantov v DNA
plodu napr. pri achondroplazii, B-talasémii ¢i dokonca pri nein-
vazivnej detekcii parentalnych alel STR markerov vyuzivanych
Standardne pri detekcii chromozémovych aneuploidii®>").
V tomto obdobi boli detegované a na ucely vyuzitia pri NIPT
validované konkrétne oblasti DNA plodu (napr. RASSF1A), kto-
ré boli v porovnani s maternalnou DNA rozdielne metylované
a mali umoznit zvysenie spolahlivosti NIPT analyz najma vda-
ka presnejSiemu stanoveniu podielu fetédlnej DNA vo vzorke(®),
S nastupom technoldgie digitalnej PCR bola eSte preukazana
moznost neinvazivnej determindcie pritomnosti trizémie chro-
mozdému 21 u plodu v pripade, Ze jeho fetdlna DNA bola zastu-
pena v celkovej cirkulujucej DNA tehotnej nad 25 %('9). Ani tato
metdda vSak nebola vSeobecne vyuzitelna pre rutinné pouzi-
tie NIPT pri detekcii chromozémovych aneuploidii plodu, pre-
toze v tom Case publikované udaje uvadzali priemerny podiel
cffDNA v maternalnej cirkulacii maximalne na trovni 12 %©.

Obrazok 1. Identifikdcia tehotenstiev s plodom s trizémiou chro-
mozoému 21 v désledku detekcie vysSieho zastipenia DNA mo-
lekdl zodpovedajucim 21. chromozému v analyzovanych vzor-
kdch krvi tehotnych Zien a kontrolnej muZskej vzorky (Fan HC et
al., 2008)
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Cirkulujica volna fetalna DNA — genomickaéra

Dalsi rozmach suvisel s ndstupom éry genomiky sprostred-
kovanej predovsetkym dostupnostou masivneho paralelného
sekvenovania (MPS). Technoldgia MPS sposobila v oblasti
NIPT revoluciu. Od roku 2008, ked' boli simultanne publikova-
né Studie preukazujice potencial vyuzitia MPS pri neinvaziv-
nej detekcii trizémii chromozémov 21, 18 a 13 (obrazok 1)@?°2",
sa rozbehol rozsiahly vyskum, ktory priniesol nové zakladné
informacie o charakteristike cffDNA v materndlnej cirkulacii.
Okrem toho uz v pévodnej praci Fan a kol., 2008 bol opisa-
ny charakteristicky velkostny profil DNA fragmentov cirkuluju-
cej DNA, ktory poukdzal na fragmentdciu zalozenu na velkosti
DNA sekvencie zodpovedajucej nukleozému. Tato informa-
cia bola neskor Specifikovana a bolo preukazané, ze priemer-
na velkost DNA fragmentov fetdlneho pévodu je 143 bp, kym
fragmenty materndlnej DNA maju priemernu velkost 166 bp
(obrazok 2)?. Zaroven bola technolégia MPS vyuzita na pri-
pravu univerzalneho postupu umoznujiceho neinvazivnym
sposobom determindciu prenosu oboch parentdlnych alel
zrodiCov na plod, nielen pri autozomalne dominantnych ocho-
reniach dedenych po otcovi, ale aj pri autozomalne recesiv-
nych ochoreniach prostrednictvom kvantitativnej genotypove;j
analyzy cirkulujicej DNA vychadzajucej z digitalne velkostne
selektovanych MPS dat a s vyuzitim metddy tzv. stanovenia
relativnej mutacnej davky®. Velkostna charakteristika sluzila
neskor pri optimalizacii metdd pripravy vzoriek pre MPS ana-
lyzy, ale aj pri Uprave bioinformatickych algoritmov vyuziva-
nych aj v suc¢asnosti pri NIPT zameranom na neinvazivnu de-
tekciu zavaznych trizémii plodu. Zaroven v tej istej praci bola
prostrednictvom pokrocilej haplotypovej analyzy determino-
vana celd chromozémova mapa plodu vychadzajlca z analyzy
cirkulujucej DNA tehotnej a DNA matky a otca plodu, ¢o pred-
znamenalo éru neinvazivneho sekvenovania genému plodu s
potencidlnymi aplikaciami, napr. aj v oblasti vyskumu cirkulu-
jucich nadorovych DNA. V rokoch 2010 — 2013 boli v rozsiah-
lych studiach validované metddy a pristupy k analyze vzoriek
tehotnych zien s cieflom detekcie trizémii chromozémov 21,
18 a 13, ktoré preukazali vysoku senzitivitu (> 99,9 % pre tri-
zémiu 21; > 91,9 % pre trizémiu 18; > 78,6 % pre trizémiu 13;
> 93,8 % pre monozomiu X) a $pecificitu (> 97,9 % pre autozé-
mové aneuploidie), takéhoto neinvazivneho prenatélneho tes-
tovania®?”). Nasledovala publikdcia aktualizujuca a opisuju-
ca priemerny podiel fetalnej DNA (fetalna frakcia) u tehotnych
v 11. tyzdni tehotenstva, €o je z pohladu nacasovania NIPT

Obrazok 2. Analyza velkosti fragmentov cirkulujuicej DNA izolo-
vanej z krvi tehotnych Zien. Sed3 krivka — mitochondridina DNA,
Cervend krivka — DNA fetalneho pévodu, modra krivka — DNA ma-
ternéalneho pévodu (Tsui NB et al., 2012)
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idedlny &as, v hodnote 10,2 % (obrazok 3)@. DalSia preukéza-
la medzipopulacné rozdiely v priemernej fetalnej frakcii a tiez
zavislost fetalnej frakcie od hmotnosti tehotnej. Fetélna frak-
cia bola nizsia u tehotnych afrokaribského pévodu v porovna-
ni s tehotnymi kaukazského p6vodu a kym sa fetalna frakcia
< 4 % vyskytovala u tehotnych s hmotnostou 60 kg lenu 0,7 %
Zien, pri hmotnosti 100 kg to uz bolo u 7,1 % zien a hmotnos-
1i 160 kg az 51,1 % zien®). Tento (daj je dblezity preto, Ze niz-
ka fetalna frakcia < 4 % je aj v siCasnosti pouzivanym Standar-
dom pre neinformativnost vysledku NIPT pre detekciu trizémif
chromozémov 21, 18 a 13 v pripade analyzy celogenémo-
vym skenom cirkulujuicej DNA tehotnej. V pripade determina-
cie celého fetalneho genému z cirkulujucej maternalnej DNA
sa aj vdaka spomenutym poznatkom v jednej z najaktualnej-
Sich studii podarilo pri gendmovom resekvenovani s pokrytim
270x (haploidny gendm) zvysit senzitivitu detekcie de novo pa-
togénnych variantov az na 85 % a zvySenie pozitivnej predik-
tivnej hodnoty na 74 % (169-nasobné zlepsenie v porovnani s
predchadzajicou studiou). Uvedené zlepsenie senzitivity a po-
zitivnej prediktivnej hodnoty dava vyznamny predpoklad na vy-
uzivanie NIPT nielen v ramci detekcie chromozémovych abe-
racii, ale dokonca aj pri neinvazivnom prenatalnom skriningu
zameranom na monogénne dedi¢né ochorenia, ¢im sa vyuzi-
tie NIPT vyznamne rozsiri. Zaroven bola zistena nova skutoc-
nost dalej rozvijajica poznatok o rozdielnej velkostnej cha-
rakteristike fetalnej a materndinej DNA. Bolo preukazané, ze
rozdiel nie je len vo velkosti tychto pévodom odlisnych frag-
mentov, ale aj v lokalizacii miest v genédme, kde k Stiepeniu
genomickej DNA pri fragmentécii dochadza (obrazok 4)%°. To
moZe vyraznym spdsobom pomaoct k dalsSiemu zvyseniu Spe-
cificity NIPT, napr. pri presnejSom vypocte fetalnej frakcie, kto-
ra sluzi ako jeden zo zakladnych parametrov pri Statistickych
a bioinformatickych analyzach ziskanych dat.

