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Editorial

Mili priatelia, mili Citatelia,

minuly rok vo Filadelfii zomrel vo veku 91 rokov Eugen Garfield. Clovek, ktorého me-
no mozno mnohym z vas ni¢ nehovori. Bol to vSak ¢lovek, ktorého celozivotna praca
a jej vysledky ovplyvnuju aj v sucasnosti zivot kazdého vedca. Spolu s Joshuom Leder-
bergom stali za vznikom SCI indexu (Science Citation Index), ktory je sucastou Clariva-
te Analytics Web of Science. Indexov, bez ktorych by sme si dnesni vedu ani nevedeli
predstavit. Eugen Garfield pochopil cenu informacie. Pochopil to, Ze vysledky vyskumu,
ktoré nie su dostupné, nemaju ziadny vyznam.

Dostupnost bola v minulom storoci velky problém. Mnozstvo informacii sa zvySova-
lo s rasticim poc¢tom odbornych publikacii. Najst tie spravne, ktoré by boli dolezité pre
pracu kazdého vedca, v§ak bolo naroéné. Eugen Garfield uz kratko po druhej svetovej
vojne navrhol systematicky zhromazdovat a indexovat dostupné vedecké publikacie.
Bol Specialistom na vedecké informacie. Chapal aktualne potreby vedcov. A bol vizio-
narom. Citil, ze tato potreba bude v budicnosti eSte nastojCivejsia. V juli 1955 publiko-
val v Science ¢lanok ,Citacné indexy pre vedu, nova dimenzia v dokumentacii prostred-
nictvom asociacie myslienok", v ktorom opisal svoju viziu. Eugen Garfield zalozil Institdt
pre vedecké informacie (ISI), ktory zacal poskytovat sluzbu Current Contents. Ta pravi-
delne pripravovala sumar aktualneho obsahu vedeckych ¢asopisov a umoznila v iom vyhl'adavat, hodnotit ho, indexovat a fil-
trovat. Tym sprostredkoval informécie Sirokej vedeckej verejnosti a kazdy mal $ancu najst tie ¢lanky, ktoré prave potreboval,
ktoré boli pre jeho pracu relevantné.

Napriek tomu, Ze v sucasnosti uz internet umoznil jednoduchy dosah prakticky na ¢okolvek, stale su tie ¢asopisy, ktoré
sU spracovavané Current Contents (karentové ¢asopisy), povazované za hodnotnejsie, majuce vacsi dosah na vedecku ko-
munitu. Zaradenie titulu do tejto databazy je prestiznou zéleZitostou, kazdy kandidatny ¢asopis podstupuje prisne hodnote-
nie kvality obsahu, spracovania, renomovanosti redak¢nej rady aj podmienok recenzného konania a dodrziavania etickych
hodn6t. Current Contents vSak nie je jeding, aj ked' historicky najznamejsia databaza. Existuju aj iné indexy (Scopus, Web of
Science, Index Copernicus). Dostat do nich ¢asopis v§ak nie je jednoduché. Predstavuje to doleZity krok pre to, aby sa ¢lan-
ky autorov dostali k svojim adresatom. Jednym z najdélezitejSich ukazovatelov kvality vedeckého ¢lanku je pocet jeho cita-
cii vinych odbornych publikaciach. Analyzy, ktoré uskuto¢nili renomované vydavatel'stvd, ukazali, ze ¢lanky indexované v kva-
litnych datab&zach, ako je napriklad Web of Science, st len zriedkavo bez citécii (menej ako 10 percent). Malokedy sa stane,
ze by zostali nepovsSimnuté.

Za posledné roky podstupil nds ¢asopis velké zmeny a urobil zna¢ny pokrok. Z pévodne firemného ¢asopisu sa stal plno-
hodnotnym vedeckym ¢asopisom pristupnym odbornej verejnosti a prinasajucim hodnotny obsah v§etkym, ktori ho otvoria.
Cielové spektrum sa orientuje najma na problematiku laboratérnej mediciny, biochémie, mikrobiol6gie, imunolégie, hemato-
I6gie, genetiky a histopatoldgie. Ide o odbory, ktoré sa vyvijaju velmi rychlo a pri ktorych je velmi délezity prisun aktualnych
informacii. Posledné vydania jednoznacne ukazali, Ze Casopis je Zivotaschopny a dokaze zabezpedit kvalitny obsah, kto-
ry v nicom nezaostava za ovela star§imi a renomovanejSimi Casopismi. Tato Uroven je zavazujuca. Verim, ze aj v tomto &is-
le najdete vela zaujimavych informdcii. Zakladame si pritom na otvorenosti. Chceme, aby informacie, ktoré budu uverejnené
v nasom casopise, sa dostali k o najsirSej skupine Citatelov. Aby nezostali zabudnuté. Aby snaha vSetkych autorov mala ¢o
najvacsi dosah na poznanie.

Za redaként radu mozem prislUbit, Ze toto vietko je len zagiatok. Caké nas este dlha cesta, na ktorej konci, ako dufame,
sa newslab prida k ¢asopisom majucim Siroky dosah v celom svete. Kvalita prac to predurcuje.

MUDr. Pavol Janega, PhD.
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Povodné prace

Mature ovarian teratoma with pneumatosis cystoides-like appearance
— morphological and immunohistochemical study

Zuzana Cierna'?, Ludovit Danihel?
'"MEDIREX GROUP ACADEMY n. o., Bratislava
2Department of Pathology, Faculty of Medicine, Comenius University, Bratislava

Teratomas belong to germ cell tumors localized in gonads or extragonadally. Ovarian teratomas are mostly be-
nign cystic tumors composed of mature tissues derived from one or more germ cell layers. Presence of multi-
ple cystic spaces in the tumor wall known as pneumatosis cystoides-like pattern is common, but rarely described
change. We present o case report of 56-year-old woman with an accidentally discovered ovarian tumor. Histo-
logical and immunohistochemical findings corresponded with diagnosis mature cystic teratoma with pneuma-
tosis cystoides-like appearence.

Keywords: mature cystic teratoma, ovarian teratoma, pneumatosis cystoides-like pattern

Zrely ovarialny teratom s obrazom podobnym cystoidnej pneumatéze — morfologicka aimunohistochemicka studia
Teratoémy patria medzi germinativne nadory vyskytujice sa v gonadach alebo extragonadalne. Ovarialne terato-
my su vacsinou benigne cystické nadory tvorené zrelymi tkanivami vychadzajucimi z jednej alebo viacerych za-
rodocnych vrstiev. PoCetné cystické priestory v stene nadoru oznacované ako obraz podobny cystoidnej pneu-
matodze su castou, no zriedka opisovanou zmenou. Prezentujeme pripad 56-ro¢nej zeny s nahodne najdenym
nadorom vajecnika. Histologické a imunohistochemické nalezy zodpovedali diagnéze zrelého cystického teraté-

mu s obrazom podobnym cystoidnej pneumatéze.

Klicové slova: zrely cysticky teratdm, ovaridlny teratom, obraz podobny cystoidnej pneumatéze

Newslab, 2018; ro¢. 9 (1):5 -7

Introduction

Ovarian teratomas are mostly benign tumors composed
of mature tissues derived from one or more germ cell lay-
ers. The tumors can be solid; however, they typically form
cystic structures. Multicystic appearance of ovarian terato-
ma known as pneumatosis cystoides-like pattern is common,
but rarely described change™. It occurs in about one-third of
ovarian mature cystic teratomas®. Only sporadically these
cases are published.

Case report

We present a case report of 56-year-old woman without
any clinical symptomatology with an ovarian tumor detected
accidentally during routine gynecological examination. Sal-
pingo-oophorectomy was performed. The tissue was forma-
lin fixed paraffin embedded, stained with hematoxylin-eosin
(H & E) and examined immunohistochemically with different
antibodies. We did not have frozen tissue, so we were unable
to prove presence of fat.

Macroscopically ovarian tissue was only partially pre-
served with cystic tumor 4 cm in diameter. Cut section
showed a unilocular cyst with smooth greyish white external
surface. The cyst wall was 3 mm thick with focal thickening
up to 10 mm without multicystic appearance noted on gross
examination. The lumen of the cyst was filled with yellowish
keratinaceous and sebaceous material with hairs. Fallopian
tube was unremarkable.

Histologically cystic tumor was lined by only partially pre-
served keratinizing stratified squamous epithelium with hair
follicles, pilosebaceous and sweat glands with desquamated
squames in the cyst lumen. The cyst wall was composed of

fibrous tissue with multiple cystic spaces of varying size from
less than T mm to 5 mm large lined partially or completely by
one layer of mononuclear plump or flat cells and multinucle-
ated giant cells of foreign body type with foamy cytoplasm
(Figure 1a - d). The cystic spaces were either closely packed
or separated by fibrous tissue with vessels, multinucleated gi-
ant cells and mild chronic lymphocytic inflammatory infiltrate.

Immunohistochemical cytoplasmic CD68 and membra-
nous CD31 positivity was present both in multinucleated gi-
ant and mononuclear cells (Figure 1e - f). The cells were
negative for cytokeratin cocktail AE1/3, CD34, FVIII (factor
VIIl), D2-40 (Figure 1 g — h) and S100, however the multinu-
cleated giant cells exhibited weak cytoplasmic S100 positiv-
ity. Endothelial cells lining small thin-walled blood vessels
were FVIII and CD34 positive. The lumen of cystic spaces
was empty.

Discussion

Teratomas belong to germ cell tumors localized either in
gonads or primary extragonadally. Ovarian teratomas are tu-
mors typical for women in reproductive age. They are most-
ly in the form of pure cystic tumors with benign biological
behavior. Mature cystic teratomas, known as dermoid cysts
are the most common germ cell tumors of ovaries account-
ing for 25% of all ovarian tumors, up to 70% of benign tum-
ors in premenopausal women and 20% of postmenopausal
ones(?). Histologically they are composed of mature struc-
tures arising from one, two or all three embryonic germ layers,
the ectoderm, mesoderm and endoderm. In some teratomas
lipogranulomatous, fat necrosis-like, sieve-like or pneumato-
sis cystoides-like pattern can be present, even prominently®.
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Povodné prace

Figure 1. Mature cystic teratoma with pneumatosis cystoides-like appearance. Cystic spaces are empty and are partially or com-
pletely lined by mononuclear or multinucleated giant cells, a — d H & E (original magnification x50/x100/x200/x200), e — h immu-
nohistochemical staining (original magnification x200, DAB). (e) CD68 cytoplasmic positivity in mononuclear and multinucleated
giant cells, (f) CD31 membranous positivity in mononuclear and multinucleated giant cells and in vessels, (g) D2-40 negativity,
(h) FVIII negative in cells lining cystic spaces, FVIII positivity in endothelial cells.
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Povodné prace

Formation of macroscopically and microscopically emp-
ty cystic spaces filled with gas can be present in various or-
gans. The most common location is in gastrointestinal tract
known as pneumatosis cystoides intestinalis. Gas-filled cysts
are rarely formed in genitourinary tract, especially in vaginal
or urinary bladder wall referred to as emphysematous vagi-
nitis or cystitis.

Pneumatosis cystoides intestinalis is a condition charac-
terized by formation of multiple gaseous cysts in the wall of
the small or large intestine either iatrogenically or spontane-
ously associated with another disease. The cysts are filled
with nitrogen, hydrogen and carbon dioxide ®. According to
the mechanical theory the gas is pushed through mucosal
defect into lymphatic channels during surgery, colonoscopy
or trauma. The bacterial theory suggests production of gas
by fermenting bacteria in submucosa. Accumulation of gas
in bowel wall from ruptured alveoli in patients with chronic
pulmonary diseases is the pulmonary theory of etiology of
this condition. Association with autoimmune systemic col-
lagen diseases is also described®9.

In genitourinary system, different organs can be affect-
ed, leading to emphysematous nephritis, emphysematous
pyelitis or emphysematous cystitis. Gas-producing bacte-
ria are the most common causative factor, E. coli being the
most important one, in association with diabetes mellitus or
immunosuppression?. Emphysematous vaginitis is mostly
caused by trichomonas infection with associated pregnancy
or immunosuppression®.

The etiology of pneumatosis cystoides-like structures in
ovarian teratomas is not clear. The first case of ovarian ma-
ture cystic teratoma with pneumatosis cystoides-like struc-
tures was published in 1989 by Maudsley and Zakhour®.
Teratoma was an incidental finding in a 29-year-old pregnant
woman found during caesarian section procedure. The au-
thors considered the cystic spaces to be gas cysts similar to
pneumatosis cystoides intestinalis because no recognizable
cyst content was identified on routine staining. The cause
for gas cysts formation is not known. The similarity of this
condition to emphysematous vaginitis suggests the possi-
bility of trichomonas infection or association with pregnan-
cy as causative factor®.
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foreign body type giant cells granulomatous response. This
hypothesis was confirmed by fat staining, immunocytochem-
istry and electron-microscopy. Cyst content and cytoplasm
of macrophages were positive for lipids, cells lining cystic
spaces were positive for endothelial (FVIIl) and macrophag-
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the total absence of squamous epithelium or other teratoma-
tous tissues is found®@'9,
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Incidental pelviclymphangioleiomyomatosisin case of uterine carcinoma.
Report of the case and search for similar lesions in series of staging
lymhadenectomies

Michal Zamecnik'?, Jana Némeckova?, Pavel Bartos?, Peter Kascak*®

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

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

SDepartment of Obstetrics and Gynecology, Comprehensive Cancer Center, Novy Ji¢in, Czech Re-
public

“Department of Obstetrics and Gynecology, Faculty Hospital, Trencin, Slovak Republic

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

A rare case of extrapulmonary nodal lymphangioleiomyomatosis (LAM) is described. In 75-ys-old woman with
uterine endometrioid carcinoma FIGO grade 2, stage Il, two minute lesions were found in pelvic lymph nodes by
examination of routinely sampled lymph nodes (for staging purposes). Both tumors were minute and histologi-
cally inconspicuous, resembling strongly a tangentially sectioned muscular vessel or a focal fibrosis with myofi-
broblasts. Inmunophenotype was, however, typical of lymphangioleiomyoma, with positivity for HMB45, smooth
muscle actin, estrogen receptor and desmin, indicating perivascular epithelioid cell (PEC) differentiation. Addi-
tional clinical work-up did not show any signs of tuberous sclerosis, pulmonary lymphangioleiomyomatosis or
another PEC-oma. To ascertain an incidence of nodal lymphangioleiomyomatosis in pelvic, retroperitoneal or
peritoneal lymph nodes, a retrospective search for similar minute lesions was performed in a series which in-
cluded 100 cases of gynecologic carcinomas and 25 cases of colorectal carcinomas in women. LAM was not
found in any case, indicating that the lesion is very rare. Pathologic diagnosis and possible clinical significance
of incidental lymphangioleiomyomatosis are discussed.

Keywords: lymphangioleiomyomatosis, lymph node, carcinoma, uterus, colon

Incidentalna pelvicka lymfangioleiomyomatodza pri karcinome maternice. Opis pripadu a patranie po podobnych
léziach v suboroch stagingovych resekcii

Opisany je zriedkavy extrapulmonalny pripad lymfangioleiomyomatézy (LAM) lymfatickych uzlin panvy, ktoré
boli odstranené v ramci stagingovej operacie pre karciném uteru. Slo o 75-roénu pacientku s endometrioidnym
karcin6mom tela maternice, FIGO grade 2, stage Il. Lézie boli najdene v dvoch pelvickych uzlinach. Boli drobné,
histologicky malo napadné a napodobnovali hyperplaziu myofibroblastov puzdra uzliny alebo tangencidlny rez
steny muskularnej cievy. Imunohistochémia vSak ukazala expresiu HMB45, estrogénovych receptorov a desmi-
nu, ¢o svedcilo o ,perivascular epithelioid cell” (PEC) diferenciacii a viedlo k diagnéze lymfangioleiomyomatozy.
Nasledné klinické vysSetrenia vylucili u pacientky tuberéznu skler6zu, pulmonalnu lymfangioleiomyomatézu ale-
bo iny PEC-6m. Kvoli zisteniu, ako ¢asto sa vyskytuje incidentalna lymfangioleiomyomatéza lymfatickej uzliny,
bol vysetreny archivny subor pripadov, ktory zahrnoval 100 pripadov karcindémov corpus uteri a ovaria a 25 pripa-
dov karcindmov hrubého ¢reva u zien. Nebol najdeny ziadny d'alSi pripad, o svedc¢i o rarithom charaktere 1ézie.
V praci sa dalej diskutuje o diagnéze incidentalnej LAM lymfatickej uzliny a klinickej signifikancii tohto nalezu.
Klacové slova: lymfangioleiomyomatéza, lymfaticka uzlina, karciném, uterus, hrubé érevo
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Introduction vic lymph nodes removed at staging surgery for gynecologic

Lymphangioleiomyomatosis (LAM) is a rare lesion com-
posed of so-called perivascular epithelioid cells (PEC)(.
LAM occurs typically in the lung of premenopausal women,
and it is sometimes associated with tuberous sclerosis. LAM
in extrapulmonary location is exceedingly rare, being report-
ed in pelvis, retroperitoneum, uterus, mesentery, kidney hilus,
and liver®9, Recently, Rabban et al. and Schoolmeester and
Park described new 44 cases of nodal LAM which had been
found incidentally by examination of retroperitoneal and pel-

cancers(", In our practice, we have seen one similar inci-
dental LAM in patient with uterine endometrioid carcinoma.
We present this case here. In addition, we wondered wheth-
er minute and histologically inconspicuous LAM cannot be
more frequent in lymph nodes, and therefore we search for
it in our files, examining a series of lymph nodes removed
for gynecologic and colorectal carcinomas. Our results show
that incidental LAM in this clinico-pathological context rep-
resents a rare lesion.
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Material and methods

In the case of incidental LAM, routine examination of for-
malin fixed paraffin embedded tissue was performed. After
finding of possible LAM in two lymph nodes, following im-
munohistochemical stains were performed: HMB-45 (clone
HMB-45), melan-A (clone A123), alpha-smooth muscle actin,
h-caldesmon, progesterone receptor, estrogen receptor, de-
smin, D2-40, CD31, pancytokeratin AE1/AE3, and S100 pro-
tein (all from Dako, Copenhagen, Denmark). Immunostain-
ing was performed according to standard protocols using
streptavidin-biotin complex labelled with peroxidase (Dako,
Copenhagen, Denmark). The positive and negative controls
were applied. The subsequently examined series of lymph
nodes was selected from our routine files. We examined
lymph nodes in 57 cases of uterine carcinoma and in 47 cas-
es of ovarian carcinoma. Age of these gynecologic patients
ranged from 40 to 83 years, average age was 63.3 years. Av-
erage number of lymph nodes per patient was 46, ranging
from 12 to 99 nodes. In addition, lymph nodes of colorectal
carcinomas of female patients were reviewed. This series in-
cluded 25 women, with age range 50-87 years and average
age 71.4 years. Altogether, 4595 lymph nodes were reviewed
in the study. The capsule of lymph nodes often contains my-
oid cells and muscular appearing vessels, and this morphol-
ogy mimics minute LAM. Therefore, in 32 selected lymph
nodes from 32 patients, immunostains for HMB45 and mel-
an-A were performed.

Results

LAM was found incidentally in a 75-ys-old, para 2, gravida
2 patient. She underwent a hysteroscopy, dilatation and cu-
rettage for metrorrhagia. The medical history of the patient
included complex endometrial hyperplasia without atypia di-
agnosed 18 years and 10 years ago, respectively. Histologi-
cal examination of the current curettage specimen showed
endometrioid carcinoma (EC) FIGO grade 2, and therefore
a total hysterectomy with bilateral salpingo-oophorectomy
was performed. Because an intraoperative biopsy showed
EC infiltrating 60% of the myometrial thickness, the pelvic
and paraaortic lymph nodes were removed. Histologically,
the tumor was EC FIGO grade 2, with initial infiltration of the
endocervix. No features of LAM were found in the myometri-
um. Both adnexa did not contain any tumor or microscopic
LAM. Among 43 removed lymph nodes, lymphangioleiomy-
oma was found in one of 9 right obturator nodes and in one
of 7 left obturator nodes, respectively. The lesions measured
1,5 mm and 1 mm, respectively, and both were associated
with lymph node capsule, mimicking strongly a focal reac-
tive fibrosis or a tangentially sectioned wall of a muscular
vessel. They were composed of spindle to ovoid cells, with
bland appearing nuclei, small nucleoli, and without mitotic
activity (Figure 1). A few of the nuclei were cigar shaped or
showed mild symplastic-type pseudoatypia. The cytoplasm
was eosinophilic to clear. The tumor cells created small
groups and fascicles. In addition, the lesions contained nu-
merous capillary sized, thin walled and partly dilated vessels.
Immunohistochemically, the cells were positive for HMB45,
alpha-smooth muscle actin, h-caldesmon, and estrogen re-
ceptor (Figure 2). Desmin was expressed only by scattered
cells (Figure 2e). Endothelium of the vessels was positive for

both CD31 and D2-40 (Figure 2f). Following antibodies gave
negative results in tumor cells: pancytokeratin AE1/AE3, mel-
an-A, progesterone receptor, S100 protein. A diagnosis of in-
cidental LAM was rendered. Subsequent clinical examina-
tions did not find any signs of tuberous sclerosis, pulmonary
LAM or another PEC-oma. For EC, the patient received exter-
nal adjuvant radiotherapy, and she is without recurrence 16
months after the surgery.

In the series of 100 gynecologic and 25 colorectal carci-
nomas, no case of LAM was found. We have often seen my-
oid cells and muscular appearing vessels in the region of the
capsule of the lymph node, and this finding was sometimes
suspicious for LAM. However, HMB45 and melan-A per-
formed in 32 of such cases gave negative results.

Discussion

Lymphangioleiomyomatosis (LAM) is an abnormal prolif-
eration of PECs around lymphatic vessels (PEC)(®. PEC is
an enigmatic cell that has no normal counterpart and that
shows myomelanotic phenotype with expression of melano-
cytic and myoid antigens. In addition to LAM, PEC differen-
tiation occurs in several other tumors, all of which can be as-
sociated with tuberous sclerosis complex. This PEComa

Figure 1. Histological features of nodal LAM. (a) At low power, the
spindle cell lesion resembles a reactive fibrous thickening of the
capsule of lipomatous lymph node. (b) High-power shows spin-
dle and epithelioid cells with numerous vessels.
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Figure 2. Immunohistochemical features of nodal LAM. (a) HMB-45 positivity. (b) Alpha-smooth muscle actin positivity. (c) H-calde-
smon expression. (d) Estrogen receptor positivity. (e) Desmin expression is seen in scattered cells. (f) D2-40 is positive in the endo-

thelium of the vessels.

“family” includes LAM, renal and extrarenal angiomyolipoma,
pulmonary and extrapulmonary sugar tumor, myomelanotic
tumor of the falciform ligament/ligamentum teres, abdomi-
nopelvic sarcoma of PECs, renal capsular leiomyoma, and
other tumors with similar features at various sites and with
various biological behavior (an excellent review of PEComas
was done recently by Thway and Fisher)@. In our case, mor-
phological finding of myoid-appearing spindle cells, rich lym-
phatic vasculature and immunohistochemical proof of PEC
differentiation are typical for LAM. As mentioned above,
extrapulmonary LAM is rare lesion which can be associat-
ed with tuberous sclerosis and/or with pulmonary LAM®,

Schoolmeester and Park and Raban et al. found recently, that
LAM is sometimes present in lymph nodes removed at stag-
ing surgery for gynecologic carcinomas. Our case of inciden-
tal LAM is quite similar to those described by Schoolmeester
and Park and Raban et al.("%"", After these studies were pub-
lished in October 2015, we started to search for minute LAM
by examination of all lymph nodes removed in gynecologic
staging procedures. In addition, we performed retrospective
search in our archive. Finally, our series included 100 cases
of gynecologic carcinomas and 25 cases of female colorec-
tal carcinomas. However, we did not find any additional inci-
dental LAM. Thus, our results show that the lesion must be

10
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rare. Schoolmeester and Park and Raban et al.("*'" described
together 44 cases and this number could indicate that inci-
dental LAM is quite frequent. However, abovementioned two
group of authors did not study incidence of incidental LAM,
because their data did not include overall number of their re-
sectates. Schoolmeester and Park( found 18 cases among
their resections performed over 11-year period in Memorial
Sloan Kettering Cancer Center in New York, probably the in-
stitution with busy gynecologic surgery service. In study of
Raban et al.(", many of their 26 cases were examined in con-
sultation, and this fact can explain relatively high number of
their cases.

Our experience with incidental LAM shows that it is quite
inconspicuous or occult by microscopic examination. Micro-
scopic LAM can be easily overlooked, because it has bland
spindle cell and reactive appearance, and, moreover, the pa-
thologists are focused by examination of lymph nodes on
search for metastatic carcinoma. Histologically, the lesions
resemble reactive foci composed of bland myofibroblasts,
with myoid-appearing spindle cells and rich vasculature.
Small focus of LAM can also mimic tangentially sectioned
wall of small muscular vessel. However, at least some cells
show epithelioid or clear cell morphology of PEComa in addi-
tion to predominant myoid cells, and theirimmunophenotype
indicates PEC differentiation, with positivity for HMB-45, mel-
an-A, smooth muscle actin, desmin, and beta-catenin-51%1,

The clinical significance of incidental LAM in retroperito-
neal/pelvic lymph nodes seems to be marginal in the context
of present gynecologic malignancy. However, the finding is
certainly not fully insignificant. The patient with extrapulmo-
nary LAM has still a small risk for tuberous sclerosis and/or
pulmonary LAM®. Although in Schoolmeester and Park’
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Incidence and association of the human papilloma virus (HPV) and four
selected bacterial sexually transmitted pathogens with normal, non-
neoplastic and neoplastic cervical cytology
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In this work, we analysed the incidence of the human papilloma virus (HPV) and four sexually transmitted bacte-
rial pathogens (bSTD; Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyt-
icum) in 529 cervical samples from Slovakian women and evaluated its association with normal, non-neoplastic
and neoplastic cervical cytology. The non-neoplastic cervical samples represented the largest (71%), while the
normal cervical cytology samples the smallest (9%) group of investigated specimens. The majority of women
with a normal or neoplastic cervical cytology were 29 years old or younger, in contrast to women with non-neo-
plastic cervical cytology, who were mostly older. The 50 year-old or older women represented the smallest group
of patients with non-neoplastic (8%) and neoplastic (5%) cervical cytology, while none of these women was found
with a normal cervical cytology. Women with normal cervical cytology were statistically significantly more like-
ly to have a cervical HPV infection than women with non-neoplastic cervical cytology. On the other hand, wom-
en with neoplastic cervical cytology were significantly more likely to have a cervical HPV (and combined HPV/
bSTD) infection than women with normal or non-neoplastic cervical cytology. Finally, Ureaplasma was found to
be the most prevalent bSTD pathogen. Thus, these results are in good concordance with the published literature,
however, analyses of new (genetically) defined abnormalities and/or new approaches are needed to improve the
screening and diagnostics strategies of cervical pathology.

Keywords: cervical cytology, human papilloma virus (HPV), incidence, sexually transmitted disease (STD), sta-
tistical significance

Vyskyt a spojitost ludského papilomavirusu (HPV) a styroch vybranych sexualne prenosnych bakterialnych pa-
togénov s normalnou, nonneoplastickou a neoplastickou cervikalnou cytolégiou

V uvedenej praci sme analyzovali vyskyt ludského papilomavirusu (HPV) a Styroch vybranych sexualne prenos-
nych bakterialnych patogénov (bSTD; Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma hominis, Ure-
aplasma urealyticum) v 529 cervikalnych vzorkach slovenskych zien a hodnotili sme ich spojitost s normalnou
nonneoplastickou a neoplastickou cervikalnou cytolégiou. Najvacsiu skupinu vySetrovanych vzoriek (71 %) pred-
stavuji nonneoplastické vzorky, zatial' ¢o tou najmensou (9 %) st vzorky s normalnou cytolégiou. Vacésina zien
s normalnou alebo neoplastickou cervikalnou cytoldgiou je vo veku 29 rokov alebo mladsia na rozdiel od zien,
vaésinou starsich, s non-neoplastickym vysledkom cervikalnej cytolgie. Zeny vo veku 50 a viac rokov repre-
zentuju najmensiu skupinu spomedzi Zien s nonneoplastickou (8 %) alebo neoplastickou (5 %) cytolégiou, zatial
&o Ziadna Zena s normalnym vysledkom cervikalnej cytolégie nema 50 a viac rokov. Zeny s normalnou cervikal-
nou cytolégiou mali Statisticky ¢astejSie HPV infekciu v porovnani so Zenami s nonneoplastickou cytolégiou. Na
druhej strane Zeny s neoplastickou cervikalnou cytolégiou boli Statisticky vyznamne viac postihnuté HPV (a kom-
binovanou HPV/bSTD) infekciou ako Zeny s normalnou alebo nonneoplastickou cervikalnou cytolégiou. Navyse,
Ureaplasma bola v tejto Studii zachytena ako najcastejsi bSTD patogén. Tieto vysledky st vo vSeobecnosti v dob-
rom sulade s publikovanou literattrou, av§ak analyzy novych (genetickych) abnormalit a/alebo nové pristupy su
potrebné na vylepsenie skriningovych a diagnostickych stratégii cervikalnej patoldgie.

KltGcové slova: cervikalna cytoldgia, ludsky papilomavirus (HPV), incidencia, sexualne prenosné ochorenia (STD),
Statisticka vyznamnost
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Introduction

Cervical cancer is the second most common cancer in
women worldwide and one of the leading causes of can-
cer-related death among women in developing countries
(see for example 1 and references therein). Cervical cancer
mostly occurs in the proliferation region between the colum-
nar epithelium of the endocervix and the stratified squamous
epithelium of the exocervix. Careful cervical cytology moni-
toring stays our basic tool in prevention of cervical neopla-
sia®@.

The carcinogenic human papilloma virus (HPV) is the
most important risk factor of cervical cancer (see for ex-
ample 3 and references therein). Oncogenicity in tumours
caused by HPV is due to the prevalence of early genes E6 and
E7 which disrupt normal cell growth and inhibit tumour-sup-
pressor proteins (for review see for example 4). The HPV in-
fection might lead to a latent co-existence of HPV with a host
over long periods of time. Immune suppression in humans
usually leads to activation of latent infection and to devel-
opment of various non-neoplastic or neoplastic lesions (for
review see for example 5). However, the extended time gap
between initial HPV infection and onset of cancer and a rel-
atively minor fraction of infection resulting in neoplasia sug-
gests that there are other factors that contribute to malig-
nant progression of the initial lesions. Interesting candidates
for such factors are sexually transmitted disease (STD) bac-
teria like Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, My-
coplasma hominis or Ureaplasma urealyticum, which are of-
ten associated with genital and mucosal HPV infection and
might therefore act in synergy with HPV to induce neopla-
sia®9. In this work, we analysed the incidence of HPV and
four latter bacterial STD pathogens in 529 cervical samples
and evaluated its association with normal, non-neoplastic
and neoplastic cervical cytology.

