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Editorial

GeneFiction

Mnoho rokov uz nie su paragrafy o manzelstve v Ustave a urady, ktoré vedu tzv. mat-
riky, v nich uz davnejsie nezaznamenavajuy, kto s kym ma partnersky vztah. Ukazalo sa
vsak, Ze treba evidovat pary podla toho, ¢i sa rozhodli pre enhansované, alebo len pre
ludské potomstvo.

Spociatku sa pouzivalo len makké enhansovanie. Diskutovalo sa, €i Studenti smu uzi-
vat ALCAR (acetyl-L-karnitin) na podporu ucenia apamati, alebo ¢i sa ma odobrat medaila
za vitazstvo v silovom dvojboji Zenam, ktoré uzivali androgény. Dnes uz nie je témou,
Ci transplantujeme mozog telu, alebo telo mozgu. Nedesia nas ludsko-zvieracie hybri-
dy a na Mars posielame ludi s okom muchy, ktorého fazetovanie je vyhodnejsie pri po-
hl'ade cez uhlovo obmedzeny priezor prilby. ,Trans”, ako sa kedysi hovorilo ,ako keby
enhansovanym"” zmenam pohlavia, znie v dnesnych suvislostiach ako nedorozumenie.

Na tcely tohto editoriadlu hovorim preto o trans¢loveku (transfud'och) v zmysle po-lud-
skej (po ludoch nasledujticej, posthumannej) evolicie a pojmom ¢lovek (fudia) budem
oznacovat tych, ktori ostali v pévodnom biologickom ludskom mdde ako neenhanso-
vani na ,trans”.

Casopis Nature (v tom &ase este [udsky) uverejnil v roku 2000 priekopnicky prispevok Teda Chianga s ndzvom Catching
crumbs from the table™. T. Chiang sa pokusil opisat konvencnou ludskou recou inak prakticky nepriepustnu hranicu medzi
[ud'mi a enhansovanymi transludmi.

Po tomto vyznamnom impulze sa znova rozbehol geneticky a behavioralny vyskum ludskymi metédami, ktoré by inak da-
lej zapadli prachom. Sugimotova® metdda génovej ,terapie” totiz umoznila enhansovat kmerové bunky embryonalneho moz-
gu. Vysledkom boli ,transfudské” alebo prinajmensom ,mimoludské” mentalne vlastnosti a ludom nedostupné komunikac-
né schopnosti ,transfudi“ (opisované ako DNT, Digital Neuronal Transfer).

Par, ktory sa rozhodne splodit potomka transludskej budicnosti, musi poziadat prislusnu zdravotnu poistoviiu s pdsobnos-
tou na Gzemi Slovenska o aplikovanie OPAR (Osobitna Procedura Asistovanej Reprodukcie). OPAR znamena IVF (In Vitro Fer-
tilizacia), pri ktorej sa vo vcasnej faze brazdenia oplodneného vajicka aplikuje Sugimotova metdda génovej terapie. In vivo by
sa musel tento zakrok robit vo vajickovode, lebo metdda nie je pouzitelna ani v neskorsich fazach intrauterinného vyvinu, ani
postnatalne. Ludski partneri tak splodia potomka, ktory je trans¢lovekom a dakedy medzi 5. mesiacom a prvym rokom zivota
satak zacne spravat. Partneri mu dopraju buducnost enhansovaného transéloveka, ktorému v§ak nebudu stacit a nikdy s nim
nenadviazu ludsky vztah. Naopak, rozhodnutie neenhansovat, teda bud nesuhlasit s aplikaciou Sugimotovej metody, alebo
dokonca splodit potomstvo bez pouZzitia metdd asistovanej reprodukcie (tzv. prirodzenou cestou), znamend dieta s osobnym
[udskym kontaktom. Ale dieta bez buducnosti (T. Chiang ho prirovndva k blidiacemu Kas$parovi Hauserovi® nasich ¢ias).

Sme smrtelni, ak ostaneme l'udmi, vyhynieme. Azda takto vyhynuli aj neandertalci, ked sme ich postupne nahradzali my
transneandertalci, teda dnesni vybehovi [udia. Niektori l'udia budi mat prospech z toho, Ze prezili so svojimi detmi ludsky Zi-
vot. Daktori sa budu nadejat, Ze ich transfudské deti Ziju stastny Zivot za horizontom skusenosti, ktory oni sami nikdy neprekro-
¢ia. Aka bude v tejto situacii spolo¢enska objednavka? Kto bude mat zaujem na prekonani Sugimotovej metédy™®? Kto bude
investovat do toho, aby sme isli d'alej, prekracovali hranice, ale aby sme, hoci ako transfudia, ostali fudmi?

MUDr. Peter Krizan, CSc., klinicky genetik

LITERATURA 4. Hiroshi Sugimoto, Lost Human Genetic Archive and the end of mankind,
1. Ted Chiang Catching crumbs from the table 2016

https://www.nature.com/articles/35014679.pdf http://www.sigma-sein.com/en/curator/HiroshiSugimotosLostHuman-
2. Gene Therapy, Yoshikazu Sugimoto, http://k-ris.keio.ac.jp/Profiles/ GeneticArchiveandtheendofmankind/

179/0017900/profile.html http://www.artsobserver.com/2014/06/17/the-miraculous-beauty-of-

3. Kaspar Hauser, https://cs.wikipedia.org/wiki/Ka%C5%A1par_Hauser hiroshi-sugimotos-last-supper/
https://www.guggenheim.org/artwork/10930
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Povodné prace

Geneticky vyznamné aberacie u pacientov s myelodysplastickym
syndromom a sposoby ich detekcie

Andrea Blahova', Nikola Chovanova?, Kristina Lengyelova', Alexandra Oravcova', Gabriela Veseld',
Alena Zakovicova', Kristina Jurikova', Jakub Petrik', Michaela Patakova-Zrubcova', Renata Lukackova'
Lekarska genetika, Medirex, a. s., Bratislava

2Prirodovedecka fakulta, UK, Bratislava

Myelodysplasticky syndrém (MDS) tvori heterogénnu skupinu klonalnych hematopoetickych ochoreni kostnej
drene. Ochorenie definuje neefektivha hematopoéza, dysplastické zmeny krvnych buniek a pritomnost cytopé-
nie v periférnej krvi. Pacienti majua zvacsa vyssi vek a priblizne 30 % vSetkych pacientov neskor transformuje do
akatnej myeloidnej leukémie (AML). Klonalne chromozémové abnormality st detegované priblizne u 50 % pa-
cientov s primarnym MDS a u viac ako 80 % pacientov so sekundarnym MDS. Na zaklade konkrétnych chromo-
zomovych abnormalit sa da predpovedat progndza pacienta, jeho celkové prezivanie a podanie vhodnej liecby.
Na vySetrenie pacientov a na dokazanie tychto abnormalit sme pouzili cytogeneticku analyzu karyotypu, fluores-
cenénu in situ hybridizaciu (FISH) a multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA).

Klicové slova: myelodysplasticky syndrom, chromozémové aberacie, diagnostika

Genetically important aberrations in patients with myelodysplastic syndrome and laboratory methods of their detection
The myelodysplastic syndrome (MDS) is a heterogeneous group of clonal haematopoietic disorders originated
in the bone marrow. It is characterized by ineffective haematopoiesis, dysplastic changes in blood cells and cy-
topenia in peripheral blood. Patients are mostly older, and around 30% of all patients later transform to acute
myeloid leukemia (AML). One of the essential parameters in diagnosis is an evidence of chromosomal aberra-
tions characteristic for this disease. Chromosomal changes are detected in approximately 50% of patients with
primary MDS, and more than 80% patients are detected with secondary MDS. According to specific chromosom-
al abnormalities, it is possible to predict a patient’s prognosis, his overall survival and an appropriate treatment.
We detected these abnormalities by cytogenetic method using conventional banding techniques, fluorescence

in situ hybridization (FISH) and multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA).
Keywords: myelodysplastic syndrome, chromosomal aberrations, diagnostics

Newslab, 2018; ro¢. 9 (2): 65 - 70

Uvod

Myelodysplasticky syndrom (MDS) predstavuje hetero-
génnu skupinu chronickych myeloidnych ochoreni s pévo-
dom v kostnej dreni. Ide o klonalnu poruchu krvotvorby ako
dbsledok mutdcii vznikajucich v pluripotentnych kmenovych
bunkdach. Vplyvom mutdcii dochaddza k nedostatoCnej ma-
turdcii, diferenciacii, resp. porusenej proliferacii, a k morfolo-
gickej dysplazii krvnych elementov. Tieto zmeny vedu k vzniku
inefektivnej dysplastickej hematopoézy s potencidlnym rizi-
kom transformacie MDS do akutnej myeloblastovej leukémie
(AML) az v 30 % vsetkych pripadov. Spoloénym znakom ocho-
renia je hypercelularna kostna dren a pritomnost rézneho stup-
na periférnej cytopénie. Typicka je pritomnost anémie, ale aj
leukopénie a trombocytopénie a ich vzdjomna kombinacia®.

MDS patri medzi ¢asté hematologické malignity v Eurépe
s celkovym vyskytom priblizne 4 pripady na 100 000 obyva-
telov za rok. Vyskyt prudko stupa so zvySujlucim sa vekom
najma vo vekovej skupine nad 60 rokov a vo veku = 80 rokov
je incidencia ochorenia az 50 pripadov/100 000 obyvatelov
rocne. Median veku pri nastupe choroby je okolo 70 rokoy,
pricom z celkového poctu pacientov len 10 % tvoria pacien-
ti s vekom pod 50 rokov®. Deti st postihnuté zriedkavo, prie-
beh ochorenia a cytogenetické nalezy su odlisné od dospe-
lych pacientov®,

Priciny vzniku MDS

Vyvoj MDS je viacstupriovy proces, pri ktorom dochadza
k zmenam v genetickom materiali pluripotentnej hematopo-
etickej kmenovej bunky. Ta je morfologicky a funkéne od-
liSna a ziskava rastovu vyhodu. Mechanizmus patogenézy
MDS nie je v siCasnosti Uplne objasneny, predpoklada sa po-
stihnutie génov regulujucich rast, diferenciaciu a zanik bun-
ky. Takto pozmenena bunka proliferuje a postupne jej klony
nahradzaju zdravé kmenové bunky, ¢im nastava utlm alebo
zastavenie normalnej krvotvorby®. Rozoznavame dva typy
MDS - primarny a sekundarny. O primarnom hovorime, ked'
nie je znama pric¢ina ochorenia. Predstavuje 85 % zo vSet-
kych MDS a postihuje hlavne starSiu populaciu s priemernym
vekom 60-70 rokov. V poslednych rokoch stipa incidencia
primarneho MDS, a to vzhladom na lepSie diagnostické me-
1édy, starnutie populdcie a posobenie faktorov prostredia®.
Pri sekundarnom MDS (~ 15 %) vieme objasnit pric¢iny vzni-
ku ochorenia. Moze ich byt viacero, napriklad chemoterapia,
radioterapia alebo vplyv environmentalnych toxinov®).

Prognéza ochorenia

Priebeh ochorenia je velmi variabilny, od najlahsich fo-
riem s priemernym prezivanim niekolko rokov az po najtaz-
Sie formy s prezivanim niz§im ako 5 mesiacov®). Z hl'adiska

2/2018
ewslab

65




Povodné prace

prognézy existuje niekolko prognostickych systémoy,
ktoré na zaklade suvisiacich znakov triedia pacientov do ri-
zikovych kategorii®. V stcasnosti sa pouziva Revidovany
medzinarodny prognosticky skérovaci systém — IPSS-R,
ktory deli pacientov do 5 rizikovych kategérii v sulade s kon-
krétnymi parametrami udavajlucimi prognosticky vyznam
a podla ktorych prebieha lieCba. IPSS-R zahffa aj MDS Cy-
togeneticky skorovaci systém (tabulka 1), ktory uréuje prog-
nosticku skupinu pacienta na zaklade cytogenetickych néle-
zov v karyotype®.

Chromozémové aberacie

Chromozémové aberacie zohravaju délezita dlohu v pa-
togenéze, progndze a diagnostike ochorenia. Pri primarnom
MDS sa zaznamenali pri 40 — 60 % pacientoch. Pacienti so
sekundarnym MDS maju spravidla viac zmien v genotype,
az v 80 — 90 % su pozorované chromozémové prestavby ©
Komplexny karyotyp s viac ako tromi aberaciami naraz je po-
zorovany priblizne u 15 % de novo MDS oproti 50 % pri sekun-
darnom MDS(9,

Medzi najCastejSie zmeny patria del(5q)/-5, 01507/
del(7q), +8, del(20q) a -Y. Menej Casto sa vyskytuje —17/
del(17p)/i(17q), —18/del(18q), +21, +19, inv/t/del(3q), =13/
del(13q), —21, t(5q), +11, +1/+1q, del(12p), del(11q), t(7q),
+mar a iné?Mm,

Podla pritomnych zmien v bunkach moézeme predpokla-
dat prognézu ochorenia. U pacientov s dobrou prognézou
nachadzame normalny karyotyp, pripadne len jednoduché
zmeny. Priebeh ochorenia je mierny, dlhotrvajlci s preziva-
nim niekol'ko rokov a lie¢ba je vaésinou symptomaticka. Cim
je progndza horsia, tym je kratsi ¢as prezivania pacientov, su
pritomné rézne genetické zmeny a je vacsia aj pravdepodob-
nost leukemickej transformacie('?.