Cirkulujuca nadorova DNA - paralelné vyuzitie
vysledkov vyskumu z cffDNA

Paralelne s vyskumom v oblasti analyzy cffDNA bolo moz-
né sledovat podobny vyskum v oblasti analyzy cirkulujlcej
nadorovej DNA (ctDNA - circulating tumor DNA). Zakladné
poznatky o pritomnosti a mnozstve ctDNA u pacientov s r6z-
nymi nadorovymi ochoreniami boli detailne Studované, avsak
do prechodu na genomické metédy analyzy univerzalnymi

Obrazok 3. Narast podielu fetalnej DNA (fetalnej frakcie) na cel-
kovej cirkulujicej DNA tehotnych v priebehu tehotenstva (Wang
Eetal, 2013)
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metddami, ktoré neumozniovali Specificki detekciu, a teda
ani kvantifikaciu ctDNA, bola ich aplikacia v klinickej praxi re-
lativne obmedzena. Po zavedeni metéd MPS sa v§ak postup-
ne preukazalo, ze ctDNA mozno Specificky detegovat, a to
kvalitativne (detekcia nadorovo Specifickych patogénnych
zmien v cirkulujicej DNA) aj kvantitativne (mnozstvo ctDNA
koreluje s velkostou nadorovej masy) a tiez s vy$sou senzi-
tivitou a Specificitou ako pri vyuziti cirkulujicich nadorovych
buniek®". Len nedavno bola publikovana préca, ktora sledo-
vala nadorovo $pecifické zmeny identifikované v podobe glo-
balnej hypometylacie v plazme pacienta s hepatocelularnym
karcinémom (obrazok 5). Genomickd analyza zamerand na
hypometylaciu a analyzu CNV poukdzala na rychle odbura-
nie ctDNA po odstraneni nadorového tkaniva a tiez na moz-
nost vyuZzitia tejto univerzalnej na zaroven nadorovo $pecific-
kej analyzy zameranej na sledovanie pritomnosti a mnozstva
ctDNA, na monitoring, ked bolo mozné vidiet udrzanie ¢i na-
rast tychto nadorovo Specifickych zmien v cirkulujicej DNA
u pacientov s neuspesnym chirurgickym odstranenim na-
dorového tkaniva ¢i relapsom ochorenia®?. V stc¢asnos-
ti mozno uz aj v klinickej rutinnej praxi vyuzit molekularne
testy zamerané na neinvazivnu detekciu nadorovo Specific-
kych genetickych zmien. NavySe mozno pri takychto analy-
zach vyuzit na MPS alternativne, pre rutinnt laboratérnu prax
efektivnejSie a jednoduchsie vysokopriepustné metody ich
identifikacie, ako napr. digitalnu PCR alebo tzv. Beaming me-
tddu, ktoré st schopné identifikovat nadorovo $pecifické bo-
dové mutécie a kvantifikovat ich s vysokou presnostou. Ako
v stcasnosti komercne dostupné analyzacné komplety moz-
no spomenut komplety na identifikaciu délezitych patogén-
nych a farmakogeneticky relevantnych variantov v génoch
KRAS, NRAS a EGFR relevantnych pre pacientov s kolorek-
talnym a nemalobunkovym plticnym karcin6mom. Podobne
ako pri cffDNA bolo aj pri ctDNA preukazané, ze tato je viac
fragmentovana ako zvys$na cirkulujica DNA, pricom ctDNA je
priemerne najviac zastipena vo velkosti 144 bp, kym nena-
dorova cirkulujica DNA vo velkosti 165 bp©?. Opat je mozné,
ze velkostna selekcia zamerana na obohatenie ctDNA vel-
kostnej frakcie moze viest k zvyseniu senzitivity ¢i Specifici-
ty pouzitych molekuldarnych metdd analyzy DNA, ako to bolo
pri NIPT. Aktudlne najnovs§im a vysokoperspektivhym vysled-
kom vyskumu cirkulujucich DNA je moznost identifikacie
tkaniva, z ktorého v cirkulujicej DNA sa nachadzajuce DNA
molekuly pochadzaju, tzv. tkanivové mapovanie. Vyuzitie

Obrazok 4. Rozdielnost miesta fragmentdcie molekdl cirkulujicej
DNA izolovanej z materndlnej plazmy podla ich fetdlneho a ma-
ternalneho p6vodu pri porovani s ndhodne stiepenou bunkovou
DNA (Chan KC et al., 2016)

DNA z maternalnej plazmy Sonikovana bunkova maternalna DNA
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Obrazok 5. Identifikdcia hypometyldcie genomickej DNA z nado-
rovych buniek - fialové bodky (vnitorna ¢ast) a plazmy — sedo-
Gervené bodky (stredna Gast) pacienta s hepatocelularnym kar-
cinémom. Cierne bodky reprezentuji DNA z lymfocytov pacienta,
Sedé bodky (vonkajsia ¢ast) DNA zdravého ¢loveka (Chan KC et
al, 2013)
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moznosti takejto identifikacie je aplikovatelné v réznych
klinickych Specializaciach nielen v NIPT ¢i nadorovej diag-
nostike a prognostike (obrazok 6)©%. Podobne ho mozno vy-
uzit tam, kde je potrebné sledovat narast poskodenia tkaniv
prejavujice sa odumieranim buniek (kardiovaskularne zly-
hanie, posttransplantacny monitoring, extrémna namaha,
a pod.)®439),

Zaver

Analyza cirkulujucich nukleovych kyselin sa v su¢asnos-
ti ukazuje ako najvhodnejsi sposob neinvazivneho DNA
skriningu, prognostiky a diagnostiky s mnohymi klinickymi
aplikaciami. Vyskum za poslednych par rokov ukazal, ze ju
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mozno zuzitkovat pri prenatalnom genetickom skriningu,
v ramci ktorého bola najma zo zaciatku intenzivne Studo-
vang, ale po celosvetovom rozsireni genomickych analyza-
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metdde tkanivového mapovania.
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Choroba len pre tehotné — PREEKLAMPSIA

Mgr. Lucia Strieskova'?
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Bratislava
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Preeklampsia (PE) je multisystémové ochorenie postihujlice 2 — 8 % vSetkych tehotnych Zien a je jednou z hlav-
nych pri¢in maternalnej a fetadlnej mortality a morbidity. Celosvetovo PE a s nou spojené ochorenia ro¢ne sposo-
buji smrt 76 000 tehotnych Zien a pocet deti, ktoré zomru ako nasledok tohto ochorenia, je rocne prilis vysoky.
V sucasnosti neexistuje ziadny spolahlivy parameter skorej diagnostiky PE, no symptoémami nastupu ochore-
nia su hypertenzia a proteinuria po 20. tyzdni tehotenstva. Aj ked’ patomechanizmus PE zostava zatial nezna-
my, ustalenou hypotézou sa stala narusend funkcia placenty v skorom stadiu tehotenstva. Poc¢as tehotenstva
existuje Uzke spojenie medzi maternalnym a fetalnym systémom pomocou placenty. Takze hladanie prediktiv-
nych markerov v krvi matky je pre toto prepojenie extrémne naroc¢né, pretoze markery mézu byt odvodené bud’
len z maternalnych zdrojov, len z fetalnych zdrojov alebo z obidvoch.

Kldéové slova: preeklampsia, mimobunkova fetdlna DNA, hypertenzia, angiogénne faktory

Disease just for pregnant women — PREECLAMPSIA

Preeclampsia (PE) is a multisystemic disease complicating about 2-8% of all pregnancies and remains a leading
cause of maternal and perinatal mortality and morbidity. Worldwide PE and related hypertensive disorders cause
the death of 76,000 pregnant women each year and a number of babies who die from these disorders are annu-
ally too high. There is currently not a reliable marker for early detection of PE, but symptoms of the disease on-
set are hypertension and proteinuria after the 20th week of gestation. Although the mechanism of PE remains
unknown, an established hypothesis involves a disrupted function of the placenta during early pregnancy. Dur-
ing pregnancy, there are close interactions between the maternal system and the foetal system via the placen-
ta. Looking for predictive biomarkers in maternal blood is extremely complicated due to close interactions and

such markers may be derived from not only maternal, but also placental sources or both.
Key words: preeclampsia, cell-free foetal DNA, hypertension, angiogenic factors

Newslab, 2017; roc. 8(1): 53 — 56

Uvod

Objav extracelularnej fetalnej DNA (cffDNA) sposobil re-
voluciu v oblasti neinvazivnej prenatalnej diagnostiky a otvo-
ril nové moznosti v oblasti pérodnickeho vyskumu. ZvySené
koncentracie fetdlnej DNA su Uzko spojené s roznymi patolo-
giami v tehotenstve, pricom najzavaznejsie su preeklampsia
a trizémia 21. chromozému®.

Novsie studie naznacili, Ze hlavnym zdrojom cffDNA su
bunky trofoblastu, ktoré si uvolnené zo syncyciotrofoblas-
tu vo forme syncycialnych uzlov. Tieto bunky podliehaju
apoptéze a nukleové kyseliny nachadzajlce sa vnutri vrata-
ne RNA a DNA su uvolnené do matkinho obehu. Okrem apop-
tickych mechanizmov, ktoré prebiehaji v désledku normalne-
ho starnutia syncyciotrofoblastu, ndhodné poskodenie alebo
nekréza mozu byt tieZ jednou z pri¢in uvolfiovania mimobun-
kovych nukleovych kyselin®.

Preeklampsia

Preeklampsia je definovana ako novy nastup hyperten-
zie a proteindrie v druhej polovici tehotenstva u predtym
zdravych Zien. GestaCna hypertenzia je diagnostikovana
v pripade, ak je systolicky krvny tlak = 140 mmHg a/alebo
diastolicky krvny tlak > 90 mmHg aspon vo dvoch po sebe
nasledujucich meraniach v priebehu 4-6 hodin. Proteindria je

definovan4, ak je u tehotnej Zzeny zaznamenana pritomnost
> 300 mg proteinov v mo&i zbieranom 24 hodin. Tazka pree-
klampsia sa vyznacuje hypertenziou so systolickym krvnym
tlakom minimalne 160 mmHg a/alebo s diastolickym krvnym
tlakom najmenej 110 mmHg alebo proteindriou s vylu¢ova-
nim aspon 1 g proteinov pocas 24 hodin®. Avsak hyperten-
zia alebo proteindria nie su pritomné u 10 — 15 % zien, u kto-
rych sa vyvija HELLP syndrom (hemolyza, zvySené hodnoty
pecenovych enzymov a nizky pocet krvnych dosticiek)®. Ho-
ci uz existuju smernice pre skrining a v€asnu detekciu toh-
to ochorenia, zial, neexistuje jeden univerzalny skory marker
preeklampsie.