Patients and methods

In this study, we analysed cervical samples of 529 women
attending local gynaecology ambulances in the Presov area
of East Slovakia, between 2009 and 2012. Cervical samples
were collected with a Dacron swab. One part of the cervical
sample provided smears, which were subjected to cytological
investigation in the CytoLab, s. r. 0. laboratory in Presov. Each
cytological diagnosis was established according to the 2001
Bethesda system criteria® and investigated cervical samples
were classified into the three cytology groups: a.) normal cer-
vical cytology; b.) non-neoplastic cervical cytology (involves
inflammation, atrophy, reactive cellular changes associated
with inflammation) and c.) neoplastic cervical cytology (in-
volves atypical squamous cells of undetermined significance
(ASCUS), low-grade squamous intraepithelial lesions (LSIL)
and high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL)). An-
other part of the cervical material was subjected to isolation
of DNA and to genetic analyses in the SEMBID, s. r. o. lab-
oratory in Kosice. HPV DNA of carcinogenic risk HPV geno-
types [16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 and 59] was de-
tected using the AmpliSens HPV HCR screen-titre-FRT PCR kit
according to manufacturer instructions. The nested PCR pro-
tocols were used to detect the Neisseria gonorrhoeae® and
Chlamydia trachomatis® DNA, while the single PCR protocols
were used to detect the Mycoplasma hominis and Ureaplasma

urealyticum( DNA. Statistical analyses were performed us-
ing a chi-square test at www.socscistatistics.com. A P value
of <0,05 was deemed statistically significant.

Results

Age-dependent incidence of different cytology results
in 529 cervical samples

From the 529 cervical samples involved in this study we
detected normal cytology in 46 (9%) cases; non-neoplastic
cytology in 374 (71%) cases, while the neoplastic cytology
results were found in 109 (20%) of analysed specimens (Ta-
ble 1). The age-dependent incidence of patients within the in-
vestigated normal, non-neoplastic and neoplastic cytology is
presented in Table 1.

Detection of HPV and selected bacterial pathogens in
samples with normal, non-neoplastic and neoplastic
cytology

Next, we investigated the 529 cervical samples, described
above, for presence or absence of DNA from HPV and the
four bacterial STD-pathogens (bSTD) Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma hominis and Ureaplas-
ma urealyticum. The sample containing DNA from HPV and
at least the one bacterial pathogens, described above, was
depicted as HPV- and bSTD-positive, respectively, while the
sample containing both the HPV DNA and DNA from at least
one bacterial pathogen was depicted as HPV/bSTD-positive.
All other samples were described as negative. Table 1 pro-
vides a summary of this analysis.

When we compared the age-dependent incidence of the
investigated HPV and bSTD positive or negative cervical

Table 1. Incidence of HPV and four selected bacterial STD (bSTD)
pathogens in 529 cervical samples with different cytology

. . HPV/

Cervical samples with normal cytology

29y 5 9 2 6 22 48
30-39y 13 2 1 2 18 39
40-49y 5 1 0 0 6 13
250y 0 0 0 0 0 0
total 23 12 3 8 46 100
total (%) 50 26 7 17 100

=29y 47 28 19 14 108 29
30-39y 85 33 23 11 152 40
40-49y 55 10 13 7 85 23
250y 20 5 2 2 29 8
total 207 76 57 34 374 100
total (%) 56 20 15 9 100

=29y 16 20 4 18 58 53
30-39y 11 10 4 7 32 29
40-49y 7 4 2 1 14 13
250y 3 2 0 0 5 5
total 37 36 10 26 109 100
total (%) 34 33 9 24 100

The highest number of cervical samples within the particular ana-
lysed negative, HPV positive (HPV+), bSTD positive (bSTD+) and
HPV/bSTD positive (HPV/bSTD+) group are depicted in bold
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samples in the three different cytology groups, described
above, the majority of the normal cytology samples with
bSTD-, HPV- or HPV/bSTD- positivity were derived from
women younger as 29 years of age, in contrast to the nega-
tive samples, of which the majority were derived from wom-
en between 30-39 years of age (marked in bold in Table 1).
Similarly, the majority of patients with non-neoplastic cervi-
cal cytology and the HPV/bSTD-positivity were younger than
29 years of age, in contrast to the three other groups which
were mostly derived from women between 30-39 years of
age (marked in bold in Table 1). Finally, as described above,
the majority of patients with neoplastic cervical cytology with
or without HPV- and/or bSTD-positivity were younger than 29
years of age (marked in bold in Table 1).

Association between cytology and various other
parameters of investigated cervical samples

Table 2 presents the chi-squared test analysing the asso-
ciation between the cytology results and the age-, HPV- and
bSTD-profiles of the normal versus non-neoplastic cervical
cytology samples (the first panel from the left), the normal
versus neoplastic cervical cytology samples (the second
panel from the left) and the non-neoplastic versus neoplas-
tic cytology samples (the third panel from the left).

Discussion

In this work, we used the cervical cytology and genetics
(see Patients and methods) to analyse the age-dependent in-
cidence of HPV and four selected bacterial STD pathogens
(Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum and Neisseria gonorrhoeae) and to evaluate its
association with normal, non-neoplastic and neoplastic cy-
tology in a group of 529 cervical samples.

The non-neoplastic cervical cytology samples represent
the largest (71%), while the normal cervical cytology sam-
ples the smallest (9%) group of samples investigated in this
study. A low number of women in this study with a normal cy-
tology result probably indicates that women attending gynae-

cology ambulances for a preventive check-up are in the mi-
nority. In addition, no woman of 50 years or older was found
in the latter group (Table 1), indicating that older women are
probably almost absent in the gynaecologic prevention pro-
gram of cervical cancer. However, more data are needed to
better explore this speculation.

Curiously, HPV DNA was found in 43% of normal cervi-
cal samples but in only 29% of non-neoplastic cervical sam-
ples often associated with inflammation (see Patients and
methods). This somehow protective association between
a positive HPV status and a decreased risk for non-neo-
plastic cervical lesions might be of an artificial origin, due
to a low number of cervical samples with normal cytology
in this analysis. However, more analyses are needed to ex-
plore this option in more detail. On the other hand and as ex-
pected (despite a low number of cervical samples with nor-
mal cytology), neoplastic cervical samples had statistically
a significantly higher risk profile for HPV infection that other
cervical samples (Tables 1, 2; see for example 1,13 and ref-
erences therein). Moreover, a majority of HPV positive wom-
en with normal and neoplastic cytology were up to 29 years
of age (Table 1), which supports a previously documented
tendency of HPV to preferentially appear in younger patients
close to the age of sexual debut (9 and references therein).

At least one of four bacterial STD pathogens selected in
the present study, was found in 33%, 24% and 24% of wom-
en with neoplastic, normal and non-neoplastic cervical cytol-
ogy, respectively (Tables 1,2). However, the latter increase in
neoplastic versus normal/non-neoplastic samples was not
statistically significant (Table 2). The co-infection of HPV
and at least one of the four bacterial STD pathogens select-
ed in the present study, was found in 17% and 9% of women
with normal and non-neoplastic cervical cytology, respective-
ly, while a statistically significantly higher occurrence (24%)
was found in women with neoplastic cervical cytology (Ta-
bles 1,2). The reported higher co-incidence of HPV and bacte-
rial STD pathogens in neoplastic cervical samples here is ful-
ly in agreement with previous studies (see for example 8,9).

Table 2. Chi-square analysis of different parameters of cervical samples with normal (N) and non-neoplastic (NNE), N and neoplastic

(NE) and NNE and N cytology

cytology

Patient age

<29y 22(48) 108(29) 22(48) 58(53) 108(29) 58(53)

30-39y 18(39) 152(40) 18(39) 32(29) 152(40) 32(29)

40-49 y 6(13) 85(23) 0,027 6(13) 14(13) 0,451 85(23) 14(13) 0,003
HPV

positive 20(43) 110(29) 20(43) 62(57) 110(29) 62(57)

negative 26(57) 264(71) 0,039 26(57) 47(43) 0,047 264(71) 47(43) 0,00006
bSTD

positive 11(24) 91(24) 11(24) 36(33) 91(24) 36(33)

negative 35(76) 283(76) 1 35(76) 73(67) 0,158 283(76) 73(67) 0,158
bSTD**

ct 3(18) 17(17) 3(18) 6(15) 17(17) 6(15)

Mh 4(23) 17(17) 4(23) 6(15) 17(17) 6(15)

Uu 10(59) 64(65) 0,545 10(59) 26(67) 0,298 64(65) 26(67) 0,259
HPV+bSTD

positive 8(17) 34(9) 8(17) 26(24) 34(9) 26(24)

negative 38(83) 340(91) 0,092 38(83) 83(76) 0,220 340(91) 83(76) 0,004
*Data with p < 0,05 are shown in bold types

1/2018

14

newsla




Povodné prace

Finally, the Ureaplasma urealyticum was found to be
a most prevalent bacterium from four investigated bacterial
STD pathogens (Chlamydia trachomatis, Mycoplasma homi-
nis, Ureaplasma urealyticum and Neisseria gonorrhoeae; Ta-
ble 2), in line with the published literature (for review see 7).
On the other hand, in contrast to the previously document-
ed association between Chlamydia trachomatis and cervical
neoplasia®'+'”), we did not find any specific association be-
tween the individual investigated bacterial pathogen and the
sample cytology (Table 2). This was probably due to a small
number of samples in this study; but more analyses are
needed to explore it in more detail. However, in this respect
we note also some previous studies which did not observe
a direct causal association between Chlamydia trachomatis
and cervical neoplasia®', or suggested only an increasing
susceptibility to carcinogenic HPV infection among women
with a positive Chlamydia trachomatis status®.

Conclusion

Despite the study limitations, described above, we have
found here a good congruence with the published literature
on the incidence and association of HPV and HPV/bSTD
pathogens with cervical pathology (see Tables 1, 2 and text
above). This approach helps us to identify patients with higher

REFERENCES

1. Soto-De Leon S, Camargo M, Sanches R, et al. Distribution patterns
of infection with multiple types of human Papillomaviruses and their as-
sociation with risk factors. PLoS ONE 2011; 6(2): doi:10.1371/journal.
pone.0014705.

2. Solomon N, Nayar R. The Bethesda system for reporting cervical cy-
tology: definitions, criteria, and explanatory notes. Springer.

3. Harris M, Wang XG, Jiang Z, et al. Radioimmunotherapy of experimen-
tal head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) with E6-specific an-
tibody using a novel HPV-16 positive HNSCC cell line. Head Neck Oncol
2011; 3(1): doi: 10.1186/1758-3284-3-9.

4. Tungteakkhun SS, Duerksen-Hughes PJ. Cellular binding partners of
the human papillomavirus E6 protein. Arch Virol 2008; 153: 397-408.

5. Dunne EF, Markowitz LE. Genital human papillomavirus infection. Clin-
ic Infect Dis 2006; 43(5): 624-629.

6. Bachmann LH, Desmond RA, Stephens J, et al. Duration of persis-
tence of Gonococcal DNA detected by ligase chain reaction in men and
women following recommended therapy for uncomplicated gonorrhoea.
J Clin Microbiol 2002; 40(10): 3596-3601.

7. Volgmann T, Ohlinger R, Panzig B. Ureaplasma urealyticum-harmless
commensal or underestimated enemy of human reproduction? A review.
Arch Gynecol Obstet 2005; 273(3):133-139.

8. Finan RR, Musharrafieh U, AlImawi WY. Detection of Chlamydia tra-
chomatis and herpes simplex virus 1 and 2 in cervical samples in human
papilloma virus (HPV)-positive and HPV-negative women. Clin Microbiol
Infect 2006; 12(9): 927-930.

9. Safaeian M, Quint K, Schiffman M, et al. Chlamydia trachomatis and risk
of prevalent and incident cervical premalignancy in a population-based
cohort. J Natl Cancer Inst 2010; 102(23): 1794-1804.

10. Farrell DJ. Evaluation of Amplicolor Neisseria gonorrhoeae PCR us-
ing cppB nested PCR and 16S rRNA PCR. J Clin Microbiol 1999; 37(2):
386-390.

11. Mahony JB, Luinstra KE, Sellors JW, Chernesky MA. Comparison of
plasmid- and chromosome-based polymerase chain reaction assays for
detecting Chlamydia trachomatis nucleic acid. J Clin Microbiol 1993;
31(7): 1753-1758.

risk for cervical pathology (i.e. persistent carcinogenic HPV
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Prevalencia a citlivost na antibiotika Ureaplasma urealyticum
a Mycoplasma hominis izolovanych z genitalnych a mocovych
vzoriek vysetrenych v obdobi rokov 2014 — 2017 v KNsP Cadca

Jozef Ficik’, Jana Lis¢akova? 5
20ddelenie laboratérnej mediciny, usek klinickej mikrobioldgie a centralnej sterilizacie KNsP Cadca

Urogenitalne mykoplazmy a ureaplazmy, konkrétne Mycoplasma hominis (M. hominis) a Ureaplasma urealyticum
(U. urealyticum) su oportiinne bakterialne patogény vyvolavajlce urogenitalne infekcie u deti aj dospelych. V tej-
to praci bola vyhodnotena prevalencia a citlivost na antibiotika M. hominis a U. urealyticum izolovanych z geni-
talnych a mo&ovych vzoriek vySetrenych pocas 3 rokov, v obdobi rokov 2014 - 2017 v KNsP Cadca.

Z vysledkov vyplyva, ze zastulpenie tychto mikroorganizmov v patogenéze urogenitalnych infekcii je najcastej-
Sie vo fertilnom veku u Zien a u muzov vo vekovej kategorii nad 60 rokov. Z celkového stboru 4 736 vySetrenych
biologickych vzoriek bol zaznamenany vyskyt urogenitalnych mykoplaziem a ureaplaziem u 1 308 pacientov, ¢o
predstavuje 27,6 % (23,7 % u Zien a 3,9 % u muzov). Naj¢astejsie bola identifikovana U. urealyticum, 77,6 %, me-
nej M. hominis, iba na trovni 4,5 %. Pritomnost obidvoch mikroorganizmov sme dokazali pri 17,9 % vySetrenych
biologickych vzoriek. Pozitivhe nalezy urogenitalnych mykoplaziem a ureaplaziem boli testované na vybrané sku-
piny antimikrobialnych latok, ktoré maju v ich lieCbe terapeuticky vyznam. Su to antibiotika makrolidového a tet-
racyklinového radu, chinolény druhej a tretej generacie, zastipené boli aj linkozamidy (klindamycin) a strepto-
graminy (pristinamycin).

V testovanom stbore vzoriek zo spadovej oblasti KNsP Cadca mozno v terapii odporuéit v prvom rade antibioti-
ka tetracyklinového radu, napr. doxycyklin.

Klacové slova: citlivost na antibiotika, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis

Prevalence and antimicrobial susceptibility of Ureaplasma urealyticum and Mycoplasma hominis isolated from
genital and urinary samples examined in the period 2014-2017 in KNsP Cadca

Urogenital mycoplasmas and ureaplasmas, namely Mycoplasma hominis (M. hominis) and Ureaplasma urealyti-
cum (U. urealyticum) are opportunistic bacterial pathogens causing urogenital infections in children and adults.
The aim of this study was to evaluate the prevalence and antimicrobial susceptibility of M. hominis and U. urea-
Iyticum isolated from genital and urinary samples examined during the period 2014-2017 in KNsP Cadca.

The results show that the presence of these microorganisms in the pathogenesis of urogenital infections is most
common in fertile age in women and in men aged over 60 years. Of the total of 4736 investigated biological sam-
ples, the incidence of urogenital mycoplasmas and ureaplasmas was recorded in 1,308 patients, representing
27.6% (23.7% for women and 3.9% for males). Most commonly U. urealyticum was identified, 77.6%, less M. ho-
minis, only 4.5%. The presence of both microorganisms was demonstrated in 17.9% of the tested samples. All
urogenital mycoplasmas and ureaplasmas identified, have been tested to selected groups of antimicrobials that
have therapeutic significance in their treatment. They are macrolide and tetracycline antibiotics, second and third
generation quinolones, linkozamides (clindamycin) and streptogramins (pristinamycin).

Tetracycline antibiotics, for example doxycycline, may be recommended in therapy for the tested population from
the catchment area of KNsP Cadca.

Keywords: antimicrobial susceptibility, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis

Newslab, 2018; ro¢. 9 (1): 16 — 20

Uvod

Urogenitdlne mykoplazmy a ureaplazmy patria do triedy
Mollicutes, ktora je charakterizovana malou velkostou bak-
teridlnych buniek, chybajucou bunkovou stenou a extrémne
naro¢nymirastovymipoziadavkami,invitro®. U. urealyticum
a M. hominis su oportunne intracelularne patogény, ktoré
maju afinitu k epitelovym bunkam sliznic, su lokalizované
pericelularne, i ked mo6Zu penetrovat aj do vnutra buniek®.
Vyskytuju sa v urogenitalnom trakte pacientov trpiacich
priznakmi zahffajacimi infertilitu, orchitidu, epididymitidu,

prostatitidu alebo negonokokovi uretritidu®. Moz-
no ich vsak izolovat aj od asymptomatickych jedin-
cov®. Ciefom prace bolo stanovit prevalenciu a cit-
livost na antibiotikd M. hominis a U. urealyticum
izolované z genitalnych a mocovych vzoriek od pacien-
tov z nemocnic¢nych oddeleni a zo spadovych ambulan-
cii KNsP Cadca. Ochorenia mézu byt spdsobené aj iny-
mi druhmi urogenitdlnych mykoplaziem a ureaplaziem
(napr. Mycoplasma genitalium, Ureaplasma parvum), ktoré
vSak pouzité diagnostické supravy neidentifikuju.

16

1/2018
newsla




Povodné prace

Material a metédy

Do suboru boli zaradené endocervikalne, vaginalne a ure-
tralne vytery a moc. Biologické vzorky pochdadzali od pacien-
tov s priznakmi infekcie urogenitalneho traktu zo spadove;j
oblasti KNsP Cadca (okres Cadca a Kysucké Nové Mesto)
od 1. jula 2014 do 30. juna 2017 (3 roky). Z celkového poctu
4736 vySetrenych vzoriek bolo 3 661 od zien. Priemerny vek
bol 38,2 + 17,9 roka, (rozsah 0 — 90 rokov, 95 % Cl 18 — 75
rokov).

Na identifikaciu, semikvantifikaciu a stanovenie citlivos-
ti urogenitdlnych mykoplaziem a ureaplaziem na antimikro-
bidlne latky boli pouzité dve diagnostické supravy, s ktorymi
sme mali moznost pracovat v réznych ¢asovych obdobiach.
Pouzivali sme MYCOPLASMA TEST® (ALL.DIAG, Strasburg,
Francuzsko) od zaciatku sledovaného obdobia, t. j. od 1. ju-
la 2014 s prestavkami do 20. jula 2016 (spolu 1 rok a 7 me-
siacov). Mycoplasma IST 2 test (Biomérieux, Marcy I'Etoile,
Francuzsko) sme pouzivali v obdobiach od 18. septembra
2014 s prestavkami do konca sledovaného obdobia, t. j. 30.
juna 2017 (spolu 1 rok a 5 mesiacov). Podla vyrobcov oba
typy suprav vykazuju prakticky identicku senzitivitu (92,9 %)
a Specifickost (86,7 %). Pomocou obidvoch diagnostickych

sUprav bola v biologickych vzorkach dokazovana pritomnost

U. urealyticum a M. hominis, spolu s odhadovanou koncentra-
ciou jednotlivych mikroorganizmov [> 10'/> 10* colony-for-
ming units (CFU)/ml], pricom klinicky vyznam mézu mat obe
koncentracie, kedze z testovania nebol vyluceny nikto, a te-
da ani ti, ktori uz uzivali antibiotika (ATB). Ak v mechanizme
ATB nebola aktivita proti bunkovej stene, ale iny mechaniz-
mus, (napr. inhibicia syntézy bielkovin ¢i nukleovych kyse-
lin), takéto ATB mohli byt Gcinné aj v lieCbe este nediagnos-
tikovanych urogenitalnych mykoplaziem a ureaplaziem. To
mohlo mat za nasledok nizsiu zachytnost sledovanych mik-
roorganizmov. Dalej bola zistovana kvalitativna citlivost na
antimikrobialne latky. MYCOPLASMA TEST® umoznuje sta-
novovat citlivost na 10 antimikrobidlnych latok (ciprofloxa-
cin, josamycin, klindamycin, minocyklin, roxitromycin, erytro-
mycin, klaritromycin, levofloxacin, ofloxacin a tetracyklin).
V Mycoplasma IST 2 teste bola zistovana citlivost urogeni-
talnych mykoplaziem a ureaplaziem na 9 antimikrobialnych
latok (azitromycin, doxycyklin, josamycin, ofloxacin, tetracyk-
lin, ciprofloxacin, erytromycin, klaritromycin a pristinamycin).

Obidva testy boli hodnotené po inkubécii pri 37 °C v diz-
ke 48 hodin a druhykrat po 72 hodinach. Identifikacia uro-
genitalnych mykoplaziem a ureaplaziem je zalozend na ich
biochemickych a metabolickych vlastnostiach. V pripade
U. urealyticum dochadza k rozlozeniu urey uredzou za uvol-
nenia NHs%, M. hominis rozklada arginin pomocou arginazy,

Chicago, USA). Na porovnanie pripadov vyskytu kmenov citli-
vych na r6zne antimikrobialne latky alebo rezistentnych proti
nim bol pouzity Pearsonov chi-kvadratovy test dobrej zhody.
Za Statisticky vyznamnu bola povazovana hodnota pravde-
podobnosti p < 0,05.

Vysledky

VysSetrované biologické materialy

V rokoch 2014 — 2017 boli medzi vySetrované vzorky za-
radené: moc¢ (3 902 vzoriek), endocervikalne vytery (545 vzo-
riek), vaginalne vytery (214 vzoriek) a uretrélne vytery (75
vzoriek).

Pozitivne materialy boli v nasledovnom zastupeni: mo¢
(82,6 %), endocervikalne vytery (11,3 %), vaginalne vytery
(5,4 %) a uretralne vytery (0,7 %). Pévod odobraného biolo-
gického materialu a najcastejSie zastupené diagndzy su zhr-
nuté v tabulke 1.

Prevalencia U. urealyticum a M. hominis
v biologickych vzorkach z urogenitalneho traktu

Z celkového poctu 4 736 vySetrenych biologickych vzo-
riek (3661 od Zien a 1 075 od muzov) boli urogenitalne my-
koplazmy a ureaplazmy identifikované u 1308 pacientov
(27,6 %). V skupine pozitivnych pacientov bolo 1123 Zien
(85,9 %) a 185 muzov (14,1 %). U. urealyticum bola izolova-
na u 1015 pacientov (77,6 %) a M. hominis u 59 pacientov
(4,5 %). V 234 vzorkach sa zachytili obidva patogénny v ko-
infekcii (17,9 %). U pozitivnych Zien bola prevalencia urogeni-
talnych mykoplaziem a ureaplaziem nasledovna: U. urealyti-
cum 79,9 %, M. hominis 3,9 % a koinfekcia U. urealyticum/M.
hominis 16,2 %. U muzov bola celkova pozitivita 3,9 %. Pri-
tomnost U. urealyticum, M. hominis a U. urealyticum/M. ho-
minis zmieSanej infekcie bola 63,8 %, 8,1 %, 28,1 % v tomto
poradi (tabulka 2). U Zien ani u muZov sa nepreukdzal signi-
fikantny rozdiel v pritomnosti urogenitdlnych mykoplaziem
a ureaplaziem medzi jednotlivymi rokmi sledovaného obdo-
bia (p > 0,05). Pocas celého sledovaného obdobia 2014 -
2017 prevladala monoinfekcia U. urealyticum nad monoin-
fekciou M. hominis a zmieSanou infekciou U. urealyticum/M.
hominis (graf 1).

Tabulka 1. Pévod vzoriek biologického materialu a zastupené dia-
gnézy

Commmzr [ G [ Zap [ k|

priéom sa uvolni NHs, ¢o zvy$i v tekutom kultivaénom médiu Gynekologickd ambulancia | 433 (33,1 %) | 433 (38,6 %)
pH. Vysledok identifikacie sa posudzuje podla farebnej zme- Urologicka ambulancia 275(21%) | 175(15,6 %) | 100 (54 %)
ny pH indikatora. Interpretacia a stanovenie citlivosti na an- gg;/oglr]?’:;mbulancia Pre 1 256 (19,6 %) | 216 (19,2 %) | 40 (21,6 %)
timikrobialne latky sa zaklada na inhibicii uvedenej enzyma- peyen -
L L ; Y ) . Nefrologicka ambulancia 223 (17 %) | 207 (18,4%) | 16 (8,6 %)
tickej aktivity a vysledok sa podobne od¢ita podla farebne;j =
zmeny pH indikatora. Pre kazdud antimikrobidlnu latku s vy- Zastiipens diagnozy ___
meny pr in . ve . 1S VY Akutna cystitida (N.30) 405 (31%) | 322 (28,7 %) | 83 (44,9 %)
nimkou pristinamycinu sa pouzivaju dve jamky s rozdielnou - —
, . L. i , o . Subakutna a chronicka 148 (11,3 %) | 148 (132 %) _
koncentraciou antimikrobidlnej latky. Vysledok citlivosti sa vaginitida (N76.1) 3% 2%
odcital kvalitativne ako citlivy, intermediarne citlivy alebo re- Akdtna tubulointersticialna | - ©9% | 11109% | 6@2%)
zistentny podl'a odporaéani vyrobcov diagnostickych stprav.  nefritida (N10) o o -
Pre étatIStICké ana|)72y b0| pOUiIt)'/ étatlstlcky SOftVér SPSS ?‘Neaéggc):lflkovana’ CyStmda 116 (8,9 %) 102 (9'1 %) 14 (7,6 %)
22 pre Windows (Statistical Package for Social Sciences inc, :
1/2018
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Tabulka 2. Vyskyt urogenitdlnych mykoplaziem a ureaplaziem
u pozitivnych Zien a muzov

| Cekowo | Zeny | Muzi_|

Pocet pozitivnych vzoriek 1308 1123 (85,6 %) | 185 (14,1 %)
Pozitivita U. urealyticum | 1015 (77,6 %) | 897 (79,9 %) | 118 (63,8 %)
Pozitivita M. hominis 59 (4,5 %) 44 (39 %) 15 (8,1 %)
Pozitivita koinfekcii o o o
U. urealyticum/M. hominis 234(17.9%) | 182(162%) | 52(281%)

Graf 1. Vyskyt urogenitalnych mykoplaziem a ureaplaziem v jed-
notlivych obdobiach
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Vyskyt urogenitalnych mykoplaziem a ureaplaziem
v roznych vekovych skupinach

Celkova pozitivita urogenitalnych mykoplaziem vo veko-
vych kategériach 20 — 40 rokov bola relativne vyssia (46,8 %)
v porovnani s ostatnymi vekovymi skupinami. Najvyssia po-
zitivita u Zien bola detegovana vo vekovej skupine 20 — 29 ro-
kov pocas celého sledovaného obdobia (34,2 %). Takmer
40 % muzov s pozitivnymi urogenitalnymi mykoplazmami
a ureaplazmami v sledovanom obdobi bolo vo vekovej ka-
tegorii nad 60 rokov (37,3 %) (graf 2).

Zastupenie jednotlivych urogenitalnych mykoplaziem
a ureaplaziem podla vekovych kategérii znazornuje graf 3.
Monoinfekcia U. urealyticum bola najcastejSia u pacien-
tov (muzi + zeny) vo veku 20 - 29 rokov. Najviac zmiesa-
nych infekcii U. urealyticum/M. hominis bolo vo vekovej ka-
tegorii nad 60 rokov u oboch pohlavi (38,9 %). Monoinfekcia
M. hominis mala priblizne rovnomerny vyskyt vo vSetkych ve-
kovych kategoriach.

»In vitro“ citlivost urogenitalnych mykoplaziem
a ureaplaziem na antimikrobialne latky

Infekcie U. urealyticum vykazovali rezistenciu proti makro-
lidovym ATB na urovni 7,3 %, na tetracyklinové ATB (mino-
cyklin a doxycyklin) 3,5 %, okrem tetracyklinu (17,4 %). Re-
zistencia proti levofloxacinu bola 14,2 %, rezistencia proti
ofloxacinu 38,2 % a proti ciprofloxacinu 68,2 %. Rezisten-
cia M. hominis proti roxitromycinu, erytromycinu a klaritromy-
cinu bola 64,6 %. Rezistencia proti azitromycinu bola 77,8 %,

Graf 2. Celkovy vyskyt urogenitalnych mykoplaziem a ureaplaziem
v réznych vekovych kategériach u Zien a muZov
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Graf 3. Zastupenie jednotlivych urogenitalnych mykoplaziem
a ureaplaziem podla vekovych kategdrii
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proti josamycinu 32,2 %. Rezistencia proti tetracyklinu a mi-
nocyklinu bola 35,8 %, proti doxycyklinu 11,1 % a proti pri-
stinamycinu 22,2 %. Rezistencia proti chinolénom dosiahla
41,4 %, proti klindamycinu bola 41,5 %.

U pacientov s kombinovanou infekciou U. urealyticum/M.
hominis sme pri vySetreni zmieSanej kultiry zaznamenali
vysoku rezistenciu proti makrolidovym ATB a chinolénom,
na urovni 74,7 %, okrem azitromycinu (56,7 %). Rezisten-
cia proti tetracyklinovym ATB bola 67,2 %, okrem doxycykli-
nu (38,3 %). Pri kombinovanych infekciach U. urealyticum/M.
hominis bola rezistencia proti vac¢sine testovanych antimik-
robidlnych latok vyssia ako 60 %, ¢o naznacuje, Ze koinfekcie
U. urealyticum/M. hominis mozu byt tazsie lieCitelné ako sa-
motné infekcie, kedZe pri nich moze dojst k selekcii skrizenej
rezistencie na antimikrobidlne latky® (tabulka 3). Statisticky
rozdiel pri vSetkych antimikrobialnych latkach bol p < 0,001.

Diskusia

Do tejto prace boli zaradené biologické vzorky z endocer-
vixu, posSvy, mocCu a uretry muzov a zien vSetkych vekovych
skupin, pochédzajlce zo spadovej oblasti KNsP Cadca. Do-
kazovana bola pritomnost U. urealyticum a M. hominis pomo-
cou diagnostickych suprav pouzivanych v naSom laboratériu
v obdobi od 1. 7. 2014 do 30. 6. 2017, teda pocas 3 rokov.
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Tabulka 3. Rezistencia urogenitalnych mykoplaziem a ureaplaziem proti antimikrobidlnym latkam

T Ueatem | Mchomins | U.uralytcuny.hominis | Statisickyrozcil |
Antibiotikum N (%) N (%) N (%)

Ciprofloxacin 692 (68,2) 25 (42,4) 181 (77,4) p < 0,001
Ofloxacin 388 (382) 25 (42,4) 158 (67.5) p < 0,001
Levofloxacin 75 (14,2) 15 (38,5) 118 (68,2) p<0,001
Klindamycin 404 (74) 17 (41,5) 148 (85,1) p < 0,001
Erytromycin 97 (9,6) 39 (66,1) 190 (81,2) p < 0,001
Josamycin 45 (4,5) 19 (32,2) 157 (67,1) p < 0,001
Azitromycin 31 (6,6) 14 (77,8) 34 (56,7) p < 0,001
Klaritromycin 62 (6,1) 39 (66,1) 191 (82) p < 0,001
Roxitromycin 51 (9,6) 24 (61,5) 137 (79,2) p < 0,001
Tetracyklin 177 (17,4) 21 (35,6) 152 (67,9) p < 0,001
Minocyklin 21 (4) 14 (35,9) 115 (66,5) p < 0,001
Doxycyklin 14 3) 2 (11,1) 23 (38,3) p < 0,001
Pristinamycin 20 (4,2) 4 (22,2) 29 (50,9) p < 0,001

Zakladnou podstatou vykonanych vySetreni bola kultivacia
a identifikacia U. urealyticum a M. hominis, zalozena na prin-
cipe vyuzitia ich metabolickych a biochemickych vlastnosti.
Pri pozitivnej kultivacii bola stanovovana ich kvalitativna cit-
livost na antimikrobidalne latky. | ked su tieto mikroorganiz-
my Casto iba neskodné komenzaly, ktoré kolonizuju urogeni-
talny trakt muzov a Zien, ¢oraz viac sa ukazuje, ze mozu byt
zodpovedné za r6zne, najma chronické ochorenia spomina-
ného systému®.