Sposoby detekcie genetickych zmien

1. Cytogeneticka analyza

K zakladnym metédam na detekciu aberacii patri cytoge-
neticka analyza chromozémov. UmozZiuje sledovat numeric-
ké a Struktirované prestavby karyotypu (obrazok 1). Velkou
vyhodou metddy je moznost vysSetrit vSetky chromozémy
v jednom pohlade. Nevyhodou je neschopnost identifikovat
submikroskopické zmeny pod detekénym limitom metddy
a zaroven potreba metafaz.

2. FISH metdda

Fluorescencna in situ hybridizécia (FISH) je beznou me-
tédou v cytogenetickych laboratériach a k jej vyhodam patri
moznost analyzy buniek nielen v metafaze, ale aj v interfaze,
ked nie je nutna kultivacia buniek. DalSou vyhodou je rychle

Tabulka 1. MDS Cytogeneticky skérovaci systém(®. veravené)

analyzovanie velkého mnozstva buniek. Zaroven umoznu-
je odhalit aberacie aj asi v 15 % cytogeneticky negativnych
pripadov a pomaha objasrovat komplexné prestavby. Limi-
tujicim faktorom metddy je moznost identifikacie len tych
usekov DNA, pri ktorych su pouzité sondy. Na relevantnu de-
tekciu treba mat vo vzorke aspon 1 — 5 % aberantnych inter-
fazovych jadier (obrazok 2).

Obrazok 1. Karyotyp pacienta s MDS, 46,XX,del(5)(q15q933) (G-
band, archiv Medirex, a. s.)
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Obrazok 2. FISH analyza s lokusovou Specifickou sondou pre ob-
lasti 5p12 (zeleny signal) a 5q31 (Cerveny signal) potvrdzujica
deléciu 5931 (archiv Medirex, a. s.)

Prognosticka skupina Cytogenetické abnormality Medla?rgll;;;lvama M:g"::ntr?rg:(e‘;'e

Velmi dobra -Y, del(11q) nedosiahnuty
Dobra normalny karyotyp, del(5q), del(12p), del(20q), dvojité zahfiajlce del(5q) 9,4
Stredna del(7q), +8, +19, i(17q), akékolvek iné samostatné alebo dvojité nezavislé klony 2,7 2,5

Zla -7, inv(3)/t(3q)/del(3q), dvojita zahfnajlica —7/del(7q), komplex 3 abnormalit 1,5 17

Velmi zla komplex > 3 abnormalit 0,7 0,7
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Povodné prace

3. MLPA analyza

Podobne ako FISH aj molekularno-cytogeneticka metdda
MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) vy-
uziva naviazanie oligonukleotidovych sond na cielovu sek-
venciu DNA na zaklade ich komplementarity. Oproti FISH je
tato metdda schopna identifikovat naraz viac ako 40 réznych
sekvencii DNA v jednej reakcii™. Sondy vyuzivané pri MLPA
metdde maju kratsiu dizku (50 — 70 bp) a umoziuiju citlivi
detekciu aj inych klinicky relevantnych MDS abnormalit s niz-
Sou frekvenciou. Vyhodou MLPA je odliSenie sekvencii, ktoré
sa navzajom lisia rozdielom jedného nukleotidu (obrazok 3).
Nevyhodou techniky je potreba mat vo vzorke aspon 30 %
mutovanych buniek na spolahlivi detekciu abnormalit(4.

Cielom nasej prace bolo:

1. Vytvorit a analyzovat subor pacientov s diagnézou MDS
vySetrenych na nasom oddeleni genetiky v ¢ase od febru-
ara 2016 do aprila 2018.

. Zistit pritomnost chromozdmovych aberacii, charakterizo-
vat ich, urcit ich incidenciu v stbore a rozdelit pacientov
podla pritomnych aberacii.

. Zhodnotit vztah medzi vysledkami vysetreni a prognézou.

. Stanovit prinos jednotlivych metod pri hodnoteni chro-
mozdémovych aberacii a porovnanie Uspesnosti pouzitych
metdd — klasicka cytogenetika, metéda FISH a metdda
MLPA.

w

Subor pacientov a metody

Do prace sme zaradili pacientov s diagn6zou MDS, kto-
ri boli vySetrovani v nasom laboratériu genetiky od februdra
2016 do aprila 2018. Kritériom na zaradenie pacienta bola

diagnéza stanovend lekarom na ziadanke. Celkovo sme ana-
lyzovali 620 vzoriek pacientov, z toho 383 vzoriek kostnej dre-
ne (KD) a 237 vzoriek periférnej krvi (PK). V praci sme pouZzili
nasledovné metddy: cytogenetika, FISH a MLPA.

Preparaty na vySetrenie karyotypu boli pripravené 24-ho-
dinovou kultivaciou buniek KD v kompletnom médiu a spra-
cované podla standardnych postupov. U 360 pacientov bolo
analyzovanych, ak to bolo mozné, 20 metafaz a bol stanove-
ny cytogeneticky zapis podla ISCN (International System of
Chromosome Nomenclature). Pri metdde FISH sa ako vstup-
ny material pouzila kultivovana KD a/alebo PK pacienta pri-
pravena priamym spracovanim. Ndasledne prebehla hybri-
dizacia s prislusnou sondou a hodnotenie preparatov pod
fluorescenénym mikroskopom. Spolu bolo zhodnotenych
521 vzoriek, 380 KD a 141 PK. Vstupnym materialom na ana-
lyzu MLPA bola izolovana DNA zo vzorky KD a/alebo PK do-
dand v EDTA. Na analyzy sa pouzil kit SALSA MLPA P414-B1
MDS probemix (MRC — Holland) na detekciu 46 Specific-
kych chromozémovych oblasti s amplifikaénymi produkt-
mi od 122 do 469 nukleotidov. Sondy st navrhnuté na naj-
rozsirenejSie a na prognosticky relevantné aberacie pri MDS
podla IPSS-R. Toto metddou sa vysetrilo 398 pacientov (214
KD a 184 PK).

Vysledky

1. Charakteristika a analyza stboru pacientov

Subor zahfha vzorky kostnej drene alebo periférnej kr-
vi od 620 pacientov a pozostava z 289 (46,6 %) pacientov
muzského a 331 (53,4 %) zenského pohlavia. Vekovy median
pacientov v ¢ase urCenia diagndzy bol 69 rokov s vekovym

Obrazok 3. Graficky vysledok MLPA analyzy odhalujici deléciu 5q22.2-5q33.1 (archiv Medirex, a. s.)
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rozpatim 13 az 93 rokov. Pacienti vySetreni zo vzorky kost-
nej drene mali patologie v 36 % pripadoch, pacienti vySetre-
ni zo vzorky periférnej krvi len v 14 % pripadoch (obrazok 4).

2. Incidencia chromozémovych abnormalit

Z vysledkov vzoriek kostnej drene 383 pacientov, ktori bo-
li vySetreni cytogeneticky, metddou FISH a/alebo MLPA, sme
charakterizovali a nasledne stanovili vyskyt najCastejSich ab-
normalit (obrazok 5). Detegovali sme spolu 287 chromozé-
movych aberacii, pricom u 99 % pacientov boli pouzité aspon
dve metody na vySetrenie. Na grafe (obrazok 6) je znazorne-
né jednotlivé zastipenie aberacii ako izolované abnormality
v gendme a ako abnormality, ktoré sa vyskytli v kombinacii
s inymi patoldgiami.

Obrazok 4. Podiel vysetrenych pacientov; graf zobrazuje celkovy
podiel pacientov vysetrenych zo vzorky kostnej drene (KD) a peri-
férnej krvi (PK); podiel pacientov bez pritomnej patoldgie a podiel
pacientov aspoﬁ s jednou patolégiou v gendme
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Obrazok 5. Vyskyt najcastejsich abnormalit u pacientov s MDS
(vzorky kostnej drene)
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Obrazok 6. Grafické znazornenie vyskytu najcastejsich aberdcii

izolovane (modré) a v kombindcii s d'alsimi aberdciami (oranZova)

3. Urcenie prognozy pacientov

Pomocou vysledkov vySetreni z analyz vzoriek kostnej
drene ziskanych metéddami cytogenetiky, FISH a/alebo ML-
PA bola stanovend prognéza a medidn prezivania 383 pa-
cientom (obrazok 7, tabulka 2). Hodnotené bolo zastupenie
jednotlivych pacientov v prognostickych skupinach aich cel-
kové prezivanie.

Median prezivania sme vypocitali Statistickou Kaplano-
vou-Meierovou metddou spolocne pre 351 pacientoy, od kto-
rych sme mali dostupné informdcie o prezivani, resp. imrti.
Uspesne sme stanovili median v skupinéch: strednd, zI4 a vel-
mi zIa. V skupinach velmi dobra a dobra mali pacienti vysSie
prezivanie a pri ich prognézach neklesla pravdepodobnost
prezitia pod 0,5 (50 %). Neziskali sme teda relevantné data,
kedZe velka Cast pacientov este stéle Zije (obrdzok 8). Gra-
fické zobrazenie demonstruje, Ze s horSou prognézou klesa
aj prezivanie pacientov. V tabulke 3 je zhrnutie udajov z jed-
notlivych rizikovych skupin. Zobrazené si pocty pacientov
v skupinach, pocet imrti a zijucich v danej skupine a percen-
to prezivania skupiny.

4. Stanovenie dspesnosti pouzitych metod

Vsetkymi troma metdédami sucasne bolo vysetrenych 80
pacientov. Tento subor sluzil na porovnanie Uspesnosti pou-
Zitych metod (obrazok 9). Porovnavali sme pocet Uspesnych
analyz jednotlivych metdd, ktoré potvrdili aspon jednu chro-
mozoémovu abnormalitu u konkrétnych pacientov.

FISH metdda zachytila chromozémové zmeny pri 66 (83 %)
analyzach. Ukdzala sa ako najcitlivejSia metdda na odhale-
nie pritomnosti aberacii. Analyza karyotypu bola pozitivna
pri 60 (75 %) pripadoch. Skriningova metéda MLPA preuka-
zala porovnatelnu Gspesnost ako cytogeneticka analyza. Za-
znamenala pozitivny nalez u 59 (74 %) pacientov.

Obrazok 7. Grafické zobrazenie distribdcie prognostickych sku-
pin pacientov s MDS
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Obrazok 8. Graf zobrazuje pravdepodobnost preZitia pacientov
v jednotlivych rizikovych skupindch; progndza 1 — velmi dobra,
progndza 2 — dobra, prognéza 3 — stredna, progndza 4 — zl3,
prognéza 5 — velmi zla; pacientom s prognézou 1,2 pravdepodob-
nost preZitia neklesla pod 0,5
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Obrazok 9. Stanovenie uspesnosti jednotlivych metdd; CG - cy-
togeneticka analyza karyotypu
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Tabulka 4. Porovnanie vyskytu aberacii v naSom subore MDS so
studiou z roku 2007

ollt- i~ [ :'.b i :-c' ¥ Iﬂ: ."'-'-_r —
Ean [roky) Nas vgs;le;;%k (%), | Haase 2 I:ozl.b§(2)07 (%),

del(5q9) 13,6 % 151 %

Tabulka 3. Suhrn dat pre jednotlivé rizikové skupiny Izolovana 5% 7%
= - Kombinovana 8,6 % 8,1 %
skupina prezivania Izolovan 3:7 % 3:9 %
Velmi dobra 18 4 14 778 % Kombinovana 54 % 4.5%

Dobra 251 48 203 80,9 % -17/del(17p) 47 % 2%
Strednd 52 24 28 53,8 % Izolovana 0,5 % 0,1%
7Ia 10 5 5 50 % Kombinovana 4,7 :/o 1,9 :/o
Velmi 2l 20 19 1 5% L ovand g 28 %
Celkovo 351 100 251 71,5% Kombinovana 0,5% 0,8 %
-7/del(7q) 4,2% 11,1%
Izolovana 1% 42 %
Diskusia Kombinovana 31% 6,9 %
MDS je ochorenie prevazne starsich l'udi s medidnom 70 szﬂl(g\?;gé ?g;/: :13(75:;/‘:
rokov v éase diagndzy, skupinu pod 50 rokov tvori ~ 10 % pa- Kombinovan 2.3 % 19%

cientov®. V nasej praci bol vekovy median 69 rokov a pocet
pacientov mladsich ako 50 rokov bol 15 %. Incidencia MDS
rapidne stipa s vekom nad 60 rokov. Greenberg a kol.® uva-
dzaju, Zze az 77 % pacientov je v Case urCenia diagnozy star-
Sich ako 60 rokov. V nasej praci tvorili pacienti s vekom nad
60 rokov podiel 74 %.