Rizikové faktory

Vzhl'adom na to, Ze etiopatogenéza preeklampsie stéle
zostava neznama, je tazké najst prevladajlice znaky medzi
tehotnymi Zenami postihnutymi tymto ochorenim, pretoze
priznaky medzi jednotlivymi Zzenami sa vyrazne liSia. Je vSak
znamych niekol'ko rizikovych faktorov. Preeklampsia v pred-
chadzajucom tehotenstve je vyznamnym rizikovym faktorom
v kazdom dalSom tehotenstve u danej zeny®. Opatovny vy-
skyt preeklampsie je asi 14 %, okrem toho je az 7-nasobne
vysSie riziko vzniku preeklampsie u zien, u ktorych sa toto
ochorenie uz vyskytlo, v porovnani so zenami, ktoré predtym
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preeklampsiu nemali. Zeny, u ktorych sa v predchadzajicom
tehotenstve vyskytla tazka forma preeklampsie, su riziko-
vou skupinou zien, ktoré by mali byt pod prisnym lekarskym
dohladom uz na zacCiatku kazdého dalSieho tehotenstva.
U Zien, ktoré trpia chronickou hypertenziou, je frekvencia vy-
skytu ochorenia vysSie az 0 25 %, u zien, ktoré maju diabe-
tes mellitus, je to 22 % a 14 % u Zien, u ktorych sa preeklam-
psia vyskytla v predchadzajucom tehotenstve®. Pri druhom
tehotenstve su u zien vyznamnymi rizikovymi faktormi: dlh-
Si interval medzi jednotlivymi pérodmi, pred¢asny pérod
v predchdadzajucom tehotenstve, a teda nizky gestacny vek
novorodenca v predchadzajucom tehotenstve, oblickové
ochorenie, chronicka hypertenzia, diabetes mellitus, obezi-
ta, nedostato¢na prenatalna starostlivost a iné®). Rizikovou
skupinou su aj prvorodicky, u ktorych je az 26 % riziko vysky-
tu preeklampsie oproti Zenam, ktoré rodili uz viackrat.

Obezita je tiez definovanad ako riziko pre preeklampsiu, kto-
ré rastie so zvysenim indexu telesnej hmotnosti (BMI > 30)
v porovnani so Zzenami s normalnou hmotnostou®. Niekto-
ré studie uvadzaju suvislost medzi vekom a preeklampsiou,
a to najma u zien vo veku 40 rokov. Tieto zeny mali takmer
2-nasobné riziko vzniku preeklampsie v porovnani s mlad-
§imi zenami®. K vyssiemu veku matky sa viaze dalsi rizi-
kovy faktor, a to dlhsi interval medzi jednotlivymi tehoten-
stvami. Ak je interval medzi dvomi tehotenstvami 10 a viac
rokov, vedie to k vy$Siemu riziku preeklampsie. Rovnako tak
aj tehotenstva nesuce muzsky plod sa zdaju spojené s pree-
klampsiou, ¢o by mohlo byt v dosledku zvysenej hladiny tes-
tosterénu®,

Predchadzajuci potrat alebo zdravé tehotenstvo s rovna-
kym partnerom su, naopak, spojené so znizenym rizikom pre-
eklampsie, aj ked tento ochranny ucinok sa straca so zme-
nou partnera®.

Napriek mnozstvu nepriaznivych ucinkov fajcenia, vrata-
ne obmedzenia rastu plodu, pred¢asného pérodu, narodenia
mftveho plodu a abrupcie placenty, 12 — 15 % vSetkych tehot-
nych zien pocas tehotenstva faj¢i. Paradoxne, mnoho studii
prindsa informaciu, ze fajCenie je spojené so znizenym rizi-
kom preeklampsie. Na druhej strane je tu moznost, Ze fajce-
nie moze viest k pred¢asnému pérodu, a tak moze znizovat
vyskyt preeklampsie. Takze fajcenie poc¢as tehotenstva mé-
Ze byt nepriamo spojené s rizikom preeklampsie(9.

Patogenéza preeklampsie

Vysoky vyskyt preeklampsie u prvorodiciek odraza ,ne-
skusenud” imunitnd odpoved matky na tehotenstvo. Bezné
rizikové faktory preeklampsie zahffaju chronickd hyperten-
ziu, diabetes, vek matky, obezitu, predchadzajucu preeklam-
psiu, trombofiliu, autoimunitné ochorenie, vaskularne ocho-
renie a iné. Predchadzajuce rizikové faktory hraju doélezitu
ulohu pri zmene citlivosti voci adaptatnym zmenam podie-
lajucim sa na tehotenstve, a tym zvySuju nachylnost na pre-
eklampsiu. Patogenéza preeklampsie zatial' nie je celkom
objasnend pre svoju heterogénnu multisystémovu povahu.
Boli navrhnuté r6zne tedrie, aby vysvetlili patogenézu pree-
klamspie, ktora zahffia geneticku predispoziciu, dysfunkciu
regulacie imunitného systému, placentarnu ischémiu, zapal
a dalSie. AvSak slubnym vysvetlenim patogenézy je zlyhanie
fyziologickej transformacie Spirdlnej artérie a nedostatoc-
na invazia trofoblastu(” (obrazok 1). Pocas normalneho te-

hotenstva vyvijajuci sa plod prijima vyzivu a zasobu kyslika
cez Spiralne artérie maternice. Aby sa prisposobili zvySenej
potrebe kyslika a vyzivy, artérie podstupia vaskularnu remo-
delaciu. Proces vaskuldrnej remodelacie sa zacCina v prvom
trimestri a kon¢i sa v 18. — 20. tyzdni tehotenstva. Cielom
remodelacie je zmenit Spirdlne artérie maternice z vysoko-
rezistentnych, nizkokapacitnych krvnych ciev na nizkorezis-
tentné, vysokokapacitné cievy. Vaskularna remodeldcia trva
8 — 12 tyzdnov tehotenstva, pocas ktorych extravilové bun-
ky trofoblastu napadaju deciduélnu ¢ast Spirdlnych artérii?.
Predpoklada sa, ze pri preeklampsii je obmedzena invazia
trofoblastu, ¢im sa zabrani spravnej transformacii Spiral-
nych artérii, a teda nedochadza k zmene fenotypu elastic-
kého svalstva. Nedostato¢na invazia trofoblastu sposobuje
hypoperfuziu a hypoxiu v placente. Druhé stadium je charak-
terizované hypoxiou a hypoperflziou sprostredkovanou sys-
témovou zapalovou odpovedou, ktord uvolfiuje rozne zapalo-
vé, angiogénne a vazoaktivne faktory do obehu. Tieto faktory
vedu k materskej systémovej endotelovej dysfunkcii, t. j. do-
chdadza k aktivacii koagulaéného systému, vazokonstrikcii,
hemolyze, ¢o ma za nasledok proteinuriu a hypertenziu, ktoré
su charakteristickymi klinickymi priznakmi preeklampsie(?.

Obrazok 1. Zlyhanie fyziologickej transformdcie Spirdlnych arté-
rif sa podiela na preeklampsii.

+- Spiral artery

a) Spirélna artéria u netehotnej Zeny.

b) V normalnom tehotenstve dochadza k fyziologickej transforma-
cii 8pirdlnej artérie v myometridlnom segmente. Bunky trofoblastu
sa rozsiruju aj na decidudlny segment, aj do jednej tretiny segmen-
tu myometria Spirdlnej artérie. Artéria a endotel sd zni¢ené trofob-
lastom, a premenené na artérie so Sirokym prietokom a zvySenym
prijmom krvi do intervilového priestoru.

¢) V tehotenstvéach ovplyvnenych preeklampsiou, kde dochddza
k zlyhaniu fyziologickej transformdcie Spiralnej artérie, je problé-
mom nedostato¢na invazia trofoblastu do myometridlneho seg-
mentu Spirdlnej artérie. Vysledny nedostatok transformdcie krv-
nych ciev ma za ndsledok uzke Spirdlne artérie, naruseny prietok
krvi a zniZenie prekrvenia placenty®®.
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A tak nedostatok ucinnych diagnostickych a terapeutickych
liecebnych zakrokov robi preeklampsiu velkou vyzvou pre le-
kdarov. Porod plodu a zaroven placenty tak zostava jedinou
ucinnou lie¢bou na ustldpenie symptémov preeklampsie.