Hoci v naSom subore bola najCastejSou diagnézou aso-
ciovanou s nalezom urogenitalnych mykoplaziem a ureapla-
ziem akutna cystitida (31 %), Studie inych autorov uvadzaju
skor asociaciu tychto mikroorganizmov s intersticialnou cys-
titidou®. Moznym vysvetlenim by mohlo byt, Ze spominana
akutna cystitida je len zaciatkom intersticidlnej cystitidy, kto-
ra sa moze pri neadekvatnej liecbe u tychto pacientov vyvinut.

Zaujimavy je vztah medzi mykoplazmovymi a ureaplaz-
movymi infekciami a vekom pacientov. Najvyssia prevalen-
cia urogenitalnych mykoplaziem a ureaplaziem bola zazna-
menana u zien vo veku 20 — 40 rokov a u muzov vo vekovej
kategérii nad 60 rokov. ZmieSané infekcie sa najcastejSie vy-
skytovali u oboch pohlavi vo veku nad 60 rokov. Predstavova-
liaz 48,6 %. Na pozitivitu urogenitalnych mykoplaziem a ure-
aplaziem vo vy§Som veku poukazuju aj Studie inych autorov
z celého sveta®. Je na uvahu, ¢i tu ide o nediagnostikova-
né infekcie, pripadne kolonizujuce infekcie, ktoré si pacienti
nesu z mladosti, alebo ide o novovzniknuté infekcie v teréne
chronickych zapalovych zmien urogenitalneho traktu, v su-
¢innosti s oslabenym imunitnym systémom®.

Urogenitalne mykoplazmy a ureaplazmy patria medzi bez-
nu floru, ktora sa vyskytuje na genitalnych slizniciach u zdra-
vych dospelych ludi ™. Ich vyskyt je vS§ak spéjany aj s patolo-
gickymi procesmi, ako je mimomaternicova gravidita, hlboky
panvovy zapal Ci predCasny porod(?. NajCastejSia forma
prenosu urogenitdlnych mykoplaziem je pohlavny styk, pre-
to je dolezité v pripade infekcie preliecit vSetkych sexualnych
partnerov. Mozny je tieZ prenos z matky na dieta pocas poro-
du a u pacientov po transplantacii organov(. Z tohto pohla-
du je dolezité monitorovat vyskyt urogenitalnych mykopla-
ziem a ureaplaziem v populdcii.

Pozitivne ndlezy urogenitalnych mykoplaziem sme testo-
vali na vybrané skupiny antimikrobialnych latok, ktoré maju
v ich liecbe terapeuticky vyznam. Su to ATB makrolidového
a tetracyklinového radu, z chemoterapeutik chinoldny druhej
a tretej generacie, zastuipené boli aj linkozamidy (klindamy-
cin) a streptograminy (pristinamycin).

Mykoplazmy a ureaplazmy nemaji bunkovu stenu, a te-
da su rezistentné proti beta-laktamovym ATB. Nie su citlivé
ani na sulfonamidy ¢i trimetoprim pre ich neschopnost syn-
tetizovat kyselinu listovd. M6zu byt rezistentné aj proti inym
antimikrobialnym latkam, napr. linkosamidom, makrolidom,
fluorochinolénom ¢&i tetracyklinom, ¢o suvisi s vyvojom roz-
nych mechanizmov rezistencie®. Mo6ze ist o zmenu cielo-
vych struktdr, ako aj eflux antimikrobidlnej latky, ¢o moze byt
vysledkom genetickej mutdcie alebo prenesenia novych gé-
nov na transpozoénoch. Napriklad chinolénova rezistencia
moze nastat mutéciou v ciefovom enzyme (DNA gyraza, to-
poizomeraza IV) a takisto alteraciou permeability bunkovej
membrany baktérie pre antimikrobialnu latku. Rezistencia M.
hominis na makrolidové ATB je vysledkom mutacie génov ri-
bozomalnych proteinov a taktiez antibiotického efluxu(?. Po-
dobné mechanizmy sa predpokladaju aj pri rezistencii uroge-
nitdlnych mykoplaziem a ureaplaziem proti tetracyklinom(2,

Nie je vzdy jednoduché rozlisit, ¢i urogenitalne mykoplaz-
my a ureaplazmy su vyvolavatelom akdtnej urogenitalnej in-
fekcie, alebo ide o kolonizaciu tymito mikroorganizmami. Pri
cielenej antimikrobidlnej terapii recidivujucich infekcii je vS§ak
délezité mysliet aj na tieto mikroorganizmy. Na zniZenie ri-
zika zlyhania empirickej lieCby sa odporuca regiondlne tes-
tovanie ,in vitro” citlivosti na antimikrobialne latky, pretoze
v antibiotickej rezistencii existuju geografické rozdiely. Pod-
la udajov SNARS (Slovak National Antimicrobial Resistan-
ce Surveillance System) bola v roku 2016 citlivost U. urea-
lyticum na pristinamycin, doxycyklin, tetracyklin a josamycin
viac ako 90 %. Rezistencia U. urealyticum proti ciprofloxaci-
nu dosiahla 47 %. Pri M. hominis bola citlivost viac ako 90 %
na pristinamycin, doxycyklin a tetracyklin. Rezistencia M. ho-
minis proti ciprofloxacinu bola 34 %(9.

V testovanom subore vzoriek zo spadovej oblasti KNsP
Cadca mozno v terapii odporugit v prvom rade doxycyklin,
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kedze pristinamycin, josamycin a minocyklin nie si na
Slovensku registrované. Pre nase kmene bola potvrdena
aj signifikantna rezistencia U. urealyticum proti ciprofloxa-
cinu a klindamycinu. Klindamycin je semisynteticky derivat
linkomycinu, proti ktorému je U. urealyticum prirodzene re-
zistentna. Vysoka rezistencia proti ciprofloxacinu sa da vy-
svetlit regionalnymi pomermi a lokalnymi zvyklostami pri
preskripcii antimikrobialnych latok. To isté sa d& povedat aj
o azitromycine a tetracyklinoch, proti ktorym sme zazna-
menali vy$Siu rezistenciu u M. hominis. Vysoka preskripcia
a Casté pouzivanie ciprofloxacinu pri urogenitalnych, respi-
racnych, ale aj inych infekciach moze viest k progresii rezis-
tencie proti tomuto chemoterapeutiku hlavne pri urogenital-
nych mykoplazmach a ureaplazmach(4.

Vyskyt urogenitalnych infekcii suvisi s vekom pacien-
tov a CastejSie su diagnostikované u Zzien vo fertilnom ve-
ku, kde sa mozu vyskytovat aj v koinfekcii s chlamydiovymi
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Monitoring EBV infekcie u detskych pacientov po transplantacii
krvotvornych buniek (TKB)

Katarina Kovacova', Daniela Huckova', lIvana Bodova?, Julia Horakova?
"Medirex, a. s., Bratislava )
2Klinika detskej hematolégie a onkoldgie LF UK a NUDCH, TJKD, Bratislava

Epsteinov-Barrovej virus (EBV) je ubikvitarne rozsireny y-herpes virus. Po infikovani imunokompetentnych je-
dincov zvacsa navodi celozivotni asymptomaticku infekciu, avSak u imunokompromitovanych pacientov moéze
sposobit vazne komplikacie. U prijemcov krvotvornych buniek po alogénnej transplantacii (alo-TKB) moze EBV
infekcia viest k vzniku posttransplanta¢ného lymfoproliferativneho ochorenia (PTLD). EBV-PTLD je Zivotohrozu-
juca komplikacia s vysokou mortalitou 80 — 90 % a incidenciou medzi 0,5 — 1,3 %. U 71 detskych pacientov po
alo-TKB transplantovanych na Klinike detskej hematolégie a onkolégie LF a UK, Transplanta¢nej jednotke kost-
nej drene v Bratislave v obdobi rokov 2013 az 2017 bola sledovana hladina EBV DNA v suvislosti s vyskytom EBV
infekcie, moznymi rizikovymi faktormi jej vzniku a rozvoja EBV-PTLD. Kvantitativna real-time PCR metéda bo-
la uskuto¢nena zo vzoriek nezrazenej krvi u vSetkych pacientov. Vysoka hladina EBV DNA v krvi bola pozorova-
na v 57 % pripadov z aktivne infikovanych prijemcov (52 %). Zhodny nepribuzensky darca a CMV reaktivacia bo-
li asociované s vysokou virusovou hladinou EBV DNA. U 2 pacientov sa rozvinulo EBV-PTLD ochorenie. KI'G¢om
vCasnej liecby PTLD je pravidelné sledovanie hladiny EBV DNA metédou kvantitativhej PCR v korelacii s riziko-
vymi faktormi a klinickymi priznakmi pacienta. Imunoterapeuticka intervencia zahfiia redukciu imunosupresie
a podavanie anti-CD20 monoklonalnej protilatky (rituximab), adoptivhu imunoterapiu s podavanim EBV-$pecific-
kych T-buniek alebo infuzie darcovskych lymfocytov.

Klticové slova: Epsteinov-Barrovej virus (EBV), posttransplanta¢né lymfoproliferativne ochorenie (PTLD), trans-
plantacia krvotvornych buniek (TKB), rituximab

Monitoring EBV infection in children patients after Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT)
Epstein-Barr Virus (EBV) is a ubiquitous y-herpesvirus. EBV usually established a lifelong asymptomatic infec-
tion in immunocompetent people. On the other hand, EBV can cause severe problems in immunocompromised
patients. In recipients of allogeneic hematopoietic stem cell transplant (allo-HSCT), EBV infection may progress
to the onset of a post-transplant lymphoproliferative disease (PTLD). EBV-PTLD is a life-threatening complication
with a high mortality rate of 80-90 % and incidence between 0.5 — 1.3 %. In 71 paediatric allogeneic allo-HSCT re-
cipients transplanted at Department of Paediatric Haematology and Oncology, Haematopoietic Stem Cell Trans-
plantation Unit, Comenius University Children’s Hospital, Bratislava between 2013 and 2017, there were inves-
tigated the impact of routine EBV DNA monitoring the incidence of EBV infection, the potential risk factors and
the development of EBV-PTLD. Quantitative real-time PCR assay was performed on all blood samples for all pa-
tients. High EBV DNAemia levels were observed in 57 % of the actively infected recipients (52 %). Matched-un-
related donor transplant and CMV reactivation were associated with the high viral load. Two patients developed
EBV PTLD. The key to the initiation of early treatment is regular EBV DNA PCR monitoring in correlation with clin-
ical symptoms and presence of risk factors. Immunotherapeutic intervention includes reduction of immunosup-
pression and administration of anti-CD20 monoclonal antibody (rituximab), adoptive immunotherapy with the
administration of EBV-specific T-cells or donor lymphocyte infusion (DLI).

Keywords: Epstein-Barr Virus, post-transplant lymphoproliferative disease (PTLD), Hematopoietic Stem Cell
Transplantation (HSCT), rituximab

Newslab, 2018; roc. 9 (1): 21 - 26

Uvod Ochorenie vyvolané infekciou EBV nie je preventabilné o¢-

Epsteinov-Barrovej virus (EBV) patri medzi ludské herpe-
tické virusy (l'udsky herpes virus 4, HHV-4). Clovek je jedi-
nym prirodzenym hostitelom. Ide o ubikvitarne rozsireny vi-

rus s vyskytom viac ako 90 % v dospelej populdcii. Zdrojom

nakazy je chory jedinec alebo bezpriznakovy nosic, ktory vy-
lu€uje virus slinami. Zaznamenal sa vS§ak aj prenos mater-

skym mliekom, krvou, transplantatmi a pohlavnym stykom®,

kovanim a nie su k dispozicii ani iné hromadné preventivne
opatrenia na zabranenie prenosu EBV. Primarna infekcia EBV
u deti vo vacsine pripadov prebieha asymptomaticky alebo
ju sprevadzaju nespecifické syndrémy. Vyvoj syndrému in-
fekénej mononukledzy je charakteristicky pre primoinfekciu
v adolescentnom veku, ked' st mladi dospeli infikovani EBV
prostrednictvom bozkavania (kissing disease). Inkubacny
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Cas trva obycajne 6-8 tyzdnov. Hlavnymi cielovymi bunka-
mi EBV su B-lymfocyty, ktoré su napadané po tom, o sa vi-
rus namnozi v epitelidlnych bunkach orofaryngu. Infikova-
né B-lymfocyty aktivuju imunitnd odpoved, sprostredkovanu
predovsetkym cytotoxickymi T-lymfocytmi a NK bunkami,
ktoré s schopné zlikvidovat vacsinu infikovanych buniek.
Napriek tomu malé ¢ast napadnutych B-lymfocytov preziva
a stdva sa rezervoarom dozivotnej perzistencie virusu v orga-
nizme. Tazkosti spojené s reaktivaciou EBV alebo s chronic-
kou perzistentnou infekciou su CastejSie pritomné u pacien-
tov s oslabenou imunitnou odpovedou. EBV infekcia sa ¢asto
dava do suvislosti s niektorymi druhmi lymfémov a neoplazii
(Burkittov lymfém endemicky, Hodgkinov lymfém asociova-
ny s AIDS, non-Hodgkinov lymfém mozgu asociovany s AIDS,
periférny T-bunkovy lymfém, extranodalny NK-/T-lymfém, nie-
ktoré typy karcinomu nosohltana, zazivacieho traktu a zried-
ka i karcindmu prsnika).

Posttransplantacné lymfoproliferativhe ochorenie
(PTLD)

Posttransplantacné lymfoproliferativne ochorenie (PTLD)
je heterogénna skupina ochoreni. Pri¢inou vzniku PTLD je
potlacenie imunitného systému a sucasne chronicka anti-
génna stimuldcia zo strany transplantatu. Svetova zdravot-
nicka organizacia na zaklade morfologickych, imunofenoty-
pickych, genetickych a klinickych vlastnosti definuje 4 hlavné
kategorie PTLD: 1. v¢asné (skoré) lézie, 2. polymorfna PTLD,
3. monomorfna PTLD a 4. klasicky Hodgkinov lymfém — ty-
pu PTLD. Priblizne 80 % PTLD vzniknutych po transplanta-
cii krvotvornych buniek (TKB) alebo solidnych organov (SOT)
ma spojitost s EBV. Pred rokom 2000 bola mortalita na PTLD
priblizne 85 %®@. V sicasnosti umiera priblizne jedna treti-
na z diagnostikovanych PTLD pacientov®. Infikované B-lym-
focyty nekontrolovatelne proliferuju a imunosuprimované
T-lymfocyty nie su schopné zvladnut infekciu. Ide o reakti-
vaciu virusu po transplantacii alebo o primarnu infekciu zis-
kanu od darcu. Priblizne 20 % PTLD je EBV-negativnych, ich
etioldgia nie je celkom objasnena. EBV-pozitivnhe PTLD vzni-
kaju skor, vacsinou 6 — 10 mesiacov po transplantacii, zatial
¢o EBV-negativne PTLD neskoér, 4-5 rokov po transplantacii®.
Priemerny vyskyt PTLD po alogénnej transplantacii krvotvor-
nych buniek sa pohybuje okolo 3 %. U detskych pacientov
je vo vSeobecnosti incidencia PTLD vysSia ako u dospelych,
pravdepodobne z dovodu vy$sej incidencie negativnheho EBV
sérostatusu®. U prijemcov po prijati Stepu sa pohybuje od
1,2 % v pripade zhodného pribuzenského darcu, do 2,8 % od
nezhodného pribuzenského darcu a od 4,0 % v pripade zhod-
ného nepribuzenského darcu, do 11,2 % v pripade nezhodné-
ho nepribuzenského darcu®. Frekvencia PTLD u prijemcov
solidnych orgdnov zavisi od typu transplantovaného orga-
nu. Najnizsie riziko je pri transplantacii oblicky (1-2 %), stred-
né riziko (2-3 %) sa uvadza pri transplantacii peCene a srdca
a najvyssie riziko vzniku PTLD maju prijemcovia srdce — pld-
ca (7 — 9 %) alebo pecen - ¢revo (7 — 11 %)®. Vacsina PTLD
u prijemcov organového transplantatu ma povod v B-lymfo-
cytoch prijemcu, zatial ¢o u prijemcov kmenovych krvotvor-
nych buniek ma PTLD pdvod vacsinou v darcovskych B-lym-
focytoch®™. Frekvenciu a zavaznost PTLD ovplyviuju rozne
rizikové faktory, medzi ktoré patria: detsky alebo vyssi vek
pacienta (deti do 5. roka Zivota, pacienti nad 50 rokov), EBV

sérostatus prijemcu a darcu, primarne imunodeficity (hlavne
Xviazané lymfoproliferativne ochorenie, Wiskottov-Aldrichov
syndrom, familidrna hemofagocytova lymfohistiocytéza), in
vivo alebo in vitro T-bunkova deplécia, redukovany pripravny
rezim s pouzitim anti-tymocytového globulinu (ATG) alebo
pouzitim alemtuzumabu (anti-CD52), nepribuzna/nezhodna
transplantdcia, pupoc¢nikova transplantdcia, choroba Stepu
proti hostitelovi GVHD (graft versus host disease), CMV in-
fekcia.

Diagnostika

V¢asna diagnéza EBV-PTLD je klG¢om adekvatneho te-
rapeutického zdsahu a ma dominantné postavenie vo vy-
bere liecebného postupu, pretoze EBV-PTLD mava rychly
a progresivny priebeh. V diagnostike EBV-PTLD okrem Kli-
nickych priznakov, ktoré mézu byt ¢asto nespecifické (ho-
rucka, lymfadenopatia, hepatosplenomegdlia, respiracné zly-
havanie, CNS symptomatoldgia, multiorganové zlyhavanie)
a orgadnového postihnutia, ma délezité postavenie sledova-
nie hladiny EBV DNA metdédou PCR. Tato metéda ma vyso-
ki senzitivitu, ale samotny vzostup hladiny EBV DNA nemu-
si byt vzdy Specificky pre rozvoj EBV-PTLD. Pri interpretacii
a hodnoteni vysledku EBV DNA néloze je potrebné zohladnit
aj vySetrovany material, v ktorom bola naloz EBV DNA stano-
vena — vysetrenie z plnej krvi, z plazmy, zo séra alebo z mo-
nonuklearnych buniek v periférnej krvi pacienta. Incidencia
EBV DNA-émie sa pohybuje medzi 0,1 — 63 % a zavisi od typu
transplantatu, senzitivity metddy, definovanej hladiny DNA-
émie a natasovaniu monitorovania EBV DNA.

Podla odportcani z ECIL-6 (European Conference on In-
fection in Leukemia-6) je potrebné tyzdenné monitorovanie
hladiny EBV DNA minimalne 4 mesiace po transplantacii®.
Cut-off hladiny EBV DNA pre riziko vzniku PTLD nie si de-
finované. V literatire sa uvadzaju nasledujice hodnoty na
podanie preemptivnej terapie: viac ako 50 000 EBV kopii/ml
séra®, viac ako 10 000 képii/pg PBMC(9, 1 000 koépii/ml"
alebo viac ako 300 képii/105 PMNC(2,

Samotna pritomnost EBV DNA v krvi pacienta nemusi zna-
menat EBV asociované PTLD ochorenie. Na definitivne po-
tvrdenie je nevyhnutny histologicky dékaz z patologického
loziska postihnutého orgdnu. Odporu¢anou metédou, ktora
ma velku senzitivitu a $pecifickost je detekcia RNA kddova-
nej EBV pomocou in situ hybridizacie (EBER-ISH) so znace-
nymi fluorescenénymi sondami. Metdda imunohistochemic-
kého dbkazu virusovych proteinov ma dobru $pecifickost, ale
nizsiu senzitivitu, virusové proteiny su variabilne exprimova-
né v PTLD biopsiach. Detekcia EBV DNA metédou PCR v pa-
tologickych loziskach ma vysoku senzitivitu, ale nizku pre-
diktivnu hodnotu.

Terapia

V&asna a adekvatna liecba EBV-PTLD u imunodeficient-
nych pacientov vychadza z aktualnych vysledkov sledova-
nej nadloze EBV DNA metddou kvantitativnej PCR v korela-
cii s rizikovymi faktormi a klinickymi priznakmi. U rizikovych
pacientov sa odporuca profylakticka antivirusova liecba
(acyklovir, gancyklovir) s pravidelnym podavanim sérovych
imunoglobulinov, ktora vsak pri rozvinutom PTLD uZz nema
terapeuticky vyznam. Preemptivna liecba, ako aj samotna
lieCba EBV-PTLD, zahffia imunoterapeutickd intervenciu, pri
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ktorej v prvom kroku sa odportca redukcia imunosupresie
v pripade, ak pacient nema zavaznu GVHD. ZniZenie alebo
vysadenie imunosupresie vedie k urychlenej regeneracii imu-
nitného systému. Ak sa znizenim imunosupresie u pacien-
ta navodi aspon parcidlna Uprava imunitného systému, mo-
Ze byt Uspesna aj eradikacia EBV infikovanych B-lymfocytov.
Nasledne v druhom kroku v zavislosti od klinického Stadia
sa zacina podavanie anti-CD20 monoklonalnej protilatky (ri-
tuximab) v monoterapii, pripadne v kombinéacii s chemote-
rapiou, v davke 375 mg/m?, raz do tyzdna do negativity EBV
DNA. ZvycCajne su potrebné 1 — 4 davky rituximabu. Terapeu-
ticka odpoved samotného rituximabu sa udava 90 % pri pre-
emptivnej liecbe, 65 % pri samotnej liecbe PTLD a v kombina-
cii s redukciou imunosupresie dosahuje vySe 80 %. Rituximab
by sa mal pouzit v preemptivnej terapii PTLD len vtedy, ak
sa predpoklada rychly a agresivny priebeh PTLD, pretoze po-
davanie rituximabu u pacientov este viac prehibi imunodefi-
cienciu. Antivirotika, ktoré sa pouzivaju pri liecbe inych her-
petickych virusov (napr. acyklovir, gancyklovir) maji na EBV
obmedzeny ucinok, kedze pésobia len pri replikacii DNA vi-
rusu. Proliferujuce bunky v PTLD lézii su predominantne la-
tentne infikované, preto je liecba PTLD neefektivna. Pre ri-
zikovych pacientov sa antivirotika pouzivaju v profylaxii.
V terapii sa vyuziva aj inflizia donorskych lymfocytov (DLI),
ktora u séropozitivnych darcov obsahuje aj EBV-Specifické
T-bunky. Velkou nevyhodou DLI je zvy$ené riziko vzniku taz-
kej az fatalnej GVHD. Terapia pomocou poddvania EBV-Spe-
cifickych T-buniek je vysokoefektivna, viac ako v 90 % v pri-
pade preemptivnej liecby a priblizne v 75 % pri liecbe PTLD.
Na rozdiel od DLI nema zdvaznejsie komplikacie. Jej nevyho-
dou je staZzena dostupnost v mnohych transplantacnych cen-
trdch. Radioterapia sa pouziva vynimocne, vyuzitie ma len
pri kontrolovanej lokdlnej l1ézii PTLD. Jednoznacnou indika-
ciou na zacCatie chemoterapie je progresia PTLD u pacientov,
ktori neodpovedali na imunoterapeuticku intervenciu a lie¢-
bu rituximabom. Chemoterapia musi byt dékladne zvazena
pre jej toxicitu, zvysené riziko infekénych komplikacii a riziko
potlaCenia alogénneho Stepu. Z novsich terapeutickych po-
stupov sa skusa podavanie monoklonalnych protilatok an-
ti-CD19, anti-CD21, anti-CD24, anti-CD30.

Material a metédy

Metéda

Vzorky boli vySetrované v tyzdennych intervaloch pocas
prvych asi 100 dni po transplantdcii, neskor s nizSou frekven-
ciou a v zavislosti od klinického stavu pacienta. Monitorova-
nie EBV infekcie sa uskutocnilo zo vzorky pInej krvi (komer¢-
na odberova skimavka s EDTA). DNA bola izolovana z 200
pl krvi s pouzitim komercnej izolaénej supravy MagNA Pure
LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (ROCHE, Nemecko) a s vy-
uzitim pristroja MagNA Pure LC 2.0 (ROCHE, Nemecko). Na-
sledne sa uskutoc¢nila amplifikacia, detekcia a kvantifikacia
EBV DNA pomocou real-time PCR s pouzitim diagnostickej
supravy Epstein-Barr Virus (EBV) PCR Kit (GeneProof, Ceska
republika) na analyzétore Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Re-
search, Australia). Detekcia EBV je zaloZena na principe am-
plifikacie Specifickej sekvencie DNA génu kédujiceho nuk-
ledrny antigén 1 (EBNA 1) a merania narastu koncentracie
amplifikaéného produktu v priebehu PCR pomocou fluores-

cencne znacenych sond. Hladina EBV DNA bola vyjadrena
v képiach/ml krvi. Pacienti boli rozdeleni na zéklade hodno-
ty EBV DNA do nasledujucich rizikovych skupin: nizke riziko
s negativnym nalezom EBV DNA a hladinou EBV DNA niz-
Sou ako 10000 kopii/ml, stredné riziko s hladinou 10 000 -
100 000 kopii/ml a vysoké riziko pre hladinu EBV DNA vys-
Siu ako 100 000 kopii/ml. Okrem stanovenia EBV DNA boli
pacienti monitorovani pre CMV infekciu.

Statisticka analyza

Boli porovnavané vysledky stanovenia EBV DNA s vysky-
tom rizikovych faktorov u pacientov. Udaje boli analyzované
pomocou Statistického softvéru OpenEpi, verzia 3.01 (http://
www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm) a chi-kvadrat test
bol pouzity na vyhodnotenie Statistickych rozdielov. P hod-
nota mensia ako 0,05 bola povazovana za indikator Statis-
tickej vyznamnosti.

Subor pacientov

V obdobi od roku 2013 az po oktéber 2017 bolo u 93 det-
skych pacientov (59 chlapcov a 34 dievcat) uskutocnena
transplantacia krvotvornych buniek na Transplantacnej jed-
notke kostnej drene na Klinike detskej hematolégie a onko-
I6gie LF a UK v Bratislave. Priemerny vek pacientov v ¢ase
transplantéacie bol 8 rokov (v rozsahu od 0 az 20 rokov) s me-
didnom 7 rokov. Z celkového poctu 93 pacientov (100 trans-
plantacii) bola u 22 (22 %) pacientov uskutocnena autolégna
transplantacia u 71 (78 %) pacientov alogénna transplanta-
cia. Sedem pacientov podstupilo alogénnu transplantdciu
krvotvornych buniek dvakrét (3 chlapci a 4 dievéatd). EBV
sérostatus pacientov po autolognej transplantacii bol nasle-
dujuci: 8 EBV séronegativny, 12 séropozitivny, u 2 nebol idaj
dostupny. EBV sérostatus prijemca/darca (R/D = recipient/
donor) v ¢ase alogénnej transplantéacie bol u 71 pacientov
nasledujlci: R+/D+u 42 (59 %) pacientov, R+/D-u 5 (7 %) pa-
cientov, R—/D— u 3 (4 %) pacientov, R—/D+ u 6 (9 %) pacien-
tov. EBV sérostatus darcu nebol dostupny v 15 (21 %) pripa-
doch, z nich 13 (18 %) R+/D? a 2 (3 %) R-/D. Najcastejsimi
diagnézami pacientov po alogénnej transplantacii boli lymfa-
ticka leukémia 26 (37 %) a myeloicka leukémia 14 (20 %).
Prehl'ad diagnéz udava tabulka 1.

U pacientov po alogénnej transplantacii bol v 17 (24 %)
pripadoch zhodny v HLA pribuzensky darca (darca — suro-
denec, len v jednom pripade matka) a v 54 (76 %) pripadoch
zhodny v HLA nepribuzensky darca. Zdrojom krvotvornych
buniek bola v 45 (63 %) pripadoch kostna dren, 26 (37 %)
periférne bunky. Pripravny rezim s redukovanou intenzitou
(RIC = reduced-intensity conditioning) malo 19 (27 %) pacien-
tov a myeloablativny pripravny rezim (MAC = myeloablative

Tabulka 1. Zastupenie diagnéz u 71 pacientov po alogénnej TKB
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¢. dg. nazov diagnézy pocet
C91 Lymfatickd leukémia 26
Cc92 Myeloicka leukémia 14
D61 Iné aplastické anémie 8
D81 Kombinovana imunitna nedostato¢nost 7
D46 Myelodysplastické syndromy 6
C93 Monocytova leukémia 2
Ostatné 8
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conditioning) malo 51 (73 %) pacientov. U pacientov, ktori
podstupili dve transplantacie, 6 z nich malo myeloablativny
pripravny rezim a 1 pacient redukovany pripravny rezim.

Vysledky

Pocas obdobia roku 2013 az po oktéber 2017 bola reali-
zovana transplantacia krvotvornych buniek u 93 pacientov,
z toho 22 (24 %) podstupilo autolégnu a 71 (76 %) alogénnu
transplantaciu. V skupine pacientov po autoldgnej transplan-
tacii bolo vySetrenych 116 vzoriek, s priemerom 5 vySetreni
na pacienta. U ziadneho pacienta z tejto skupiny nenastala
EBV primoinfekcia ani EBV reaktivacia v sledovanom obdobi.
V skupine pacientov po alogénnej transplantacii bolo usku-
to¢nenych 1710 vySetreni, s priemerom 24 vySetreni na pa-
cienta. U 34 (48 %) pacientov nenastala EBV primoinfekcia
ani EBV reaktivacia. EBV DNA pozitivita bola zaznamenana
u 37 (52 %) pacientov. U 16 (23 %) pacientov bola hladina
EBV DNA menej ako 10 000 képii/ml s medianom 1 800 ké-
pii/ml (rozsah: 360 — 8 100 képii/ml). Hladinu EBV DNA v roz-
medzi 10 000 az 100 000 képii/ml malo 11 (15 %) pacientov
s medianom 23 400 képii/ml (rozsah: 12 000 - 85 000 kopii/
ml). V pripade 10 (14 %) pacientov dosiahla hladina EBY DNA
hodnotu vyssiu ako 100 000 kopii/ml s medidnom 292 000
képii/ml (rozsah: 107 000 - 6 000 000 kopii/ml) (graf 1).

Reaktivacia EBV nastala v rozmedzi 14 az 355 dni po trans-
plantacii s medianom 41 dni po transplantacii. U pacientoy,

Graf 1. Kvantitativne stanovenie EBV DNA u pacientov po alogé-
nnej TKB
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Graf 2. Nastup EBV reaktivdcie po TKB
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u ktorych hladina EBV DNA nepresiahla 10 000 képii/ml, bol
median ¢asu reaktivacie 57 dni (rozsah: D+21 az D+355),
u pacientov s hladinou EBV 10 000 az 100 000 képii/ml bol
median 34 dni (rozsah: D+18 az D+254) a u pacientov s hla-
dinou viac ako 100 000 képii/ml bol median 31 dni (rozsah:
D+14 az D+110) (graf 2).