Na Standardné analyzy bolo pouzitych 383 vzoriek kost-
nej drene a 237 vzoriek periférnej krvi. Pacienti vySetreni zo
vzorky kostnej drene mali patologie v 138 (36 %) pripadoch,
pacienti vySetreni zo vzorky periférnej krvi len v 34 (14 %)
pripadoch. V literature sa uddva zachyt patolégii v kostnej
dreni pacientov v rozsahu od 37 do 55 %2, Ostatni pa-
cienti mali negativny nalez. Stadie, ktoré by uvadzali zachyt
abnormalit z plnej periférnej krvi, nie su k dispozicii. Na zak-
lade nasich vysledkov m6Zeme konstatovat, ze kostna dren
je oproti periférnej krvi vhodnejsim biologickym materidlom
na analyzy. Tu samotné ochorenie vznika, je tu vySsi vyskyt
patologickych buniek, a tym aj vy$si zachyt aberacii.

Z vysledkov vzoriek kostnej drene 383 pacientov, ktori bo-
li vySetreni minimalne dvomi metédami z metdd cytogeneti-
ky, FISH a MLPA, boli charakterizované pritomné abnormality
a nasledne bol stanoveny vyskyt tych najcastejsich. V tabul*-
ke 4 su porovnané nase Udaje vyskytu jednotlivych patolégii
so Studiou s dostupnymi Gdajmi. Nase Udaje sa s literaturou
vo velkej miere zhoduji. Tiez pomery izolovanych a kombi-
novanych chromozdémovych zmien sa zhodujd. Vzniknuté

rozdiely mézu byt spésobené réznou velkostou porovnava-
nych suborov. Pouzitim vysledkov z vySetreni ziskanych me-
tédami cytogenetiky, FISH a MLPA bola stanovend prognéza
pacientov. Hodnotené bolo zastlpenie pacientov v prognos-
tickych skupindch aich median prezivania. Prognéza pacien-
tov bola uréena pritomnostou danych abnormalit v genéme.
Porovnanim nasich dat so stadiami vypracovanymi na inych
pracoviskach bola pozorovana vyznamna korelacia dosiah-
nutych vysledkov. Nase vysledky progndz pacientov porov-
nané s inymi studiami su uvedené v tabulke 5. Spolu s prog-
nézou sme vypocitali medidn prezivania 351 pacientom
v jednotlivych rizikovych skupindch. Vypoctom sme ziskali
relevantné vysledky pre skupiny: stredng, zIa a vel'mi zla. Pre
skupiny s velmi dobrym a dobrym rizikom sme nemali po-
staCujuce udaje. Na$ subor pacientov bol sledovany pocas
2 rokov a pacienti z tychto skupin ¢asto dosahuju prezivanie
vy$sie nez 2 roky, priemerne od 5,3 do 8,7 roka(?. Statistic-
ky sme pre tieto dve skupiny dosiahli prognostickd hodnotu,
pri ktorej neklesla pravdepodobnost prezitia pod 0,5 (50 %).
Median prezivania v strednej prognostickej skupine tvoril 1,6
roka. V zlej prognostickej skupine bol 1,3 roka a vo velmi zlej
prognostickej skupine mal hodnotu len 0,2 roka. Nase do-
siahnuté vysledky a porovnanie s inymi Stidiami su zobra-
zené v tabulke 6.
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Tabulka 5. Porovnanie nasich vysledkov zastupenia pacien-
tov v prognostickych skupinach s vysledkami studii z roku 2012
(podla IPSS-R)

Pocet pacientov (%)

Prognosticka

Tabulka 6. Porovnanie nasich vysledkov medidnu preZivania pa-
cientov v jednotlivych prognostickych skupindch s vysledkami
stadii z roku 2012 (podla IPSS-R)

Median prezivania (roky)

Prognosticka

skupina skupina

Velmi dobra 18 (5 %) 255(4 %) 83 (3 %) Velmi dobra - 54 5,1
Dobra 270 (70 %) 5069(72 %) 1817 (66 %) Dobrd - 48 41
Strednd 56 (15 %) 947(13 %) 523 (19 %) Strednd 1,6 2,7 2,2
ZI4 13 (3 %) 283(4 %) 138 (5 %) ZI4 13 1,5 1,3
Velmi zla 26 (7 %) 458(7 %) 193 (7 %) Velmi zla 0,2 0,7 0,5

Dévodom, preco nam vysli nizSie hodnoty medianu prezi-
vania a nedosiahli sme vysledky pre skupiny s velmi dobrou
a dobrou prognézou, méze byt kratke obdobie sledovania pa-
cientov. Nase vysledky potvrdili, ze so zhor§ovanim progné-
zy sa skracuje celkové prezivanie pacientov.

Porovnavali sme tiez Gspesnost pouzitych diagnostickych
metdd. Vyhodnocovali sme subor pacientov, ktori boli naraz vy-
Setreni vSetkymi troma metddami. Pacienti nemohli mat nega-
tivny nalez a metody museli zachytit aspon jednu abnormalitu.

FISH metdda sa ukdzala ako najcitlivejSia na odhalenie
pritomnosti patoldgii. Uspesne zachytila patolégiu v 85 % pri-
padov. FISH ma vysoku citlivost a Specificitu k cielovej ob-
lasti v DNA. Deteguje abnormality s rozliSenim od 100 kb do
1 Mb, ale zachyti len oblast chromozdému, pri ktorej je pouzi-
ta sonda. Analyza karyotypu (75 %) a metéda MLPA (74 %)
preukazali porovnatelnd Uspesnost. Karyotypova analyza
zachytava numerické a Struktirne aberacie naraz na vSet-
kych chromozdmoch do detekéného limitu okolo 5 Mb a je
obmedzenda neulspesnou kultivaciou buniek v médiu®@®,
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Molekulovogeneticka diagnostika Iudského papilomavirusu (HPV)
a monitorovanie pacientok s HPV

Alexandra Oravcova, Andrea Kuckova, Renata Lukackova
Lekarska genetika, Medirex, a. s., Bratislava

Ludské papilomavirusy (HPV) sa povaZzuju za zavazny etiologicky faktor, zodpovedny za viac ako 99,7 % vset-
kych cervikalnych karcinomov, pricom 14 typov HPV je povaZovanych za onkogénne. Prave perzistentna infek-
cia vysokorizikovymi HPV typmi vedie k zmene epitelovych buniek, k vyvoju prekanceréznych lézii, pripadne az
k vzniku cervikalneho karcindmu. Za obdobie od 1. januara do 31. decembra 2017 sme mali k dispozicii 3 463
pacientok, ktoré podstupili cervikalne cytologické vySetrenie a nasledne molekulovogeneticku diagnostiku HPV
na baze DNA, testom cobas® 4 800 HPV (Roche Molecular Diagnostics, CA, USA), a na baze mRNA, testom Ap-
tima HPV Assay (Hologic, CA, USA). Cielom nasej Statistickej analyzy bolo vyhodnotenie expresie hrHPV pri
oboch molekulovych metddach, a zaroven sledovat korelaciu s jednotlivymi cytologickymi nalezmi. V budicnos-
ti by prave skora detekcia HPV v bunkach kréka maternice zarucila lepsSiu prognézu a nasledne aj efektivnejsiu
liecbu prekancerdz u pacientky.

KlGcové slova: HPV, CIN, cobas® 4800 HPV, Aptima HPV Assay, skrining rakoviny krcka maternice

Molecular - genetic diagnostics of Human Papillomavirus (HPV) and monitoring of HPV patients

Human papillomaviruses (HPV) are considered to be a significant etiological factor responsible for over 99.7 %
of all cervical carcinomas, while 14 of HPV types being considered as oncogenic. Persistent infection by high-
risk HPV types leads to epithelial cell changes, to the development of precancerous lesions, eventually to cervi-
cal carcinoma. For the period from January 1 to December 31, 2017, we analysed 3463 patients who underwent
of cervical cytology examination and then DNA-based HPV molecular diagnostics were screened by cobas® 4800
HPV (Roche Molecular Diagnostics, CA, USA) and based mRNA, were screened by Aptima HPV assay (Holog-
ic, CA, USA). Our statistical analysis aimed to evaluate the expression of hrHPV in both molecular methods and
their correlation with individual cytological findings. In the future, early detection of HPV in cervical cells would
ensure better prognosis and, consequently, more effective treatment of precancerous conditions in a patient.
Keywords: HPV, CIN, cobas® 4800 HPV, Aptima HPV Assay, cervical screening

Newslab, 2018; ro€. 9 (2): 72 - 79

Uvod z hostitel'skej bunky. Multifunkény protein E5 spolu s onko-

V stcasnosti sa ludsky papilomavirus (HPV — Human Pa-
pillomavirus) povazuje za zéakladny etiologicky faktor spo-
sobujuci rakovinu kréka maternice, pretoze bez infekcie
HPV nie je mozny vyvoj prekanceréznych stavov s nasled-
nym progresom do cervikalneho karcinému. Ludské papi-
lomavirusy sa zaraduju do ¢elade Papillomaviridae, pricom
ide 0 malé neobalené dvojvlaknové DNA virusy s genémom
velkosti priblizne 8 000 bp. Patria medzi epiteliotropné viru-
sy zodpovedné za cytopaticky efekt kozného a slizniéného
epitelu. Geném virusu (obrdazok 1) obsahuje 8 — 10 génov
a sklada sa z troch funkénych oblasti — nekddujuca regulac-
na oblast (LCR - long control region), oblast so skoro prepi-
sujucimi sa génmi (Early genes) E1, E2, E3, E4, E5, E6 a E7
a oblast s neskoro prepisujlcimi sa génmi (Late genes) — L1
a L2, ktoré kéduju majoritny a minoritny virusovy kapsidovy
protein a tvoria az 85 — 90 % celkovej hmotnosti virusu. Re-
gulacna oblast obsahuje vdazbové miesta pre virusové pro-
teiny E1 a E2, prométory (P1, P2, P3 a P4) a vazbové mies-
ta pre transkripcné faktory. Oblast so skoro prepisujicimi sa
génmi obsahuje gény pre regula¢né proteiny E1 — E8. Protei-
ny E1 a E2 st zodpovedné za replikaciu a transkripciu virusu,
E4 je neskory protein, ktory uvolfiuje nové virusové Castice

génnymi proteinmi E6 a E7 ovplyvnuje mechanizmus regula-
cie bunkového cyklu®?,

Celkovo existuje viac ako 200 réznych druhov HPV schop-
nych infikovat ludsky organizmus®, z toho 30 — 40 druhov
je sexudlne prenosnych, schopnych infekcie predovsetkym

Obrazok 1. Geném HPV 16
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viacvrstvového dlazdicového epitelu kr¢ka maternice, kde sa
nasledne podielaju na vzniku nadorovych procesov v anoge-
nitalnej oblasti. Na zaklade typu hyperplastickej ézie epitelu
mozno HPV rozdelit do dvoch skupin — HPV infikujuce koZu
a HPV infikujuce sliznicu. Na zaklade stupna koreldcie medzi
infekciou HPV a vyvojom rakoviny kr¢ka maternice su jednot-
livé typy papilomavirusov rozdelené do dvoch kategorii — 1.
IrHPV (nizkorizikové typy HPV) a 2. hrHPV (vysokorizikové ty-
py HPV). LrHPV su zodpovedné za vznik benignych nadorov
vo forme genitdlnych bradavicovitych vyrastkov, papilémov
a kondylomov. NajCastejSie vyskytujice sa IrHPV typu 6 a 11
su pritomné vo viac ako 70 % condylomata accuminata, pri-
¢om ostatnych 30 % kondylémov spdsobuju zvysné IrHPV.
HrHPV dévaju podklad vzniku cervikalnych dysplazii, pripad-
ne az invazivneho karcinému kréka maternice™. Taktiez su
spdjané s oralnymi alebo inymi anogenitalnymi malignitami.
Zo vsetkych 14 hrHPV typov (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66 a 68) je zname, Ze typy HPV 16 a HPV 18 pred-
stavuju priblizne 70 % pripadov rakoviny krécka maternice®.
Bolo zistené, ze hrHPV zohrdvaju ddlezitu ulohu nielen pri
vzniku cervikdlneho karcinému, ale aj v etioldgii inych malig-
nit, karcindmu penisu, konecnika, koze, pripadne niektorych
malignit hornych dychacich ciest.