Angiogénne faktory

V patogenéze preeklampsie si zna¢nu pozornost ziskali aj
angiogénne rastové faktory, najma placentarny rastovy fak-
tor (PIGF), vaskularny endotelovy rastovy faktor (VEGF) a an-
tiangiogénny rozpustny VEGF receptor 1 (solubilna tyrozinki-
naza podobna fms alebo sFlt-1). Angiogénne rastové faktory
hraju pravdepodobne dbélezita dlohu vo vaskularnej funkcii
a v remodelacii materského cievneho systému pocas teho-
tenstva vratane maternicovej Spirdlnej artérie prechadza-
jucej placentou. Rozpustny Flt-1 viaze VEGF a PIGF, sutazi
s nadvazovanim receptorov, ktoré si umiestnené na endote-
li, a je spojeny so znizenou funkciou ciev. Levine a spol. za-
znamenali vyznamné rozdiely v tychto angiogénnych fakto-
roch, ktoré predchdadzaju klinickym prejavom preeklampsie.
Zvysené hladiny angiogénnych faktorov, ako je placentarna
solubilna tyrozinkindza podobna fms (sFlt-1) a solubilny en-
doglin (sEng) st zaznamenané v pripadoch preeklampsie uz
v 12. tyzdni tehotenstva, ale slabé prediktivne hodnoty tychto
markerov v nasledujucich studiach prekazaju ich klinickému
pouzitiu ako prediktivne markery. Konkrétne bola zazname-
nana nizsia koncentracia PIGF, zatial Co koncentracia sFlt-1
bola zvysena. Naopak, nedavne dokazy naznacuju, Ze fajce-
nie cigariet pocas tehotenstva méze koncentraciu maternal-

P

neho sFlt-1 znizit9,

Genetické markery

Velké mnozstvo vyskumov vSak poukazuje na to, Ze na
rozvoj tohto ochorenia ma vplyv multifaktorialna polygén-
na dedic¢nost, preto bolo skimanych vela kandidatnych
génov a polymorfizmov vo vztahu s preeklampsiou (obra-
zok 2). Z epidemiologického hladiska mnohé studie ukazu-
ju, ze preeklampsia je ochorenie so silnou rodinnou predispo-
ziciou. Bolo zistené, Ze Zeny, ktorych prvostupnové pribuzné
mali preeklampsiu, maju 5-nasobne vyssie riziko vzniku
ochorenia, zatial Co tie s druhostupfiovymi pribuznymi ma-
ju len 2-nasobné riziko(®. Okrem toho sa predpoklada, ze
otcovské gény hraju tiez dolezita ulohu vo vyvoji preeklam-
psie?,

Napriek tomu existuju viaceré celogenémové asociacné
Studie, v ktorych sa zatial nepodarilo preukazat asociaciu
skimanych genetickych variantov s preeklampsiou. AvSak
nové moderné technoldgie, sekvenovanie novej generacie,
otvaraju moznosti v objasfiovani genetickych poskodeni, kto-
ré sposobuji dedicné ochorenia predovsetkym v pripadoch
s nejednoznacnou klinickou diferencialnou diagnostikou.
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Obrazok 2. Prehl'ad lokalizacie vsetkych génov, ktoré boli opisané
v spojeni s preeklampsiou, na chromozémoch®",
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Zaver

Preeklampsia je jedna z najCastejSich a najnebezpecnej-
Sich komplikacii tehotenstva. Aj ked' presna etiolégia nie je
esSte objasnend, predpoklada sa, ze najvacsi vplyv ma placen-
ta a/alebo vaskularny systém matiek. Preto je extrémne na-
rocné objasnenie, prevencia a predikcia tohto ochorenia, pre-
toze je potrebné vziat do Gvahy prilis vel'a parametrov.

Ukazalo sa, ze zvySenie fetalnej DNA v krvnom obehu mat-
ky v skorom Stadiu tehotenstva je tiez znakom rozvoja pre-
eklampsie. Kvantitativne zmeny mimobunkovej fetalnej DNA
v materskej plazme su indikatorom pre fetalne poruchy. Zme-
na koncentracie fetalnej DNA pocas tehotenstva moze byt
spOsobena v dosledku placentarnej nekrézy alebo apoptd-
zy, alebo v désledku znizeného odstrafiovania DNA. ZvySené
mnozstvo fetdlnej DNA moze byt detegované uz v skorom $ta-
diu tehotenstva a nesie so sebou 8-nasobne vyssie riziko vzni-
ku preeklampsie(™®. Teda sa ukazalo, Ze koncentracia fetalnej
DNA je v preeklampsii podstatne vys$sia ako v normalnych
tehotenstvach, a to eSte pred nastupom prvych klinickych
symptémov(®. Z toho dévodu su potrebné siroko pouzitelné
a cenovo dostupné testy, ktoré umoznia skoré diagnostikova-
nie eSte pred vyskytom klinickych symptémov. Takze kvantifi-
kacia fetalnej DNA v krvnom obehu matky v skorom stadiu te-
hotenstva by mohla byt skriningovym testom.

AvSak preeklampsia je heterogénne multisystémové
ochorenie, preto je tiez otazne, ¢i hladina cffDNA moze byt
pouzita ako prediktivny faktor preeklampsie. A tak prichadza
otazka, Ci je zvySenie hladiny cffDNA pri¢inou alebo dosled-
kom preeklampsie.
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Postrehy z Prague Spring Symposium 2016 a 4th Central Eastern
European Symposium on Free Nucleic Acids in Non-Invasive Prenatal

Diagnosis

Minutes from conferences Prague Spring Symposium 2016 and 4th
Central Eastern European Symposium on Free Nucleic Acids in Non-

Invasive Prenatal Diagnosis

RNDr. Tomas Szemes, PhD."?
'Geneton, s. r. 0., Bratislava

2Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave

Newslab, 2017; roc. 8(1): 57 — 58

Centrum lekarskej genetiky a reprodukénej mediciny orga-
nizuje kazdorocne konferenciu Prague Spring Symposium a v
roku 2016 som bol pozvany predniest nase skisenosti s na-
mi vyvinutym neinvazivnym testom na tri najCastejSie trizdmie
(trizémie chromozémov 21, 18 a 13) s nazvom Trisomy test.
Koncom maja som bol pozvany prednasat na kongres 4th
Central Eastern European Symposium on Free Nucleic Acids,
kde som taktiez referoval o skisenostiach s NIPT.

Kongres sa uskutoc¢nil koncom aprila a bol tematicky za-
merany na neinvazivny skrining a diagnostiku plodu a na-
dorov, pricom bol rozdeleny na dva dni. Prvy deri bolo nosnou
témou vyuzitie cirkulujucich buniek plodu/nadoru a druhy
den vyuzite cirkulujucich volnych fetalnych alebo tumoro-
vych DNA.

Problematike cirkulujdcich buniek plodu a ich analyze
na Ucely prenatalnej diagnostiky bolo venovanych niekol-
ko prednasok. Hoci bunky plodu boli objavené omnoho skér
ako volna cirkulujica DNA plodu, ich vyuzitie v diagnostike
je obmedzené. Problémom je najma ich extrémne nizky po-
diel v porovnani s materskymi leukocytmi. Je ich 2 — 6 kusov
v 1 ml krvi. Okrem toho cirkulujuce bunky pochdadzaju naj-
ma z trofoblastu placenty a v jednotlivych bunkach mozno
pozorovat chromozomalne aberacie, ktoré vsak plod nema.
V stcasnosti su cirkulujice bunky plodu pouzivané menej™.
Ovela rozsiahlejSie uplatnenie maju cirkulujuce tumorové
bunky (CTC) (obrazok 1) pre rozne aspekty klinického ma-
nazmentu pacientov s nadorom a im bola venovana aj vac-
Sina prednasok®. Ako svetova Specialistka Patrizia Paterli-
ni-Bréchot prednasala, v oblasti analyzy CTC v krvi patria tiez
k tzv. zriedkavym bunkam. Je ich priemerne okolo 1 bunky
na 1 ml krvi. Preto je potrebné oddelit ich od zvysku buniek
a prave réznym pristupom, dokonca automatizovanym pri-
strojom pri ich oddelovani, sa venuje viacero skupin. Svojou
predndaskou zaujala aj Katarina Kolostova, Slovenka posobia-
ca na Karlovej univerzite v Prahe, a to jednoduchym rieSe-
nim na oddelovanie CTC na baze ich odliSnej velkosti. CTC
su navySe podstatne krehkejsie, o komplikuje ich nasledné
spracovanie Ci analyzy. SU znacne heterogénne (aj genetic-
ky), o je dosledkom dynamického a heterogénneho charak-
teru nadorového tkaniva. Ich skimanie ma v§ak potencial pri
hodnoteni Stadia nadorového ochorenia aj metastatického

potencidlu ¢i ako podklad pre riadenie personalizovanej tera-
pie. Dal$im prednasajicim bol aj Stefan Schuster z nemec-
kej spolo¢nosti SIMFO, Specializujicej sa na analyzy cirku-
lujucich epitelovych tumorovych buniek, i Hannes Arnold zo
Silicon Biosystems z Bologne.

Druhy den bol venovany analyze volnej mimobunkovej
cirkulujucej DNA prakticky vyluéne v oblasti prenatalneho
skriningu na zdvazné chromozomalne aberacie plodu. Fang
Chen zo spolo¢nosti BGl zo Shenzenu prezentovala skise-
nosti a novinky v rdmci najdlhsie ponukaného a najviac roz-
Sireného NIPT testu vdbec — NIFTY. Robert Old z London
School of Medicine predniesol vysledky studie zameranej na
preverenie vhodnosti Specialnej schémy prenatalneho skri-
ningu nazvaného reflex DNA screening®. V nom kl'tG¢ovu ulo-
hu pre vybrané skupiny tehotnych zohrava prave NIPT test
a preukazal prinos zaradenia metédy v rutinnej starostlivos-
ti o tehotné. Ja som predniesol nase skusenosti s vlastnym
testom® po roku a podarilo sa na spolupracu oslovit dnes uz
partnerské laboratérium v Budapesti.