Dizka trvania EBV virémie sa pohybovala v rozmedzi 1 az
210 dni s medidnom trvania 25 dni. U pacientov, u ktorych
hladina EBV DNA nepresiahla 10 000 kopii/ml, bol median
dizky trvania virémie 11 dni (rozsah: 1 az 210 dni), u pacien-
tov s hladinou EBV 10 000 az 100 000 kopii/ml bol median
55 dni (rozsah: 14 az 189 dni) a u pacientov s hladinou
viac ako 100 000 képii/ml bol medién 28 dni (rozsah: 17 az
57 dni) (graf 3).

Pre hodnotenie suvislosti charakteristik pacienta a riziko-
vych faktorov s rizikom reaktivacie EBV DNA boli pacienti
rozdeleni do skupiny s hladinou EBV DNA menej ako 10 000
kopii/ml, resp. viac ako 10 000 képii/ml. ZvySené riziko reak-
tivacie EBV sa nepotvrdilo v stvislosti s pohlavim (P = 0,249),
s diagnézou (P = 0,801), s povodom stepu (P = 0,480), s EBV
sérostatusom prijemca/darca (P = 0,215) a s typom priprav-
ného rezimu (P = 0,1486). Naopak chi-kvadrat test ukazal vy-
znamnu asociaciu medzi hladinou EBV DNA viac ako 10 000
képii/ml a typom darcu (P = 0,014) a vyskytom CMV reakti-
véacie (P = 0,005).

Diskusia

EBV-PTLD je vzacna, ale ¢asto fatalna komplikacia po
alogénnej transplantacii krvotvornych buniek. Rychla diag-
nostika je nutna pre zacatie terapie s cielom zabranit vzni-
ku samotného ochorenia. Sucasné lieCebné stratégie, ako
podavanie anti-CD20 monoklonalnej protilatky (rituximab)
a EBV-$pecifickych cytotoxickych T-lymfocytov, signifikant-
ne znizuju riziko smrti po rozvoji EBV PTLD ochorenia. V ob-
dobi od roku 2013 do oktdébra 2017 na Transplantacnej
jednotke kostnej drene na Klinike detskej hematolégie a on-
kolégie LF a UK v Bratislave bolo transplantovanych 93 det-
skych pacientov. Autoldégna transplantacia sa uskutocnila

Graf 3. Dizka EBV virémie po TKB v mesiacoch
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u 22 pacientov a alogénna transplantacia u 71 pacientov.
Monitoring EBV infekcie bol realizovany u vsetkych pacien-
tov pomocou kvantitativnej real-time PCR. Ako materidl na
vySetrenie bola pouzitd nezrazena krv s EDTA. U 34 (48 %)
pacientov po autolégnej transplantdcii nenastala EBV primo-
infekcia ani EBV reaktivacia. Ako uvadzaju aj iné studie('4'
incidencia EBV DNA v krvi je po alogénnej transplantacii vy-
sokd, v sledovanom subore bola 52 %. Podla odporucani
z ECIL-6 (European Conference on Infection in Leukemia-6)
je potrebné tyzdenné monitorovanie hladiny EBV DNA mini-
malne 4 mesiace po transplantacii®. V sledovanom subo-
re k reaktivacii EBV dochddzalo najCastejsie v prvych dvoch
mesiacoch (70 %) po transplantécii. Median ¢asu pre rozvoj
EBV PTLD po TKB sa udava 2 az 4 mesiace. Rozvoj PTLD ne-
skér ako po 12 mesiacoch po TKB sa opisuje len v 4 % pri-
padov. Pripady PTLD vyskytujuce sa viac ako po 5 rokoch od
TKB su extrémne vzacne®. V nasom subore sa vyskytli 2 pri-
pady pacientov s EBV PTLD ochorenim, u oboch so zaciat-
kom v druhom mesiaci po TKB. V literature sa uvadzaju rozne
hladiny EBV DNA pre podanie preemptivnej terapie od 1 000
kopii/ml az 50 000 képii/mlI©101112_ Vzhladom na to boli pa-
cienti v sledovanom subore rozdeleni do 3 rizikovych skupin.
Hladina EBV DNA nizsia ako 10 000 képii/ml predstavovala
nizke riziko rozvoja PTLD, hladina 10 000 az 100 000 kopii/
ml stredné riziko a hladina vyssia ako 100 000 kdpii/ml vy-
soké riziko. U vSetkych 16 pacientov, u ktorych hladina EBV
DNA nepresiahla 10 000 képii/ml, samovolne poklesla do ne-
gativity. Pacienti nemali Ziadne klinické priznaky EBV infek-
cie a nebola im podavana terapia. V skupine 11 pacientov
s hladinou EBV DNA medzi 10 000 — 100 000 képii/ml, 10
pacienti nevykazovali Ziadne symptémy EBV infekcie a ne-
bola im podana terapia. Hladina EBV DNA u nich postupne
klesla do negativity. Len v jednom pripade bola pacientovi
podana preemptivne terapia pri hladine 62 000 képii/ml EBV
DNA v 3 davkach rituximabu (D+56, D+63, D+71). Na 75. den
od transplantdcie nastala negativita EBV DNA. U 10 pacien-
tov s hladinou vysSou ako 100 000 képii/ml sa prejavovali
znamky EBV infekcie, dvom z nich nebola podana terapia ri-
tuximabom, 6 pacientom bola preemptivne podana terapia.
Dvaja pacienti, u ktorych bolo histologicky potvrdené EBV-
PTLD ochorenie, podstupili cielenu terapiu. Prvym z nich bol
StvorroCny chlapec po alogénnej nepribuzenskej transplan-
tacii kostnej drene s lymfatickou leukémiou, s EBV sérosta-
tusom R+/D?, so zhodou v HLA systéme 9/10, s MAC rezi-
mom. Posttransplantac¢nou komplikaciou bola akdtna GVHD

Graf 4. Monitoring EBV DNA u Stvorro¢ného pacienta s EBV-PTLD

(D+26). Pozitivny nalez EBV DNA bol prvykrat zaznamenany
na 30 den po TKB. Od D+41 nastalo zvac¢senie lymfatickych
uzlin, febrility a hepatosplenomegalia. V D+43 bola zazna-
menand maximalna hladina EBV DNA (6 000 000 képii/ml),
¢o viedlo k podozreniu na lymfoproliferativhe ochorenie aso-
ciované s EBV. Bola podana prva davka rituximabu. Na D+45
sa vykonala exstirpdcia lymfatickej uzliny a histologicky na-
lez potvrdil difazny velkobunkovy B-lymfém. Na D+50 pri hla-
dine EBV DNA 745 000 képii/ml bola podana uz cielene dru-
ha davka rituximabu, na D+58 tretia a na D+64 Stvrta davka
rituximabu, ndsledkom ¢oho poklesla hladina EBV DNA az
do negativity. Na D+90 nastali d'alSie komplikacie ako respi-
racna insuficiencia, trombocytopénia, hepatosplenomegalia
a pacient bol so zhorsenym klinickym stavom prelozeny na
ARO. Na D+95 pacient v dosledku multiorganového zlyhania
exitoval. Na grafe 4 je zndzornend hladina EBV DNA v zavis-
losti odo dna po TKB.

Druhym pacientom bol osemnastrocny chlapec po alo-
génnej nepribuzenskej transplantdacii periférnych buniek
s myeolickou leukémiou, s EBV sérostatusom R—/D+, v zho-
de v HLA systéme 10/10, s MAC rezimom. Posttransplantac-
nou komplikaciou bola CMV a EBV reaktivacia. 32 dni po TKB
bol pacient EBV DNA negativny. Od D+41 nastalo zvacsenie
lymfatickych uzlin a febrility. V D+41 bola prvykrat zazname-
nana pritomnost EBV DNA v krvi a zaroven bola aj maximalna
(336 000 kopii/ml). Bola podana prva davka rituximabu. Na
D+47 bolo histologicky potvrdené EBV PTLD. Na D+48 pri hla-
dine EBV DNA 317 500 képii/ml bola podana cielene druha
davka rituximabu, na D+55 tretia a na D+63 Stvrta davka. Hla-
dina EBV DNA poklesla v D+74 az do negativity. Na grafe 5
je znazornena hladina EBV DNA v zavislosti odo dia po TKB.

Pravdepodobnostreaktivacie EBV apripadnerozvoja PTLD
mozu zvySovat niektoré charakteristiky pacienta a rizikové
faktory, medzi ktoré patria: detsky alebo vyssi vek pacien-
ta, EBV sérostatus prijemcu a darcu, primarne imunodefici-
ty, in vivo alebo in vitro T-bunkova deplécia, redukovany pri-
pravny rezim s pouzitim anti-tymocytového globulinu (ATG)
alebo pouzitim alemtuzumabu (anti-CD52), nepribuzna/ne-
zhodna transplantacia, pupocnikova transplantdcia, ochore-
nie GVHD, CMV infekcia. U prijemcov Stepu po nepribuzen-
skej transplantacii je incidencia EBV-PTLD 2,6 — 3,3 % pre
myeloablativny pripravny rezim (MAC) a 7 — 12,9 % pre pri-
pravny rezim s redukovanou intenzitou (RIC). Obaja pacienti,
u ktorych sa rozvinulo EBV-PTLD, podstupili myeloablativny
pripravny rezim. V zhode s predchadzajlcou stadiou® sme

Graf 5. Monitoring EBV DNA u osemndstro¢ného pacienta s EBV-
PTLD
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potvrdili, ze zvySené riziko reaktivacie EBV DNA je aj u prijem-
cov po TKB od nepribuzenského darcu. ZvySenu hladinu EBV
DNA nad 10 000 képii/ml malo 20 (37 %) z 54 pacientov po
nepribuzenskej transplantacii a len 1 (6 %) pacient zo 17 po
pribuzenskej transplantacii krvotvornych buniek, co méze su-
visiet s pouzitim anti-tymocytového globulinu (ATG), ktory je
asociovany s rizikom vzniku EBV infekcie aj s rizikom rozvo-
ja PTLD®@'718) Preukéazala sa vyznamna asociacia medzi hla-
dinou EBV DNA vysSou ako 10 000 kopii/ml a vyskytom CMV
reaktivacie. V skupine pacientov, v ktorej nastala CMV reakti-
vdcia, bola EBV DNA viac ako 10 000 kopii/ml dokazanav 10
z 18 (56 %) pripadov, zatial ¢o v skupine pacientov bez CMV
reaktivacie sa zvysena hladina EBV DNA objavilav 11 (21 %)
z 53 pripadov. ZvySené riziko reaktivacie EBV sa nepotvrdi-
lo v suvislosti s pohlavim, diagnézou, povodom Stepu, s EBV
sérostatusom prijemca/darca a s typom pripravného rezimu
pred transplantdaciou.
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Povodné prace

Prinos IC spektroskopie do analyzy moéovych konkrementov
v Medirexe, a. s.

Katarina Schenkova, Iveta Gaborikova
Medirex, a. s., Bratislava

Infraéervena (IC) spektroskopia umoziiuje relativne presnu a spolahlivi analyzu chemického zloZzenia mo&ové-
ho konkrementu, ¢o je nevyhnutny predpoklad pre spravnu konzervativnu liecbu a prevenciu recidiv. V roku 2016
sme touto metdédou analyzovali v Medirexe, a. s., 812 konkrementov. V nasom subore sme zaznamenali vyraznu
prevahu muzov oproti Zenam (2,3 : 1). Urolitiaza postihuje hlavne vekovu kategériu 30- az 69-ro¢nych, s vrcho-
lom vo veku 60 — 69 rokov. Najc¢astejSimi nalezmi v naSom subore bol whewellit v 28 % pripadov, dvojzlozkovy
whewellit — weddellit v 23 %, trojzlozkovy whewellit — weddellit — apatit v 14 % a jednozlozkovy uricit v 13 %. Iné
typy mocovych konkrementov sa vyskytli vyrazne zriedkavejSie. Zavedenie metodiky IC spektroskopie vyrazne
spresnilo analyzu mocovych konkrementov.

Klacové slova: urolitidza, moc¢ovy konkrement, IC spektroskopia

The benefit of IR spectroscopy for urine stone analysis in Medirex, a. s.

Infrared spectroscopy allows relatively accurate and reliable analysis of the chemical composition of urinary
stones, which is crucial for correct conservative treatment and prevention of recurrence of urinary stones. In
2016 we analyzed 812 stones in Medirex, a. s. There was a strong man dominance over women in our group of
patients (2.3:1). Urolithiasis mainly affects the age group 30 — 69-years, with a peak of 60 — 69 years. The most
frequent findings in our group of patients were whewellite in 28% of cases, whewellite — weddellite in 23%, whew-
ellite — weddellite — calcium phosphate in 14% and uricit in 13%. Other types of urinary stones occurred signifi-
cantly more rarely. The establishment of the IR spectroscopy method significantly improved the analysis of uri-

nary stones.
Keywords: urolithiasis, urinary stone, IR spectroscopy

newslab, 2018; ro¢. 9 (1): 27 - 30

Uvod

Urolitiaza je ¢asté ochorenie vyskytujice sa v priemyselne
vyspelych krajinach, a to vo vSetkych vekovych kategériach,
pricom relativne vysoké percento pacientov ma sklon k reci-
divam. Tvorba mocového kamena je vysledkom viacstuprio-
vého procesu, v ktorom je rovnovaha medzi faktormi umoz-
nujucimi krystalizaciu soli mocu a faktormi, ktoré ju inhibujq,
naru$ena.

Urolitiaza vznikd ako ndsledok metabolickej poruchy, in-
fekcie mocCovych ciest alebo ako ndsledok morfologickych
a funkénych zmien uropoetického systému. Konzervativna
lieCba rovnako ako prevencia recidiv spociva v Uprave meta-
bolickych poruch, ktoré mohli vznik mocového konkrementu
spbsobit alebo podporit. Preto sa velky déraz v terapii a pre-
vencii recidiv urolitidzy kladie na presné urcenie chemického
zloZenia mocového konkrementu®.

Mokra cesta analyzy, ktora je zaloZzena na chemickom dé-
kaze jednotlivych funkénych skupin a iénov pritomnych v mo-
¢ovom kameni, poskytuje vela falosne pozitivnych aj falos-
ne negativnych vysledkov. Vykazuje vysoku nespolahlivost,
preto ju Eurépska asociacia pre uroldgiu (EAU) neakceptuje
ako metddu na identifikaciu chemického zloZzenia mocové-
ho konkrementu®,

Infracervena (FT-IR) spektroskopia je metdda odporuca-
na touto asociaciou ako fyzikalna metdda na identifikaciu
jednotlivych zloziek mocovych konkrementov. Prdvom sa
poklada za zlaty Standard medzi dostupnymi metédami v la-
boratérnych podmienkach pre svoju presnost, spolahlivost
a rychlost vyhotovenia®®. Ide o nedestruktivnu analyticku
metddu, pri ktorej vzorka nie je analyzou poskoden3, ale po-
skytuje informdcie o svojom zloZeni.

Podstatou IC spektroskopie je interakcia infraderveného Zia-
renia so Studovanou hmotou. V pripade pohltenia foténu hovo-
rime o absorpcnej infraCervenej spektroskopii. Energia foténov
infracerveného Ziarenia (1 — 60 kJ/mol) nepostacuje na excita-
ciu elektronov v molekulovych orbitaloch, ale je dostato¢na na
zmenu vibracného a rotacného stavu molekuly. Ziskané hodno-
ty vibranych energii stvisia s pevnostou chemickych vazieb,
s molekulovou geometriou, hmotnostou jadier a slizia na iden-
tifikaciu molekulovej Struktury danej latky.

IC spektroskopia poskytuje informécie o semikvantitativ-
nom, popripade kvantitativnom zastupeni majoritnych aj mi-
noritnych zloZiek mocového konkrementu®.

Poznéme asi 40 latok, ktoré mozu byt sucastou mocové-
ho konkrementu. ZloZenie a ndzvy mocovych konkrementov
st uvedené v tabulke 10,
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Metodika

FT-IR analyza vyzaduje pripravu tabletky s priemerom
13 mm, ktora vznikne zmieSanim jemného prasku kamena
(0,1 - 0,5 mg) so suchym bromidom draselnym — KBr (pri-
blizne 200 mg). Zmes je v Specialnej forme pod tlakom asi
500 MPA spracovana do priehl'adnej KBr tabletky. Po jej vlo-
Zeni do kyvetového drziaka spektrometra Nicolet iS10 (Ther-
mo Scientific Inc.) sa zaéina merat IC spektrum v oblasti od
4000 do 400 cm™ (32 skenov), pricom ako pozadie spektra
(64 skenov - blank) je merany vzduch.

Interferogramy nezndmych vzoriek sme spracovali apli-
kaciou SW OMNIC9 (Thermo Scientific Inc.) a ziskané data
sme porovnali s referencnym spektrom dostupnej kniznice
(Kidney Stone Library-Basic, Kidney Stone coded - Nicolet
CZ s.1.0.).

Tabulka 1. ZloZenie a mineralogicky ndzov mocovych konkre-

mentov
Mineralolgicky nazov

whewellit
weddellit

Konkrementy
Kalciumoxalaty
kalciumoxalat-monohydrat
kalciumoxalat-dihydrat
Mocova kyselina

mocova kyselina uricit
mocova kyselina-dihydrat

natrium-monohydrét
amoniumhydrogenurat
Kalciumfosfaty

hydroxylapatit apatit
B-trikalciumfosfat whitlockit
monokalciumfosfat-dihydrat brushit

Infekéné kamene
karbonatapatit

magnesiumamoniumfosfathexa-hydrat
(tripelfosfat)

Geneticky podmienené
cystin

xantin

Organické kamene
fibrin

artefakty

Liekové kamene

dahlit

struvit

Graf 1. Analyzované mocové konkrementy v jednotlivych mesia-
coch roku 2016 v zavislosti od pohlavia
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Vysledok automatického porovnania na identifikaciu
spektra bol poskytnuty ako stibor moznosti s najva¢sou zho-
dou, pravdepodobnostou konkrétneho vysledku, pricom 99 %
a vy$Sia pravdepodobnost indikuju perfektni zhodu nezné-
meho a referenéného spektra. V kazdom pripade sme vizu-
alne porovnali vybrané spektra pouzitej kniznice so vzorkou
a konecny vysledok sme vydali v podobe percentudlneho za-
stupenia jednotlivych zloziek moc¢ového konkrementu.

Vysledky

V roku 2016 sme metédou IC spektroskopie analyzovali
spolu 812 konkrementov, z toho 24 (3 %) bolo od zvierat. Zo
788 vzoriek ludského pévodu bol jeden konkrement zo stoli-
ce dojcata, ostatné boli mocové konkrementy. U 7 pacientov
nebolo mozné vydat vysledok z réznych dévodov (malo ma-
teridly, interferencia).

Mesacne sme analyzovali priemerne 67,6 vzorky, najviac
bolo v novembri (92 vzoriek), najmenej v auguste (65 vzoriek).

V nasom subore sme zaznamenali vyrazny rozdiel me-
dzi pohlaviami. Muzi (552 mocovych kameriov — 70 %) ma-
li vyraznu prevahu oproti Zenam (236 mocovych kamenov —
30 %). Tento rozdiel medzi pohlaviami je evidentny v kazdom
mesiaci roku 2016 (graf 1), rovnako ako vo vsetkych veko-
vych kategoériach nad 30 rokov, v mladsich vekovych skupi-
nach je menej vyrazny (graf 2).

Zvyseny vyskyt mocovych konkrementov sme zazname-
nali vo vekovom rozmedzi 30 - 69 rokov. Najviac zastupenou
vekovou skupinou je kategéria 60- az 69-rocnych pacientov.
Najmladsi pacient bol 2-ro¢ny chlapec s mocovym konkre-
mentom, najstarsim pacientom v nasom subore bola 91-ro¢-
na zena. Vekova distribucia v nasom subore spolu s rozdiel-
mi medzi pohlaviami je zndzornend v grafe 2.

Vyskyt jednotlivych typov mocovych konkrementov v na-
Som subore spolu s frekvenciou ich vyskytu znazornuje
tabulka 2.

NajCastejSim ndlezom boli jednozlozkové mocCové kon-
krementy — 354 pacientov (45 %). Dvojzlozkové kamene
sme zaznamenali u 263 pacientov (34 %), trojzlozkové bo-
li v 162 pripadoch (21 %) a viac ako tri zlozky u 1 pacienta
(0,1 % — tabulka 2).

V jednozlozkovych konkrementoch sme najcastejsie diag-
nostikovali whewellit — 28 %. Druhy najCastejsi pri jednozloz-
kovom mocovom konkremente bol kamen z kyseliny moco-
vej (uricit), v 13 %. Cisty weddellit sme zaznamenalilenu 1 %

Graf 2. Vekova distribucia pacientov v nasom subore v zavislos-
ti od pohlavia
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pacientov. Iné zloZzenie jednozlozkového konkrementu bolo
raritné. Tieto zriedkavé typy spolu s po¢tom a percentualnym
zastUpenim su znazornené v tabulke 2.

Najcastejsim dvojzlozkovym mocovym konkrementom
bol whewellit — weddellit, v 23 % pripadov. Okrem toho sme
relativne ¢asto zaznamenali kombinaciu whewellit — uricit
v 3 %, whewellit — apatit v 2,5 % a dahlit — struvit u 2 % pa-
cientov. U 3 % pacientov sme diagnostikovali dvojzlozko-
vy konkrement s inym, raritnejSim chemickym zlozenim -
tabulka 2.

Tabulka 2. Vyskyt jednotlivych typov mocovych konkrementov
v nasom subore

Frekvencia vyskytu jednotlivych mocovych konkrementov
Jednozlozkové kamene n %

Whewellit 219 | 28%
Weddellit 10 1%
Mocova kyselina 102 | 13%
Protein 8 <1%
Dahlit 5 <1%
Cystin 4 <1%
Brushit 4 <1%
artefakty (tehla, keramika) 2 <1%
Spolu 354 | 45%
Dvojzlozkové kamene | | |
Whewellit - weddellit 180 | 23%
Whewellit - uricit 25 3%
Whewellit — apatit 20 | 2,50 %
Dahlit - struvit 16 2%
Whewellit — dahlit 5 <1%
Weddellit — dahlit 5 <1%
Weddellit — apatit 3 <1%
Struvit — amoniumhydrogenurat 2 <1%
Calciumfosfat amorfny — struvit 2 <1%
Kalciumbilirubinat, bilirubin 1 <1%
Natrium-monohydrat - amoniumhydrogenurat 1 <1%
Kyselina mo¢ova — whitlockit 1 <1%
Weddellit — kyselina mocova 1 <1%
Whewellit - kalcit 1 <1%
Spolu 263 | 34%
Whewellit — weddellit — apatit 110 | 14%
Whewellit — weddellit — dahlit 13 2%
Struvit — dahlit — whewellit 6 <1%
Struvit - dahlit - calciumfosfat amorfny 5 <1%
Struvit — dahlit — amoniumhydrogenurat 4 <1%
Struvit — dahlit - whitlockit 4 <1%
Whewellit — weddellit - kyselina mo¢ova 4 <1%
Weddellit — dahlit — brushit 3 <1%
Whewellit — weddellit — amorfny kalciumfosfat 3 <1%
Struvit — dahlit — weddellit 2 <1%
Whewellit — dahlit — brushit 2 <1%
Dahlit — whitlockit — weddellit 2 <1%
Natrium-monohydrat — whewellit — kyselina mocova 1 <1%
Amoniumhydrogenurat — weddellit — kyselina mocova 1 <1%
Whewellit - kyselina mo¢ova — amorfny kalciumfosfat | 1 <1%
Whewellit — weddellit — amoniumhydrogenurat 1 <1%
Spolu 162 | 21%
Viacakotrizlozky . . | | |
whewellit — weddellit — apatit — struvit 1 <1%
780

Pri trojzlozkovych konkrementoch bolo najcastejsie che-
mické zlozenie whewellit — weddellit — apatit, v 14 % pripa-
dov. Ovela zriedkavejSia bola kombinacia whewellit — wed-
dellit — dahlit (2 %). Iné zloZenie trojzlozkového mocového
konkrementu sme zaznamenali u 5 % pacientov — jednotlivé
trojkombinacie spolu s percentualnym zastipenim su zna-
zornené v tabulke 2.

Viac zloziek ako tri sme diagnostikovali len v jednom pri-
pade - iSlo 0 36-ro¢nl zenu a mocovy konkrement mal zlo-
zenie whewellit — weddellit — apatit — struvit.

V jednom, uz spominanom pripade nepochdadzal kamen
z mocovych ciest, ale iSlo o koprolit u dvojmesacného doj-
¢ata. Jeho chemické zloZenie sme identifikovali ako trikal-
ciumdicitrattetrahydrat.

IC spektroskopia umozfuije aj identifikaciu artefaktov. Pri
analyze mocovych konkrementov sme v jednotlivych pripa-
doch nasli spektra typické pre tehlu a surovy material pre ke-
ramiku.

Mocové konkrementy od zvierat sme analyzovali v 24 pri-
padoch (3 % zo vSetkych vzoriek). Od psa pochéadzalo 22 mo-
¢ovych kameriov, jeden od kralika a jeden od macky.

Z hladiska chemického zlozenia mocovych konkremen-
tov u psov mal najcastejsie zastUpenie struvit (5 pripadov —
23 %) spolu s dvojzlozkovym kalciumoxalatovym konkre-
mentom — whewellit — weddellit (rovnako 5 pripadov — 23 %).
Okrem toho sme v troch pripadoch (14 %) zaznamenali troj-
zlozkovy konkrement whewellit — weddellit — apatit a dvoj-
zlozkovy kamen v zlozeni struvit — dahlit. V dvoch pripadoch
(9 %) sa vyskytol Cisty cystinovy konkrement a dvojzlozkovy
kamen zloZeny zo struvitu a z apatitu. Jednotlivé typy moco-
vych konkrementov u psov spolu s percentualnym zastipe-
nim zndzornuje graf 3.

Jedna vzorka mocového konkrementu (100 % uhlicitan va-
penaty — kalcit alebo vaterit) pochadzala od krélika a jedna
od macky (trojzlozkovy whewellit — weddellit — apatit).

Diskusia

Nahradenie zastaraného sp6sobu analyzy mocovych kon-
krementov mokrou cestou IC spektroskopiou prinieslo vyraz-
ny pokrok do tejto analyzy. IC spektroskopia spresnila ana-
lyzu konkrementov, umoznila identifikaciu viacerych zloZiek
pri viaczlozkovych mocovych konkrementoch spolu s ich per-
centualnym zastUpenim, identifikdciu aj tych typov kameriov,
ktoré boli starym spésobom analyzy neidentifikovatelné (uh-
licitan vapenaty), zachytdvanie aj atypickych a zriedkavych fo-
riem mocovych konkrementov (proteinové kamene).

Graf 3. Chemické zloZenie mocovych konkrementov u psov
Mocové konkrementy u psov
W Struvit
® Whewellit - weddellit
B Whewellit - weddellit - apatit
Struvit - dahlit
W Cystin

M Struvit - apatit

W Natrium-monohydrat -
ammoniumhydrogenurat

M Calcium fosfat amorfny - struvit
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IC spektroskopia méa vsak svoje limity: presnost analyzy
moze byt rézna v zavislosti od typu konkrementu, jeho zlo-
Zenia a pritomnosti necistét. Ani vysledok nie je spolahlivy
v pripade, ak sa komponent vyskytuje v objeme < 10 %.

Najcastejsim mocovym konkrementom v nasom subore
boli kalciumoxaldtové kamene (100 % whewellit, dvojzloz-
kovy konkrement whewellit - weddellit, resp. trojzlozkovy
v kombinécii s apatitom). Casty bol aj konkrement z kyseliny
mocovej. Zapalovl zlozku sme pozorovali asi u 9 % pacien-
tov. Tento nalez je v sulade s literarnymi zdrojmi: Daudon(®
udava 71,8 % kalciumoxaldtovych konkrementov a 12,8 %
konkrementov z kyseliny mocovej. Rovnako su nase data po-
rovnatelné s ¢eskou populaciou®.

V silbore sme zaznamenali vyraznd dominanciu muzov
oproti Zzenam (2,33 : 1), ktora je evidentna hlavne po 30. ro-
ku zivota. V nizSich vekovych kategdriach je rozdiel medzi
pohlaviami menej vyrazny, v skupine 20- az 30-ro¢nych je
dokonca pomer M/Z len 1,13 : 1. Tento jav je opisovany aj
v dostupnych publikaciach: Daudon uddva vo francuzskej po-
pulacii pomer M/Z 2,1: 10, Hossain v japonskej populécii po-
mer M/Z 2,68 : 17 a Sanchez-Martin v $panielskej populdcii
pomer M/Z 1,26 : 1®_ Nizsi vyskyt urolitidzy u Zien je pravde-
podobne sposobeny viacerymi faktormi. Za hlavné sa pova-
Zuje nizka hladina testosterénu v krvi a vys$sia koncentracia
citratov v moc¢i®.

Vyskyt urolitidzy je najCastejsi medzi 40. — 50. rokom zi-
vota®, resp. medzi 20. - 60. rokom(9. V nasom subore je
vSak evidentny posun do vyssieho veku, kde medzi 30. - 60.
rokom Zivota je relativne rovnomerné rozlozenie pacientov
(priblizne 18 % v kazdej dekade), ale vo vekovej skupine 60-
az 69-rocnych pozorujeme vrchol vyskytu (24 % pacientov)
a pokles nastava az v dalSej dekade.

Zaujimavy je zachyt niektorych konkrementov s raritnym
chemickym zlozenim. Za zmienku stoji nalez konkrementu
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uhlicitanu vapenatého u 76-ro¢nej zeny, kde bolo jadro kon-
krementu zlozené zo 100 % whewellitu a obal zo 100 %
kalcitu (uhli¢itanu vapenatého). Kalcit je extrémne vzac-
ny (0,01 - 0,25 % zo vsetkych konkrementov), vyskytuje sa
v kombinacii s oxalatmi (42 — 59 %), uratmi (13 — 26 %) alebo
fosfatmi (13 %)("121319_Naopak, relativne ¢asto ho najdeme
u zvierat (kon, koza, moréa, kralik), kde je uhli¢itan vapena-
ty ako primes kfimnych zmesi. V naSom subore sme zachyti-
li takyto konkrement u kralika.

Rovnako raritny je nalez mocového konkrementu u 69-roc¢-
ného muza zlozeného z 85 % z kalciumbilirubindtua z 15 %
z bilirubinu. V tomto pripade sa ndm, bohuzial, nepodarilo do-
patrat ku klinickym podrobnostiam.

Dalsiu zaujimavu skupinu predstavuju proteinové konkre-
menty. Organicky matrix (bielkoviny, lipidy, karbohydraty) je
stcastou kazdého mocového konkrementu, jeho podiel je
2 — 10 %. Prave bielkovinova zlozka sa povazuje za rozho-
dujdcu v procese krystalizacie®. V nasom subore sme na-
Sli 8 konkrementov s prevazujucou proteinovou zlozkou, kto-
rd je najCastejSie tvorena najviac zastipenym proteinom
v moci — albuminom. Iné bielkoviny, ako hemoglobin, osteo-
pontin, protrombin alebo fibrin mézu rovnako tvorit mocovy
konkrement, a to najCastejSie pri infekciach mocového trak-
tu alebo u hemodialyzovanych pacientov.