Korelacia medzi HPV infekciou a rakovinou krcka
maternice

Je preukazané, ze ludsky papilomavirus zodpoveda za
viac ako 99,7 % vsetkych pripadov cervikalneho karcinomu®).
Samotna infekcia cervikalnych epitelovych buniek vysokori-
zikovymi typmi HPV ma odli$né formy. M6zZe ist o prechod-
nu infekciu, ktord je asymptomaticka a nepreukazuje ziadnu
pritomnost patologickych zmien v epitelovych bunkach kré-
ka maternice, respektive preukazuje len pritomnost benig-
nych bradavic az po vysokoinvazivny cervikalny karciném,
ktory je vysledkom prave perzistentnej i transformujucej
sa infekcie. Prave perzistentna infekcia je zakladnou prici-
nou cervikalneho karcindmu a jeho prekurzorov — cervikal-
nych intraepitelovych neoplazii (CIN), ktoré predstavujui zme-
nu v bazalnych epitelovych bunkach s ndslednym vyvojom
prekanceréznych lézii a v konecnom dosledku aj so vznikom
cervikalneho karcindmu®,

Hoci perzistentna infekcia hrHPV sa povazuje za hlavnu
pri¢inu cervikalneho karcinédmu a jeho prekurzorovych |ézii,
velmi nizke percento infekcii hrHPV sa vyvinie az do Stadia
cervikalneho karcinomu. Sexualne prenosna infekcia lud-
skym papilomavirusom nie je v ziadnom pripade ojedinelou
zélezitostou, av§ak vo viac ako v 90 % pripadov infikovanych
zien vznikne imunitna odpoved, ktora nasledne potlaci infek-
ciu v priebehu 6 az 24 mesiacov bez akychkolvek dlhodo-
bych zdravotnych nasledkov®. Infekcia ktorymkolvek typom
HPV moéze vyvolat vznik cervikdalnych intraepitelovych neo-
plazii, ktoré v§ak po potlaceni infekcie imunitnym systémom
zvyCajne zaniknd. Vzhladom na to, Ze virus je v populdcii
prenosny jednoduchym sposobom, infekcia HPV je pomer-
ne Casta zalezitost, pricom sa odhaduje, Ze az 80 % sexual-
ne aktivnej populacie je infikovanych este pred dosiahnutim
50. roku zivota®. Co sa tyka prevalencie HPV, t4 je najvy$sia
u mladych Zien do 25 rokov®, av§ak najvyssi vyskyt rakoviny
kréka maternice je u Zien okolo 40. roku Zivota.

Rakovina kr¢ka maternice sa zaraduje medzi druhé naj-
CastejSie onkologické ochorenie u Zien v celosvetovom reb-
ricku a tretie v Eurdpe, pricom je jednym z ochoreni, ktoré po-
stihuje vo véeobecnosti najma Zeny v produktivnom veku®.
Je povazované za ochorenie, ktoré je ako jedno z mala on-
kologickych ochoreni l'ahko diagnostikovatelné a rovnako aj
efektivne lieCitelné. Takmer 90 % vSetkych umrti na rakovinu
kréka maternice prislicha prave rozvojovym krajinam, ¢o od-
raza rozdiely v dostupnosti cervikalneho skriningu a preva-
lencie infekcie HPV. Hlavnym rizikovym faktorom vzniku cer-
vikalneho karcindmu je vysoka promiskuita, s ktorou suvisi
sexudlne prenosna infekcia HPV. Medzi d'alSie rizikové fak-
tory patri aj tehotenstvo v nizkom veku, fajcenie, trvalé uzi-
vanie antikoncepcie, socioekonomicky status a imunitna od-
poved(9,

Cervikalna intraepitelova neoplazia a karcinogenéza

Karcinogenéza cervikdlneho karcinomu je niekolkostup-
novy proces, v prvom rade sprevadzany infekciou HPV, per-
zistenciou virusu vo forme epizému a jeho ndslednou linea-
rizaciou a integraciou do hostitel'ského genému. Len ¢o je
geném HPV v priebehu karcinogenézy integrovany do chro-
mozému hostitel'skej bunky, vysledkom je okamzita expre-
sia onkogénnych proteinov E6 a E7. Nadmerna expresia on-
kogénneho proteinu E6 zrychluje degradaciu nddorového
supresorového proteinu p53 a vdazba onkogénneho protei-
nu E7 inaktivuje tumorsupresorovy protein pRB. Schopnost
proteinov E6 a E7 viazat a deregulovat bunkové regulatory
proteinovych komplexov vedie pocas proliferacie k aktivacii
malignej transformacie indukovanej HPV(". Strata funkcie
nadorovych supresorov prispieva k procesu malignej trans-
formacie, pretoze vo vysokej miere ovplyviuju proliferaciu
buniek a naslednu diferenciaciu a apoptdzu. Z tohto dévodu
onkogénne proteiny E6 a E7 prispievaju k progresii karciné-
mu kréka maternice, av$ak ich transkripéna schopnost bo-
la preukazana vylu¢ne pri hrHPV, pri ostatnych typoch HPV
ich onkogénna aktivita preukazana nebola®. Maligna trans-
formdcia je proces sprevadzany vyvojom cez cervikalne in-
traepitelové neoplazie (CIN) charakterizované abnormalnou
bunkovou proliferaciou.

Prekancer6ézne zmeny kr¢ka maternice su sledované pro-
strednictvom cervikalneho cytologického vysSetrenia zo ste-
ru buniek z kréka maternice. NajcastejSim miestom vzniku
spominanych prekancerdznych |ézii, respektive nddorovych
stavoy, je miesto medzi dlazdicovym a cylindrickym epitelom
v mieste transformacnej zony, kde virus infikuje bunky bazal-
nej vrstvy epitelu cez mikroskopické poranenia alebo pria-
mym kontaktom(?, Takéto zmeny su na zéaklade histoldgie
klasifikované ako cervikalne intraepitelové neoplazie (CIN),
ktoré sa rozdeluju do troch stadii: CIN | (dysplazia mierneho
stupna), CIN Il (dysplazia stredného stupna) a CIN Ill (tazka
dysplazia zahriujlca aj karcindm in situ) (obrazok 2). Pri his-
tologickom naleze CIN | su viditelné zmeny v dolnej tretine
epitelu s porusenim diferencidcie buniek. Pri CIN Il sa nacha-
dzaju abnormalne bunky v dolnych dvoch tretinach epitelu,
pricom zmeny v epitelovych bunkach su rovnaké ako pri his-
tologickom stadiu CIN I. V pripade tazkej dysplazie oznaco-
vanej ako CIS (carcinoma in situ) alebo CIN I1l/CIS ide o poru-
chu diferenciacie buniek v celej vrstve epitelu" (obrazok 3).
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Obrazok 2. Progresia cervikalnych Iézii po infekcii HPV(®)
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Obrazok 3. Porovnanie jednotlivych nalezov na krcku materni-
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Cytologicky cervikalny skrining

Rakovina krCka maternice sa vo vSeobecnosti povazuje
za ochorenie skriningom dobre sledovatelné, pretoze pre-
kancerézy sa vyvijaju v pomerne dlhom ¢asovom horizon-
te a su l'ahko lieCitelné. V sicasnosti su k dispozicii prebiop-
tické metddy ako cytologicky skrining, respektive sledovanie
pritomnosti infekcie HPV, ktoré sluzia na diagnostiku prekan-
ceréz. Ide o pomerne lacné, pacientku nezataZujlce a zaro-
ven dostatoCne efektivne metddy. Jednou z nich je prave
cytologicky cervikdlny skrining, ktory slizi na vySetrovanie
populacie zien s cieflom detekcie bunkovych abnormalit
skor, ako mozu progredovat az na uroven prekanceréz ale-
bo ranych Stadii cervikalneho karcinému. Spolu s kolposko-
piou a diagnostikou pritomnosti hrHPV patria medzi diag-
nostické metddy podielajlce sa na odhaleni dysplastickych
zmien na kréku maternice. Standardné cytologické vySetre-
nie nateru epitelovych buniek krcka maternice (PAP test) je
uz mnoho rokov Standardnou skriningovou metédou znizu-
jucou vyskyt rakoviny krcka maternice o 60 — 90 % a umrt-
nost az 0 90 %. Obmedzenim tohto testu je vSak pomerne
nizka senzitivita, ktora sa priblizuje k 50 %, a to najma v inter-
pretacii atypickych skvaméznych buniek neznameho pévodu

(ASC-US) a skvamozne intraepitelovych ézii nizkeho stup-
na (L-SIL)("®), ako aj vyrazny podiel nehodnotitelnych vzoriek.
Z tohto dévodu bol ako sucast cervikalneho skriningu, ktory
interpretuje jednotlivé nalezy podla Bethesda systému('¥, za-
radeny test na detekciu pritomnosti vysokorizikovych typov
ludskych papilomavirusov. Zakladom cervikalnej cytologie
je ster Specialnou odberovou kefkou, ktory obsahuje epitelo-
vé bunky z povrchu endocervixu, exocervixu, epitelové bun-
ky transformacnej zény. Dnes mame k dispozicii dva odlis-
né sposoby cytologického vysetrenia. Klasicka (konvencnad)
cytolégia zahfiia odber buniek z transformacnej zény krcka
maternice sterom pomocou odberovych Spachtli a Stetocok,
naslednym natretim buniek na cytologické podlozné skli¢-
ko, kde nasleduje okamzitd fixacia buniek na baze alkoholic-
kych roztokov (metylalkohol, izopropylalkohol) a v laboraté-
riu polychromatické farbenie podla Papanicolauovej metddy.
Ako sucast cytologického vysetrenia sa dnes dostéva do po-
predia inovativny typ cytologického vySetrenia — Liquid Ba-
sed Cytology (LBC) alebo cytoldgia na tekutom zaklade. Ten-
to druh odberového systému posunul cytologické vysetrenie
na vyssiu uroven, pretoze vyhodou tejto metddy je Cistejsi cy-
tologicky material v porovnani s klasickou (konvenénou) cy-
tolégiou, rovnako to, ze 2- az 4-ndsobne zvySuje zachyt pre-
malignych lézii. Vyhodou je takisto fakt, ze z materialu tej
istej vzorky mozno vysetrit HPV, aj HSV, Chlamydia tracho-
matis alebo Neiserie gonorrhoeae.

V podmienkach Slovenskej republiky (SR) ma kazda pa-
cientka vo veku 23 — 64 rokov v rdmci preventivnej gyneko-
logickej prehliadky narok na cervikalny cytologicky skrining,
pricom periodicita je nasledovna: prvé dva odbery cervikalnej
cytoldgie su v rocnom intervale. V pripade negativity tychto
dvoch cytologickych nalezov sa pokracuje v trojrocnom inter-
vale do veku 64 rokov. Skrining sa vo veku 64 rokov ukonci,
ak budu posledné tri cytologické nalezy negativne. V pripa-
de pozitivneho nalezu je interval kontrolnej cytologie 3 az 6
mesiacoy, respektive je odporucené kolposkopické vySetre-
nie, histologické vysetrenie a testovanie pritomnosti vysoko-
rizikovych typov ludskych papilomavirusov(®.

Laboratorna diagnostika l'udského papilomavirusu
(HPV)

Diagnostika pritomnosti infekcie HPV prostrednictvom
molekulovogenetickej laboratérnej diagnostiky méze byt re-
alizovana testovanim na baze DNA alebo mRNA. V oboch pri-
padoch HPV testovania je sledovana pritomnost 14 vysoko-
rizikovych typov HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 a 68). HPV je na Slovensku diagnostikované Zzenam
nad 30 rokov s cytologickym nalezom ASC-US, po konizac-
nych a ablacnych vykonoch na kréku maternice, ktoré boli
vykonané z doévodu lieCby dysplazie alebo mikroinvazivneho
karcindmu cervix, respektive v inych pripadoch podla indika-
cie lekdra so Specializaciou onkoldgia v gynekoldgii.

cobas® 4800 HPV

Pritomnost HPV infekcie na Grovni DNA je testovana pro-
strednictvom molekulovogenetickej laboratérnej diagnostiky
technolégiou cobas® 4800 HPV (Roche Molecular Diagnos-
tics, CA, USA), ktory deteguje amplikony HPV DNA dlhé 200
bp majoritného kapsidového proteinu L1 u 14 hrHPV typov
(16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68) zo steru
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epitelovych buniek kréka maternice(®. Identifikovana pritom-
nost oblasti virusovej DNA potvrdzuje pritomnost HPV, ¢o
vS8ak neznamena jednoznacne aktivitu virusu a v mnohych
pripadoch moéze byt samovolne potlaceny imunitnym sys-
témom hostitela bez akychkolvek sprievodnych priznakov,
¢o na druhej strane Casto vedie k faloSne pozitivnym vysled-
kom metddy. Ide o automatizovany kvalitativny test na pou-
zitie in vitro detekcie hrHPV. Zalozeny je na subeznej extrak-
cii HPV a celuldrnej DNA, amplifikacii PCR sekvencii cielovej
DNA so suc¢asnym pouzitim HPV a B-globinovych $pecific-
kych komplementarnych primerov a na detekcii flourescenc-
ne znacenych HPV a B-globinovych Specifickych oligonukle-
otidovych detekénych sond prostrednictvom Real-Time PCR
technolégiou LightCycler® 48009, N&sledne sa extrakciou,
amplifikaciou a detekciou B-globinu testovaci proces ukon-
Ci. Vo vysledku su typy HPV 16 a 18 detegované samostatne
ako pozitivne alebo negativne a ostatnych 12 hrHPV typov je
detegovanych spolocne.