Obrazok 1. Tumor uvolfiuje do krvi bunky, ktoré oznacujeme ako
cirkulujuce tumorové bunky (CTC). Okrem toho sa vSak v krvi na-
chddzaju dalsie solubilné molekuly pochadzajtce z nadoru vrata-
ne cirkulujtcej tumorovej DNA®

Cirkulujice tumorové bunky

wvezikuly -

lekuly - volna cirkulujiica DNA, p
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V chorvatskom Splite sa koncom maja konal kongres 4th
Central Eastern European Symposium on Free Nucleic Acids
in Non-Invasive Prenatal Diagnosis. Kli¢ovu prednasku mal
sam objavitel a najrenomovanejsi Specialista na tému vy-
uzitia volnej fetdlnej DNA plodu, profesor Dennis Lo z Chi-
nese University v Hongkongu (obrazok 2). Prednéasal o no-
vej metdde zaloZenej na epigenomickom profilovani, ktoré
umoznuje zistit, aky je povod volne cirkulujucej DNA, ktory
sa oznacCuje ako tissue mapping®. Tato metdda néjde vyu-
Zitie nielen pri prenatalnej starostlivosti, ale aj pri tzv. tekutej
biopsii nadorov, kde bude mozné zistit, z ktorého tkaniva po-
chadza nador. Profesor Howard Cuckle z Columbia Universi-
ty v New Yorku urobil podrobny ekonomicky rozbor r6znych
schém uplatnenia NIPT v Standardnej zdravotnej starostli-
vosti. Docent Peter Celec z Lekarskej fakulty UK mal strhuju-
cu prednasku o fenoméne preeklampsia a moznostiach vy-
uzitia potencialnych cirkulujicich markerov v krvi tehotnych
Zien na zistenie rizika preeklampsie®. Profesorka llona Hro-
madnikova z Karlovej univerzity prednasala o miRNA marke-
roch preeklampsie aj gestacnej hypertenzie. Tejto téme ve-
noval prednasku tiez Orsolya Biré zo Semmelweis Univerzity
v Budapesti. Moja prednaska bola venovana aspektom zave-
denia nasho NIPT testu na Slovensku.

Viac informacii k problematike v nasledujtcich odbornych élankoch:
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Personalizovana medicina alebo kam smeruje zdravotna starostlivost

v ére ,velkych dat“?

RNDr. Jan Radvanszky, PhD.

Ustav klinického a translagného vyskumu, Biomedicinske centrum, Slovenska akadémia vied,

Bratislava

Newslab, 2017; roc. 8(1): 59 — 60

KedZe tu mame prvu ¢ast nasej novej rubriky Novinky, na-
zory a pohlady, na zaciatok by som chcel v skratke charak-
terizovat jej ciele. Tie totiZ nespocivaju v opisovani novych
vedomosti ziskanych vedeckou pracou autorov ani v pod-
robnom zhrnuti vac¢siny aktualne dostupnych udajov o vybra-
nej tematike vo forme prehladovych ¢lankov. Ide skoér o na-
$u snahu stimulovat zaujem a debatu tykajuce sa vybranych
tém, ktoré aktualne rezonuju v odbornej a vedeckej literature.
Tomuto cielu sme prisposobili aj dizku prispevkov, ktord sa
budeme snazit drzat v ,Citatelnom"” rozsahu jednej, maximal-
ne dvoch stran. V kontexte celkového zamerania nasho ¢a-
sopisu sme za prvu asi ani nemobhli vybrat ind tému nez per-
sonalizovanu medicinu. Budeme sa pritom snazit odvolavat
na ¢lanky pisané popularizatnym Stylom, a to pre pripad, ak
by dana tematika zaujala aj tych cCitatelov, ktori by sa chceli
dozvediet o danych témach viac, ale sa im nechce stravit dni
az tyzdne Studovanim tvrdej vedeckej literatdry.

Hlavnym konceptom personalizovanej mediciny je indi-
vidudlny navrh zdravotnej starostlivosti na zaklade genetic-
kych predpokladov a inych molekularnych prejavov konkrét-
nych pacientov, ich Zivotného Stylu aj prostrediu. Zakladna
téza personalizovanej mediciny, Cize prispésobenie starost-
livosti konkrétnym pacientom, vlastne ani nie je nova, kedze
uz prvé zdravotné zakroky boli zvac¢sa individualizované a za-
lozené na najlepsich vedomostiach liecitelov. Problémom
vSak bolo, ze boli zvacsa neefektivne, kedze ich vykondva-
telom chybali zakladné vedomosti tykajlce sa bioldgie kon-
krétnych ochoreni™. Vdaka pokrokom 20. storocia — hlav-
ne v oblasti genetiky a molekuldrnej biolégie — sa vSak tento
problém zacal pomalicky eliminovat, pricom do stredobo-
du personalizovanej starostlivosti sa dostali genetické ana-
lyzy. Na prelome 20. a 21. storoCia za pomerne kratky ¢as
nastal obrovsky technologicky skok v tejto oblasti, coho na-
sledkom dnes mozno $tudovat geném prakticky u kazdého
Cloveka. Dozvedeli sme sa vSak aj to, ze studium organizmu
len na drovni nukleovych kyselin neumoznuje odhalit vset-
ko, ¢o potrebujeme vediet na pochopenie suvislosti medzi
DNA, zdravim a chorobou, Cize iba sekvenovanie DNA neod-
hali vSetky suvislosti medzi genotypom a fenotypom. Dnes
v§ak mozno vo velkom studovat popri DNA napr. jej chemic-
ké modifikacie (metylacné vzory), expresné profily vo forme
transkriptému (RNA) a proteému vybranych tkaniv®, post-
translacné modifikacie proteinov, ale tiez rézne iné ,6my”,
ako metabolém, mikrobiém, atd. Podla oCakavani by nas
to malo priviest blizSie k preciznemu spajaniu genomic-
kych a hibkovych fenotypovych dét s nadejou, e &im hibsie

pojdeme, tym viac sa dozvieme, pricom by mala takato ,hib-
kova fenotypizacia“ umoznit stratifikovat ochorenia do sub-
typov podla ich konkrétnych molekularnych charakteris-
1ik®. Boom technologickych vymozenosti v§ak nezostal iba
na molekularnej drovni a zasiahol aj vyssie funkéné urovne
organizmu, umoznujuc vyrazne efektivnejSiu fenotypizaciu
pomocou detailného persondlneho monitorovania. V tom-
to pripade ani nemusime hovorit o finan¢ne naro¢nych $pe-
cializovanych medicinskych zariadeniach na ziskavanie dat.
V stcéasnosti st uz bezné smartfény, smart hodinky alebo fit-
nesové naramky, ktoré ponukaju funkciu kontinualneho mo-
nitorovania zakladnych fyziologickych udajov vo forme tep-
lomeru alebo merania tepovej a dychovej frekvencie, ale aj
fyzickej aktivity a vplyvov prostredia vo forme krokomeru,
vyskomeru, barometra atd. Specifickejsie symptémy - na-
pr. neurodegenerativnych ochoreni — ako motorické a reco-
vé funkcie sa zas daju monitorovat cez Specidlne mobilné
aplikacie vyuzivajuce zakladné schopnosti dnesnych mobil-
nych zariadeni: mikrofén moze nahravat hlas, triaxialny ak-
celerometer deteguje pohyb v troch dimenziach, davajic
tak informaciu o postoji, ch6dzi a traseni ruk, gyroskop me-
ria rotaciu, kym dotykova obrazovka umoznuje hodnotit do-
tyky prstom a reakény ¢as®. Takéto ,nositelné zariadenia”,
v spojeni s faktom, Ze nimi disponuje Coraz vacsia ¢ast po-
puldcie, umoznuju ziskat nesmierne velké mnozstvo infor-
macii v populacnych meradlach, pricom neumoziuju len sa
pozerat na velké mnoZstvo dat, ale na velké mnozstvo dat
z velkého mnozstva réznych zdrojov sibezne®. Napriek nie-
ktorym limitaciam vSak samotné generovanie dat je v sucCas-
nosti mozno uz tou jednoduch$ou a v mnohych pripadoch aj
lacnejsou Castou prace. Velku analytickt snahu vsak vyza-
duje samotna interpretacia ziskanych dat, Cize ich vyuzitel-
né preklopenie do priamej klinickej praxe. Prival ,velkych dat“
predstavuje velké naroky nielen na ich skladovanie, ale su
schopné presiahnut napr. schopnosti informatickych algo-
ritmov analyzovat ich. Pri zvySovani po¢tu pacientov zahrnu-
tych do studie napriklad narastaju vypoctové naroky linear-
ne, len o sa vSak prida do suboru viac premennych — napr.
rozne typy dat — a chceme ich kombinovat, naroky zac¢nu
narastat exponencialne, co méze paralyzovat algoritmy, kto-
ré pri Studidch malych rozmerov funguju dokonale. RieSenia
na tieto problémy vsak existuju, pricom sa niekedy staci po-
zriet mimo oblasti biomedicinskeho vyskumu. Odbory ako
meteoroldgia, financnictvo a astronémia vyuzivaju integra-
ciu réznych typov dat uz dlhsie obdobie, pricom podla nazo-
rov niektorych expertov biomedicinske ,velké data” sa zdaju
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malické pri ,velkych datach®, s ktorymi pracuji napr. v Goo-
gli alebo na Facebooku. Jednou z moznosti je presun na rie-
Senia tzv. cloudovych architektur, pri ktorych sa data umiest-
nuju a procesuju masivne paralelnym spésobom v subore
velkého poctu vypoctovych zdrojov, pricom sa mozu analy-
zovat s vypoctovou silou, aké je prave potrebna. Toto rieSenie
pritom moze podporovat aj zdielanie a spolupracu na dato-
vych suboroch, otvara vSak zaroven otazky tykajlce sa etic-
kych a legdlnych aspektov Sirenia a ochrany dat tykajucich
sa citlivych medicinskych informacii®©. Udaje potrebné na vy-
tvorenie vedomostnej bazy a na posun personalizovanej me-
diciny totiz nevyzaduju len generovanie a zakladné spraco-
vanie ,omickych” a zdravotnych dat, ale aj ich spristupnenie
aspon pre Sirsiu odbornu verejnost. Bolo vsak na viacerych
suboroch velkych genomickych projektov dokazané, ze s ur-
¢itymi vedomostami a vyhradenym Usilim mozno re-identi-
fikovat darcov DNA z genomickych dat, aj ked boli uverej-
nené zakladne v anonymizovanej forme. Je teda viac-menej
jednoznacné, Ze nemozno naozaj uchranit identitu genomic-
kych dat a mozno k nim priradit mena ich darcov. Dokonca,
aj ked sa data uchovavaju od seba oddelene v réznych da-
tabazach vo forme ,meno’, ,genédm" a ,zdravotné informa-
cie”, podla uvedeného existuje urcita Sanca, ze sa daju po-
skladat do pouzitelného/zneuzitelného trojuholnika ,meno
- genom - zdravotné informacie”, ktory uz moze obsahovat
viac informacii, nez by o sebe niektori [udia chceli uverejnit.
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Otdzne vsak je, nakolko a akym sp6sobom to predstavuje re-
alny problém. Vedci z oblasti informacnych technolégii po-
ukazuju aj na pohlady, podla ktorych takto uverejnené data
nepredstavuju vacsie nebezpecenstvo ako iné zdroje, v kto-
rych ludia uverejnuju o sebe informacie vlastnou dobrovol-
nou ¢innostou. Je mozné totiz rézne citlivé informécie o u-
doch ziskat na zéklade hodnotenia likov na Facebooku, a to
este nehovorime o informdcidch, ktoré o sebe uverejiujeme
vo forme fotografii, diskusnych komentarov, cez nase elek-
tronické nakupy, internetové prehliadace, mobilné aplikacie,
hry, atd. Ked' sa vratime k moznosti Uniku zdravotnych dat
z genomickych studii, je teda jednoznacné, ze sa im pravde-
podobne neda efektivne zabranit a zatial' nevieme ani tplne
presne charakterizovat v§etky mozné hrozby. Je preto dole-
Zité, aby boli ucastnici studii vopred jednoznacne informo-
vani o rizikach a benefitoch Studie a aby sa im neslubovali
zélezitosti o ochrane dat, ktoré nebude mozné nasledne do-
drzat. Podla viacerych nazorov sa pritom problém ochrany
dat technologicky ani neda vyriesit dostatocne efektivne, ¢i-
Ze jeho rieSenie zostava s najvacsou pravdepodobnostou na
pravno-legislativnej irovni a na drovni spolo¢nosti a jej uve-
domelosti?. Bola by to v§ak naozaj velka skoda, ak by tieto
obavy a pripadné mozné zneuzivania dat stali v ceste rozvo-
jatomu, o si dnes predstavujeme pod pojmom personalizo-
vana medicina.