Zaujimavé je, Zze sa nam doposial nepodarilo identifikovat
ziadny liekovy konkrement napriek tomu, ze liekové kamene
by mali byt zastlipené v 1-2 %19

Zaver

Zavedenie metodiky IC spektroskopie vyrazne spresnilo
analyzu mocovych konkrementov, umoznilo identifikovat ich
chemické zloZenie a prispelo k cielenej konzervativnej liecbe
a prevencii recidivy urolitidzy.
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Liquid biopsy in clinical practice

Ondrej Pos
Vedecky park Univerzity Komenského, Bratislava

In current clinical practice in Slovakia, histological examination of tumor tissue is used for the analysis of can-
cer diseases. However, this approach is not a perfect solution because it requires a very invasive procedure, ne-
vertheless the obtained information is not always sufficiently representative. Appropriate solution is a liquid
biopsy, which appears to be a representative and less invasive method. Blood plasma analysis get attention, sin-
ce free circulating nucleic acids, proteins, cells and extracellular vesicles from the whole body are delivered to
the bloodstream. Previous results suggest that introducing this approach to routine clinical practice would be
a tremendous contribution to improving and personalizing anticancer therapy.

Keywords: cancer, liquid biopsy, blood plasma, personalization, therapy

Tekuta biopsia v klinickej praxi

V sucasnej klinickej praxi sa pre analyzu nadorovych ochoreni na Slovensku vyuziva histologické vySetrenie tu-
morového tkaniva. Tento pristup vSak nie je idealnym rieSenim, pretoze vyzaduje velmi invazivny zakrok a aj
napriek tomu nie je ziskana informacia vzdy dostatocne reprezentativha. Vhodnym rieSenim je tekuta biopsia,
ktora sa javi ako reprezentativna a ovela menej invazivna metdda. Velk pozornost puta najma analyza krvnej
plazmy, pretoze do krvného rieciska sa dostavaju vol'né cirkulujice nukleové kyseliny, proteiny, bunky a extrace-
lularne vezikuly, ktoré pochadzaju z celého organizmu. DoterajSie vysledky naznacuju, ze zavedenie tohto pristu-
pu do rutinnej klinickej praxe by bolo obrovskym prinosom pre zlepSenie a perzonalizaciu protinadorovej terapie.

Klacové slova: nadorové ochorenie, tekuta biopsia, krvna plazma, personalizacia, terapia

Newslab, 2018; ro¢. 9 (1): 31 - 33

Introduction

Cancer is among the main causes of morbidity and mor-
tality in the Slovak Republic. From all countries of the Euro-
pean Union, Slovakia is one of the most affected countries
by this disease with a death rate 324.05 people per 100,000
residents( (Table 1). Cancer affects patients and their rela-
tives as well, therefore it leads to serious health and social
problems. In addition, it also has an impact on the financ-
ing of health care and the national economy of the country.

Due to the asymptomatic onset of cancer, most oncologi-
cal patients are identified at advanced stage of disease and
many times only by random diagnoses®. This significantly
worse the outcome of antitumor therapy, which already var-
ies between patients. In addition, during tumor therapy, tu-
mor cells are under strong selection pressure, therefore their
genome is dynamically evolving, and within one tumor, differ-
ent cell populations can be formed that can be resistant to
the selected therapy®. Due to the heterogeneity between var-
ious parts of the tumor, information obtained through tissue
biopsy is often misrepresenting. Therefore, it would be nec-
essary to obtain a tissue sample from multiple parts of the
tumor and from all tumors that are present in the organism.
This requires a very invasive procedure that leads to physi-
cal and mental burden on patients®. These findings suggest
that key factor for successful cancer treatment is early diag-
nosis of patient before the onset of the aggressive pheno-
type of disease. Consequently, it is important to determine
the appropriate treatment for each patient to minimize the
side effects and it is also necessary to continuously and ef-
fectively monitor the progression of the disease in order to
respond as quickly as possible to the developing cells.

These are reasons why there is a rising need for biomark-
ers to diagnose cancer, to monitor cancer progression and
to predict patient response to therapy®. Appropriate solution
are biomarkers usable for a liquid biopsy, which appears to
be sufficiently representative, and much less invasive meth-
od compared to tissue biopsy. Liquid biopsy consists of the
analysis of body fluids such as blood, urine, saliva, or cere-
brospinal fluid that contain genetic information derived from
tumor tissue. The most attention is currently attributed to the
analysis of blood plasma because nucleic acids, proteins,
cells and extracellular vesicles (EVs) gets to the bloodstream
from all parts of the human body and in a case of oncologi-
cal patients also from the tumor tissue® (Figure 7). In the fu-
ture, this area of medicine could be called “Liquid Dynamic
Medicine”. This concept represents this methodological ap-
proach because it describes the dynamic changes in tumor
development that we must take into account in tumor ther-
apy, whereas information about these changes is obtained
from the body fluids of patient®.

Cell-free DNA

Cell free DNA (cfDNA) represent 150-180 bp long frag-
ments which are released from cells into the bloodstream
through apoptosis and necrosis. It has been shown that high-
er levels of cfDNA are found in the blood of oncological pa-
tients than in healthy subjects®”. cfDNA that is released from
tumor cells (ctDNA) contain the molecular characteristics
of primary tumors and therefore their analysis could have
a potential for the diagnosis and monitoring of cancer by lig-
uid biopsy®. Experimental studies have confirmed that tu-
mor-specific mutations can be detected with high sensitivity
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Table 1. Standardized rate of mortality in the European Union
countries in 2074. Table describe the total number of deaths; the
number of deaths caused by cancer and the ratio of deaths due
to cancer. (Data is standardized per 100,000 residents)

_ Deaths per 100 000 residents

Total Cancer Ratio
European Union 1003.06 261.5 26%
Belgium 970.63 252.61 26%
Bulgaria 1646.45 242.41 15%
Czech Republic 1237.32 284.55 23%
Denmark 1028.33 300.61 29%
Germany 1017.07 253.23 25%
Estonia 1269.27 299.41 24%
Ireland 981.07 288.29 29%
Greece 966.64 249.32 26%
Spain 837.46 232.7 28%
France 829.86 245.41 30%
Croatia 1355.92 336.39 25%
Italy 854.06 246.55 29%
Cyprus 980.1 200.39 20%
Latvia 1502.96 299.33 20%
Lithuania 1449.22 276.22 19%
Luxembourg 917.54 260.71 28%
Hungary 1455.45 348.14 24%
Malta 939.38 233.53 25%
Netherlands 957.96 282.2 29%
Austria 957.15 249.28 26%
Poland 1241.04 292.31 24%
Portugal 991.4 242.14 24%
Romania 1531.08 273.21 18%
Slovenia 1018.63 299.91 29%
Slovakia 1353.43 324.05 24%
Finland 994.74 218.57 22%
Sweden 922.1 234.75 25%
United Kingdom 971.17 278.43 29%

by massive parallel sequencing (MPS) in ctDNA®. In a breast
cancer patient, mutation profile of ctDNA, primary tumor and
metastasis was compared by targeted MPS. In metastatic
lesion, there were identified mutations that could not be de-
tected in the primary tumor. However, sequencing of ctDNA
could capture all mutations that were present in both the pri-
mary tumor and metastases. This study provided evidence
that ctDNA contains representative tumor genetic material
and can solve the problem of intra-tumor heterogeneity®.
Whole genome sequencing approaches have also been pub-
lished to identify tumor-specific chromosomal abnormali-
ties in cfDNA of breast and colorectal cancer patients. It has
been shown that using this approach, ctDNA with concentra-
tion of = 0.75% can be detected in the blood of oncological
patients with a 90% sensitivity and > 99% specificity(?. Both
the targeted and whole genome analysis of ctDNA has been
proven, but because of the high cost of whole genome anal-
ysis, the research focuses on targeted MPS analyzes that are
more cost-effective for routine diagnostic practice.

Cell-free RNA
Cell-free RNAs (cfRNAs) are instable molecules that are
subjected to degradation, resulting in relatively low levels

Figure 1. Liquid biopsy scheme. Blood of oncological patients
contains analytes such as circulating tumor cells (CTC); extrace-
llular vesicles (EV); cell-free DNA (cfDNA); cell-free RNA (cfRNA)
and proteins that can be used as biomarkers for cancer.

in the blood. Because of these limitations, cfRNA is poorly
explored and do not receive much attention. However, a re-
cent study has shown that circulating mRNA and microR-
NA can be used as effective diagnostic markers for pros-
tate cancer. Four circulating candidate molecules (miR-200c,
miR-200 b, OR51E2 and SIM2) were used to predict cancer
risk, which were able to diagnose prostate cancer with 67%
sensitivity and 75% specificity.

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNA mole-
cules that play a significant role in regulating important phys-
iological processes in the human body. Cell-free miRNA can
be enclosed in EVs, especially exosomes, but also occurs in
complexes with ribonucleoproteins Argonaute 2 or Nucleo-
morphin 1. These ribonucleoprotein complexes protect miR-
NAs from degradation so they represent stable circulating
biomarkers(2319_ Many studies have shown that impaired
expression of some miRNAs is associated with the develop-
ment of cancer, therefore quantification of these molecules
could be an effective non-invasive tool for the detection and
monitoring of tumor diseases"'5'9, In addition, experiments
on animal models have shown that if the impaired levels of
certain miRNA molecules recover to normal values, it is pos-
sible to alleviate the symptoms of the disease or even elim-
inate the disease. Thus, miRNA molecules have potential in
cancer therapy®”.

Extracellular vesicles

EVs are membrane structures that mediate intercellular
communication(®. Based on their size and origin, they are di-
vided into several categories including exosomes, microvesi-
cles and apoptotic bodies(. These vesicles can be released
from both healthy and tumor cells, but tumor cells have been
shown to release more EVs compared to normal cells. EVs
that are released from tumor cells are called oncosomes be-
cause they contain various oncogenic components in the
form of oncoproteins and nucleic acids®%?", When oncosome
is introduced into recipient cells, oncogenic factors trigger
signaling pathways that can transfer the aggressive pheno-
type of tumor cells to idle cells". Since EVs serve as carri-
ers of macromolecules, they contain proteins, lipids and nu-
cleic acids that are protected from degradation®?. So, this is
the reason why high-quality RNA molecules can be extracted
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by exosomes. Another benefit of these vesicles is, that they
originate from living cells, so they represent the active pro-
cesses running in the cell?.

Conclusion

Statistical data of mortality showed that the current situ-
ation in the field of cancer is very poor in Slovakia and also
within the European Union. In 2014, up to 24% of all deaths
were caused by cancer. Outdated procedures used in clinical
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Environmentalny estrogén bisfenol A a poruchy fertility u Zien

Zora Lazurova 5
IV. internd klinika UNLP a UPJS LF, KosSice

Prevalencia porich muzskej a zenskej fertility je v si¢asnosti velmi vysoka, postihuje priblizne 10-15 % parov.
Na stdpajicom trende vyskytu neplodnosti sa okrem iného podielaji najma environmentalne faktory. Ludstvo je
coraz viac exponované roznym priemyselnym chemikaliam, v najva¢Som mnozstve ide o latky charakteru tzv. en-
vironmentalnych estrogénov, z ktorych najrozsirenejsim je bisfenol A (BPA). Nachadza sa najma v plastovych
frasiach, roznych potravinovych obaloch, potrubi, obleceni a v niektorych druhoch papiera. Vd'aka Struktirnej po-
dobnosti endogénnym estrogénom zasahuje do fyziologickych pochodov v organizme a uplatriuje sa v etiopa-
togenéze viacerych morfologickych alebo funkénych zmien reprodukéného systému, ktoré mézu viest k inferti-
lite. Uéinky BPA zavisia od &asu, dizky a intenzity expozicie. Najcitlivejsie je obdobie vyvoja jedinca, ked' aj malé
davky BPA mé6zu zanechat trvalé nasledky nielen na plodnost.

Klacové slova: bisfenol A, environmentalne estrogény, infertilita, ovaria, xenoestrogény

Environmental oestrogen bisphenol A and disorders in woman fertility

Prevalence of male and female fertility disorders is very high, affecting approximately 10-15% of couples. Envi-
ronmental factors contribute to this rapidly increasing tendency. The population is still more exposed to a varie-
ty of industrial chemical substances, mostly to the group of them called environmental oestrogens. Bisphenol A
(BPA) is one of the most common. It is found in plastic bottles, food packages, pipes, clothes or certain types of
paper. Due to its structural similarity to endogenous oestrogens BPA can interfere with physiological processes
in the human organism, which leads to infertility. Its effects are influenced by time, length and intensity of expo-
sure. The developmental stage is the most sensitive period when even small doses can leave irreversible con-
sequences on fertility.

Keywords: Bisphenol A, environmental oestrogens, infertility, ovary, xenoestrogens
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Uvod na urychlenie rastu dobytka a hydiny. Neskor, ked' sa zistili je-

Prevalencia porich muzskej a zenskej fertility ma ne-
ustdle narastajlci trend. V sicasnosti postihuje priblizne
10-15 % paroy, pricom v 20 — 35 % je priCinou infertilita u ze-
ny,v 20 — 30 % u muza, v 25 - 40 % je problém na oboch stra-
nach, u 10 — 20 % je pri¢ina neobjasnena. Pri¢iny neplodnos-
ti mézu byt rézne, ale na celkovom vyslednom néraste sa
predpokladd najma podiel environmentalnych faktorov a zi-
votného Stylu, ktoré spolu ¢asto Gzko suvisia. Ludstvo je ¢o-
raz viac exponované syntetickym latkam vyuzivanym v prie-
mysle, v najvd¢Som mnozstve ide o chemikalie charakteru
tzv. environmentalnych estrogénov. Na zdklade toho sa nie-
kedy hovori aj o ,globalnom hyperestrogenizme“®.

Bisfenol A

Bisfenol A (BPA) je jednym z najrozsirenejsich predstavite-
l'ov environmentalnych estrogénov, nazyvanych aj xenoestro-
gény. Su to syntetické latky, ktoré maju Struktiru molekuly
podobnu estrogénom (obrazok 1). Vazbou na estrogéno-
vé receptory zasahuju do mnohych fyziologickych pochodov
v organizme.

BPA je organicka zlicenina, ktora patri do skupiny bisfe-
nolov, termostabilnych latok, nerozpustnych vo vode, kto-
ré sa pouzivaju ako komponenty polymeriza¢nych reakcii
pri vyrobe plastov na zvySenie ich pevnosti a termostabili-
ty. BPA bol objaveny v roku 1891 a spociatku bol pouzivany

ho endokrinné Ucinky, zacal sa aplikovat ako nahrada estro-
génov u zien. 0d 50. rokov 20. storocia sa pouziva na vyrobu
plastov. Je beznou stcastou plastovych flias, nadob na po-
traviny, plechovych konzerv s povrchovou Upravou, potrubia,
zubarskych materialov, kanceldrskych papierov, bankoviek,
CD a DVD nosicov, oblecenia a podobne, z ktorych sa uvol-
nuje do vody, jedla, ovzdus$ia alebo sa do tela dostava cez po-
kozku®. Jeho hlavné mechanizmy Gcinku su sprostredkova-
né vazbou na estrogénové receptory. S ovela nizSou afinitou
sa BPA viaze aj na receptory pre iné hormény, napriklad an-
drogénové receptory, na ktoré ma antiandrogénové ucinky,
alebo na receptory tyroidalnych horménov. Vazbou na mno-
hé iné receptory, ako napriklad PPAR-gama (peroxisome pro-

Obrazok 1. Chemicky vzorec bisfenolu A
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liferator-activated receptor gamma), pregnan-X receptory,
progesterénové receptory, AhR (aryl hydrocarbon receptor),
dokaze ovplyviovat dalSie procesy v organizme priamo ale-
bo prostrednictvom tychto receptorov len modulovat syntézu
dalsich receptorov®. Okrem vazby na receptory pre viaceré
hormony alebo iénové kanaly boli dokazané aj jeho G¢inky na
genetickej a epigenetickej urovni. BPA nie je v organizme me-
tabolizovatelny, na jeho eliminaciu si vyuzivané len vSeobec-
né detoxikacné konjuga¢né mechanizmy, predovsetkym glu-
kuroniddcia a sulfuracia. Pre lipofilny charakter molekuly sa
v znacnej miere akumuluje v tukovom tkanive.

Expozicia ludstva BPA je v sucasnosti velmi velka. Iba
v USA sa vyprodukuje viac nez 6 bilionov kilogramov roc-
ne. Podla odporucani FDA je bezpe¢na denna davka BPA
< 50 ug/kg/den®. Toto mnozstvo nie je velké, avSak je do-
kdzané, ze ucinky BPA sa dostavuju uz pri koncentraciach
niekol'ko piko- az nanomalov. Aspon v minimalnych meratel-
nych hodnotach bol zisteny v moci az 93 % populéacie®. V inej
stadii boli dokdzané az 1 200x vyssSie hladiny BPA v moci bez-
prostredne po konzumacii polievky z plechovej konzervy®.,
Expozicia tymto xenoestrogénom v réznej miere je skodliva
v kazdom veku, av§ak najrizikovejSie je prenatdlne a véasné
postnatalne obdobie vyvoja.

Vplyv BPA na poruchy Zenskej fertility

Infertilita u Zien je definovana ako neschopnost dosiah-
nut graviditu v priebehu 12 mesiacov, resp. neschopnost do-
nosit plod. Statisticky je v 35 % pri¢inou neplodnosti paru
porucha reprodukénych funkcii u zeny. K vyrazne narastaju-
cemu trendu v prevalencii infertility v siCasnosti prispieva
najmaé zivotné prostredie®. BPA sa podiela na Zenskej nep-
lodnosti spésobenej organickymi, ale aj funkénymi zmena-
mi reprodukéného systému. V literatire sa vyskytuje mnoho
prac zaoberajucich sa hladinami BPA u infertilnych pacien-
tok. Caserta et al. namerali signifikantne vyssSie hodnoty sé-
rového BPA u pacientok trpiacich neplodnostou z réznych
pri¢in, v porovnani s kontrolnou skupinou fertilnych zien®.,

BPA pdsobi na intrauterinny vyvoj ovarii, alteruje syntézu
steroidnych horménov a v dospelosti ovplyviuje dozrieva-
nie folikulov. PovaZzuje sa za jednu z moznych pricin syndré-
mu polycystickych ovarii a réznymi d'alSimi mechanizma-
mi posobi negativne na fertilitu. Bolo dokdzané aj negativne
posobenie na drovni implantacie a nidacie uz oplodneného
vajicka, ako aj poruchy v€asnej embryogenézy. Menej pre-
skuamany je vplyv na dalSie reprodukéné organy, avSak do-
terajsie Studie zaznamenali patologické zmeny aj na vajic-
kovodoch a maternici, ktoré su asociované s posobenim
BPA®,

BPA spdsobuje poruchy reprodukénych funkcii u zien nasle-
dujucimi mechanizmami:

1. Posobenie na ovaria

BPA negativne ovplyvnuje fertilitu zien vznikom morfolo-
gickych zmien v ovariach a tiez zasahom do steroidogenézy
a poruchami ich endokrinnej funkcie. Efekt BPA zavisi od ¢a-
su, dizky a miery expozicie. U7 prenatalne pdsobenie moze
zanechat zavazné doésledky na plodnosti Zeny zasahom do
oogenézy alebo syntézy pohlavnych hormonov.

A. Oogenéza a ovarialna rezerva

Viaceré in vitro a zvieracie in vivo Studie potvrdili zdsah
BPA do prenatalnej oogenézy na dvojakej urovni — naruSe-
nim prvého meiotického delenia vo fetalnom ovariu a ovplyv-
nenim folikulogenézy.

BPA sp6sobuje alteraciu meidézy nondisjunkciou alebo po-
ruchami rekombinacie medzi homolégnymi chromozdmami.
Stidiom mnozstva BPA vo folikularnej tekutine dospelych
Zien sa zistilo, ze vy$si vyskyt poruch prvého meiotického
delenia bol asociovany so zvySenymi hladinami BPA, ¢oho
nasledkom boli rézne chromozomalne abnormality az ane-
uploidia®.

Druhy mechanizmus ucinku BPA je tvorba neuzatvorenych
oocytov a vznik multioocytovych folikulov. BPA je tiez zodpo-
vedny za znizenie celkového poctu primordialnych folikulov
a zmnozenie primarnych, sekundarnych a antralnych foliku-
lov, ¢o vedie k znizeniu celkovej ovaridlnej rezervy®. Péso-
benie tohto xentoestrogénu aj na zrelé folikuly urychluje ich
diferenciaciu na antralne folikuly®®. Nadmerna folikularna
atrézia a regresia corpus luteum mézu byt taktiez spésobe-
né aktivaciou kaspdzy-3, jedného z klucovych enzymov pre
regulaciu apoptozy.

Vacsina tychto zmien sa dostavila uz po expozicii nizky-
mi mnozstvami BPA. Vysoké davky BPA mozeme povazovat
za vyslovene ovotoxickeé.

B. Steroidogenéza

BPA ako environmentalny estrogén vdaka svojej hormo-
nalnej aktivite interferuje s produkciou pohlavnych hormoé-
nov v ovariach. Ovplyvnenim syntézy enzymov zapojenych
do steroidogenézy a inhibiciou 5-alfa-hydroxyldzy spésobu-
je zvysSenie hladiny celkového testosteronu. Na hladiny estro-
génov posobi v zavislosti od davky — v nizkych mnozstvach
pbsobi proestrogénne, avSak vysoké davky potlacaju synté-
Zu estrogénov.

V experimentdlnej Stddii na lutedinych bunkach ziskanych
od zien, ktoré podstupili operacie z indikacii nie gynekologic-
kych, sa po expozicii BPA in vitro zistilo aj vyrazné znizenie
produkcie progesteronu(?. Diskrepantné boli vysledky pra-
ce realizovanej na mysacich antralnych folikuloch, kde auto-
ri poukdzali na signifikantné znizenie syntézy progesterénu,
dehydroepiandrosterénu, androstendiénu, estrénu, testos-
terénu a estradiolu po pésobeni BPA(3),

C. Syndrém polycystickych ovarii(PCOS)

PCOS (Steinov-Leventhalov syndréom) predstavuje jednu
z najCastejsich endokrinopatii u Zien vo fertilnom veku s pre-
valenciou v rozmedzi 5 - 10 %. Asi u 15 az 20 % infertilnych
Zien sa povazuje za pric¢inu neplodnosti a je najCastejSou pri-
¢inou poruch menstruaéného cyklu®,

PCOS je charakterizovany zvySenou ovaridlnou a adrenal-
nou produkciou androgénov, klinickym a/alebo biochemic-
kym hyperandrogenizmom a pritomnostou polycystickych
ovarii pri ultrasonografickom vySetreni. Stapajuca prevalen-
cia tohto ochorenia sa ddva do suvislosti s expoziciou envi-
ronmentalnymi estrogénmi. Mnohé Stidie zaznamenali vys-
Sie hladiny BPA u pacientok s tymto ochorenim. BPA zohrava
ulohu v etiolégii PCOS, ale ovplyviuje aj jeho dalSie fenoty-
pové prejavy®9,

1/2018
ewslab

35




Prehladové prace

Experimentalne vyskumy dokdzali, ze u potkanov v prena-
talnom a neonatdlnom obdobi, vystavenych nizkym davkam
BPA, doslo neskor k tvorbe ovaridlnych cyst a tiez k poru-
cham menstruacného cyklu a nadmernej sekrécii testos-
teronu. Vysoké davky BPA podavané pocas intrauterinného
vyvoja viedli k vzniku cyst na ovariach a k akumulacii vel-
kych antralnych folikulov(®. Mechanizmy Gcinku nie su za-
tial plne objasnené. Potvrdil sa priamy efekt BPA na ovarial-
ne tekalno-intersticidlne bunky, ktoré nasledne produkovali
vacsie mnozstvo testosterédnu. BPA zaroven zvysuje frakciu
volného, hormonalne aktivneho testosterénu, kedze sa spra-
va ako mozny ligand molekuly SHBG (sex hormone binding
globulin), na ktorej obsadzuje vdzobné miesta('®. Zistili sa
vyrazne vysSie hodnoty BPA v sére/moci pacientok s PCOS
v porovnani s kontrolnym suborom zdravych zien, pricom
BPA koreloval s mnozstvom celkového aj volného testos-
terénu, dehydroepiandrosterénsulfatu a tiez s Ferrimano-
vym-Gallwayovej skére pouzivanym na urcenie stupfa hir-
zutizmu®),

Na elevacii hladin BPA u tychto pacientok sa podiela aj sa-
motny hyperandrogénny stav. Metabolizmus BPA v znacnej
miere interferuje s metabolizmom androgénov v peceni, ¢o
potvrdzuju epidemiologické studie dokazujuce signifikantne
zvySené hodnoty BPA u muZzov v porovnani so zdravymi ze-
nami. ZvySené hladiny BPA su teda nielen pricinou, ale aj d6-
sledkom PCOS, vznika tak urcity zacarovany kruh(®.

2. Uterus, tuba uterina

V literatire sa nachadza aj niekol'ko prac zaoberajucich sa
pésobenim BPA na vajickovody a maternicu. V experimental-
nych stadiach bol dokdzany rozvoj progresivnych proliferativ-
nych |ézii epitelu v tuba uterina, ktoré sa vyskytli uz pri expo-
zicii minimalnym davkam BPA. Podobné proliferativne Iézie
sa vyskytovali aj v endometriu, spolu s vy$§im vyskytom stro-
malnych polypov a endometridézy™.

3. Hypotalamus a hypofyza

BPA ovplyviuje steroidogenézu nielen priamo na urovni
ovarii, ale aj zdsahom do centralnej regulacie syntézy hor-
monov. Vysoké déavky (500 ug/kg/den) mozu vyvolat irrever-
zibilnd centrdlnu amenoreu, nizSie mnozstva spdsobuju len
individualne rozdielnu hormonalnu dysregulaciu. Po expozi-
cii BPA dochadza k Gtlmu transkripcie génu pre kisspeptin,
ktory je hlavnym reguldtorom a spustacom pulznej sekrécie
gonadoliberinu (GnRH). Navyse BPA priamo utlmuje tvorbu
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GnRH v hypotalame a gonddotropnych horménov v hypofy-
ze. Stadium morfologickych zmien v hypotalamo-hypofyzo-
vej oblasti u zvierat v experimente po expozicii BPA vSak pre-
ukazalo paradoxne zvySenie poctu gonadotropnych buniek
v adenohypofyze®.

BPA a IVF (in vitro fertilizacia)

Autori viacerych prac publikovali vy$Sie hodnoty sérové-
ho BPA u Zien trpiacich neplodnostou z r6znych pricin, navy-
Se sa zistila niZsia Uspesnost in vitro fertilizacie u pacientok
s vy$$imi hladinami BPA v moci alebo v sére(™. BPA ma ne-
gativny vplyv na implantdciu a nidaciu oplodneného vajicka
do uteru, znizena receptivita endometria na funkciu placenty
a vyvoj embrya, o moze viest k ¢astejSim potratom, predo-
vSetkym v prvom trimestri.

Praca Sugiura-Ogasawara a kolektivu sa zaoberala me-
ranim hladin BPA u pacientok s opakovanymi (2 a viac)
spontannymi potratmi. Zistili signifikantne vysSie mnozstva
BPA v sére tychto zien v porovnani so zdravymi kontrola-
mi, pricom dalsimi vysetreniami vylucili pritomnost akého-
kolvek iného ochorenia, ktoré by mohlo zapricinit opakova-
né aborty®®. V inej $tudii na pacientkach podstupujucich IVF
bola jednoznacne dokdzana zniZzena uspesnost implantécie
oplodneného vajicka u tych pacientok, ktoré mali vyssie hla-
diny BPA v sére.

Zaver

Na stupajucom vyskyte poruch fertility sa okrem iného
v znacnej miere podielaju environmentalne estrogény. BPA je
jednym z najrozSirenejSich a zaroven je najviac preskimany
jeho vplyv na fudsky organizmus. NajnebezpecnejSia je pre-
natélna expozicia, ktorda moze zanechat trvalé nasledky, ale
aj pésobenie pocas Zivota je asociované so vznikom roznych
ochoreni. Okrem poruch fertility u zien a muzov na podklade
hormonalnych, morfologickych alebo funkénych patogene-
tickych mechanizmov BPA zohrdva vyznamnu ulohu pri vzni-
ku mnohych dalSich ochoreni, ako su napr. ochorenia kardio-
vaskularneho systému, diabetes mellitus 2. typu, tyreopatie
Ci viaceré onkologické, neurologické a autoimunitné choro-
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Nutricna genomika: novy pristup k liecbe obezity

Martina Pecimonova
Geneton, s. r. 0., Bratislava

Prijem potravy ma vyznamny vplyv na zdravotny stav jedinca. Ziviny z potravy su schopné interagovat s génmi
a regulovat génovu expresiu, ¢o v konecnom dosledku moze viest k zmene metabolickych drah a zvysenému
riziku rozvoja chronického ochorenia, ako je napr. obezita. Predikcia nachylnosti jedinca na ochorenie, preven-
cia ochorenia a utimenie jeho progresu su hlavnymi cielmi nutricnej genomiky. Hl'ada suvis medzi genémovym
profilom jednotlivca a jeho zdravotnym stavom a sustredi sa na optimalizaciu zdravia pomocou personalizova-
nej vyzivy.

KlGcové slova: nutricna genomika, obezita, interakcia gén — diéta, personalizovana vyziva

Nutritional genomics: a new approach to the treatment of obesity

Food intake has a significant impact on the health of the individual. Food nutrients can interact with genes reg-
ulating their expression what results in the changes in metabolic pathways leading to an increased chronic dis-
ease risk, such as obesity. The prediction of individual disease susceptibility, disease prevention and the attenu-
ation of disease progression are the primary goals for nutritional genomics. It seeks for the association between
the individual’s genomic profile and his or her health status, and it focuses on the health optimalisation using

personalized nutrition.

Keywords: nutritional genomics, obesity, gene-diet interaction, personalized nutrition
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Uvod

Prijem potravy a prostredie su dva hlavné faktory ovplyv-
Aujlce zdravotny stav jedinca®™. Ziviny, mikroziviny a fytoche-
mikalie z potravy maju schopnost interagovat s génmi, pri-
¢om mbze dochadzat k zmene expresie génov a nasledne
i molekularnych mechanizmov prislusnych fyziologickych
funkcii organizmu ako odpoved na prostredie®. Nevyvaze-
na diéta meni interakciu medzi génmi a Zivinami, ¢im sa zvy-
Suje riziko rozvoja chronického ochorenia, ako je napr. dia-
betes, obezita a pod. Esencidlne Ziviny, ako su karbohydraty,
aminokyseliny, mastné kyseliny, vapnik, zinok, selén, kyseli-
na listov4, vitaminy A, C, E, a neesencialne bioaktivne kompo-
nenty mozu ovplyviiovat génovu expresiu priamo ako ligandy
pre transkripcné faktory alebo nepriamo ako ziviny metaboli-
zované primarnou alebo sekundarnou drahou, kde méze do-
chadzat k modifikacii bunkovych procesov asociovanych so
zdravotnym stavom®4),

Po skompletizovani sekvencie ludského gendmu nastal
rozvoj novych technoldgii a metodoldgii v biologickej i me-
dicinskej sfére. Spolu s pokrokmi v bioinformatike nastavali
aj pokroky v omics technoldgiach, ako genomika, transkrip-
tomika, proteomika a metabolomika, a systémovej biolé-
gii, ktord kombinuje omics technoldégie na studium genému,
transkriptému, protedmu a metabolému s bioinformaticky-
mi modeldciami a analyzami®9. Vnesenie principov nutric¢-
nej vedy do genomiky dalo vznik nutricnej genomike, ktorej
hlavnou ulohou je skimat, ako genetické faktory ovplyviuijd
odpoved na diétu, pricom tento vedny odbor kombinuje celé
omics pole na definovanie ,zdravého" fenotypu®.