Test je indikovany ako sucast skriningu pacientov s cy-
tologickym nalezom ASC-US na urcenie potreby kolposko-
pie, respektive na identifikaciu pritomnosti genotypov HPV
16 a HPV 18, pretoze ich detekcia je odporuc¢ana na sledova-
nie zien, ktoré su pozitivne na hrHPV a zaroven s cytologic-
ky negativnymi vysledkami, Zien vo veku nad 30 rokov spo-
lu s PAP testom ako sucast cervikalneho skriningu, ako aj na
urcenie pritomnosti hrHPV a na identifikaciu pritomnosti ty-
pov HPV 16 a HPV 1809,

Aptima HPV Assay

Aptima HPV Assay je amplifikacny test cielovej sondy
nukleovej kyseliny na in vitro kvalitativhu detekciu E6 a E7
virusovej mMRNA zo 14 hrHPV typov (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68)("). Test nerozliSuje medzi 14
hrHPV, nezistuje pritomnost HPV DNA, ale deteguje integ-
raciu virusového gendému a genetické zmeny v epitelovych
bunkdach krcka maternice. Inak povedané, deteguje pritom-
nost hrHPV, ktorych DNA sa uz v hostitel'skych bunkach ex-
primuje a v plnej miere sa moze prejavit karcinogénny efekt
virusu. V tomto pripade ide o detekciu perzistentnej infekcie
hrHPV, pri ktorej je takmer isty progres nddorového procesu
v epitelovych bunkach kr¢ka maternice. Kedze expresia on-
kogénnych proteinov E6 a E7 pri hrHPV typoch meni funkcie
bunkovych proteinov p53 a pRB, je dolezité sledovat ich ex-
presiu, pretoze vedie k naruseniu kontrolnych bodov bunko-
vého cyklu v zmysle malignej transformdcie. Aj z tohto dévo-
du s mRNA testy vhodnejSie pri predikcii CIN2.

Mechanizmus Aptima HPV Assay zahfna tri hlavné kroky,
ktoré sa vykonavaju v jednej skimavke: zachytenie ciela a je-
ho amplifikacia pomocou transkripéne sprostredkovanej am-
plifikacie (Transcription — Mediated Amplification — TMA),
nasledna detekcia amplikonov pomocou testu hybridiza¢nej
ochrany (Hybridization Protection Assay — HPA)(""). Detek-
cia amplikénov je realizovana prébou jednoretazovej nukle-
ovej kyseliny chemiluminiscenéne a znacené proby Speci-
ficky hybridizuju a amplikénom. Znacené sondy nukleovej
kyseliny hybridizuju Specificky s amplikénom. Selekéna re-
agencia nasledne rozliSuje hybridizovanu sondu od nehyb-
ridizovanej deaktivaciou znacenia nehybridizovanej sondy.
Pocas detekcného kroku je svetlo vyzarované z oznacenych

hybridov RNA : DNA, merané ako foténové signaly v lumino-
metrii, a intenzita je hldsend ako relativne svetelné jednot-
ky (RLU). Vysledok je interpretovany ako pozitivny, negativ-
ny alebo invalidny.

Pouzitie testu je indikované pri nejasnych cytologickych
nalezoch ASC-US, ASC-H alebo u zien starsSich ako 30 rokov
aj pri opakovanom ndleze L-SIL. TaktieZ po lieCbe prekan-
cerdz, na posudenie kone¢ného vysledku liecby, respektive
na posudenie, ¢i je u pacientok vhodné pokracovat v dal$ej
diagnostike kolposkopiou alebo biopsiou.

Material a metody

Vyber a charakteristika stiboru

Do suboru bolo zaradenych spolu 3 463 pacientok, ktoré
boli vySetrované v casovom obdobi od 1. januara 2017 do 31.
decembra 2017. Z celkového ro¢ného suboru pacientok, kto-
ré v nasom laboratériu diagnostikovali na pritomnost hrHPV
metddou na baze DNA alebo mRNA, boli do suboru zaradené
len tie, ktoré podstupili diagnostiku HPV raz za rok bez ohla-
du na opakovany odber. Statistické analyza taktiez zahffiala
iba pacientky testované na pritomnost hrHPV, ktorych bun-
kové stery z endocervixu a exocervixu boli odobraté do od-
berovej stpravy ThinPrep Pap Test (Preserv Cyt® Solution),
pricom pri vySetreni pritomnosti HPV bolo takmer kazda pa-
cientka podstupila cervikalne cytologické vySetrenie a cyto-
logické vysledky boli interpretované podla Bethesda klasifi-
ka¢ného systému.

Testovanie na baze DNA bolo realizované na 2 126 vzor-
kach a testovanie na baze mRNA bolo uskuto¢nené na 1 337
vzorkach. Molekulovogeneticku analyzu zameranu na detek-
ciu pritomnosti L1 génu metdédou na drovni DNA sme vy-
konali u kazdej z nich, pricom cytologické vySetrenie bolo
uskutocnené celkovo u 2 113 pacientok. V 6 pripadoch ne-
bolo cytologické vySetrenie realizované a v 7 pripadoch bola
adekvatnost vzorky nedostacuijlca na uskutocnenie analyzy
z dévodov pritomnosti krvi, zapalovych elementov, hlienoy,
pomliazdenych buniek, pripadne nespravnym odberom.

Molekulovogenetickl analyzu zameranu na detekciu pri-
tomnosti perzistentnej HPV infekcie metdédou na drovni mR-
NA sme vykonali u kazdej z nich, pricom cytologické vyset-
renie bolo uskuto¢nené u 1327 pacientok. V 7 pripadoch
bolo cytologické vySetrenie nerealizované vobec a v 7 pripa-
doch bola adekvatnost vzorky nedostacujica na uskutoc¢ne-
nie analyzy.

Odber biologického materialu

Biologicky material na molekulovogeneticku diagnosti-
ku pritomnosti hrHPV mozno odobrat do odberovej stipravy
Thin Prep Pap Test (Preserv Cyt® Solution) alebo do odbero-
vej supravy Aptima® Cervical Specimen Collection Kit. Vzor-
ky odobraté do odberovych nadobiek Preserv Cyt® Solution
su stabilné a vhodné na HPV analyzu maximalne 30 dni po
odbere. LBC sa uchovavaju pri laboratdrnej teplote. Vzorky
odobraté do prepravnej supravy Aptima® su stabilné a vhod-
né na HPV analyzu maximalne 30 dni po odbere, ak st ucho-
vavané pre teplote 2 — 8 °C, a maximalne 14 dni po odbere,
ak su uchovavané pri laboratérnej teplote.
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Metody

Na oddeleni lekdarskej genetiky v Medirexe, a. s., mame
dostupné dve testovacie platformy, platformu cobas® 4800
HPV od firmy Roche Molecular Diagnostics (CA, USA) a Ap-
tima HPV Assay z firmy Hologic (CA, USA), pricom obe me-
tédy st schopné detegovat pritomnost 14 hrHPV typov (16,
18,31, 33,35,39,45,51, 52,56, 58, 59, 66, 68). Pristroj cobas®
4800 deteguje amplikény HPV DNA dlhé 200 bp majoritného
kapsidového proteinu L1 metédou Real-Time PCR. Aptima
HPV Assay test deteguje HPV E6 a E7 mRNA onkogénnych
transkriptov. Pokym cobas®4800 deteguje hrHPV na urovni
DNA, Aptima HPV Assay deteguje hrHPV onkogénnu mRNA
expresiu a je navrhnuty na Specifickejsie vyhodnotenie pri
identifikacii vyznamnych hrHPV infekcii, ktora vedie k CIN 2
az CIN 309,

Vysledky a Statistické vyhodnotenie

Cielom Statistického vyhodnotenia bolo monitorovanie
jednotlivych nalezov HPV infekcie a korelacia s cytologicky-
mi nalezmi u pacientok analyzovanych molekulovogenetic-
kou diagnostickou metdédou cobas® 4800 HPV a Aptima HPV
Assay.

Diskusia

Predmetom nasej Statistickej analyzy bolo vyhodnotenie
pritomnosti HPV infekcie pacientok s pritomnou, respektive
nepritomnou vysokorizikovou infekciou HPV. Infekcia hrHPV
typmi je zodpovedna za vznik cervikalneho karcindmu, kto-
rého incidencia a mortalita je napriek mnohym preventivnym
a skriningovym vySetreniam stale vysoka.

Graf 1. PocCet a vekové rozloZenie pacientok testované DNA a mR-
NA HPV testom
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Graf 2. Pomer zastdpenia pacientok v ramci vekovych skupin
vzhladom na DNA pozitivne pacientky v porovnani so vSetkymi
pacientkami testovanymi na pritomnost HPV DNA
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HPV testovanie

V predlozenom sibore sme analyzovali spolu 3 463 pa-
cientok, pricom so znamym vysledkom z cytologického vy-
Setrenia sme analyzovali celkovo 3 440 pacientok. Mole-
kulovogeneticku analyza cobas® 4800 HPV sme pouzili na
identifikaciu pritomnosti hrHPV, a to v kategérii HPV 16,
HPV 18 a ostatnych hrHPV typov, pripadne infekcie viace-
rymi hrHPV typmi suc¢asne. V druhom pripade sme vySetro-
vali nase pacientky metédou Aptima HPV Assay, s cielom
zistenia pritomnosti perzistentnej formy virusovej infekcie
prostrednictvom detekcie expresie onkogénnych proteinov
E6 a E7 mRNA HPV. V roku 2017 sme v8ak nezaznamenali
na nasom oddeleni Ziadnu pacientku, ktora by mala pozitiv-
ny nadorovy nalez — Ca (PAP V). Pre obe testovacie platfor-
my boli celkové pomery hrHPV pozitivnych priblizne rovna-
ké a signifikantne podobné rovnako, ako uddva subor podla
Ovestad et al., 201109,

Prevalencia 14 hrHPV typov identifikovanych pomocou
oboch detekénych metdd viditelne klesa s rastucim vekom.
Najvacsie zastupenie mali pacientky vo veku 27 — 34 rokoy,
¢o mozeme sledovat na grafe 1, ktory porovnava pocet a ve-
kové rozlozenie pacientok testovanych DNA HPV testom
a mRNA HPV testom. Na druhej strane m6Zeme sledovat, Ze
najnizsia prevalencia HPV pacientok je 67 — 79 rokov. S po-
rovnatelnymi Gdajmi sme sa stretli aj pri pilotnej Studii, kde
autori poukazuju na to, ze prevalencia HPV identifikovana pri-
strojom cobas® 4800 HPV taktiez klesa s rastucim vekom®?,
Pri identifikacii HPV bola pritomnost hrHPV identifikovana
u 30,5 % zien vo veku 21 — 24 rokov, ale vo veku 40 — 44 rokov
prevalencia klesla na 7,6 % a pri Zenach nad 70 rokov klesla
prevalencia HPV na 5 %. Podobné znizenie prevalencie HPV
s rastucim vekom zistili aj pri detekcii HPV 16 a HPV 1809

Prave graf 1 poukazuje na to, Zze v naSom subore sa na-
chéadzali zeny od 17 do 79 rokov, pricom priemerny vek na-
mi vySetrenych zien bol v ¢ase odberu vzorky 38 rokov. Naj-
SirSie zastupenie v analyze mali Zeny vo veku 27 — 46 rokov.
Na druhej strane graf 2 zobrazuje zastupenie jednotlivych ve-
kovych skupin a poukazuje na pritomnost virusovej infekcie
potvrdenej testovanim pritomnosti DNA HPV vzhl'adom na
pocet vSetkych testovanych vzoriek. Pritomnost virusovej in-
fekcie bola DNA HPV testom potvrdena pri 853 vzorkach, ¢o
zodpovedalo 40 % vsetkych vySetrovanych vzoriek, graf 3 po-
ukazuje na pritomnost aktivnej formy virusovej infekcie de-
tegovanej metddou na drovni mRNA, ktord bola potvrdena

Graf 3. Pomer zastdpenia pacientok v ramci vekovych skupin
vzhladom na mRNA pozitivne pacientky v porovnani so vSetkymi
pacientkami testovanymi na pritomnost mRNA HPV
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celkovo pri 628 vzorkach, ¢o predstavovalo 47 % vSetkych vy-
Setrovanych vzoriek. Najvacsie zastupenie HPV pozitivnych
pacientok bolo vo vekovej kategdrii od 23 do 24 rokoy, a to
pri oboch testovacich platforméach. Priemerny vek sa v§ak
mierne odliSoval, a to nasledovne: pri DNA HPV teste bol prie-
merny vek v ¢ase odberu vzorky 33 rokov (minimalny vek: 17,
maximalny vek: 79) a pri mMRNA HPV teste bol priemerny vek
v ¢ase odberu vzorky 35 rokov (minimalny vek: 17, maximal-
ny vek: 82) (graf 4).