5. Savage N. Made to measure. Nature. 2015; 527(7576): Suppl. S12-S13
6. Eisenstein M. The power of petabytes, Nature. 2015; 527(7576):
Suppl. S12-S13.
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Nové trendy v usg diagnostike

So zmenou spolo¢enského a sexudlneho spravania sa
mladych l'udi stvisi aj prenos Human Papiloma Virus ( HPV).
Statistiky™ uvadzaju, ze vyskyt HPV u mladych Zien vo ve-
ku 25 az 30 rokov je 50% az 60%. Nie vSetky typy HPV su
rovnako rizikové z hladiska onkogynekologickych ochoreni.
Skupina HPV s nizkym rizikom vzniku onkologického ocho-
renia spdsobuje bradavice, zname ako condylomata acumi-
nata. Do druhej skupiny s vysokym rizikom vzniku rakoviny
patria virusy, ktoré spésobuju najskor pred rakovinové stavy
(tzv.prekancerdzy), ktoré v pripade neriesenia moézu neskor
prechadzat do samotného rakovinového ochorenia. Do tej-
to skupiny patria virusy oznacené Cislami 16, 18, 31, 33, 45,
51, 52, 53, 56, 58, 66, 68, 73, 82, pricom HPV 16 a 18 maju na
vzniku karcinému krcka maternice az 70% podiel™.

Doélezitou sucastou pri sledovani a prevencii gynekologic-
kych pacientiek je okrem klinického a biologického vySetre-
nia aj ultrazvukové vysetrovanie, kde okrem klasickej biop-
sie (steru), je modernym trednom aj elastografia. Tkanivo
postihnuté ochorenim, je Casto tvrdSie a tuhSie ako zdra-
vé tkanivo. Pozitim manudlnej kompresie, pri ktorej vySet-
rujuca osoba vyvija mierny tlak zvonku tela na organ s ul-
trazvukovou sondou, dokaze softvérovy program z malych
posunov medzi jednotlivymi snimkami vypocitat relativnu tu-
host tkaniva. Meranie tuhosti tkaniva teda umoznuje vcas-
nu diagnostiku nadorov. Moderné ultrazvukové pristroje rady
ACUSON S-Family poskytuju tieto najnovsie technolégie aj
pre gynekologické vySetrovanie s ndzvom eSie Touch.

Dal$im trendom, je vyuZivanie ulrazvukovej kontrastnej
latky pri diagnostike sterility zien suvisiacej s nepriechod-
nostou vajickovovdov. V minulosti sa toto vysetrenie vyko-
navalo aj pod RTG ziarenim, ¢o moze mat velmi neblahé
ucinky na zdravie Zeny pripadne plodu. Moderné USG pri-
stroje ACUSON S-Family, umozZznuju toto vySetrenie vykona-
vat bez RTG Ziadernia s pouzitim ultrazvukovej kontrastnej
latky. Podla nemeckej lekarskej spolo¢nosti pre ultrazvuk
DEGUM, ultrazvuk s vyuzitim kontrastného média predsta-
vuje najvyznamnejsi pokrok v oblasti diagnostiky za ostatné
roky. Pri takomto vySetreni su pacientke podané mikrobub-
linky, naplnené plynom, teda ultrazvukova kontrastna latka.
Ta sa po urcitom ¢ase nahromadi v tkanive v Specifickom
usporiadani a ultrazvukovy pristroj ju dokaze zobrazit. Doktor
na zaklade pozorovania migracie kontrastnej latky moze vy-
Setrit okrem iného aj priechodnost vajcikovdov. Spolo¢nost
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Siemens Healthcare vo svojich ultrazvukovych systémoch
ponuka rézne aplikacie pre mnohé typy kontrastnej sonogra-
fie. CPS umozniuje pozorovanie hibsich vrstiev organov na
obrazovke, zatial' ¢o CHI velmi detailne zobrazuje mensie cie-
vy a objemy, nachadzajlce sa blizsie pri povrchu tela.

PresnejSia diagnostika

Trieda ultrazvukovych pristrojov ACUSON S-Family je vy-
bavena modernymi technolégiami, ktoré prindsaju vyso-
ki kvalitu zobrazenia. Diagnostika je vd'aka tomu presnej-
Sia, ¢im sa zvysuje pravdepodobnost odhalenia odchylok vo
vyvoji plodu ako aj v€asného rozpoznania iného zavazného
ochorenia Zeny. Pri podozreni na niektoré vyvojové vady, pri-
stroj umoznuje vyuzit aj techniku 3D/4D vysetrenia v real-
nom Case.

Samozrejmostou je plné softvérové vybavenie, ktoré
umoznuje robit vsetky druhy merani pre spravny vypocet
a zdokumentovanie vyvoja plodu pocas tehotenstva ale aj
zdravia zeny.

Pristroje rady ACUSON S-Family bol navrhované s déra-
zom na ¢o najvyssiu spolahlivost a najvyssou kvalitou obra-
zu a sposob obsluhy pomocou dotykového displeja oznacila
nezavisla studia Macadamian, ako jednu z najlepSich metod
ovladania ultrazvukovych systémov.

Pre viac info: Ing. Matuis Kolarcik, Siemens Healthcare s.r.o. Tel. 0911 896 475, matus.kolarcik@siemens.com
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Predstavujeme

F

F

Klinicka parazitolégia
doc. RNDr. FrantiSek Ondriska, PhD., RNDr. Vojtech Boldis, PhD., Mgr. Maria Garajova, PhD.,
RNDr. Martin Mrva, PhD.