Nutricna genomika

Nutricna genomika je vedny odbor kombinujuci dve vy-
skumné oblasti, nutrigenomiku a nutrigenetiku. Obe polia su
vel'mi Uzko prepojené a hoci vyuzivaju rozlicné metodolégie
v pochopeni vztahu medzi génmi a diétou, resp. nutrientmi
z potravy, ich spolo¢nym cielom je optimalizacia zdravia po-
mocou personalizovanej vyzivy, v ramci ktorej sa diéta pred-
pisuje na zaklade unikatneho genetického profilu jedinca®”.

Nutrigenomika Studuje vplyv dietetickych faktorov na gé-
novu expresiu jedinca a nasledny vplyv na transkriptém, pro-
tedm a metabolém buniek, tkaniv, organov alebo organizmu
v urCitom case®9, Skima spdsob interakcie medzi génmi,
proteinmi a metabolitmi a jeho aplikaciu v personalizovanej
vyzive®,

Nutrigenetika identifikuje a charakterizuje génové varian-
ty asociované s rozdielnymi odpovedami na ziviny. Dvaja roz-
lieni jedinci maju na 99,9 % identicky gendém na drovni sek-
vencie génov a iba 0,1 % tvoria odliSnosti v genéme, ktorych
dosledkom mézu byt rozdiely v génovej expresii a pozme-
nenda aktivita makromolekdl, ¢im méze dochadzat k rozli¢-
nym fenotypovym prejavom a rozdielnym nachylnostiam na
urcité ochorenia. Z tychto odliSnosti 90 % tvoria jednonuk-
leotidové zameny (SNP), zvysnych 10 % je tvorenych inymi
Strukturalnymi zmenami DNA, ako su inzercie, delécie, tran-
slokacie, zmeny v pocte képii alebo segmentalne duplikacie.
V fudskom gendéme sa nachadza viac nez 10 milidnov bez-
nych SNP. Niektoré z tychto SNP, pripadne interakcia viace-
rych SNP, mézu ovplyviovat syntézu a funkciu proteinov, ¢im
dochadza k zmene metabolickej odpovede na nutri¢né pros-
tredie, a preto su hlavhym determinantom rozdielov v pripa-
de individudlnej potreby Zivin®.
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Varianty asociované s obezitou

Obezita je komplexné ochorenie asociované so zavazny-
mi sprievodnymi ochoreniami, ako je cukrovka 2. typu (T2D -
type 2 diabetes), vysoky krvny tlak, ischemicka choroba srd-
ca a niektoré formy rakoviny. M6ze byt podmienena vplyvom
genetickych alebo environmentalnych faktorov, ako je stra-
vovanie, fyzicka aktivita a iné. Dedi¢nost prispieva k 30 az
70 % variability telesnej hmotnosti a je do nej zapojenych vy-
Se 600 chromozomalnych oblasti, pricom pokroky v nutrige-
nomickom vyskume pomahaiju identifikovat stale nové kan-
didatne gény a genetické varianty asociované s obezitou®.

V roku 2007 bol prvykrat asociovany SNP polymorfizmus
vo FTO géne s telesnou hmotnostou u ludi. 16 % jedincov
homozygotnych pre rizikovud A-alelu vo variante rs9939609
malo 1,67x zvysené riziko obezity a vazilo priemerne o 3 ki-
logramy viac v porovnani s tymi, ktori tito alelu neniesli®®.
Brunkwall a spol. tieto zistenia dalej potvrdili, ked asocio-
vali A-alelu s vyssou telesnou hmotnostou a BMI a tiez
rs9939609 spojili s urCitymi preferenciami v stravovani. Je-
dinci homozygotni pre A-alelu mali signifikantne zvyseny pri-
jem proteinov(", u T2D pacientov s rovnakym genotypom bol
zisteny zvyseny prijem tukov a znizeny prijem vlakniny ne-
zavisle na BMI(2, Prenasaci rizikovej A-alely si menej res-
ponzivni na interné signdly presytenia v porovnani s jedin-
cami nesucimi TT genotyp(". Vysoky prijem tukov a nizky
prijem karbohydratov a vlakniny zvyraziuje asociaciu medzi
rs9939609 a zvysenym rizikom obezity(3'4, ktora moze byt
este viac zdéraznena nizkou fyzickou aktivitou®. Kilpeléi-
nen a spol. identifikovali interakciu medzi minoritnou A-ale-
lou rs9939609 a fyzickou aktivitou s tym, ze riziko obezity je
0 27 % nizsie u fyzicky aktivnych ludi v porovnani s inaktiv-
nymi®9,

Adherenciou na stredomorsku diétu mozno utlmit rozlic-
né poruchy asociované s metabolickym syndrémom cez in-
terakciu gén - diéta. FTO-rs9939609 bol asociovany s vys-
§im rizikom T2D pri nizkej adherencii na tuto diétu nezavisle
od BMI, zatial' ¢o vysoka adherencia oslabuje tuto asocia-
ciu. Rovnaka interakcia s adherenciou na stredomorsku dié-
tu ako prirs9939609 bola pozorovana prirs17782313 v géne
MCA4R. Ortega-Azorin a spol. pri testovani genetického ské-
re rs9939609 ars17782313 zistili, Ze tieto dva polymorfizmy
maju aditivny efekt na interakciu gén — diéta(®). Polymorfiz-
mus rs3812316 v géne MLXIPL bol asociovany s rozli¢nymi
kardiometabolickymi vystupmi. Homozygoti pre GG mali niz-
Sie koncentracie triglyceridov v krvi a tiez nizsie riziko T2D,
pricom G-alela ma pri vysokej adherencii na stredomorsku
diétu protektivny efekt na hypertriglyceridémiu. Tiez bol po-
zorovany zvySeny beneficny efekt tejto alely na kardiovasku-
larne ochorenia®). TCF7L2-rs7903146 je silnym genetickym
determinantom rizika T2D a zvySenych koncentracii krvnej
glukdzy. Jedinci homozygotni pre rizikova T-alelu mali vys-
Sie riziko T2D, vy$sie koncentracie glukdzy a boli nachylni na
zvySené hladiny cholesterolu, LDL a triglyceridov v krvi v po-
rovnani s inymi genotypmi. Vysoka adherencia na stredomor-
sku diétu u TT jedincov utimovala narast koncentracie gluké-
zy a znizovala riziko mftvice v porovnani s jedincami, ktori
tuto diétu nedodrziavali. Adherencia na stredomorsku dié-
tu redukovala riziko mrtvice u nahodne vybranych ludi nesu-
cich TT v rs7903146, ktorym bola tato diéta predpisana(®.

Kym predchadzajice vyskumy prezentovali beneficné
ucinky diéty ako celku a nie iba konkrétnych jej zloziek, na-
sledujuce Stadie demonstrujua vplyv prijmu tukov na stratu
telesnej hmotnosti a rozvoj metabolického syndrému. Stoc-
ks a spol. preukazali interakciu medzi rs987237 polymor-
fizmom v géne TFAP2B a stratou hmotnosti pri energeticky
restrikénej diéte s rozdielnym podielom tuku. Jedinci nesuci
genotyp AA mali vy$Siu stratu hmotnosti pri konzumacii niz-
kokalorickej diéty s nizkym podielom tukov a, naopak, jedin-
ci s GG genotypom stracali viac telesnej hmotnosti pri nizko-
kalorickej diéte s vyssim obsahom tukov(?. Schiiler a spol.
odhalili vplyv interakcie medzi prijmom tukov a polymorfiz-
mom rs4343 v géne ACE na metabolizmus glukézy, inzuli-
novu rezistenciu a riziko T2D u zdravych a neobéznych je-
dincov. V pripade, ze u jedincov homozygotnych pre G-alelu
tvoril prijem tukov 37 % energie a viac, bolo u nich zistené
zvysené riziko poruchy glukézového metabolizmu a T2D®.
Bola najdena interakcia medzi polymorfizmom rs12970134
v MC4R géne a zdpadnym dietetickym vzorom a s nim spoje-
nym prijmom tukov na rozvoj metabolického syndrému aso-
ciovaného s T2D a kardiovaskularnymi ochoreniami. Prena-
SacCi A-alely v rs12970134 v MC4R géne mali vyssSie riziko
metabolického syndrému pri vysokom prijme nasytenych
mastnych kyselin v potrave (14 % z energetického prijmu)
v porovnani s jedincami s GG genotypom, u ktorych konzu-
macia vysSieho mnozstva nasytenych mastnych kyselin ne-
mala ziaden vplyv. Tiez bol zisteny modifikujuci efekt zelenej
zeleniny, nealkoholickych napojov, cerveného masa s prij-
mom zeleza z potravy na hladiny HDL a plazmatické hladiny
glukdzy a triglyceridov. Véasné obmedzenie zapadného die-
tetického vzoru a prijem vacsieho mnozstva zeleniny je vhod-
nou stratégiou na prevenciu metabolického syndromu®@",

Varianty rs76353203, rs138326449, rs147210663,
rs140621530 v géne APOC3 boli asociované s efektmi na
hladinu triglyceridov v krvi. V porovnani s neprenasac¢mi pre-
nasaci rizikovej alely v niektorom z tychto Styroch variantov
mali 0 39 % nizSie plazmatické hladiny triglyceridov, 0 22 %
vy$Si HDL cholesterol, 0 16 % nizsi LDL cholesterol, hladiny
cirkulujicich APOC3 o 46 % nizSie a redukované riziko koro-
narneho ochorenia srdca o 40 %. Tieto vysledky naznacuij,
Ze strata funkcie APOC3 ma ateroprotektivne Gcinky®@.

Prikladom vplyvu génovej davky na adipozitu je gén AMY1
kédujaci slinnd amyldzu. Zvyseny pocet képii AMY1 bol pozi-
tivhe asociovany s hladinou enzymov AMY1, zatial' o nizky
pocet képii AMY1 sposobuje znizené hladiny slinnej amyla-
zy, ¢o zvysSuje riziko obezity aj hodnotu BMI®3,

Personalizovana vyziva

Nutricnad genomika je desatrocia pouzivana na utlmenie
Skodlivych efektov vrodenych metabolickych chyb, ako je na-
pr. fenylketonuria, laktézova intolerancia, celiakia a iné, pre
ktoré su Specificky navrhnuté dietetické postupy®. Je sna-
ha priniest podobné principy na prevenciu a lieCbu beznych
chronickych ochoreni. Nutricné vedy Studovali efekty zivin
v ramci ,priemernej” odpovede, ktora sa vo vSeobecnosti po-
vazuje za ,normalnu“, bez ohladu na interindividualne roz-
diely vo vyzadovani zivin. Vacsina dietetickych odporica-
ni je rozdelenych na zaklade pohlavia a veku, av§ak to nie
su jediné faktory, ktoré by mali byt brané do Gvahy v pripade
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navrhovania stravovacieho rezimu. Jedna diéta nesedi vSet-
kym a rovnaky prisun nutrientu moze sposobit rozne odpo-
vede u rozlicnych osbb, ¢o je spdsobené interakciou gene-
tickych, metabolickych a environmentalnych faktorov®2526),

Cielom personalizovanej vyzivy je inkorporacia biologickej
individuality do dietetickych odportcani. Na jej ziskanie su
potrebné informdacie o pacientovom genotype, epigenéme,
transkriptéme a proteéme v prislusnych tkanivach a teles-
nych tekutinach. Zakladom je poznat panel vybranych DNA
variantov, ktoré uddvaju, ako budu dietetické komponenty ab-
sorbované, metabolizované a dalej vyuzité®®.

Goni a spol. (2015) sledovali interakciu medzi hodnotou
genetického rizika (GRS — genetic risk score), diétou a predik-
ciou obezity. Na zaklade poctu rizikovych alel 16 vybranych
variantov génov, ktoré boli predosle asociované s obezitou
alebo narusenym metabolizmom lipidov (FT0O-rs9939609,
MC4R-rs17782313, MTHFR-rs1801133, PPARA-rs1800206,
PPARG-rs1801282, APOA5-rs662799, APOE-rs429358, APOE
-rs7412, LIPC-rs1800588, PLIN1-rs894160, NOS3-rs1799983,
GCKR-rs1260326, LPL-rs328, CELSR2-rs12740374, CETP
-rs1800777, LIPG-rs4939883), boli jedinci rozdeleni do dvoch
skupin. Skupina s vysokym rizikom obezity (GRS > 7) mala
vy$Sie hodnoty v znakoch suvisiacich s obezitou v porovnani
so skupinou klasifikovanou ako nizkorizikova (GRS =< 7). Vys-
Si prijem energie bol asociovany s vy$Sim percentom teles-
ného tuku v oboch skupinach, pricom efekt na adipozitu bol
vo vysokorizikovej skupine vyssi. Tieto vysledky naznacuju,
Ze interakcia medzi GRS a diétou ulahcuje predpisanie indi-
vidualizovanej vyzivy na zaklade genotypu®@.
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Podla zisteni Studie zameranej na testovanie adherencie
na stredomorski diétu bolo skére tejto adherencie vySsie
v skupine jedincov, ktorym bola diéta predpisana na zéakla-
de genotypu v porovnani s kontrolnou skupinou, ktora do-
stala nepersonalizované dietetické odporucania. Brali sa do
Gvahy lokusy asociované s BMI, telesnou hmotnostou a ob-
vodom pasa (FTO-rs9939609), omega-3 polynenasytenymi
mastnymi kyselinami (FADS1-rs174546), prijmom tuku (TC-
F7L2-rs7903146), nasytenych tukov (ApoE(e4)-rs429358/
rs7412) a folatu (MTHFR-rs1801133). Tieto vysledky ilustru-
ju, ako personalizovana diéta navrhnutd na mieru podla gene-
tickej informacie jedinca moze viest k vyznamnym zmenam
v jeho dietetickych zvykoch v porovnani so v§eobecnymi die-
tetickymi odpordcaniami®2e),

Personalizovana vyziva moze vylepsit zdravotny styl tym,
Ze predpoveda nachylnost jedinca na urcité ochorenia, po-
skytuje informacie, ako predchadzat tymto ochoreniam,
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Pohlad na sucasnu klasifikaciu neuroendokrinnych nadorov

Kristina Mikus Kuracinova
Ustav patologickej anatomie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave

Nadory vychadzajice z buniek neuroendokrinného systému vytvaraju samostatnd skupinu nadorov s charak-
teristickou histologickou stavbou a funkénymi vlastnostami, vyskytujlicimi sa na roznych miestach v organiz-
me, najma v oblasti gastrointestinalneho systému a pltc. Aj ked' ide o nadory, ktoré zo zaciatku rasti pomaly
a spravaju sa indolentne. Vsetky maji maligny potencial, ktory je v mnohych pripadoch tazko predpovedatelny
a mozu metastazovat, napriek malym rozmerom primarneho nadoru. V si¢asnosti neexistuje jednotna univer-
zdlna klasifikacia a terminolégia neuroendokrinnych neoplazii. Ta sa odliSuje v zavislosti od lokalizacie nadoru
a primarne vychadza z dvoch WHO klasifikacii, z klasifikacie neuroendokrinnych neoplazii gastropankreatické-
ho systému z roku 2010 a pltuc aj tymusu z roku 2015. Prognosticky je dolezita primarna lokalizacia nadoru a je-
ho velkost, ako i histologické vlastnosti, najma proliferacna aktivita charakteristicka pritomnostou mit6z a ex-
presia markera Ki-67.

Klicové slova: neuroendokrinné neoplazie; klasifikacia; histologicka charakteristika nadorov

Overview of the present classification on the neuroendocrine tumors

Tumors of the neuroendocrine system represent a separate group of tumors with a characteristic histological
structure and functional properties occurring at various sites in the body, particularly in the gastrointestinal sys-
tem and in the lungs. Although they are usually primary slowly growing tumors with the indolent behavior, all of
them have malignant potential, which in many cases is difficult to predict and they can metastasise despite the
small size of the primary tumor. At present, there is no uniform, universal classification and neuroendocrine ne-
oplasms terminology. It differs depending on the location of the tumor and is based primarily on two WHO clas-
sifications, the classification of the neuroendocrine neoplasms from the gastropancreatic system from 2010
and the lungs and thymus from 2015. The prognosis depends on the primary tumor localization and its size, as
well as on the histological properties, particularly on the proliferation activity characterized by the presence of

mitoses and Ki67 expression.

Keywods: neuroendocrine neoplasms; classification; histological characteristics of tumors
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Uvod

Neuroendrokrinny systém cloveka tvoreny bunkami so
spolo¢nymi vlastnostami buniek nervového aj endokrinné-
ho systému predstavuje fascinujicu skupinu buniek vyskytu-
jucich sa difuzne v mnohych organoch a tkanivach s dolezi-
tou regulac¢nou tlohou. Napriek neustalemu pokracujicemu
vyskumu od Cias Nikolaja KulCického zostavaju tieto bunky
v mnohych ohladoch zahadné a opravnene aj v si¢asnos-
ti vzbudzuju pozornost histopatoldgov. Su to bunky s nejas-
nym embryonalnym pévodom, nespochybnitelnym neural-li-
ke fenotypom a schopnostou na zéaklade réznych stimulov
vylucovat peptidové hormény do krvi s dosahom na cely or-
ganizmus (endokrinna aktivita), pripadne ich hormonalna ak-
tivita je limitovana na okolie bunky (parakrinna aktivita)®.

Nazov buniek vychadza z pévodnej predstavy, ze tieto bun-
ky pochdadzaju embryologicky z neuralnej listy. Tato predstava
bola uz koncom minulého storocCia spochybnena a v sucas-
nosti sa predpokladd, ze bunky maju endodermalny pévod.
Ani tato predstava vSak nevysvetluje vSetky vlastnosti buniek
a ponechdva priestor na rézne Uvahy poukazujuc na fakt, ze
napriek vedeckym pokrokom a su¢asnym technickym moz-
nostiam zostavaju v histoldgii mnohé otazky nezodpovedané.
Z praktického hladiska v§ak vzhladom na fenotyp a funkéné
vlastnosti buniek vSetky klasifikacie nadalej pouzivaju pri opi-
se tychto buniek termin neuroendokrinny.

Neuroendokrinné nadory

Bunky neuroendokrinného systému su zadkladom vzniku
neuroendokrinnych nadorov. Ide o nadory, ktoré su vSeobec-
ne definované ako epitelové nadory s predominantne neu-
roendokrinnou diferenciaciou®. Frekvencia ich vyskytu ko-
reluje s hustotou neuroendokrinnych buniek v tkanivach. Vo
vSeobecnosti sa v siCasnosti uznava, ze vSetky NET maju
maligny potencial, ktory je vSéak v mnohych pripadoch tazko
predpovedatelny.

Roc¢na incidencia vyskytu neuroendokrinnych nadorov
predstavuje 8,4 na 100 000, avSak predpoklada sa, ze ich
celkova incidencia je vyssia, pretoze mnohé ostavaju ne-
diagnostikované®. NET sa typicky vyskytuju v gastrointes-
tindlnom systéme a v plucach, boli vSak opisané aj v po-
hlavno-mocovom systéme vratane obliciek®, prostaty®,
v ovariach®, prsniku® a v dal$ich organoch. Neuroendokrin-
né nadory sa mézu klinicky prejavovat ako karcinoidovy syn-
drém, ktory vznika v désledku zvyseného vyluCovania hor-
monov. Prejavuje sa vznikom zachvatovitého zacervenania
tvére (flush), hnackami, bronchospazmom, méze viest k po-
Skodeniu srdca. Pozorujeme ho u 8 % az 35 % pacientov a je
typicky asociovany s pritomnostou nadorov v tenkom Creve,
ale aj v ¢asti pldcnych tumorov®.

V sucasnosti neexistuje jednotna univerzalna klasifikacia
a terminolégia neuroendokrinnych nadorov. Ta sa odliSuje
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v zavislosti od lokalizacie nadoru. Historicky sa najdlhsie po-
uzival termin karcinoid (karcinoid, teda podobny karcinému).
Ten prvykrat pouzil Siegried Oberdorfer v roku 1907 pri opise
morfologicky velmi Specifického typu nadoru ¢éreva pozosta-
vajuceho z uniformnych malych buniek. Aj ked sa v literatire
pouzivanie tohto terminu opakovane kritizuje, zostal sucas-
tou WHO klasifikacie neuroendokrinnych nadorov v plicach
a niekedy sa nespravne pouziva aj ako synonymum v beznej
komunikacii pre NET G1 v ostatnych lokalizaciach®.
Neuroendokrinné nadory moézeme vSeobecne v zavislosti
od gradingu zaradit do troch skupin:
1. G1, alebo low grade, dobre diferencované neuroendokrin-
né tumory;
2. G2, alebo intermediate grade, dobre diferencované neuro-
endokrinné tumory;
3. G3, alebo high grade, slabo diferencované neuroendokrin-
né karcinémy.

Kritéria na zaradenie nadoru do jednotlivych skupin su
vSak odlisné v zavislosti od lokalizacie tumoru (tabulka 1-3).
Podla vyskytu rozliSujeme 3 najcastejsie skupiny neuro-
endokrinnych nadorov, tie, ktoré vychadzaju z buniek gastro-
intestinalneho traktu (okrem pankreasu), z pankreasu (tiez
zname ako tumory buniek ostrovéekov pankreasu) a neuro-
endokrinné nadory, ktoré vyrastaju z bronchopulmonalneho
systému. V minulosti sa ¢asto pouzivala aj schéma rozde-
lenia nadorov podla réznych Usekov embryonalneho Creva
na karcinoidy predného (foregut), stredného (midgut) a zad-
ného (hindgut) ¢reva. Aj ked je tato klasifikacia v suc¢asnos-
ti uz prekonand, poukazuje na vztah medzi morfolégiou a to-
pografiou vyskytu, ktory ma vyznam aj v si¢asnosti.
Sucasna terminolégia vychadza primarne z dvoch WHO
klasifikacii, a to z:
1. klasifikacie gastroenteropankreatickych neuroendokrin-
nych nadorov z roku 2010© (tabulka 1)
2. klasifikacie neuroendokrinnych nadorov pltuc a tymusu
z roku 201579 (tabulka 1).

Problematické je aj pouzivanie pojmov karciném a tumor,
ktoré v literature Casto nie je jednotné. WHO odporuca vo
svojich klasifikaciach pouzivat pojem karcindm len pre high
grade neuroendokrinné nadory.

Okrem Cistych NET rozozndvame zmieSané tumory s neu-
roendokrinnymi a epitelovymi vlastnostami, napr. zmieSané
adenoneuroendokrinné karcinédmy (MANEC), v ktorych kazdy
komponent tvori viac ako 30 % tumoru. Opisané su aj dlaz-
dicovobunkové karcindmy koexistujice s neuroendokrinny-
mi tumormi®.

Progndza jednotlivych skupin suvisi najma s gradingom,
ktory zavisi hlavne od prolifera¢nej aktivity nadoru. Ta je pod-
mienend poctom mitotickych figir na 10 HRF, resp. pozitivi-
tou imunomarkera Ki-67.

Neuroendokrinné nadory gastrointestinalneho traktu

Gastrointestinalne neuroendokrinné nadory predstavu-
ju geneticky roznorodd skupinu nadorov, vyrastaju z buniek,
produkujucich hormény koordinujuce funkciu ¢riev a sposo-
bujuce charakteristicky hormondlny syndrém. V zavislos-
ti od hormonalnej produkcie moézu byt tieto nadory klinicky
symptomatické ,funk&né” alebo tiché ,nefunkéné”. Inciden-
cia nadorov zavisi od lokalizacie, najCastejSie su pozorova-
né v tenkom Creve a pankrease (39 %), apendixe (26 %) a rek-
te (15 %); najmenej casto postihuji hrubé ¢revo (5 — 7 %)
a zaltdok (2 — 4 %) 12,V GIT existuje najmenej 13 typov
neuroendokrinnych buniek produkujtcich bioaktivne peptidy
alebo aminy. Tvorba jednotlivych hormdnov je ¢asto zavisla
od lokalizécie primarneho nadoru. Studie viak nepreukéza-
li jednoznacne prediktivhu hodnotu hladiny prislusnych hor-
modnov v sére v korelacii s malignym potencidlom nadoru®.

Kym v minulosti sa nadory oznacovali siborne ako kar-
cinoidy (WHO klasifikacia z roku 1980), sucasna klasifika-
cia zroku 2010 rozpoznava neuroendokrinné tumory grade 1
a 2, neuroendokrinné karcinédmy grade 3 a zmiesané nadory
(tabulka 1). Zaradenie tumoru do klasifikacie a jeho prog-
ndza zavisia od definovanych histologickych vlastnosti, ako
je velkosti tumoru, lymfovaskuldrna invazia, prerastanie do

Tabulka 1. Klasifikacia neuroendokrinnych neoplazii pochddzajicich z gastropankreatického systému podla WHO z roku 2010 a pltc

aj tymusu podla WHO z roku 201501319

WHO klasifikacia gastrointestinalnych

neuroendokrinnych neoplazii (2010)

WHO klasifikacia neuroendokrinnych
neoplazii plic a tymusu (2015)

Grade 1 NET G1
low grade Neuroendokrinny tumor grade 1 Typicky karcinoid
Grade 2 NET G2
intermediate grade Neuroendokrinny tumor grade 2 Atypicky karcinoid
Grade 3 NEC
high arade Malobunkovy neuroendokrinny karciném Malobunkovy karciném
ah g Velkobunkovy neuroendokrinny karciném Velkobunkovy neuroendokrinny karciném
Zmiesany adenoneuroendokrinny karcindm (MANEC) Kombinovany velkobunkovy neuroendokrinny karciném

Tabulka 2. Grading a charakteristika neuroendokrinnych nddorov z gastropankreatického systému®

NET G1 NET G2 NEC
Neuroendokrinny tumor grade 1 Neuroendokrinny tumor grade 2 Neuroendokrinny karcinom
Pocet mit6z/10 HPF <2 2-20 >20
Pozitivita Ki-67 <2% 3%-20% >20 %
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Tabulka 3. Grading a charakteristika neuroendokrinnych nadorov plic®

et . e N Velkobunkovy . e
_ Typicky karcinoid Atypicky karcinoid neuroendokrinny karciném Malobunkovy karcinom

Pocet mit6z/10 HPF <2 2-10 >10 >10
Nekrozy chybaju loZiskovo + rozsiahle + rozsiahle
Uniformné, Polygonalne bunky Polygonalne bunky Velké bunky, menej cytoplazmy, | Malé bunky, malé mnozstvo
Morfolégia usporiadané v trabekuldch | usporiadané v trabekulach okruhle jadro, jadierka, cytoplazmy, bez jadierok,
9 alebo v hniezdach alebo v hniezdach neuroendokrinnd morfoldgia zrnity chromatin jadier
(hniezda, palisadovanie, rozety)
IHC (synaptofyzin, _ono —ono
chromogranin, CD56) * * +80-90% +80-90%
IHC (TTF1) vacsinou negativne vacsinou negativne +50 % +85%

Obrazok 1. Neuroendokrinny tumor Zalidka grade 1 (NET G1).
Dobre diferencovany neuroendokrinny tumor Zaludka, s tvorbou
typickych nadorovych hniezd bez vyraznejsej mitotickej aktivity
(a). Imunohistochemicky vykazuju bunky pravidelnd silnd pozi-
tivitu cytokeratinov AE1/3 (b), chromograninu (c) a stredne silnd
pozitivitu synaptofyzinu (d). Proliferacna aktivita Ki-67 je men-
Sia ako 1 % (e). IHC, polymer-Ms-HRP, DAB, 200x.
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susednych organoy, a od pritomnosti metastdz; z histopato-
logického hladiska je v§ak rozhodujuci pocet mit6z a percen-
to Ki-67 pozitivnych buniek (tabulka 2)©®.

Neuroendokrinné nadory pltic a tymusu

Primarne plticne neuroendokrinné nadory predstavuju po-
merne heterogénnu skupinu tumorov, ¢o moze sposobovat
problémy pri diagnostike. Nové poznatky o neuroendokrin-
nych nadoroch pltc viedli v predchadzajucom obdobi k za-
sadnym zmendm pohladu na tato skupinu pl'dcnych nadorov.

Sucasna klasifikacia z roku 2015 rozliSuje viacero skupin.
V klasifikacii zostal zachovany termin karcinoid. Kym typicky
a atypicky karcinoid patria medzi maligne nadory s nizkym
a so strednym stupriom malignity (grade 1 a 2), velkobunkovy
a malobunkovy neuroendokrinny karcindm su prikladom na-
dorov s vysokym stupfiom malignity. Hranica medzi typickym
a atypickym karcinoidom je definovana poctom najdenych
mitéz (tabulka 3). Odlisenie tychto dvoch tumorov je velmi
doblezité vzhl'adom na to, ze predstavuju zdvazny prognos-
ticky faktor. Atypicky karcinoid CastejSie metastazuje, 5-roc-
né prezivanie je 90 % v pripadoch typického a 60 % v pripa-
doch atypického karcinoidu. Malobunkovy a velkobunkovy
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Celularny angiofibrom vulvy
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Prezentovany je zriedkavy pripad celularneho angiofibrému vulvy u 51-ro¢nej Zzeny. ISlo o 1,5-centimetrovy tumor
labium maius I. dx. Histologicky obraz a imunohistochemicky nalez boli podobné vac¢sine doposial opisanych
pripadov. Okrem opisu nalezov sa diskutuje o diferencialnej diagnéze angiomyxoidnych lézii vulvy a ich histoge-
néze, s podanim stru¢ného prehladu literatury.

Klacové slova: angiomyofibroblastém, celularny angiofibrom, superficialny myofibroblastém, vretenobunkovy
lipém, vulva

Cellular angiofibroma of the vulva. A case study report

A rare case of cellular angiofibroma of the vulva in a 51-ys-old woman is presented. It was a 1.5 cm tumour of
the right maior labium. Histological and immunohistochemical findings were similar to those described previ-
ously. The tumour cells expressed vimentin, CD99, estrogen and progesterone receptor. They were negative for
EMA, desmin, h-caldesmon, S100 protein, CD34, CD10, and bcl-2. Besides the case presentation, differential di-
agnosis and histogenesis of angiomyxoid lesions of the lower genital tract is discussed, and a brief overview of
the literature is added.

Keywords: angiomyofibroblastoma, cellular angiofibroma, spindle cell lipoma, superficial myfibroblastoma,

vulva
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Uvod

Celularny angiofibrom (CAF) predstavuje jednu zo zried-
kavych mezenchymalnych Iézii vulvy a vaginy, u ktorych je
diagnostika stazena vzajomnou podobnostou doposial opi-
sanych jednotiek(-. Pre celu skupinu tychto tumorov je ty-
picka dominancia angiomyxoidnej morfolégie, pricom dal-
Sie rozdiely medzi jednotlivymi jednotkami su Casto len
subtilne. Okrem CAF patria do tejto skupiny angiomyxoid-
nych lézii predovsetkym angiomyofibroblastom® superfi-
cialny myofibroblastém®, stromalny polyp®” superficialny
angiomyxém® a hlboky (agresivny) angiomyxém®. Okrem
toho cely rad dalsich mezenchymalnych lézii m6ze mat pre-
vahu myxoidnej zmeny strémy a vyrazné zmnozenie vasku-
larizacie, Co ich zaraduje taktiez do diferencidlnej diagnézy.
Prezentujeme pripad CAF vulvy z nasej praxe.