Cytoldgia vs HPV testovanie

Celkovo bolo v nasom subore zaznamenanych az 53 %
vzoriek, ktoré mali vysledky z cervikalnej cytoldgie negativne
(graf 5). Z tohto poctu 27 % vzoriek malo negativny cytologic-
ky nalez NILM a 26 % vzoriek bolo s cytologickym nalezom
abnormalnych skvamoznych buniek, ¢o sa v§ak povazuje za
negativne vzhladom na nepritomné cervikdlne intraepitelo-
vé neoplazie (CIN). V porovnani so $tudiou, kde bolo analy-
zovanych 46 887 zien vo vekovom rozpati 21 — 93 rokov, bo-
li ndlezy vo viac ako 90 % negativne v zmysle intraepitelovej
lézie a malignity(®. Prevalencia cytologického nalezu ASC-
US a L-SIL bola 20 %, pricom najnizsiu prevalenciu mali cy-
tologické nalezy ASC-H a H-SIL, 4 % a 3 %. V porovnani so
Studiou mame vySSie percento pacientok s nalezom H-SIL
a ASC-H, ¢o je vSak spésobené omnoho nizs§im po¢tom ana-
lyzovanych vzoriek.

Graf 4. Pocet a vekové rozloZenie vyluéne pozitivnych pacientok
testovanych na pritomnost HPV (DNA) a testovanych na pritom-
nost aktivnej formy virusovej infekcie (MRNA)
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Graf 5. Porovnanie jednotlivych cytologickych nalezov bez ohladu
na vysledok molekulovogenetického vysetrenia HPV
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L-SIL
20%

Podiel zien pozitivnych na pritomnost virusovej infekcie
identifikovanej DNA HPV testom stipa s ndrastom stupna
cervikalnej cytolégie. Zenam s cytologickym nalezom L-SIL,
ASC-H a H-SIL je preukazany vyssi pocet pozitivnych pripa-
dov oproti negativnym pripadom (graf 6). Z celkového poctu
441 Zien s nalezom L-SIL, bola HPV DNA pozitivita zazname-
nana v 80 % pripadov a mRNA HPV pozitivita v 74 % pripa-
dov. Taktiez pri naleze ASC-H sme zaznamenali 86 % (DNA)
a 76 % (MRNA) a ndleze H-SIL — 81 % (DNA) a 93 % (mRNA).
Takisto v porovnani so Studiou, kde Zzeny s nalezom CIN 1
predstavovali 65,5 % a s ndlezom CIN 2 83,3 % a CIN 392,6 %.

V analyzovanom subore pacientok bola hrHPV DNA de-
tegovand v 846 pripadoch, ¢o predstavuje 40 % z celkového
suboru. U zien s cytologickymi nalezmi NILM, SBA, ASC-US
prevazuju HPV negativne vysledky. NajCastejSie bola dete-
govana kategéria tzv. inych HPV v 513 pripadoch, ¢o pred-
stavuje 61 %. DalSia najéastejSie detegovana bola infek-
cia typom HPV 16 a koinfekcia HPV 16 spolu s niektorym
z inych hrHPV. Kombinacia HPV 16 a HPV 18 bola pritom-
na len u 0,7 % vSetkych pacientok. Pomocou molekuldrno-
genetického testu cobas® 4800 HPV u pacientok s negativ-
nou cytolégiou (NILM) nebola hrHPV DNA identifikovana vo
vacsine pripadov. V 90 pripadoch bola pritomna DNA ostat-
nych hrHPV, v 2 pripadoch prislichal vysledok kombinacii
HPV 18 s ostatnymi hrHPV a kombinacii HPV 16 a HPV 18
(graf 7).

U cytologicky negativnych pacientok bola z celkového su-
boru 641 Zien pritomnd infekcia HPV u 137. HrHPV boli diag-
nostikované v 90 pripadoch, naproti tomu HPV 18 s ostatny-
mi hrHPV a HPV 16 s HPV 18 len v 2 pripadoch. Cytologické
vysledky SBA (graf 8) koreluju s cytologickymi vysledkami
NILM. No s tymto vysledkom sa v Ziadnom z pripadov nevy-
skytla kombinacia HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV. HPV ne-
gativne vysledky predstavuju 76 %.

Graf 6. Zastupenie pozitivnych a negativnych HPV pacientok
vzhladom na jednotlivé cytologické ndlezy
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Graf 7. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV
typov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom naleze
NILM

NILM

® |né
= HPV 18
= HPV 16
HPV 16 + INE
= HPV 18 + INE
= HPV 16 + HPV18 + INE
= HPV 16 + HPV 18

Graf 8. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV ty-
pov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom ndleze SBA
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Graf 9. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV
typov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom naleze
ASC-US
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V 364 steroch cytologicky diagnostikovanych ako ASC-US
bola identifikovana virusova DNA ostatnych hrHPV v 109 pri-
padoch, v 20 pripadoch HPV 16 a HPV 16 s ostatnymi hrHPV,
v 7 pripadoch HPV 18, v 5 pripadoch kombinacia HPV 18
a ostatnych hrHPV. Len v 1 pripade kombinacia vSetkych
hrHPV. Kombinacia HPV 16 s HPV 18 sa nevyskytla u ziad-
nej pacientky (graf 9). Najviac vSak boli HPV negativne pa-
cientky.

U 414 pacientok s diagnostikovanym L-SIL nebola hrHPV
detegovana v 89 pripadoch, v 190 bola preukdzana DNA
ostatnych hrHPV a len v jednom pripade kombinacia HPV
16 s HPV 18 (graf 10) U pacientok s cytologickym nélezom
ASC-H sa priblizne v rovnakom zastupeni vyskytovali os-
tatné hrHPV, HPV 16 a HPV 16 v kombinacii s hrHPV. Ani

Graf 10. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV
typov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom ndleze
L-SIL

L-SIL
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Graf 11. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV
typov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom naleze
ASC-H

ASC-H = Iné
4% IHPV18
4%
HPV 16
30% K\‘ ) )
HPV 16 + INE
= HPV 18 + INE

2% & HPV 16 + HPV18 + INE

= HPV 16 + HPV 18

Graf 12. RozloZenie pritomnosti HPV 16, HPV 18 a inych hrHPV
typov detegovanych DNA HPV testom pri cytologickom ndleze
H-SIL
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u jedenej z pacientok sa nedetegovala sicasné pritomnost
HPV 16 s HPV 18 (graf 11) Cytologicky nalez H-SIL bol naj-
viac asociovany s pritomnostou HPV 16. V Ziadnom vysled-
ku nebola pozorovana pritomnost HPV 18 a HPV 18 v kom-
binacii s ostatnymi hrHPV (graf 12).

Z nasich vysledkov vyplyva, ze test Aptima HPV Assay
ma vyznamne vysSiu Specificitu v predikcii CIN 2 v porovna-
ni s testom cobas® 4800 HPV (2,6 % vs 1,6 %)('®. Rovnaka
priazniva Specificita zistend oboma testovacimi platformami
bola potvrdend aj u Ge et al., 2017. Neustale nové vznikaju-
ce Stidie naznacuju, ze mRNA HPV testy su vo vS§eobecnos-
ti SpecifickejsSie (97 %) ako DNA testy, najma pri detekcii cer-
vikalnych lézii vyssich stuprov(16'9),
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Zaver

Napriek tomu, ze cytoldgia je zatial' neoddelitelnou sucas-
tou skriningu rakoviny krcka maternice, ma niekolko limitov.
Patri tam pomerne nizka reprodukovatelnost pri nalezoch
ASC-US a L-SIL, nizka specifickost ASC-US pre kancerdzne
nalezy, nutnost vyssej frekvencie skriningovych kontrol, kto-
ra musi byt minimalne 2 - 3 roky a falosna negativita az do
30 %. V porovnani s cytoldgiou ma HPV test vyssiu a dlh-
Sie trvajucu prediktivnu hodnotu, znizuje incidenciu karciné-
mu uz pocas 4-5 rokov, ma o 20 — 45 % vysSiu senzitivitu pre
detekciu CIN, ale nizsiu Specificitu (HPV pozitivita je asi 2x
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Metanephrines in urine by liquid chromatography tandem mass
spectrometry

Magdalena Rajska, Petra Prochazkova, Peter Loucka, Martin Radina
SPADIA LAB, a. s., Ostrava, Czech Republic

Neuroendocrine tumors represent a clinically and etiologically diverse group of disorders. These tumors exhibit
excessive catecholamines production. Free metanephrines in plasma are prioritized for differential diagnosis of
pheochromocytoma due to their highest diagnostic sensitivity and specificity but in routine practice physicians
often require parallel determination of urinary metabolites, metanephrine (MN) and normetanephrine (NMN). The
aim of this work was development and implementation of method for determination of metanephrines in urine
by the liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) suitable for routine practice in diagnos-
tic laboratory which overcomes inconveniences related with classical liquid chromatography approaches, while
the main aspects are: simple sample preparation, short runtimes and required analytical parameters.
Keywords: urinary metanephrines, pheochromocytoma, LC-MS/MS

Stanoveni metanefrinii v moc¢i metodou kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci

Neuroendokrinni tumory predstavuji heterogenni skupinu onemocnéni s riiznou klinickou symptomatologii a etiopa-
togenezi. Tyto tumory vykazuji nadmérnou produkci katecholamint. Volné metanefriny v plazmé jsou preferova-
ny pro diferencialni diagnostiku feochromocytomu vzhledem k jejich vysoké diagnostické senzitivité a specificité,
nicméné v rutinni praxi Iékafi ¢asto vyzaduji paralelni stanoveni metabolitli v moci, metanefrinu (MN) a normeta-
nefrinu (NMN). Cilem této prace byl vyvoj a implementace metody stanoveni metanefrini v mo¢i pomoci kapalino-
vé chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, ktera je vhodna pro rutinni pouziti v diagnostické labora-
tofi. Prezentovana metoda eliminuje nevyhody klasickych chromatografickych technik, pficemz zasadnimi aspekty

jsou: jednoducha priprava vzorku, kratka doba analyzy a pozadované analytické parametry.
Klicova slova: metanefriny v mo¢i, feochromocytom, LC-MS/MS
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Introduction

Neuroendocrine tumors (NETs), such as pheochromocy-
toma or paraganglioma, which arise from chromaffin cells of
the adrenal medulla or from sympathetic ganglia represent
a diverse group of disorders with various clinical symptoma-
tology and etiopathogenesis. Patients with NETs are mostly
suffering from sustained or episodic hypertension, as a result
of elevated catecholamine levels. Such hypertensive crises
are life-threatening for the patient and may lead to stroke,
heart attack or renal failure®®. Early diagnosis based on bi-
ochemical proof of elevated levels of catecholamines and
their metabolites is of significant importance. When diagno-
sis is precisely and early set there is a chance for successful
treatment in 90% of cases®. And even though the first step
in the diagnosis of NETs is based on measurement of me-
tanephrines in plasma in routine practice physicians also of-
ten require parallel determination of urinary metabolites, me-
tanephrine (MN) and normetanephrine (NMN)®-3,

Conventional methods for measurement of urinary me-
tanephrines such as HPLC (liquid chromatography) with UV,
fluorescent or electrochemical (ECD) detection or GC (gas
chromatography) or immunoassays have a lot of restric-
tions and inconveniences, e. g. multi-step sample preparation
and long runtime for HPLC, time-consuming step of derivati-
zation for GC methods and cross-reactivity, nonspecific bin-
ding or interferences forimmunoassays(. Presented LC-MS/
MS method overcomes above mentioned inconveniences.

Materials and methods

Sampling

Prior to 24h urine collection, special dietary precautions
had to be taken. Diet rich in tyrosine had to be discarded
and, after consultation with the physician, some drugs had
to be discontinued®”. Urine was collected into the special
2,5 | polypropylene container containing 15 ml of hydrochlo-
ric acid to preserve samples for the measurements as de-
scribed in pre-analytical manual®. The content of the con-
tainer was mixed, using indicator strip pH value was checked
and adjusted if needed to value pH = 1-2 and two acidified al-
iquots of urine were stored at -20 °C for measurement. Pri-
or to analysis, the urine samples were tempered to the room
temperature and centrifuged for 5 min at 4000 g to remove
the sediment.