Univerzita Komenského v Bratislave, december 2016, ISBN 978-80-223-4217-9

Predkladand publikacia je komplexnym dokumentom s najnovsimi poznatkami z parazitolégie ur¢enym pre Studentov medicinske-
ho i prirodovedného zamerania na pregradualnej i postgradualnej urovni. Uzito¢né informdacie sustredené v jednom dokumente naj-
du i lekari teoretickych i klinickych odborov a laboratérni diagnostici pri vykone praktickych povolani. Publikaciu sme rozdelili na tri
Zasti: VSeobecna parazitolégia, Speciélna parazitoldgia a Laboratérna diagnostika parazitéz. V prvej ¢asti sa zaoberame charak-
teristikou a vlastnostami parazita a hostitela, ich vzajomnymi vztahmi (parazito-hostitelskymi vztahmi), epidemiolégiou parazitar-
nych nakaz, patobioldgiou a klinickymi prejavmi ochoreni spdsobenych parazitmi. V dalSich kapitolach prvej ¢asti predstavujeme
prvoky a helminty, zakladné morfologické charakteristiky, vyvinové cykly a taxonomické zatriedenie. Kapitoly $pecidlnej parazitol6-
gie predstavuju parazity a nozologické jednotky, ktoré sme usporiadali podla systémovych lokalizacii v ludskom organizme. Okrem
opisu pévodcu parazitarneho ochorenia vratane zivotného cyklu uvddzame u kazdej jednotky imunobioldgiu, epidemioldgiu, pato-
bioldgiu, klinické prejavy, diagndzu, lie¢bu a preventivne opatrenia. Osvojenie si zakladnych informdcii o jednotlivych parazitarnych
druhoch, ich vyvinovych cykloch povazujeme za zaklad pochopenia patobiologickych, klinickych i ekologickych suvislosti veducich
k stanoveniu spravnej diagndzy, cielenej terapie a preventivnych opatreni zameranych na zamedzenie Sirenia jednotlivych parazitar-
nych nakaz. V tretej Casti predkladame zékladné metddy pouzivané v diagnostike parazitéz vratane ich receptaria.

Okrem textovej ¢asti uebnica obsahuje pat tabuliek a 117 Cierno-bielych i farebnych ilustracii a doplnena je registrom parazitov.

Publikaciu recenzovali: Prof. RNDr. Jozef Halgos, DrSc.
RNDr. Karel Fajfrlik, PhD.

V kratkej dobe planujeme vydat tlacovii verziu uc¢ebnice. Publikacia je dostupna na linku:
https://www.laboratornadiagnostika.sk/aktuality/675/nasi-parazitologovia-s-kolektivom-autorov-napisali-novu-ucebnicu-pre-stu-
dentov-lekarov-sirokych-odbornosti-i-laboratornych-diagnostikov

S

“

Recenze na ucebnici FrantiSka Ondrisky a dalSiho kolektivu autort
- ,Klinicka parazitoldgia“

Autori predkladaji k tisku vysokoskolskou ucebnici zabyvajici se komplexné odbornou problematikou Iékarské parazitologie. Jedna se
o publikaci, ktera je zdrojem informaci hlavné pro studenty s lékarskym zamérenim, pfirodovédnym, ale i pro studenty pfipravujici se na
drahu laboratornich pracovnik( v diagnostickych pracovistich. Jak pro studenty pregradudiniho studia, tak i pro studenty postgradual-
ni formy studia. Problematika parazitologie se v nasich podminkach jevi ve srovnani s ostatnimi podobory mikrobiologie jako zdanlivé
méné dilezitd, ale opak je pravdou. Pfi sou¢asnych moznostech cestovani, moznych pracovnich pobytl v zahranici, pfirozené migraci
obyvatelstva nebo migraci zplsobené zhorsenou socidlné ekonomickou situaci, ziskava Iékarska parazitologie opét na vyznamu. Exis-
tuje zde totiz redlna hrozba zavleceni parazitarnich onemocnéni, ktera se ve stfedni Evropé dosud nevyskytovala nebo hrozba nasled-
ného sifeni onemocnéni z jiznich destinaci na sever v disledku globalniho oteplovani. Celosvétove totiz tato onemocnéni maji neusta-
le velky vyznam a zavazny negativni dopad na zdravi lidské populace zvlasté v tropickych a subtropickych destinacich.

Text ma celkem 239 stran a je ¢lenén do 3 velkych ¢asti: ,Obecna parazitologie®, ,Specialni parazitologie: klinicky vyznamni paraziti
¢lovéka" a posledni ¢ast s ndzvem ,Laboratorni diagnostika parazitdrnich onemocnéni“. Prvni ¢ast seznamuje studenty a Ctenére se
zdakladni terminologii tohoto oboru, s obecnymi zdkonitostmi mezi parazitem a jeho hostitelem, s epidemiologii parazitarnich nakaz.
Velmi dllezita a dobfe zpracovana je kapitola o imunologickych aspektech reakce hostitele na pfitomnost parazita a naopak. Kapito-
lu o klinickych pfiznacich a patobiologii parazitarnich onemocnéni oceni hlavné studenti Iékarskych fakult. Sou¢asti této kapitoly je i
struéna charakteristika a morfologie parazitickych protozoi a helmint(. Druha velké kapitola ,Specialni parazitologie” popisuje jednot-
livé zastupce, ktefi jsou schopni parazitovat u ¢lovéka. Tato kapitola je pojata netradi¢né, ale s ohledem na velkou skupinu ¢tenara —
studenty mediciny. Systém neni rigidni biologicky, ale paraziti jsou popisovani s ohledem na oblast, kde pfevazné parazituji. V prvni ka-
pitole jsou popsany protozoarni i helmintarni nakazy zazivaciho traktu, druhda ¢ast popisuje parazity ostatnich systémd téla ¢lovéka.
Posledni ¢ast textu predstavuje a popisuje moznosti laboratorni diagnostika parazitarnich nakaz. Autofi se v této kapitole vénuiji pre-
analytické fazi pfipravy vzorku zajistujici co nejvétsi vytéznost. V jeji druhé ¢asti pak precizné popisuji jednotlivé laboratorni metody
vhodné ke zpracovani jednotlivych druh materialu.

Cela publikace je vhodné a citlivé doplnéna celou fadou obrazk(, fotografii a tabulek, které problematiku objasnuji a vyborné napoma-
haji k lepSimu pochopeni textu.

Problematika parazitologie, diky zdravotnim problém(m, které pfinasi na nasem tizemi, se miZze jevit jako okrajova. Od toho se odviji i
¢etnost vydavanych odbornych publikaci v mikrobiologii. ,Klinicka parazitologie” tento nedostatek kompenzuje. Lze konstatovat, Ze se
jedna o velmi uzitecnou moderni odbornou vysokoskolskou ucebnici. Autorim se podafilo sestavit komplexni text, ktery shrnuje so-
ucasné poznatky v oboru lékarské parazitologie. Studentiim pfinasi nové poznatky z oboru a Ize ji jako ucebnici doporucit pro vsechny
typy Skol, kde se dana problematika vyucuje. Nové

poznatky a védomosti publikované v textu budou urcité uzitec¢né i pro odborné pracovniky v laboratofich, pro Iékare v klinické praxi, ale
i pro pedagogy, ktefi dany obor vyucuji na rliznych stupnich vzdélavacich instituci. Takto komplexni a moderni vysokoskolska ucebni-
ce v nabidce pro siroky okruh odbornych pracovnik(i chybéla.

V Plzni dne 18. 12. 2016
RNDr. Karel Fajfrlik, PhD.
Prednosta Mikrobiologického ustavu LF a FN v Plzni
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Test

AUTODIDAKTICKY TEST 1/2017

Autodidakticky test pre lekarov je akreditovany Slovenskou lekarskou komorou (SLK) ako garantovana celoroéna

vzdelavacia aktivita.

Autodidakticky test pozostava z minimalne 20 otazok, pricom na kazdu otazku je jedna spravna odpoved.
Test je mozné riesit online. Postup najdete na www.newslab.sk.
Riesit moZno lubovolny pocet testov v ramci aktualneho roku. Na konci roku bude ohodnotena tispeSnost rieSenia

testov, podla ktorej prideli SLK prislusny pocet kreditov.

V aktualnom roku mozno ziskat 4 kredity.

Hodnotenie testov CME kreditmi:

100 % - 80 % Uspesnost riesenia - 2 kredity
79,99 % - 60 % Uspesnost riesenia - 1 kredit
59,99 % - 0 % Uspesnost riesenia - 0 kreditov

Termin pre vyrieSenie autodidaktického testu 01/2017: do 30. 06. 2017.