Opis pripadu

ISlo o léziu labium major I. dx. u 51-ro¢nej pacientky. Kili-
nicky bola suponovana cysta a lézia bola odstranena margi-
nalnou exciziou. Makroskopicky §lo o 15-milimetrovy ohrani-
¢eny nodulus makkej konzistencie, na reze fibromyxoidného
vzhladu. Histologicky (obrazok 7-3) bol tumor tvoreny ohra-
niCenou proliferaciou ovoidnych az vretenovitych buniek,
s jemnou fibrildrnou a myxoidnou strémou (az neuroidného
vzhladu). Dominantnym rysom boli pocetné kapilary, ktoré
zriedka vykazovali miernu hyalinizaciu steny. V stréme bolo
okrem jemnych kolagénovych fibril niekolko hrubsich tram-
cov kolagénu (obrazok 3) a nepocetné mastocyty. Jadra bo-
li blandné, ovoidné, s vel'mi malo zretelnymi jadierkami ale-
bo bez jadierok. Usporiadanie buniek bolo nepravidelné, bez
tvorby zvazkov, zriedka bolo naznacené retiazkovité radenie-

jadier. Imunohistochemicky bol tumor pozitivny na vimentin,
CD99 (obrazok 4), estrogénové receptory (ER) (obrazok 5)
a progesterénové receptory (PR). Negativne boli CD34
(obrazok 6), alfa-hladkosvalovy aktin, desmin, h-caldesmon,
S100 protein, EMA, p16, p53,CD10 a bcl-2. MIB1 exprimovalo
menej ako 2 % buniek. Histologicky a imunohistochemicky
nalez svedci pre CAF(-312),

Diskusia

CAF v r. 1997 opisal Nucci a Fletcher®. Nasledne pribud-
li do pisomnictva dalSie pripady a do r. 2014 bolo opisanych
vo vulvarnej lokalizacii 35 pripadov('?. Okrem vulvy boli CAF
pozorované aj vo vagine a inguine, zriedka v extragenital-
nych lokalizacidch ako retroperitoneum, anus, uretra, oralna
mukoza, mihalnica, koleno'2'3), Laskin et al. opisali tento tu-
mor u muzov v inguinalno-skrotalnej oblasti pod ndzvom ,an-
giomyofibroblastoma-like tumor“(4. V najnovsej WHO klasi-
fikacii je tato lézia zaradend do jednotky CAF(%,

Klinicky ide o Zeny priemerného veku 46 rokov a lézia je
zvacsa v labium major. Gynekolégova diagndza je najcas-
tejSie cysta Bartholiniho Zl'azy &i ina cysta, lipdm, leiomydm
alebo fibrom. Priemerna velkost opisanych lézii je 3,6 cm,
v rozpati od 0,6 do 12,3 cm. Po excizii je recidiva velmi zried-
kava(?. Extrémne raritné su opisy sarkomatdznej zmeny
v CAF(213) Pocas pomerne kratkeho ,follow-up” vSak tieto
dediferencované tumory nerekurovali, pozorovani je vS§ak
stale prilis malo.

Histologicky je CAF ohrani¢enad Iézia. Dominuju blandné,
ovoidné az vretenovité bunky a velmi pocetné cievy. Bunky
su usporiadané nepravidelne, len zriedka je naznacena fasci-
kuldrna Struktura. Jadra su monoténne pravidelné, ovoidné,
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Obrazok 1. Celuldrny angiofibrém. V dolnej Easti celuldrna
Struktdra tumoru, ostro ohraniCena od nativnej cievnatej strémy,
ktord je zachytena v hornej Casti obrdzka
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Obrédzok 2. Celuldrny angiofibrém. Cast s vy$sou celularitou
a ojedinelou miernou hyalinizéciou steny cievy (vpravo)
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len niekedy je pritomna pseudoatypicka hyperchromazia po-
dobnda symplastickej zmene v leiomyémoch. Cievy su ¢asto
hyalinizované, ale tento znak nie je konstantny, ¢o sme pozo-
rovali aj v nasom pripade. Podobne aj McCluggage et al. na-
$li hyalinizaciu ciev len v 4 zo 7 pripadov(4. Stréma je typic-
ky jemna, fibrildrna, ¢o niekedy robi dojem aZ neurogénneho
nadoru. Casté je primes adipocytov, a tak lézie pripominaju

Obréazok 3. Celuldrny angiofibrém. Cast s prevahou myxoidnej
zmeny. V centre je zretelny hrubsi ,keloid-like” tramec kolagénu
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vretenobunkovy lipdm. Imunohistochémia CAF je pomer-
ne variabilna. Vzdy je pozitivny vimentin, priblizne polovi-
ca tumorov exprimuje CD34, niektoré su pozitivne na aktin,
desmin, EMA, CD10 a CD99. Bezna je expresia ER a PR. MIB1
ukaze minimalnu proliferacnu aktivitu, ¢o je v stlade s po-
zorovanou benignitou Iézie. Negativny je h-caldesmon. P16
expresia bola opisana len v sarkomat6znej transformacii®?.

Diferencialna diagnéza zahrnuje angiomyxoidné Iézie,
ktoré st bud typické pre dolnu ¢ast genitalneho traktu, alebo
ide o lézie vyskytujice sa vSeobecne v makkych tkanivach
roznych lokalizacii. Z prvej skupiny je to angiomyofibrob-
lastom®, superficidlny myofibroblastdém dolného genital-
neho traktu®, stromalny polyp®?, hlboky (agresivny) an-
giomyxém®, stromalny endometrioidny tumor(?”. Z druhej
skupiny ide o vretenobunkovy lipédm, solitarny fibrézny tumor,
superficialny angiomyxém, nodularnu fascitidu, neurofibrém,
myxoidny dermatofibrosarcoma protuberans, dobre diferen-
covany a myxoidny liposarkom(518),

Angiomyofibroblastém je blandnej agiomyxoidnej Struktu-
ry, ale na rozdiel od CAF ma epiteloidnu/plazmocytoidnu cy-
tomorfoldgiu a myoidnu diferenciaciu s pozitivitou desminu®.
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Obrazok 5. Celuldrny angiofibrém. Expresia estrogénovych recep-
torov vo vacésine jadier nddoru
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Superficialny myofibroblastom moéze mat pocetné cievy,
ale bunky su viac vretenovité a zvacsa su vo fascikularnom
usporiadani. Imunofenotyp je myofibroblasticky, s expre-
siou desminu a aktinu®#81%), Stromalny polyp netvori ohrani-
¢eny nodulus, ale polypoidnu proliferaciu dosahujicu az po
epitel. Dalej sa stromalny polyp lisi od CAF myofibroblastic-
kou diferenciaciou, podobne ako myofibroblastém, s ktorym
ma pravdepodobne spolo¢nu histogenézu®”. Agresivny an-
giomyxém obsahuje pocetné cievy a monotdénnu populaciu
desmin-pozitivnych myofibroblastov. Cievy su v§ak usporia-
dané v skupinach, pricom zo stien niektorych ciev ,vychadza-
ju“ smerom do okolitej stromy izolované hladkosvalové vlak-
na (dobre zretelné v metodike na desmin)®.

Endometrioidny stromalny tumor vulvy je vo svojom fib-
roznom alebo myxoidnom variante velmi podobny CAF(7),
V odliseni pomoze jeho infiltrativny spdsob rastu, vyrazna po-
zitivita CD10 a negativita CD34. Vretenobunkovy lipém je jed-
notka pravdepodobne rovnakej histogenézy ako CAF. LiSi sa
len mensim poc¢tom ciev, CastejSou ,keloid-like” kolageniza-
ciou a menej ¢astou expresiou ER a PR(5'®), Solitarny fibréz-
ny tumor ma vaskularizaciu vzhladu hemangiopericytomo-
vého, t. j. ide o vetvené cievy, rozdielne od kapilar v CAF. CD34
a CD99 su pri niom pozitivne ¢astejSie, ako to byva v CAF(518),
Na rozdiel od CAF je negativny na ER a PR. Superficidlny an-
giomyxém je multilobuldrny, obsahuje konstantne infiltrat
polynukledrov a ¢asto st v nom aj epitelové Struktury (epider-
moidné cysty, skvamoidny a/alebo bazaloidny epitel). Je len
zriedka CD34-pozitivny a neexprimuje ER a PR®'%'®), Nodu-
larna fascitida ma cytomorfoldgiu vretenovitych fibroblastov
s jadierkami (podobnu bunkam v tkanivovej kultdre), obsahu-
je menej ciev, ¢asto su v nej extravazaty a ma myofibroblas-
ticky imunofenotyp negativny na ER i PR('518),

Neurofibrém zriedka obsahuje viac ciev, je pozitivny na
S100 protein a negativny na ER a PR(%'®), Myxoidny derma-
tofibrosarcoma protuberans sa lisi infiltraciou okolitého tka-
niva, zvacsa vo forme jazykovitych vybezkov v kolagénnom
a tukovom vazive. Neexprimuje ER a PR('5'829 Dobre dife-
rencovany liposarkdm s myxoidnou zmenou obsahuje lipo-
blasty a adipocyty, ma menej ciev, exprimuje MDM2, CDK4,
p16 a je negativny na ER a PR(5'®_ Myxoidny liposarkém ma

Obrazok 6. Celularny angiofibrém. CD34 sprehladriuje vaskulari-
zdciu lézie a je negativna v bunkach strémy
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cievy podstatne viac vetvené ako CAF, exprimuje malokedy
CD34 a je negativny na ER a PR(578),

V histogenéze CAF sa predpokladd, ze ide o tumor z fib-
roblastov Specializovanej stromy genitalnej oblasti. V sulade
s tym su aj pozorované expresie ER a PR(), Pri extragenital-
nych Iézidch ide pravdepodobne o diferenciaciu fibroblastu
na ER/PR pozitivny fenotyp v désledku pésobenia hormonal-
nych faktorov@". Tieto fibroblastické bunky majd minimal-
nu alebo Ziadnu myoidnu diferenciaciu (na rozdiel od myo-
fibroblastému a angiomyofibroblastomu). Pozoruhodna je
ich Casta asocidcia so zrelymi adipocytmi v rdmci jednej 1é-
zie, Co potom sposobuje podobnost s vretenobunkovym lipo-
mom. Tieto pozorovania viedli k predpokladu, Ze CAF a vre-
tenobunkovy lipdm su len ¢astou morfologického spektra
jedinej |ézie(322, Do tohto spektra pribudol neskér mamarny
a vulvovagindlny myofibroblastém, ktoré sa taktiez prekry-
vaju s vretenobunkovym lipémom(32223_ Casto sa stéva, ze
spomenuté tumory vykazuju morfoldgiu a imunofenotyp hra-
ni¢ny medzi dvoma léziami a postupne pribudaju opisy dal-
sich, menej vyhranenych a variantnych €zii?22429 (Citatel
tychto prac musi Celit strate prehl'adu).

Metodika, ktora by mala byt prinosom pre presnejsiu kla-
sifikaciu tychto angiomyxoidnych |ézii, je molekuldrna ge-
netika. Genetické Studie ukazali, ze CAF, myofibroblastém
a vretenobunkovy lipdm maju deléciu na chromozéme 13, so
stratou FOXO1 lokusu (13q14)(22223, ¢o mozno povazovat
za prejav spolocnej histogenézy. Z tejto skupiny angiomyxo-
idnych lézii s absenciou FOXO1 bol vyradeny angiomyofib-
roblastom, ktory dant zmenu nema®?. V deletovanom useku
chromozému 13 sa nachddza okrem FOXO1 d'alSi supresoro-
vy gén RBT1, ktory koduije retinoblastomovy (Rb) protein. Ten-
to protein je detegovatelny imunohistochemicky, preto sa
recentne odporlca zaradit ho do diagnostického panelu®@.
Buduce studie prinesu naisto dalSie upresnovanie klasifika-
cie. V pripade CAF by mohlo dojst k deleniu jednotky na mo-
lekularne geneticky definované varianty (napr. nie je genetic-
ky rozdiel medzi CD34-pozitivnym a CD34-negativnym CAF?;
|ézie so sarkomat6znou transformaciou nemaju uz od zaciat-
ku $pecificku genetiku?; aky je vztah benignych angiomyxoid-
nych |ézii k neklasifikovatelnym sarkémom vulvy?).
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V kazuistike sme prezentovali celularny CAF a diskutovali
o jeho diagnostike. CAF mdze klinicky aj histologicky napo-
dobriovat iné angiomyxoidné tumory vulvy (benigne i malig-
ne). Spomedzi imunohistochemickych vysetreni méa najvacsi
vyznam dokaz chybajucej, resp. len minimalnej myoidnej di-
ferenciacie, hlavne absencia expresie desminu. Novsim pri-
nosom by mala byt imunohistochémia retinoblastémového
proteinu a geneticka detekcia absencie supresorov FOXO1
a RB1. Z klinického hladiska sa CAF v skupine benignych
angiomyxoidnych Iézii vulvy odliSuje od ostatnych jednotiek
schopnostou sarkdmovej dediferenciacie('?.
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Ojedinely pripad infekcie sp6sobenej Vibrio cholerae non-01, non-0139
v klinickej praxi na Slovensku

Daniela Lackova', Martin Sojka??3

Medirex, a. s., Levice

2NRC pre Vibrionaceae, Regionalny urad verejného zdravotnictva so sidlom v Komarne
3Ustav mikrobioldgie, Lekarska fakulta, Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava

Baktéria V. cholerae je ludskym patogénom, ale aj prirodzenym obyvatelom vodného prostredia. V poslednych
rokoch s Coraz Castejsie zaznamenané infekcie sposobené Vibrio cholerae non-01, non-0139 (NOVC) s intes-
tindlnymi alebo extraintestinalnymi klinickymi prejavmi. U imunokompetentnych jedincov sa prejavuju infekcie
ako self-limited gastroenteritidy alebo ako infekcie usi a ran. Predkladany ¢lanok prezentuje pripad gastroente-
ritidy u 44-roc¢nej zeny s akutnou hnackou, s abdominalnymi bolestami, hortickou a prejavmi dehydratacie. Z vy-
teru z rekta bol izolovany kmen V. cholerae non-01, non-0139, ktorého pritomnost potvrdila infekénd pricinu
klinickych priznakov u pacientky. Na zaklade vysledkov mikrobiologickej analyzy bola odporuc¢ena terapia anti-
biotikami: peroralny ciprofloxacin v davke 500 mg 2x d 4 12 h a vhodna rehydratacna terapia. Po pociatoénom
zlepseni sa vodnata hnacka opat objavila a s mensimi prestavkami trvala niekol'ko tyzdnov. Pacientka sa tplne
vyliecila az po 2 mesiacoch. Infekcia bola ziskana v domacom prostredi, pacientka konzumovala kontaminova-
nud vodu zo studne. Analyza vzorky vody v Narodnom referenénom centre (NRC) pre Vibrionaceae potvrdila zdroj
infekcie. NOVC sa m6Zu vyskytovat aj vo vodach s nizkou salinitou, ako su alkalické jazera, odtoky vody a kana-
lizacie. Hoci vSetky infekcie sposobené Vibrio spp. podliehaji povinnému hlaseniu, mnoho pripadov nie je odha-
lenych aj z dévodu, Ze kmene vibrii nie je jednoduché identifikovat na beznych kultivac¢nych pédach.

Klicové slova: akutna gastroenteritida, Vibrio cholerae non-01, non-0139, prvy potvrdeny pripad na Slovensku,
klinicky vyznam, kontaminovana voda

The rare care of infection caused by Vibrio cholerae non-01, non-0139 in clinical practice in Slovakia

V. cholerae is both a human pathogen and a natural inhabitant of aquatic environments. Vibrio cholerae non-01,
non-0139 (NOVC) are increasingly frequently observed ubiquitous microorganisms occasionally responsible
for intestinal and extra-intestinal infections. Most cases involve self-limiting gastroenteritis or ear and wound
infections in immunocompetent patiens. We describe a case of NOVC severe gastroenteritis in 44 year old fe-
male subject suffering from acute diarrhea, abdominal pain, fever and dehydratation. Strains V. cholerae non-01,
non-0139 have been isolated from rectal swab and confirmed infectious causality of the clinical symptoms. In
published case of NOVC gastroenteritis antimicrobial therapy was recommended, the optimal treatment strate-
gy was oral ciprofloxacin (500 mg every 12h) and appropriate oral fluid rehydration. There was initial improve-
ment, but the watery diarrhoea recurred and had been lasting for a few weeks. The patient recovered fully after 2
months. This infection was defined as domestically acquired, patient was exposured to the contaminated water
from water well. The analysis of the water by National reference centre for Vibrionaceae confirmed the source of
infection. NOVC may occur also in water with low salinity such as alkaline lakes, artificial waterways and sew-
ers. Although all Vibrio infections are nationally notifiable, many cases are likely not recognized because Vibri-
os are not easily identified on routine enteric cultivation media.

Keywords: acute gastroenteritis, Vibrio cholerae non-01, non-0139, clinical significance, first confirmed case
in Slovakia, contaminated water

Newslab, 2018; ro€. 9 (1): 50 - 53

Uvod Kazuistika pacientky

Predkladany ¢lanok opisuje pripad pacientky s akdtnou
gastroenteritidou, ked' pdvodcom ochorenia bol potvrde-
ny raritny patogénny mikroorganizmus V. cholerae non-0OT,
non-0139. Bola to prva laboratérne potvrdend identifikacia
tejto baktérie v klinickej vzorke na naSom pracovisku a pod-
I'a nasSich informacii aj na Slovensku. Infekcia sa prejavila
u zdravej imunokompetentnej zeny po konzumacii vody zo
studne a mala tazsi a dlhotrvajuci priebeh.

Styridsatstyriroénd pacientka navstivila koncom jina
2017 svoju obvodnu lekarku s priznakmi silnej hnacky, s ab-
dominalnymi bolestami sprevadzanym tenezmami a vysoky-
mi teplotami okolo 38,5 °C. Pacientka bola dehydratovang,
pochudnutd, priznaky vracania sa nevyskytovali. V ambu-
lancii boli urobené odbery biologickych vzoriek vratane vy-
teru z rekta. Standardné biochemické analyzy aj krvny ob-
raz boli u pacientky v norme, avSak kultivacna analyza vyteru
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z rekta potvrdila infekénu pricinu jej klinickych prejavov. Vo
vzorke boli identifikované baktérie druhu Vibrio cholerae
non-01,non-0139. KedZe ide o patogénny mikroorganizmus,
ktory sa v nasom regidéne v klinickych vzorkach este nevy-
skytol a jeho identifikacia je z ndsSho pohladu raritnd, upo-
vedomili sme o tejto skutocnosti oSetrujliceho lekara, infek-
toldga a prislusného epidemioléga. Pacientka bola lieCena
ambulantne, nebola hospitalizovand. Naordinovana jej bola
symptomaticka lieCba Smecta, Hylak Forte a rehydratacny
napoj Fluidex. Vzhl'adom na pretrvavajlce tazkosti, ku kto-
rym sa pridalo aj vracanie, bola v polovici jula 2017 naor-
dinovana cielena antibioticka terapia podla stanovenej cit-
livosti — ciprofloxacin 500 mg 2x d @ 12 h poc¢as 10 dni. Po
pociatocnej Ul'ave sa jej klinicky stav opat zhorsil, trpela ne-
chutenstvom, problémami s travenim, ob&asnymi hnackami.
LieCbu antibiotikami prerusila a pokracovala v symptomatic-
kej lieCbe. Pritomnost patogénnej baktérie Vibrio cholerae
non-01, non-0139 bola potvrdend v stolici pacientky este aj
v septembri 2017. Po trojnasobnom selektivnom namnoze-
ni v alkalickej pepténovej vode bola kultivatne dokazana aj
pritomnost V. metschnikovii, ¢o je blizky pribuzny V. cholerae
s negativnou cytochrémoxidazovou aktivitou. Klinicky stav
pacientky sa zlepSoval velmi pomaly, dlhodobo pretrvévalo
nechutenstvo, abdominalne bolesti, hnacky, ktoré sa strieda-
li s obdobiami relativnej Ulavy od taZzkosti. Od oktébra 2017
je pacientka bez klinickych priznakov infekcie. Zdroj infekcie
bol potvrdeny epidemiologickym vySetrenim, bola nim voda
zo studne, ktord v domécnosti z dévodu absencie vodovo-
du pouzivali.

Epidemiologické vySetrenie zdroja infekcie

Na zaklade odporucania pracovnikov odboru epidemio-
l6gia RUVZ so sidlom v Leviciach boli vykonané kontrolné
odbery vzoriek od ostatnych ¢lenov rodiny, u ktorych neboli
pritomné ziadne klinické priznaky ani tazkosti. Vysledky kon-
trolnych odberov biologickych vzoriek zostali negativne. Ke-
dze najcastejSim faktorom prenosu infekcie je voda alebo
potraviny, na objasnenie bolo nutné dosetrit riziko konzuma-
cie infikovaného jedla alebo vody v priebehu 7 dni pred ob-
javenim klinickych priznakov. Pacientka neabsolvovala po-
byt v zahranici, vylicila konzumaciu morskych zivocCichoy,
ako su musle, ustrice, kraby a pod., nekupala sa v prirod-
nom jazere. Jedinym rizikovym faktorom bola pouzivana vo-
da, kedze v domacnosti nebol zavedeny vodovodny systém
a rodina pouzivala vodu zo svojej studne. Vzorky vody boli
odobraté podla platnych noriem a zaslané na cielené vyset-
renie do NRC pre Vibrionaceae so sidlom v Komarne. NRC po-
tvrdilo vo vzorkach vody pritomnost baktérie Vibrio cholerae
non-01, non-0139. VSetky pripady infekcii spdsobenych sé-
roskupinami V. cholerae a dalSimi patogénnymi druhmi rodu
Vibrio spp. podliehaju povinnému systému hlasenia u nas aj
celosvetovo (CDC).

Klinicky vyznam infekcii spésobenych Vibrio cholerae
Infekcie spbsobené réznymi séroskupinami Vibrio cho-
lerae sa vo vyspelych krajinach, napr. v EU, vyskytujd velmi
zriedka. V sucasnosti je znamych viac ako 200 séroskupin
druhu V. cholerae, ktoré sa lisia somatickym O antigénom®,
Klinicky priebeh ochorenia zavisi z velkej miery od sérosku-
piny, ktorou je pacient infikovany. V. cholerae toxigénna

séroskupina 01 alebo 0139 (endemicky sa vyskytuje v Azii,
vyskytli sa viaceré importované pripady aj vo svete) je vyvo-
lavatelom prudkého a zavazného ochorenia — cholery, kto-
ra prebieha vo forme epidémie. Cholera sa vyskytuje v me-
nej rozvinutych krajinach, ako je Ghana, India, Pakistan, Haiti
a podl'a WHO kazdorocne sposobuje 28 000 — 142 000 dmrti.
Do Eurépy ju importuju v ojedinelych pripadoch cestovatelia
vracajuci sa z rizikovych oblasti. Podl'a Eurépskeho centra na
prevenciu a kontrolu chor6éb (ECDC) bolo v roku 2014 v kraji-
nach EU potvrdenych len 16 pripadov cholery. Menej zavaz-
né ochorenia, tzv. vibridzy, su spdsobené inymi séroskupina-
mi V. cholerae, ktoré si oznacované ako V. cholerae non-O1
anon-0139, alebo inymi patogénnymi druhmi: V. parahemoly-
ticus, V. alginolyticus, V. vulnificus. Vibridzy sa prejavuju intes-
tindlnou (gastroenteritidy) alebo extraintestinalnou (infekcie
usi a ran) manifestaciou. Infekcie vznikaju primarne po kon-
zumacii tepelne neupravenych morskych zivocichov, po po-
Ziti kontaminovanej vody alebo po kupani v kontaminovanej
vode. Vznik ochorenia je zavisly od virulentnosti kmena aj
od zdravotného stavu pacienta. Gastrointestindlne ochore-
nia spdsobené V. cholerae non-01, non-0139 na rozdiel od
cholery prebiehaju menej prudko a nemaju epidemicky po-
tencial. Klinické priznaky tychto infekcii m6zu byt menej za-
vazné: od asymptomatickej formy cez miernu hnac¢ku az po
zavazné ochorenie podobné cholere. Pritomna je aj silna de-
hydratdcia a vysoké horucky, ale ochorenie ma dobru prog-
nézu. U pacientov s predispoziciou na bakteriémiu, ako su
imunokompromitovani pacienti s ochoreniami pecene, alko-
holici, diabetici a onkologicki pacienti, sa infekcia mo6ze pre-
javit aj vo forme sepsy s vysokou mortalitou. Pacienti by ne-
mali konzumovat tepelne neupravené morské zivocichy ani
kupat sa v potenciadlne kontaminovanych vodach v letnych
mesiacoch®. Vysoka mortalita pri sepse je pravdepodobne
spOsobend oneskorenou diagnostikou, neadekvatnou tera-
piou antibiotikami aj dizkou terapie®. V odbornej literattre je
zaznamenany narastajuci trend potvrdenych infekcii sposo-
benych V. cholerae non-01, non-0139, pricom ich celkovy po-
Cet vo vyspelych krajinach napr. Eurépskej Unie zostava stéle
nizky a infekcie su ojedinelé™.

Material a metody

Laboratérna identifikacia baktérii rodu Vibrio spp.

Rod Vibrio patri do ¢elade Vibrionaceae. Su to halofilné
fakultativne anaerébne gramnegativne palicky zakrivené na
pozdiZnej osi. Ochorenia spdsobené vibriami st v stéas-
nosti poddiagnostikované, jednak zo strany oSetrujucich le-
karov, ktori na takuto etioldgiu nemyslia, a jednak zo strany
laboratorii, ktoré bezne nepouzivaju selektivne pody na izo-
laciu baktérii rodu Vibrio®. Pri odbere biologického materia-
lu od pacienta je potrebny odber z charakteristického miesta
v pociatoénom alebo rozvinutom Stadiu priznakov ochore-
nia este pred zacatim ATB terapie. Vhodné biologické vzor-
ky pri podozreni na infekciu su stolica, vyter z rekta, vyvratky,
vyter z rany; v pripade sepsy (spdsobovanej hlavne V. vulni-
ficus) aj krv na hemokultivaciu. V pripade vySetrovanej pa-
cientky nebola stanovena jasna diagndza, preto bol pouzity
rutinny postup spracovania biologickej vzorky bez pouzitia
selektivnej pddy pre vibria (napr. tiosiran - citran — ZI¢ - sa-
charézovy agar — TCBS). Suspektny kmen bol izolovany len
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na selektivnej pdde pre Yersinia spp. Identifikacia izolova-
ného kmena prebehla na zaklade hlavnych biochemickych
vlastnosti (napr. oxidaza) komercne dodavanou supravou En-
terotest a pomocou hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF.
Vzhladom na raritny ndlez patogénneho mikroorganizmu Vi-
brio spp. vo vzorke bol kmen zaslany na definitivnu identifi-
kaciu na Specializované pracovisko NRC pre Vibrionaceae.

Nadstavbova diagnostika v NRC pre Vibrionaceae

Potvrdenie ndlezu a definitivny vysledok identifika-
cie bol vykonany v NRC pre Vibrionaceae na RUVZ so sid-
lom v Komarne. Kmen bol potvrdeny ako Vibrio spp. na za-
klade mikroskopického ndlezu zahnutych gramnegativnych
pali¢iek, pozitivnej cytochrémoxidazovej aktivity, pozitiv-
neho string-testu, typického rastu na selektivnom TCBS-aga-
re a citlivosti na vibriostatikum 0129. Biochemicky, pomo-
cou klasickych skimavkovych testov s pridavkom 1 % NacCl,
bol blizsie identifikovany ako V. cholerae. Pomocou latexo-
vej aglutinacie nebola dokazana prislusnost k séroskupine
01 ani 0139. Napriek tomu bol kmen testovany metédou re-
verznej pasivnej latexovej aglutinacie na pripadnu produkciu
cholerového toxinu s negativnym vysledkom. Baktéria bola
findlne identifikovana ako netoxinogénny kmen V. cholerae
non-01, non-0139.

Metddou selektivneho namnozenia v alkalickej pepténo-
vej vode bolo V. cholerae non-01, non- 0139 izolované aj zo
vzorky studni¢nej vody. Vzorka vody sa podla Standardnych
postupov odobera do sterilnych vzorkovnic (sklenenych ale-
bo plastovych) v objeme 0,5 az 1 liter. Chladenie vzorky po-
Cas prepravy moze izolaciu vibrii stazit alebo znemoznit —
navodenie prechodu do tzv. VBNC (viable but non-culturable)
stavu. Z tohto dévodu sa chladenie vzorky pri preprave ne-
odportca a vzorka vody by sa mala spracovat v den odberu.

Vsetky tri izolaty boli podrobené zistovaniu pribuznosti
metddou (GTG)5 PCR s naslednou klastrovou analyzou zis-
kanych profilov v softvéri Phoretix1D Pro za vyuzitia dvoch
roznych pristupov — Diceov algoritmus a Pearsonova korela-
cia. Obe analyzy ukazali velmi blizku pribuznost/totoZznost
izolovanych kmenov, ktoré teda mézu byt povazované za je-
den kmen (obrazok 1).

Stanovenie citlivosti na antibiotika a liecba infekcie
Hnacka spbésobena V. cholerae (toxigénnymi aj netoxi-
génnymi kmenmi) je rieSena primarne rehydrataciou a ciele-
nou terapiou antibiotikami. NajddlezitejSia je nahrada teku-
tin a elektrolytov, ktoré sa poCas ochorenia stracaju, jednak
peroralnou formou, jednak intravendzne. Antibioticka terapia
v pripade cholery je presne stanovena. Tetracyklin a azitro-
mycin su antibiotikami prvej volby. Skracuju ¢as vyluCovania
baktérii a redukuju objem stolice o0 50 %©). V pripade gastro-
intestinalnych infekcii V. cholerae non-01, non-0139 sa poda-
nie antibiotik odporuca v pripade komplikovanych ochoreni
a u imunokompromitovanych pacientov. V analdgii s chole-
rou su to tetracykliny, ktoré inhibuju syntézu proteinov, ¢im
znizuju produkciu toxinu, alebo skupina fluorochinolénov.
Rozhodnutie o terapii zavisi aj do lokalneho stavu citlivos-
ti na antibiotika, resp. rezistencie. Pri izolovanom kmeni bo-
lo stanovenie citlivosti vykonané diskovym difuznym testom
na Muellerovych-Hintonovych agarovych pédach a komer¢-
ne dodavanymi antibiotickymi diskmi podla Standardnych
postupov EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Ked'Ze aktualne normy EUCAST neob-
sahuju interpretacné kritéria pre V. cholerae, boli pouzité kri-
téria pre Enterobacteriaceae. I1zolovany kmen bol rezistentny
proti kotrimoxazolu, intermedidrne citlivy na ampicilin a gen-
tamicin a citlivy na ciprofloxacin a tetracyklin. Dizka terapie
zavisi od zdravotného stavu pacienta, priebehu a zavaznosti
ochorenia. Median je 14 dni. Na zdklade stanovenej citlivos-
ti bol v terapii cielene pouzity peroralny ciprofloxacin v dav-
ke 0,5 g 2x denne. Pévodne bol navrhnuty na 10 dni, ale pa-
cientka nebola schopna dodrzat dizku terapie vzhladom na
tazsi priebeh ochorenia. Vakcina proti infekciam sposobe-
nym V. cholerae non-01, non-0139 v su¢asnosti neexistuje.