Materials

Lyophylised control materials ClinChek®Urine Controls for
biogenic Amines (RECIPE Chemicals, Germany); Catechola-
mine Mix 2 solution, Metanephrine-d3 solution, Normeta-
nephrine-d3 solution (Sigma-Aldrich, USA); Ph. Eur. grade
hydrochloric acid 37% (Vitrum VWR, Czech Republic), sol-
vents — LC-MS grade acetonitrile, methanol and water (Vit-
rum VWR, Czech Republic); Indicator strips (Lach-ner, s.r.o,
Czech Republic).
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Instruments

An Agilent 6490 Triple Quadrupole LC/MS system
with 1290 Infinity LC system was used for LC-MS/MS
measurements of metanephrines in urine. Chromatograph-
ic data were processed with MassHunter Workstationsoft-
ware version B 06. 00. Separation was performed using
SeQuant®ZIC®HILIC HPLC 3,5 mm, 100A, PEEK 100 x 2,1 mm
metal-free HPLC Column (Merck). A Coulochem Ill HPLC
System, ESA Biosciences Inc. was used for HPLC measure-
ments of metanephrines in urine. Chromatographic data
were processed with Clarity™ Chromatography station ver-
sion 4. 0. 2.784.

Sample preparation for LC-MS/MS method

Urine samples, calibrator and control samples for meas-
urement were processed as follows: 15 pl of internal stand-
ard (containing 15 ng MN-d3 and 15 ng NMN-d3) was add-
ed into 150 pl of sample (calibrator, control, urine) and mixed
shortly. pH value was checked whether it is in the range pH
< 1. If necessary, the pH value was adjusted using conc. HCI.
For acidic hydrolysis samples were incubated for 30 min-
utes at 95 °C. To 40 pl of incubated material tempered to the
room temperature 360 pl of 80% ACN was added. Samples
were mixed for 30 seconds on a vortex and centrifuged for 5
minutes at 10000 g.

LC-MS/MS analysis

After centrifugation, 0,5 pl of the solution was injected to
chromatographic system. Chromatographic separation was
performed on SeQuant®ZIC®HILIC HPLC 3,5 mm, 1004, PEEK
100 x 2,7 mm metal-free HPLC Column with gradient elution
of mobile phases A (50mM NH,COOH in water) and B (ace-
tonitrile) with the flowrate 0,3 ml/min and temperature 45 °C
with MS detection (ion source parameters and MRM transi-
tions — Table 7). The runtime was 6 min with retention times
2,36min for MN and 2,57min for NMN (Figure 1).

Figure 1. Chromatogram of MN and NMN

Commercially available IVD diagnostic Kit for HPLC
with ECD detection

For commercial method sample preparation and chroma-
tographic evaluation were processed as described in Clin-
REP®HPLC Complete Kit Metanephrines in Urine Instruction
Manual®.

Results

To define analytical characteristics of LC-MS/MS meth-
od, both lyophilized commercially available materials and pa-
tient samples were used. The analytical performance of the
new developed LC-MS/MS method was satisfactory. Cali-
bration range for MN was 0,020 — 10,140 pmol/I with limit
of quantification 0,020 pmol/I (CV = 2,6%). Calibration range
for NMN was 0,021 - 10,890 pmol/I with limit of quantifica-
tion 0,021 pmol/I (CV = 1,5%). The intra-assay and inter-as-
say coefficients of variation (CV) were below 10%. Recover-
ies determined by standard addition ranged from 85to0 101%.
This method fulfilled requirements for validation parameters
for both analytes (Table 2).

To assess the suitability of the developed method for
routine use in clinical diagnostic laboratory the compari-
son of developed LC-MS/MS method with reference HPLC
method was performed. For this purpose 10 patient samples,
2 control samples and 2 EQAS samples were prepared

Table 2. Analytical parameters - interassay and intraassay preci-
sion

M“ Intraassay Interassay

(n=10) (n=10)
Cteor pmol/I - - 0,842 | 5,160 | 1,780 | 8,560
MEAN umol/l | 0,905 | 1,657 | 0,887 | 5322 | 1,734 | 8,227
SD pymol/l | 0,034 | 0,075 | 0,036 | 0,306 | 0,102 | 0,729
Ccv % 3,8 4,5 4,1 58 59 8,9

T i —p——
I &3 14 3% 38 27 19 7%

} At 02 0D 34 X% 06 A7 T8 RN L i) d] &3 £a 45 d§ A7 40 A% § BP B2 B3 E& B5 0 AT 5O Y
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Table 1. Mass spectrometry and mass transition conditions

lon source parameters | | Precursor(m/2) | Product(m/z) | __ Frag | __CE____
11

AJS ESI positive MN* 180 165 380
Gas temp. 135 °C MN 180 148 380 11
Gas flow 12 |/min MN-d3* 183 151 380 11
Nebulizer 45 Psi MN-d3 183 168 380 11
Sheath gas temp. 400 °C NMN* 166 134 380 14
Sheath gas flow 10 I/min NMN 166 106 380 18
Capillary 4000 \% NMN-d3* 169 137 380 14
Nozzle voltage 0 \Y% NMN-d3 169 109 380 18
*quantifier
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and parallelly measured using those two methods. Statisti-
cal analysis was performed using the MedCalc 16.1 (Med-
calc Software bvba, Belgium) and results are shown in Table
3. Normal distribution of dataset was tested using D’Agos-
tino-Pearson test with the result ,reject Normality” so non-
parametric Wilcoxon test was used for further comparison.
For methods comparison Passing-Bablok nonparametric
regression (Figure 2) and Bland-Altman plot were applied

Table 3. The parameters of statistical analysis for HPLC and LC-
MS/MS methods

-

Mean pmol/I 0,720 0,737 1,630 1,555
Median pmol/I 0,185 0,197 0,684 0,862
Lowest value umol/l | 0,044 0,075 0,144 0,145
Highest value pmol/l | 5230 5,185 8,797 8,095
p (Wilcoxon test) 0,41 0,50
Intercept A -0,012 -0,016

95% CI (-0,035-0,011) (-0,133 - 0,066)
Slope B 1,010 1,091

95% CI (0,949 - 1,061) (0,831 - 1,153)

(Figure 3). For graphic presentation of dataset box-and-
whisker graphs were used (Figure 4).

Comparison of two methods — reference HPLC
method and developed LC-MS/MS method

As the reference method the commercially available HPLC
Kit dedicated for HPLC with ECD detection was used. Re-
sults of Passing-Bablok regression are shown in Table 3. For
the intercept A, for MN and NMN, the 95% confidence inter-
val contains the value 0, this fact excludes the presence of
a systematic error of the measurement system throughout
the measurement range. For the slope B, for MN and NMN,
the 95% confidence interval contains the value 1, this fact ex-
cludes the presence of a proportional error of measurement.
The Bland-Altman difference plot was used to assess differ-
ences between obtained results. The plot has shown equal
distribution of the values, there is no trend that would indicate
the presence of a systematic error (one outlying point for MN,
one for NMN). 95% confidence interval of the mean difference
contains value 0, pointing that there is no statistical difference
between methods. Using Wilcoxon paired test we reached the
same conclusion (p = 0,41 for MN, p = 0,50 for NMN). Graphic
presentation of dataset as box-and-whisker graphs supports
the results of above described statistical analysis (Figure 4).

Figure 2. Passing-Bablok regression — comparison of HPLC and LC-MS/MS methods
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Figure 3. Blandt-Altman difference graph for HPLC and LC-MS/MS methods
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Figure 4. Box-and-whisker graphs for HPLC and LC-MS/MS methods
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Discussion

The early settled diagnosis of pheochromocytoma is cru-
cial for treatment and for chirurgical intervention. Diagnos-
tic algorithm for NETs is based on several aspects: clinical
symptomatology, laboratory diagnostics and as the last step
the exact localisation of the tumor using imaging techniques.

Excessive production of catecholamines and their metab-
olites is considered a hallmark in the biochemical diagno-
sis of catecholamine-producing tumors. The measurement
of catecholamine levels has a lot of limitations: elevated cat-
echolamine levels may not be specific for pheochromocy-
toma (sympathetic nervous system activity), the presence
of ,silent pheochromocytoma”“ or episodic secretion of cat-
echolamines. Regarding those limitations plasma concen-
trations of free metanephrines are better indices than other
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manifestations of catecholamine excess but measurements
of metanephrines in urine are still commonly used for the di-
agnosis of pheochromocytoma®#9.

The aim of the presented work was to develop an analyt-
ical method and to assess the suitability of the developed
method for use in clinical diagnostic laboratory. As advan-
tages of presented method we can highlight undemanding
sample preparation, short runtimes and required analyti-
cal parameters. Statistical analysis performed by using the
Passing-Bablok regression and Bland-Altman diagram con-
firmed the suitability of this approach for the measurement
of metanephrines in urine in routine diagnostic laboratory.
This approach eliminates inconveniences related with previ-
ously used classical HPLC method with ECD detection, such
as extensive sample preparation and long runtimes (20 min).
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MozZnosti laboratornej diagnostiky infekcii vyvolanych Clostridium difficile

Martina Krehelova, Eva Sinajova
Klinicka mikrobioldgia, Medirex, a. s., KoSice

Clostridium difficile s produkciou toxinov je najcastejSim povodcom nozokomialnych ¢revnych infekcii. Kolitida
vyvolana C. difficile je infekéné ochorenie s roznym stupiiom zavaznosti, méze prebiehat ako obyc¢ajné hnackové
ochorenie, pseudomembrandzna kolitida, ale tiez ako stav ohrozujuci zivot, sprevadzany paralytickym ileom pre-
chadzajucim do sekundarnej sepsy. Ochorenie vznika najcastejsie v suvislosti s liecbou Sirokospektralnymi anti-
biotikami, ktoré eliminuji normalnu ¢érevnu fléru. Prenos C. difficile sa uskuto€nuje pomocou spoér fekalno-oral-
nou cestou. Véasna diagnostika infekcii vyvolanych C. difficile je dolezita z dovodu zacatia adekvatnej terapie
a tiez protiepidemickych opatreni zamedzujticich dalSiemu Sireniu spér v nemocni¢nom prostredi.

Klucové slova: infekcie vyvolané Clostridium difficile, pseudomembranézna kolitida, laboratérna diagnostika,
glutamatdehydrogendza, toxigénny kmen

Laboratory diagnostic possibilities for Clostridium difficile infections

Clostridium difficile with toxin production is the most common cause of nosocomial gastrointestinal infections.
Clostridium difficile infection can manifest as mild diarrhea, pseudomembranous colitis but also as a life-threat-
ening illness accompanied by paralytic ileus developing into secondary sepsis. The disease is generated in rela-
tion with a broad-spectrum antibiotic therapy which eliminates normal gut mikrobiota. Transmission of Clostri-
dium difficile is done by spores following the faecal-oral route. Early diagnosis of Clostridium difficile infections
is essential for proper initiation of an antibiotics therapy and also for anti-epidemic measures which prevent
spore spreading in hospitals.

Keywords: Clostridium difficile infections, pseudomembranous colitis, laboratory diagnostics, glutamatdehydro-

genase, toxigenic strain

Newslab, 2018; ro¢. 9 (2): 86 — 90

Uvod

Clostridium difficile je grampozitivha anaerébna baktéria
(obrazky 1, 2) bezne sa vyskytujlica v prirode, povrchovych
a odpadovych vodach a s roznou frekvenciou tiez v trdviacom
trakte ludi a zvierat. Za nepriaznivych podmienok tvori meta-
bolicky inaktivne formy — spéry, ktoré su vyrazne odolné proti
vysokym teplotam a dal$im fyzikalnym vplyvom, taktiez pro-
ti vacsine dezinfekénych prostriedkov (vratane alkoholovych
preparatov pouzivanych na dezinfekciu ploch, povrchov a rik).
To zvysuje riziko ich dlhodobého pretrvavania v prostredi, dal-
Sieho Sirenia a pravdepodobnost kolonizacie nemocni¢nych
pacientov, ktord moze byt nasledovana rozvojom infekcie. C.
difficile nepatri medzi invazivne patogény, na zaciatku ocho-
renia iba adheruje na sliznicu hrubého ¢reva. Jeho patogenita
vyplyva zo schopnosti tvorit velmi G¢inné exotoxiny povazo-
vané za hlavné faktory virulencie. Toxigénne kmene produku-
ju vo vegetativnej faze termolabilné proteinové toxiny A a B,
ktoré sa do prostredia uvolfiuju rozpadom buniek. Obidva to-
xiny posobia synergicky a ich produkcia je spojena s posko-
denim epitelu ¢reva i hibsich Struktdr ¢revnej steny. Gény ké-
dujuce toxin A (gén tcdA) a toxin B (gén tcdB) si umiestnené
na tzv. lokuse patogenity (pathogenity locus — PaLoc) s vel-
kostou 19,6 kb, a to spolu s troma dal§imi génmi regulujlci-
mi expresiu toxinov. Toxin A je enterotoxin, vyvoldva apoptézu
enterocytov a aktivuje zapalovu reakciu. Toxin B je cytotoxin,
sposobuje destrukciu buniek poskodenych toxinom A. Okrem
toxinov A a B produkuju niektoré kmene aj treti, tzv. binarny to-

xin. Gény kddujuce bindrny toxin (gény cdtA a cdtB) st umiest-
nené mimo PaLoc lokus®. Jeho uUloha v patogenéze ochore-
nia nie je zatial celkom objasnend, ale pritomnost toxinov
A a B suicasne s bindarnym toxinom zhorsuje priebeh ochore-
nia a stazuje jeho liecbu (vaésina epidemickych PCR riboty-
pov produkuije aj binarny toxin). Netoxigénne kmene C. difficile
(neprodukujuce toxin A a B) si nepatogénne a nepredstavuijl
ohrozenie ani pre vnimavého jedinca®.