Vyskyt kmenov Streptococcus pneumoniae pri zapalovych
ochoreniach hornych dychacich ciest deti v predskolskom veku
a ich rezistencia na antibiotika

1. V ktorom regiéne bol najvyssi percentualny podiel
nalezov Streptococcus pneumoniae v populacii
0- az 5-rocnych deti?
a. Presov
b. Topolc¢any
c. Galanta
d. Komarno

2. Ktora potencialne patogénna baktéria sa vyskytovala
najCastejSie sticasne s S. pneumoniae vo vyteroch
z hornych dychacich ciest?
a. Haemophilus influenzae
b. Moraxella catarrhalis
c. Staphylococcus aureus
d. Neisseria meningitidis

Kultivacia a molekularnogeneticka charakterizacia koZnych
baktérii

3. Aka je plocha koze?
a. 1,7 m?
b. 1,8 m?
c. 2m?
d. 2,8 m?

4. Co tvori kozny mikrobiém?
a. baktérie, plesne a eukaryotické organizmy
b. huby, baktérie a plesne
c. virusy, baktérie, eukaryotické organizmy
d. baktérie, virusy, huby, eukaryotické organizmy

Pseudoglandularny névus - zriedkava morfoldgia
melanocytového névu (case report)

5. Pseudoglandularne zmeny v melanocytarnych léziach:

a. su zriedkavé zmeny, ktoré v§ak mozno pozorovat
prakticky v ktoromkolvek type lézie

b. sl casté zmeny, ktoré vS§ak mozno pozorovat prakticky
v ktoromkolvek type lézie

c. su zriedkavé zmeny, ktoré v§ak mozno pozorovat
vyhradne v malignych melanémoch

d. su ¢asté zmeny, ktoré v§ak mozno pozorovat vyhradne
v malignych melanémoch

6. Medzi predpokladané mozné mechanizmy vzniku
pseudoglandularnych zmien patri:
a. nedostatocny prisun vapnika a s tym suvisiaca
dekalcifikacia
b. retrakény mechanizmus/artefakt pri spracovani
c. mutaciav brcal géne
d. vysoka aktivita neuraminidaz a transsialidaz

Vyskyt betahemolytickych streptokokov izolovanych z hornych
dychacich ciest pacientov z okresov Komarno a Nové Zamky
a ich rezistencia na antibiotika

7. Ktory betahemolyticky streptokok je primarnym
patogénom hornych dychacich ciest?
a. Streptococcus pyogenes
b. Streptococcus agalactiae
c. Streptococcus anginosus group
d. Betahemolyticky netypovatelny streptokok

8. V ktorej vekovej kategorii bol vyskyt S. pyogenes
najcastejsi?
a. menej ako 6 rokov
b. 7az 11 rokov
c. 12 az 15 rokov
d. 16 az 19 rokov

Nestandardné vysledky neinvazivneho prenatalneho testu na
chromozémové poruchy plodu mézu poskytovat doplriujicu
informaciu o zdravotnom stave tehotnych Zien

9. Priemerny podiel volnej DNA plodu v periférnej krvi
tehotnych zien sa medzi 10. a 21. tyzdinom pohybuje
v rozmedzi:
a. 10-20%
b. 20-30%
c. 100 -200%
d. 200-300%

10. Skratka NIPT sa v problematike prenatalnej starostlivosti
pouziva na oznacenie:
a. neinvazivnej prenatalnej diagnostiky
b. neinvazivneho paternitného testovania
c. neinvazivneho prenatalneho testovania
d. nelinedrnej intracytoplazmatickej aplikacie spermie
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Diferencialna molekulova diagnostika mnohopocetného
myelému a Waldenstromovej makroglobulinémie

11. Mnohopocetny myelom patri do skupiny ochoreni:
a. monoklonalnych gamapatii
b. non-Hodgkinovych lymfémov
c. obeuvedené
d. anijednauvedend

12. Mnohopocetny myelom a Waldenstromova
makroglobulinémia su ochoreniami:
a. B-lymfocytov
b. T-lymfocytov
c. B-aj T-lymfocytov
d. anijedno z uvedenych

Molekulova analyza prognosticky vyznamnych markerov
chronickej lymfocytovej leukémie

13. Chromozémy najcastejSie postihnuté aberaciami pri CLL su:

a. 13,18, 21

b. 11,12,13,17

c. 11,13,15

d. vsetky odpovede su sprdvne

14. Aberaciou, ktora nartisa expresiu tumor supresorového
génu ATM, je:
a. parcialna delécia chromozomu 11
b. parcidlna trizomia chromozému 12
c. delécia chromozému 17
d. trizémia chromozému 21

Maligny melaném - nové aspekty vyskumu

15. Incidencia maligneho melanému v Slovenskej republike
sa za poslednych 30 rokov:
a. viac ako strojndsobila
b. zdvojnéasobila
c. jenemenna
d. dvojnasobne poklesla

16. Velka cast pripadov maligneho melanému
je charakteristicka mutaciou:
a. GNAQ V300E (resp. V399E)
b. GNAQ V600E (resp. V599E)
c. BRAF V300E (resp. V399E)
d. BRAF V600E (resp. V599E)

Cirkulujica DNA - od jej objavu cez neinvazivne prenatalne
testovanie aneuploidii a monogénne dedi¢nych ochoreni az
k neinvazivnej nadorovej diagnostike a prognostike

17. Z akého biologického materialu sa ziskava cirkulujica
DNA?
a. krv
b. sliny
c. moc
d. pot

18. Hodnota fetalnej frakcie negativne koreluje:
a. so zlymi stravovacimi navykmi
b. s fajcenim a pozivanim alkoholu
c. stelesnou hmotnostou
d. s c¢asom odberu

Choroba len pre tehotné — PREEKLAMPSIA

19. Symptémom nastupu ochorenia (preeklampsia) je:
a. hypertenzia a proteinuria na zac¢iatku tehotenstva
b. hypertenzia a proteindria po 20. tyzdni tehotenstva
c. znizend koncentracia cffDNA
d. diabetes mellitus

20. Jednym z rizikovych faktorov preeklampsie je:
a. zeny mladsie ako 40 rokov
b. tehotenstva nesuce Zensky plod
c. preeklampsia v predchadzajicom tehotenstve
d. kratsiinterval medzi jednotlivymi tehotenstvami

Garantovany autodidakticky test skontrolovala a jeho
uverejnenie povolila MUDr. Kristina Mikus Kuracinova.

Test je mozné riesit online. Postup najdete na www.newslab.sk.
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Diagnostika neplodnosti zacina kontrolou ovarialnej
rezervy pomocou AMH testu z krvi.

Nizka ovaridlna rezerva - na ktori nds upozoriiuje koncentrdcia
AMH <I1ng/ml - si vyZaduje konzultdciu s odbornikom

na reprodukcénii medicinu.

= Anti-Mullerov hormoén (AMH) je markerom volby BN Median
. . .. . . s . Bl Doln4 hranica
pre posudenie ovarialnej rezervy, lebo jeho sérové g B8 Horné hranica
hladiny koreluju s po¢tom rasticich folikulov.'-3 E ,
I
= Hladiny AMH mo2u byt merané v ktoromkolvek T T~
dni menstruacného cyklu, pretoze su relativne stabilné 5, \
& 4 45 3 \
pocas celého cyklu. 2, I _ Tng/ml
= AMH test je plne hradeny, ak ho indikuje gynekolég 0 SN
alebo gynekoldg v Specializacii reprodukéna medicina.® do2s 2520 30.34 3530 4044 4550
Lo , . . .. n=115 n=142 n=110 n=57 n=41 n=28
= |nterpretacia je jednoducha s AMH vekovo Specifickymi
hodnotami.” Vekova skupina

Literatdra: 1. Hansen, K.R. et al. (2011). Fertil Steril; 95:170-175. 2. Dewailly, D. et al. (2014). Hum Reprod Update; 20:370-385. 3. lliodromiti, S., Nelson, S.M. (2013). Biomark Med; 7:147-158.
4. Van Disseldorp, J. et al. (2010). Hum Reprod; 25:221-227. 5. Tsepelidis, S. et al. (2007). Hum Reprod; 22:1837-1840. 6. Podobné vysetrenia SVLZ www.vszp.sk/poskytovatelia/zdravot-
na-starostlivost/zdravotna-starostlivost/vykazovanie-dat/pravidla-uznavania-laboratornych-vykonov/ 7. Anti-Mdllerian Hormone. Elecsys and cobas e analyzers package insert 2014.

FERRING CESTA K OTEHOTNENIU

Ferring Slovakia, s.r.o. Roche Slovensko, s.r.o.

Diagnostics Division
Galvaniho 7/D Projekt podporeny edukaénym grantom Lazaretska 12
821 04 Bratislava Ferring Pharmaceuticals a Roche Diagnostics. 811 08 Bratislava

Tel. 02/5441 6010 Tel. 02/5710 3680

LAG102/50/100 NI

1 L00-GL0ZINd



PONUKA PREDPLATNEHO
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Mozete pouzit aj képiu 7’9()

OBJEDNAVKA — PREDPLATNE 2017

(] GASTROENTEROLOGIA pre prax [] PEDIATRIA ] NEUROLOGIA [ ] SLOVENSKA GYNEKOLOGIA A PORODNICTVO

4x roc¢ne-16 € 6x rocne - 18 € 3xrocne-12 € 4x rocne - 16 €
] KARDIOLOGIA pre prax ] GYNEKOLOGIA pre prax (] INTERNA MEDICINA (] KLINICKA UROLOGIA
4x rocne - 20 € 4x rocne - 16 € 11x rocéne - 40 € 3xrocne-12 €

(titul) Meno a priezvisko

Ulica, mesto, PSC

Telefén e-mail

ICO IC DPH Podpis

SPOSOB UHRADY: | Faktira [} Zlozenka A-medi management, s.r.o. 02/55 64 72 48
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obbvie

SVOJU PRACU ROBIME SRDCOM
A VZDY MYSLIME NA NASICH
PACIENTOV.

Spojili sme zazemie silnej farmaceutickej spolocnosti so Spickovymi
biotechnologickymi poznatkami, aby sme pomohli pacientom
zvladnut’ vyzvy, ktoré denne podstupuja.

Zameriavame sa na vyvojnovych liekov, ktoré zlepsuja pacientom kvalitu
zivotaa maji vyznamné klinické Gcinky. Nas vyskum je zamerany

naoblast neuroldgie,imunolégie, onkolégie, ochorenia obliciek, liecbu
hepatitidy C, zdravie Zien a starostlivost o pred¢asne narodené deti.

www.abbvie.sk

AbbVies.r.o., Karadzicoval0, 821 08 Bratislava, tel.: +421 2505007 77, fax: +421 2505007 99
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