Diskusia

Napriek tomu, Ze ochorenie vypuklo uimunokompetentnej
pacientky, jeho priebeh bol vazny a klinické priznaky pretrva-
vali dlhodobo. Identifikacia Vibrio cholerae non-01,non-0139
ako priciny ochorenia bola prekvapujlca, ale umoznila nasta-
venie adekvatnej a cielenej terapie. Prirodzenym prostredim
vibrii je more a pobrezné vody, ale V. cholerae, V. metchnikovii

Obrazok 1. Klastrova analyza (GTG)5 PCR profilov ziskanych izolatov Vibrio cholerae non-01, non-0139, draha 1 - izolovany kmern zo
stolice — Medirex, a. s., draha 2 - izolovany kmen zo stolice — NRC-V, drdha 3 — izolovany kmeri zo studni¢nej vody. Z oboch metéd

klastrovania je zrejma blizka pribuznost/totoZnost izolatov

Dendrogram: UPGMA(Pearson Correlation)

Dendrogram: UPGMA(Dice)

Distancs
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a V. mimicus dokazu osidlovat aj vody s nizkou salinitou,
ako s jazera (napr. Neziderské jazero, Rakusko, ale aj viace-
ré slovenské jazera), povrchové a odpadové vody. Vibria su
schopné prezivat niekolko tyZdnov aj vo vykaloch, ich pocet
narasta najma v letnych mesiacoch, ked sa teplota vody zvy-
Suje. Zdroj infekcie u pacientky bol potvrdeny. Infekcia bo-
la sp6sobenda konzumadciou, resp. pouzivanim kontaminova-
nej vody z plytkej kopanej studne, ktord v domacnosti denne
vyuzivali. Pri¢ina kontamindcie vody v studni zostava nejas-
nda, dévodom moze byt kontaminacia a presakovanie z oko-
litého prostredia do studne a mnozenie infekénych agensov
v letnych mesiacoch. Napriek tomu, Ze baktérie sa vyskytuju
v prostredi, zostavaju infekcie spésobené vibriami ojedinelé
a raritné. Prezentovany pripad infekcie potvrdzuje, Ze treba
venovat zvlastnu pozornost zdravotnej bezchybnosti pitnej
a uzitkovej vody, odstrafiovaniu vykalov a odpadkov a tiez po-
travinam konzumovanym v surovom stave. V pripade rodi-
ny bolo nutné nainstalovat k zdroju vody (studni) filtrovaci
systém, ktory v buddcnosti vylici riziko vzniku podobnej in-
fekcie. Je vhodné upozornit osetrujucich lekarov aj v kraji-
nach s miernym podnebim, ako je Slovenska republika, na
riziko vyskytu infekcii sposobenych Vibrio cholerae a ostat-
nych druhov Vibrio spp. a v pripade gastroenteritid (napr. po
konzumadcii vody zo studne) Ziadat analyzu pritomnosti tych-
to baktérii v biologickej vzorke. Vdaka modernym metédam
identifikacie patogénnych mikroorganizmov vo vzorkach,
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napr. pomocou hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF, sa
diagnostika ¢revnych nakaz v poslednych rokoch v laboraté-
riach Medirex, a. s., vyrazne skvalitriuje.

Zaver

Predlozena kazuistika pacientky bola prvym potvrdenym
pripadom infekcie V. cholerae non-01, non-0139 v naSom re-
giéne aj na Slovensku. Pripad potvrdzuje potrebu promptnej
a kvalitnej diagnostiky tychto infekcii v laboratéridch klinickej
mikrobiolégie a neustale zvySovanie erudovanosti klinickych
mikrobiolégov. Je tiez délezité zvysit povedomie a informo-
vat o moznosti vyskytu takychto ochoreni na Slovensku aj
odbornu lekarsku verejnost. Identifikacia vibrii izolovanych
z klinickych materialov by mala byt vzdy potvrdena v NRC
pre Vibrionaceae pri RUVZ v Komarne, ktoré rovnako v pri-
pade vyskytu V. cholerae vykondva dbkaz prislusnosti k sé-
roskupindm s vysokym potencialom epidemického vyskytu
a dokaz produkcie cholerového toxinu. NRC tieto vySetrenia
vykonava s posobnostou pre celd SR.
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Od mediciny renesancie k renesancii mediciny a spat

Jan Radvanszky

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

Bratislava

Newslab, 2018; ro€. 9 (1): 54 — 55

Priznam sa, ze s vyberom témy pre aktualne vydanie som
mal mensie problémy. PoCas posledného obdobia ma to-
tiz zaujalo niekolko zaujimavych tém, ktorym by sa oplati-
lo venovat medzi novinkami, ako moznost vyvoja nanorobo-
tov pracujucich v nasich telach, napr. na dopravenie spermii
so znizenou pohyblivostou na ,liecbu” uréitych typov nep-
lodnosti, alebo vysledky druhej fazy velkého mikrobiémové-
ho projektu ¢loveka, pripadne prehl'ad histérie sekvenovania
DNA, o tiez oslavovalo vyrocie. Nakoniec moja volba padla
na ind tému, ktord vSak tak trosku suvisi s predchadzajucimi
dvoma. Ale podme pekne po poriadku. Ked som pocas svo-
jich stredoskolskych Studii ¢ital Zivotopisy ,slavnych”, vzdy
ma fascinovalo, ako mohol niekto (jediny ¢lovek) Studovat
teoldgiu, medicinu, pravo, histériu, filozofiu, umenie, pripad-
ne, ako mohol byt jeden ¢lovek zaroven maliarom, socharom,
architektom, lekarom, vynalezcom, geolégom, biolégom, fi-
lozofom, atd. VZzdy ma fascinovali obrazy pracovni a alchy-
mistickych pivnic, kde na jednej strane su steny plné kniznic
prepchatych starymi knihami a pergamenmi (poriadne za-
prasenymi), inde je polozena psia lebka (na ktorej sedi ob-
rovsky pavuk), v rohu vypreparované zviera (to je jedno aké,
len nech je tam), niekolko réznych minerélov poukladanych
v peknom slede na polici (ale m6zu byt aj na hromade v k-
te, vysypané z prevrateného kosa), inde na stene (ale aj na
dajakom vedlajSom stole a, prirodzene, pod stolom a okolo
neho) rézne nacrty, projekty, mapy, poznamky (ako aj mno-
ho inych veci, ktoré sa daju naniest na papier). A v neposled-
nom rade, v strede takejto miestnosti neméze chybat rozpit-
vana mrtvola ¢loveka (dajakého chudaka ukradnutého pred
dvoma dnnami z miestneho cintorina) s jeho organmi starost-
livo ulozenymi v sklenenych nadobdach naplnenych konzer-
vacnou tekutinou a, prirodzene, este starostlivejSie odvaze-
nymi a zapisanymi na zozltnuté listy polorozpadajuceho sa
zosita s koZenou vazbou. Ano, nechal som sa uniest fanté-
ziou, ale to len a len kvéli tomu, aby som mohol nacrtnat
svoju predstavu ,renesancného ¢loveka“, ktorého sice na ta-
komto obraze nevidime, ale presne vieme, ze tam je, ze tam
pracuje, a este aj to presne vieme, ako vyzera (ale to uz ne-
cham na predstavivost kazdého z vas). A hlavne, Ze vSetky
tie ,rézne” veci tam ma nazhromazdené preto, lebo podla
definicie, ,jeho zaujem a expertiza pokryvaju vacsi pocet od-
liSnych vednych a/alebo spolo¢enskych oblasti”, pricom vie
pracovat s komplexnymi vedomostami na vyriesenie urcité-
ho problému. A ked' slovné spojenie ,renesan¢ného ¢loveka“
nahradime inym, napr. ,polyhistorom”, tak s pokojnym sve-
domim moézeme v nasich predstavach zanechat renesanéne
,osvietené” severotalianske mesta a moézeme sa presunut
prakticky hocikam, od antického ,filozofického" Grécka az po
»dickensovsky” Londyn viktorianskeho Anglicka. Okrem tej

zlatej éry ,modernej vedy” 20. storocia, vyhlasujucej rigoréz-
nu ,redukcionisticki” vedeckd metédu za absolutne potreb-
nu a nevyhnutnu, v ktorej celé vedecké skupiny zacali sustre-
dovat svoju pozornost na jedint konkrétnu vec zaujmu, ale to
s dovtedy nevidanou hibkou a preciznostou. Ked som prisiel
na univerzitu, vSetky ,zlozky" opisaného obrazu som videl na
vlastné oc¢i, ale malo z nich sa nachadzalo na jednom mieste
a ani nahodou sa im nevenoval jediny ¢lovek. VSetko bolo na
svojej fakulte, na svojej katedre, na svojom oddeleni, pripad-
ne sa tomu venovala jedna vyskumnd skupina, €0 ma poma-
licky presvedcilo, ze pocas toho 20. storocia nadobro odzvo-
nilo obdobiu polyhistorov a ,renesancnych ludi”.

Prislo vSak 21. storoCie a medicina spolu s laboratérnou
diagnostikou sa podla vsetkého chystaju spravit velky skok
v rdmci bezne existujldcich kontinualnych zmien. Chysta-
ju sa vratit tak trosku k ,holistickej$im"“ korenom, ale s ,re-
dukcionistickou” rigoréznostou. A v tomto celom procese
by som chcel upriamit pozornost na jednu $tadiu, ktora vy-
$la v augustovom vydani ¢asopisu Nature Biotechnology®
a ktora mala aj jednoduchsi, populariza¢nejsim Stylom napi-
sany ,sprevadzajuci” clanok®. Ide o ,wellness studiu”, v kto-
rej sa zbierali a hodnotili osobné medicinske Udaje 108 pa-
cientov pocas 9-mesacného obdobia. Niektoré udaje, ako
prehlad histérie zdravotnych zdznamov, Zivotosprava ale-
bo genomicka informdcia vo forme celogendmového sekve-
novania, sa stanovili raz, na zaciatku studie. Z genomickych
dat sa vypocitalo rizikové skore pre 127 Castych, polygénne
determinovanych ochoreni alebo kvantitativnych znakov. Iné
analyzy, ako rozne klinické testy, metabolémova, proteémo-
vd, a mikrobiémova analyza sa uskutocnili trikrat pocas trva-
nia Studie v trojmesacnych odstupoch. Na analyzy sa vyuzili
biologické vzorky ako krv, stolica, ranny moc¢ a sliny. V kaz-
dom stanovenom Case, Cize kazdy treti mesiac, sa u kazdé-
ho jedinca uskutoc¢nilo 218 klinickych laboratérnych testov
aj meranie 643 metabolitov, 262 proteinov, spolu s hodno-
tenim abundancie 4 616 opera¢nych taxonomickych jedno-
tiek v ramci ¢revného mikrobidmu. Na tyzdennej baze za-
se Ucastnici zaznamenavali Udaje ako hmotnost, krvny tlak
a srdcovy tep, pricom merania fyzickej a spankovej aktivi-
ty jedincov sa uskutocCnili eSte s vysSou frekvenciou, pomo-
cou nositelného fitnesového naramku. Vcelku sofistikova-
nymi Statistickymi analyzami sa spracovali zozbierané data,
vytvorili sa inter-omické korelacné siete, Ci uz prierezové,
alebo delta-korelacné (meniace sa ¢asom). Tu by som po-
dotkol, ze grafické znazornenia vysledkov nemaju vyznam-
ny len ,vysledkovy” aspekt, ale aj esteticky (rozumej tomu:
sl naozaj velmi pekné na pohlad). Potvrdilo sa niekolko uz
aj doteraz zndmych koreldcii, napr. medzi urCitym genetic-
kym rizikom (vypocitanym vo forme polygénneho rizikového
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skoére) a konkrétnymi biomarkermi, pripadne sa identifikova-
li aj nové potencialne biomarkery pre rézne ochorenia, ako je
diabetes, zapalové Crevné ochorenia, kardiovaskularne ocho-
renia alebo rakovina mocového mechdra. Vyznamnym fak-
torom je identifikacia viacerych koreldcii medzi mierou ge-
netického rizika a konkrétnymi meranymi markermi, ¢o by
mohlo predstavovat odhalenie molekularnych drah veducich
k manifestacii Specifickych genetickych predispozicii. Aby to
malo aj praktické aspekty, sucastou Studie boli tiez osobné
stretnutia hodnotenych jedincov s vhodnym expertom na in-
terpretaciu dat, na ktorych sa preberali osobné vysledky kaz-
dého z nich spolu s odporucaniami a diskusiami tykajucimi
sa moznosti zmien Zivotospravy, pripadne terapie na zlepsSe-
nie ich zdravia. V pripade potreby boli tiez odporicané dal-
Sie klinické postupy. Hlavnym fékusom boli zdravotné oblas-
ti, ako kardiovaskularne ochorenia, diabetes, zapal a vyziva,
pricom hlavné skupiny odporucani zahfnali fyzické cvicenia,
manazment stresu, stravu a potravinové doplnky. Tento pri-
stup mal za ciel zmenit hodnoty vychylenych biomarkerov
aj kompenzaciu zistenych genetickych predispozicii na za-
klade individudlnych dat, zivotospravy a schopnosti/moz-
nosti konkrétnych jedincov. Tento ciel sa vo viacerych pripa-
doch podarilo dosiahnut, $pecificky v pripade vychylenych
hladin vitaminu D, ortuti, glykovaného hemoglobinu, choles-
terolu, inzulinu, glukézy, zapalovych interleukinov atd. Medzi
zaujimavé ndlezy patrila hemochromatdéza u jedného pacien-
ta, identifikovana na zaklade prehladu klinickych zaznamov,
zvySenej nameranej hladiny feritinu v krvi a identifikovaného
kauzativneho genetického podkladu, pric¢om nasledna klinic-
kd akcia viedla k naprave hladin feritinu v krvi poCas celého
zvysku stadie. Podarilo sa identifikovat vyse tritisic Statistic-
ky vyznamnych prierezovych koreldacii a vySe dvetisic delta
korelécii. Co véak mia osobne prekvapilo, bola nizka miera
dodrziavania tych merani, ktoré boli na strane zahrnutych je-
dincov. Iba 64 % z nich bolo schopnych napr. splnit 40-diiové

REFERENCIE
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kontinudlne pouzivanie fithesového naramku. Ale ¢o je urci-
te pozitivne prekvapenie, autorsky kolektiv planuje rozsire-
nie tejto ich Studie, nazvanej ,Pilotnd 100 wellness Studia“,
na uroven 100 tisic zahrnutych pacientov, a to do roku 2020.

Co je z opisanej studie asi najlepsie si zapamatat? Asi
to, ze vyuzitie takychto ,persondlnych, hustych, dynamickych
datovych cloudov” (personal, dense, dynamic data clouds)
by umoznilo identifikaciu réznych perturbacii v individual-
nych profiloch jedincov, ktoré by mohli naznacovat predis-
pozicie na Specifické ochorenia alebo uz aj ich konkrétny na-
beh. To by znamenalo mat diagnosticky postup na vcasnu
identifikaciu nielen rizika na urcité ochorenie, ale aj pocia-
to¢nu fazu jeho prepuknutia, a tiez dizajn a vyber terapeu-
tického/intervencného postupu zameraného na konkrétny
molekularny zaklad konkrétneho ochorenia u konkrétneho
pacienta. V skratke, uvedené postupy by mohli predstavovat
nieco, ¢o by malo byt zékladnou a esencialnou metodikou tej
ospevovanej personalizovanej mediciny.

Na zaver musim s pokorou konstatovat, Ze sa nemeni iba
medicina. Neustdle sa menia aj moje svetonazory. Teraz si
myslim, Ze obdobie polyhistorov je asi naspat a zacina nas
L,strasit” slovnymi spojeniami ako ,systémova medicina“, ,P4
medicina” (prediktivna, preventivna, personalizovana, parti-
cipatérna), pripadne ,personalne, husté, dynamické datové
cloudy”. Pracovne a alchymistické pivnice su uz prakticky vir-
tualne a ich binarne priestory st naplnené uz len unikatnymi
kombinaciami dvoch znakov, ,0“ a ,1“. Zatial' si myslim, ze to
rozpitvané telo v centre pozornosti je eSte stéle ludské, a pre-
to verim tomu, ze stojime na prahu novej renesancie medici-
ny. Ale vdbec nie som si isty v tom, akého ,majstra“ si mam
predstavit do tychto modernych virtualnych pracovnych pro-
stredi. Kto je schopny spracovat takéto mnozstvo extrém-
ne heterogénnych dat? Silno pochybujem, ze tym modernym
Jrenesanénym clovekom®” je stale este ludska bytost. Ale to
je mozno pribeh na pokracovanie...

2. Butte AJ. Big data opens a window onto wellness. Nat Biotechnol
2017; 35(8): 720-721.
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Ohliadnutie za 50. vyrocnou cytogenetickou konferenciou

Andrea Blahova
Medirex, a. s., Bratislava

Newslab, 2018; ro¢. 9 (1): 56 — 58

V diioch 7. — 8. 9. 2017 sa konala v Prahe-Dejviciach
pod zastitou rektora Karlovej Univerzity prof. MUDr. Tomasa
Zimu, DrSc., jubilejna 50. cytogeneticka konferencia s medzi-
narodnou Gcastou. Spolocnost lekarskej genetiky je sucas-
tou Ceskej lekarskej spoloénosti Jana Evangelistu Purkyriu
a ako samostatna spolocnost zacala svoju ¢innost v roku
1967 a jej vznik je Uzko spojeny s rozvojom genetiky vo vte-
dajsom Ceskoslovensku. Prva &ast konferencie bola preto
venovana histérii a mapovala uplynulych 50 rokov v ¢eskej
a slovenskej genetike. Dalsia ¢ast konferencie bola rozdele-
na na onkocytogenetiku, prenatdlnu a postnatalnu genetiku
a kolegovia z réznych pracovisk prezentovali svoje najnovsie
prace a vysledky z nich.

Na konferencie sme sa zU¢astnili aktivne a nase oddele-
nie genetiky sme prezentovali tromi postermi. Prvy od RN-
Dr. Marty Bombarovej, PhD., Mgr. Aleny Z&kovicovej, Mgr. Do-
miniky Veselyniovej a kol. s nazvom ,Chronicka myeloidna
leukémia (CML) v chronickej faze s extrameduldrnym mye-
losarkémom - kazuistika“ opisuje kazuistiku 39-rocného
muza, ktory trpel silnymi bolestami chrbtice v krizovej oblas-
ti. Po vySetreni v neurologickej ambulancii bol pre vysoku le-
ukocytézu odoslany aj do onkohematologickej, v ktorej vyslo-
vili podozrenie na diagn6zu MPN/CML. T4 bola po prvotnom
cytogenetickom a FISH vysSetreni kostnej drene potvrdena,
ked boli detegované dva Ph pozitivne patologické klony — je-

Obrézok 1. Mgr. Alena Zékovi¢ov4 pri svojom posteri

den s klasickou translokaciou t(9;22) a druhy klon s variant-
nou translokaciou t(9;22;11), do ktorej okrem chromozémov
9 a 22 bol zahrnuty treti chromozém — 11. MRI vySetrenie od-
halilo extramedularny myelosarkém, ¢o je z klinického hla-
diska zaujimavy nalez, pretoze v chronickej faze CML je ma-
nifestovany velmi zriedka. V stuc¢asnosti je pacient, napriek
horSej progndze, po neurochirurgickom odstraneni tumoro-
vej masy v kompletnej hematologickej remisii (obrazok 1).

Druhy poster s nazvom ,Parcidlna monozdémia 9p u 4-roc¢-
ného dietata — kazuistika“ vypracovali kolegyne z neonkolo-
gickej a prenatalnej cytogenetiky RNDr. Csilla Kozmér, PhD.,
RNDr. Vladimira Verchovodkova a kol. Cytogenetickou ana-
lyzou bola u pacienta trpiaceho autizmom odhalena delécia
kratkych ramienok chromozému 9 a bol stanoveny karyotyp
46,XY,del(9)(p22). Pomocou array-CGH boli miesta zlomov
spresnené — 9p24.3-23 a bola potvrdend delécia s velkos-
tou 13 Mb. U rodicov bol stanoveny normalny karyotyp. Fe-
notyp pacienta koreluje s fenotypom publikovanych pripadov
s deléciou 9p (mentdlna retarddcia, vyvojové zaostavanie,
psychomotorické poruchy, facidlna dysmorfia, u niektorych
chlapcov aj porucha vyvoja pohlavnych organov). Kazuistika
poukazuje aj na vyhody kombindcie cytogenetickych a mole-
kulovych metdd, ako napriklad array-CGH, nielen kvoli spres-
neniu nélezu, ale poskytuju nam tiez moznost predikcie zdra-
votného stavu pacienta do buduicnosti (obrazok 2).

Obrazok 2. RNDr. Csilla Kozmér, PhD., a RNDr. Vladimira Vercho-
vodkova po prezentacii prispevku
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Obrazok 3. Poster RNDr. Andrey Blahovej

NEBALANSOVANA PRESTAVBA der(18)t(9;18)(p12;p11)

::MEDIREX GROUP

vialks pre vase 3dravie

U PACIENTKY S POLYCYTEMIOU VERA
(kazuistika)

RNDr. Andrea Blahova, Mgr. Kristina Lengyelova, Mgr. Alena Zakovidova, Mgr. Kristina Jurikova, Mgr. Jakub Petrik, RNDr. Miroslav Tomka, PhD., RNDr. Renata Lukac¢kova
Odd. klinickej genetiky, Medirex a.s., Bratislava

uvoD
Myeloproliferativne neoplazie su klonalne ochorenia charakteristické zvy-
Senou produkciou zrelych krvnych buniek.

MPN philadelfia negativne predstavuju heterogénnu skupinu ochoreni
s niekolkymi podjednotkami:

> Prava polycytémia (PV)

> Esencidlna trombocytémia (ET)

> Primarfina myelofibréza (PMF)

Rozdiely medzi nimi su v diagnostike, vyskyte komplikacii, v klinickej stra-
tifikacii a v manazmente a lieCbe choroby.

Polycytémia vera (prava polycytémia, PV) je charakteristicka zvySenou
produkciou erytrocytov v kostnej dreni, €o ma za nasledok znizenie prie-
toku krvi. Ochorenie sa méze transformovat do myelofibrézy alebo akut-
nej leukémie. Median prezivania je 8 — 11 rokov a priemerny vek v ¢ase
diagndézy je nad 60rokov, zriedka sa ochorenie vyskytne u mladsSich ako
30 rokov. Pri¢ina polycytémie vera je neznama.

Ochorenie je zvy&ajne ziskané, vo vzacnych pripadoch méze byt dedi¢né.
U priblizne 95% vsetkych ludi trpiacich tymto ochorenim sa v krvnych
bunkach vyskytuje mutacia V617F JAK2 génu. Gén JAK2 je lokalizovany
na chromozéme 9p24 a jeho produktom je protein tyrozin kindza. Enzym
Janusova kindza 2 je sucastou signdlnej drahy veducej spdsobik tvor-
be krvnych buniek. Ked' telo potrebuje viac krvnych buniek, vysle signal
JAK2, a ten nasledne signalizuje bunkam, aby zacali rast a delit sa. Muta-
cia, ze sa JAK2 stane trvalo aktivnym, o znameng, Zze nedokaze prestat
vysielat bunkam signal, aby rastli a delili sa, hoci organizmus uz nové
bunky nepotrebuije. Je to chronické ochorenie, ktoré nemozno vyliecit, ale
spravnou lie€bou je mozné ju dihodobo efektivne zvladat.

O polycytémii vera sved¢i aj nalez:

> Mutacia V617F JAK2 - v priblizne 95% pripadov.

> Nizka hladina horménu erytropoetinu (EPO), ktory je zodpovedny za
produkciu ¢ervenych krviniek.

> Zmnozenie krvnych buniek v kostnej dreni zistené biopsiou kostnej drene.

Obr. 1.: G- band po 24hodinovej Obr. 2.: FISH analyza pomocou
kultivacii kostnej drene. V metafdze celochromozémoych sond wcp 9
Sipkou oznaceny derivovany chro- (spectrum Green) a wcp 18 (spec-
trum Orange)

mozdém.
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Obr. 3.: FISH analyza za pouzitia
sondy CDKN2 SG/CEP 9 SO

Obr. 4.: FISH analyza so sondou
XA X/Y/18

LITERATURA

KAZUISTIKA

V marci 2017 bola 79 ro€na pacientka odoslana obvodnym lekarom
na odd. hematoldgie pre polyglobuliu, bolesti hlavy, miernu hyperé-
miu tvare. Pacientka nemala Ziadne zavazné predchorobie, bola len
lie€ena pre artériovu hypertenziu. Pacientke bola stanovena diagnéza
polycytémia vera.

Zaroven sme na nase odd. klinickej genetiky prijali vzorky kostnej drene
a periférnej krvi od pacientky, ktoré sme vySetrili dostupnymi genetickymi
metoédami.

METODY a VYSLEDKY

Cytogenetika

Na cytogenetickej drovni sme uskutoCnili 24-hodinoviu kultivaciu
kostnej drene. Po spracovani a zafarbeni sme zhodnotli 20 metafaz.
V 6smych sme zaznamenali zriedkavu prestavbu medzi chromozoé-
mom 9 a 18. Stanovili sme karyotyp 46,XX,der(18)t(9;18)(p12;p11)
[8]/46,XX[12] (obr.1). Nasledkom prestavby je trizémia kratkych ramien
chromozému 9 a monozdémia kratkych ramien chromozému 18.

FISH analyza

FISH analyza bola uskutoénena na vzorkach kostnej

po 24-hodinovej kultivacii pomocou sond:

> celochromozémovych wep 9 a wep 18 (Metasytems, Alogo) (obr.2),

> Vysis CDKN2A SG/ CEP 9 SO FISH so Probe Kit (Zytovision), ktora
hybridizuje do oblasti 9p21 a centromerovej 9p11-q11 (obr.3),

> centromérovej XA X/Y/18 (Metasytems, Alogo) (obr.4).

drene

Pomocou uvedenych sond sme upresnili a potvrdili pritomnost derivova-
ného chromozému 18.

Molekulova analyza

Molekulovu analyzu JAK2 génu sme uskutocCnili metédou RT PCR - alelic-
ka diskriminacia, pomocou kitu JAK2 Mutascreen (Qiagen) a potvrdili sme
pritomnost mutacie V617F v géne JAK2. Zarover sme stanovili kvantitu
pozitivnej JAK2 alely na 10,06%.

Vysetrili sme aj BCR-ABL zlomy, ktoré nepotvrdili pritomnost BCR-ABL
transkriptu.

ZAVER

V Case diagnézy mava vacsina pacientov pritomny normalny ka-
ryotyp, chromozémové zmeny sa objavuju zvacsa s progresiou
ochorenia. Vyskyt popisovanej nebalansovanej prestavby der(18)
1(9;18)(p12;p11) je v Case diagndzy zriedkavy. Aktivacna JAK2
V617F mutacia je pritomna u vacésiny PV pacientov a predpokla-
da sa, ze ma primarnu ulohu v patogenéze myeloproliferativnych
ochoreni. JAK2 gén je lokalizovany do oblasti 9p24 a preto pa-
cienti s trizomiou 9p maju navyse jednu képiu génu, ¢i uz v nor-
malnej alebo mutovanej forme, ¢oho nasledkom je zvySenie ex-
presie génu (gain of function).

Sucasny vyskyt chromozémovej prestavby s mutaciou JAK V617F
zapricinuje proliferativny fenotyp ochorenia s vysokou pravdepo-
dobnostou transformacie do postpolycytemickej myelofibrézy
a potencionalne do akutnej leukémie.

Pacientka je t.€. nastavena na lie€be Hydroxyureou v davke 1-1-1
s dobrou toleranciou a u€innostou. Redukcia cefaley je o 75%. Na-
priek tomu, ze spolocny vyskyt chromozémovej prestavby der(18)
1(9;18) s mutaciou JAK2 VB617F je v literature spajany s progresiou
ochorenia, je pacientka v stabilizovanom stave a ma sa dobre.

1. CASE REPORTS in HAEMATOLOGY. 2. (Paper co-edited with the European LeukemiaNet)Unbalanced rearrangement der(9;18)(p10;q10) in a patient with polycythemia vera Xinjie Xu, Xueyan Chen, Elizabeth A Rauch, Eric B
Johnson, Kate J Thompson, Jennifer JS Laffin, Gordana Raca, Daniel F Kurtycz,2010-04. 3. CASE REPORTS in HAEMATOLOGY. 4. (Paper co-edited with the European LeukemiaNet)Unbalanced rearrangement, der(9;18)(p10;q10)
in a patient with myeloproliferative neoplasm. Case 0001M. Kavita S Reddy,2011-03. 5. CASE REPORTS in HAEMATOLOGY. 6. (Paper co-edited with the European LeukemiaNet)Unbalanced rearrangement der(9;18)(p10;q10)
and JAK2 V617F mutation in a patient with AML following post-polycythemic myelofibrosis. Francesca Cambosu, Giuseppina Fogu, Paola Maria Campus, Claudio Fozza, Luigi Podda, Andrea Montella, Maurizio Longinotti.2011-09



Uspeli sme v zahraniCi

Treti poster pod ndzvom ,Nebalansovana prestavba
der(18)t(9;18)(p12;p11) u pacientky s polycytémia vera (ka-
zuistika)” od RNDr. Andrey Blahovej a kol. predstavuje pri-
pad 79-ro¢nej pacientky, ktorej hematoldg stanovil diagno-
zu polycytémia vera (PV). Vysetrili sme vzorku kostnej drene
a molekulovou analyzou sme detegovali pritomnost mutécie
V617F v géne JAK2. Cytogenetickou a FISH analyzou sme od-
halili zriedkavu prestavbu karyotypu — 46,XX,der(18)t(9;18)
(p12;p11), nasledkom ktorej je pritomna trizémia kratkych ra-
mien chromozému 9 a monozémia kratkych ramien chromo-
z6mu 18. Aktivacna JAK2 V617F mutacia je pritomna u vac-

Siny PV pacientov a predpoklada sa, ze ma primarnu ulohu
v patogenéze myeloproliferativnych ochoreni. JAK2 gén je lo-
kalizovany do oblasti 9p24, preto stic¢asny vyskyt danej chro-
mozoémovej prestavby s mutaciou JAK2 V617F zapriCifiuje
proliferativny fenotyp ochorenia s vysokou pravdepodobnos-
tou transformadcie do postpolycytemickej myelofibrézy a po-
tencidlne do akutnej leukémie (obrazok 3).

Poznatky z konferencie st velkym prinosom pre nasu
dal$iu pracu, umoziuji ndm zlepSovat diagnostiku ochore-
ni a pomahaju vyriesit nové zaujimavé pripady, ktoré budeme
moct prezentovat na dalSich kongresoch.
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DOLEZITA SUCAST PREVENTIVNE)J
GYNEKOLOGICKEJ PREHLIADKY

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

[Biquid 3ased ytology

www.cytologia.sk

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

ludskému oku uniknat. Spolahlivy vysledok vySetrenia tak prechadza dvojitou
kontrolou - automatického mikroskopu aj lekara cytologa.