Patogenéza ochorenia

Infekcie vyvolané C. difficile (Clostridium difficile infec-
tions — CDI) vykazuju sSiroké spektrum klinickych prejavov
od miernej hnacky cez pseudomembrandznu kolitidu az po
toxicky megakolon s umrtnostou 30 — 50 %™. Ochorenie
najcastejSie vznikd v suvislosti s lieCbou Sirokospektralny-
mi antibiotikami (ATB), ktoré eliminujui normalnu ¢revnu flo-
ru, prip. aj ako nozokomidlna infekcia. Na prepuknutie CDI
su potrebné dve podmienky: strata ochrannej ¢revnej fléry
(tzv. kolonizac¢na rezistencia) a infekcia toxigénnymi kmen-
mi C. difficile. Mechanizmus G¢inku oboch toxinov na bunky
¢revného epitelu je odlisny. Toxin A (TcdA) je typicky entero-
toxin, ktory poskodzuje bunky ¢revného epitelu a spdsobuje
kumuldciu tekutin v ¢reve, €0 méa za nasledok vznik vodna-
tych, niekedy hemoragickych hnaciek. Toxin B (TcdB) svojim
cytotoxickym ucinkom vedie k nekréze napadnutych buniek.
Na ¢revnej sliznici vznikaju pocetné, typické ostrovcekovité
(mapovité) ulceracie pokryté pablanami, dobre viditelné pri
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endoskopickom vysetreni(”. P6sobenim toxinu B na hlad-
kud svalovinu a vegetativne nervstvo v stene hrubého Creva
dochadza k spomaleniu az zastaveniu peristaltiky a rozvoju
ilea, ¢im zaroven vznika idealne prostredie na mnozenie mik-
roorganizmov. Takéto poskodenie moze vyustit az do perfo-
racie Creva. Terminalne stadium choroby sa vyznacuje enor-
mnou distenziou hrubého ¢reva (megakolon) a postupnou
stratou bariérovej funkcie Crevnej sliznice s naslednym prie-
nikom ¢revnych baktérii do hlbsich tkaniv a potom do krvi.
Vznika sepsa, najCastejSie gramnegativna, s rychlym rozvo-
jom septického Soku s vysokou imrtnostou®. Diagndza toh-
to ochorenia sa stanovuje na zdklade anamnézy, klinického
obrazu, endoskopického nalezu pseudomembranéznej koliti-
dy a laboratérneho dokazu toxinov C. difficile v stolici.

Obrazok 1. Clostridium difficile — farbenie podla Grama

zdroj: https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-micro-
graphs/gram-stain/gram-positive/clostridium-difficile jpg

Obrazok 2. Clostridium difficile — spdry

zdroj: https://www.google.com/search?q=clostridium+difficile+pho-
tos&client=firefox-b&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwj-
hu63jwvPbAhXqZpoKHZBSB8QQ_AUICigB&biw=1908 & bih=959#im-
gre=z_Jz6gXYgAU4xM

Epidemioldgia ochorenia

CDI maju celosvetovo a rovnako na Slovensku narastaju-
cu tendenciu vyskytu. Asi 90 % vsSetkych foriem CDI vznika
v nadvaznosti na predchadzajicu alebo subeznu antimikro-
bidlnu terapiu, hlavne systémovo podavanymi antibiotikami.
Ich nérast suvisi aj s vy$sim vekom pacientov (nad 65 rokov),
polymorbiditou, dlhodobou hospitalizaciou, Castym uzivanim
antisekre¢nych liekov a inhibitorov proténovej pumpy, so za-
krokmi na hrubom Creve, s hypomobilitou ¢reva a mnohymi
dal$imi faktormi. O narastajucej incidencii svedcia aj udaje
poskytnuté Uradom verejného zdravotnictva SR (graf 1). Kym
vroku 2011 bolo v SR hlasenych 136 pripadov ochoreni vyvo-
lanych C. difficile, v roku 2017 ich pocet stipol na 2 604 pri-
padov. Redlny vyskyt infekcii je vSak vys$si. Mnoho pripadov
je nezachytenych alebo poddiagnostikovanych, chyba Stan-
dardizacia poskytovanych udajov. Z uvedeného vyplyva do-
lezitost venovat patricnl pozornost diagnostike CDI. C. diffi-
cile je beznou sucastou ¢revného mikrobiomu u 50 % deti
do 2 rokov au 2 — 5 % beznej populdcie. Je najCastejSim vy-
voldvatelom nozokomialnej hnacky. Velka Cast infikovanych
pacientov zostava asymptomatickych a stdva sa najvacsim
rezervoarom mikroba®. Odhaduije sa, ze 7 = 11 % hospitali-
zovanych pacientov, 5 — 7 % pacientov socidlnych zariadeni
amenej ako 2 % ambulantnych pacientov su nosi¢mi kmerov
C. difficile produkujucich toxiny. Na zvysujucej sa incidencii
ochoreni spdsobenych C. difficile sa podiela vysoka preskrip-
cia antibiotik, ako aj objavenie sa hypervirulentnych kme-
nov®. Na prelome rokov 2002 - 2003 boli v Severnej Ameri-
ke opisané epidémie CDI vyvolané kmeriom 027/NAP1/B1.
Tento hypervirulentny kmen je charakteristicky vysokou pro-
dukciou toxinov (A aj B), schopnostou tvorit viac spér ako
kontrolné kmene (I'ahsie Sirenie v nemocni¢nom prostredi)
a rezistenciou na fluorochinolény™. Spominany ribotyp (RT)
027 sa nasledne rozsiril aj do zapadnej Eurépy. V Spojenom
kral'ovstve v rokoch 2008 — 2009 spdsobil az polovicu vSet-
kych nozokomidlnych CDI. Ndsledne boli opisané dalSie epi-
demické RT, napr. RT 001, 014, 017, 078, 176. Podla vysled-
kov celogenomového sekvenovania je RT 176 (oznaCovany
ako 027-like) geneticky blizky pribuzny hypervirulentnému RT
027 a vykazuije aj podobné fenotypové vlastnosti(®). Produku-
je binarny toxin povazovany za prognosticky marker pre vznik

Graf 1. Viyskyt hnackovitych ochoreni vyvolanych C. difficile.
Podla ddajov UVZ SR

Narast infekcii zapricinenych C. difficile
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rekurentnych epizdd CDI® a klinicky priebeh ochorenia vyvo-
lany tymto RT je rovnako zavazny ako pri RT 02709, |dentifi-
kacia izolatov C. difficile a znalost lokalnej epidemiologickej
situacie je dolezita pre zavedenie opatreni zamedzujucich $i-
reniu epidemiologicky vyznamnych kmenov v rdmci nemoc-
nic, resp. oddeleni.

Terapia

LieCebné postupy CDI su zakotvené v slovenskych odpo-
rucaniach na diagnostiku a liecbu kolitidy spésobenej C. di-
fficile®. VSeobecné odporicania v liecbe I'ahkych foriem
CDI su: ukoncéenie ATB liecby, ktora infekciu vyvolala (ak je
to mozné), rehydratécia, bezzvyskova diéta. Pri nizkej hladi-
ne albuminu u pacienta je potrebna jeho parenteralna substi-
tlcia. Lieky timiace ¢revnu peristaltiku (spazmolytika, opiéty)
st kontraindikované. Na liecbu stredne tazkych, tazkych fo-
riem a rekurentnych foriem CDI sa odporti¢a medikament6z-
na antibiotickd lieCba: metronidazol, vankomycin a nové ma-
krocyklické antibiotikum fidaxomicin. Ako dalSie moznosti
podpornej lie¢by sa vyuzivaju probiotikd a v poslednom ob-
dobi aj tzv. fekalna bakterioterapia. Transplantdcia stolice je
oficialne odpori¢anou metédou pri liecbe viacpocetnych re-
kurencii CDI s vysokym percentom Uspesnosti, ktorym pre-
kondava aj existujlce antibiotické rezimy®?.

Laboratorna diagnostika CDI

Na mikrobiologickud diagnostiku CDI sa dnes vyuziva via-
cero metdd. Kazda z nich ma ind mieru citlivosti a Specific-
kosti, preto sa odporuca ich kombinacia. Cielené mikrobiolo-
gické vySetrenie stolice je indikované u pacientov s klinickym
podozrenim na CDI. Naopak, nie je indikované u pacien-
tov s formovanou stolicou a bezne sa nerobi ani u deti do
1 — 2 rokov veku.

Dokaz antigénu C. difficile

Glutamatdehydrogenaza (GDH) je Specificky antigén —
exoenzym, produkovany vsetkymi kmenmi C. difficile (toxi-
génnymi aj netoxigénnymi). Dékaz antigénu je mozny pria-
mo zo stolice, Specifickost testu je 80 — 100 %. Ma vysoku
negativnu prediktivnu hodnotu (NPV), t. j. negativny vysle-
dok s velkou pravdepodobnostou vylu¢uje moznost klostri-
diovej infekcie. Test v§ak neodliSi toxigénne kmene od neto-
xigénnych. Jeho nevyhodou je aj moznost skrizenej reakcie
s inymi druhmi Clostridium spp. pritomnymi v stolici (falos-
ne pozitivny vysledok v 20 %). GDH moZe byt stanovena sa-
mostatne alebo je stucastou testov dokazujucich zaroven to-
xiny C. difficile.

Dékaz toxinov C. difficile (A/B)

Na dbkaz toxinov A/B sa pouzivaju diagnostické supra-
vy zalozené na principe enzymovej imunoanalyzy alebo imu-
nochromatografie. Na trhu je v sucasnosti k dispozicii cely
rad komercnych suprav s réznou citlivostou a $pecifickos-
tou. Ich vyhodou je cenova dostupnost, rychlost, vysoka $pe-
cifickost, jednoduché vyhotovenie s jednoznacnou interpre-
taciou dékazu toxigenity kmena. Test ma vysoku pozitivnu
prediktivnu hodnotu (PPV), t. j. pozitivny vysledok s velkou
pravdepodobnostou dokazuje klostridiovu infekciu. Nevyho-
dou je relativne nizka citlivost (90 %), ¢o v niektorych pripa-
doch vedie k falosne negativnym vysledkom.

Anaerdbna kultivacia

Anaerébna kultivécia C. difficile je pomerne naroéna a zdi-
hava (2-3 dni). Na kultivaciu sa pouzivaju selektivne pody
s obsahom cefoxitinu a cykloserinu, ktoré potlacaju sprie-
vodnu fléru. Konfirmacia kultivaéného nalezu je moznda mik-
roskopicky (orientacne), biochemicky (komerénymi anae-
rotestami), latexovym aglutinacnym testom, prip. pouzitim
novsich technik (PCR — polymerase chain reaction, MALDI
TOF MS — matrix assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry). Kultivacné vysSetrenie sa povazuje
za nevyhnutné pri vSetkych vzorkach stolice, pri ktorych bo-
la potvrdena pozitivita GDH vratane toxin-negativnych stolic.
Na dokaz toxinov z narastenej kultiry mozno pouzit imuno-
chemické testy alebo PCR. Vyhodou kultivaéného vySetrenia
je jeho vysoka vytaznost, moznost uloZenia izolovanych kul-
tdr, stanovenia citlivosti na antibiotika (ATB), prip. molekular-
na typizacia (epidemiologické tcely).

Dokaz cytotoxicity na tkanivovych kulturach

Dokaz cytotoxicity na tkanivovych kultdrach ma skoér his-
toricky vyznam. Tato metdda je naro¢na na Cas, laboratérne
vybavenie a interpretacné skusenosti, jej nevyhodou je aj ri-
ziko falo$nej pozitivity. Senzitivita sa uvadza 94 — 100 %. Cy-
totoxin mozno dokdzat v stolici alebo z izolovaného kmena
C. difficile na tkanivovych kultdrach fibroblastov, kde docha-
dza k cytopatickému efektu.

PCR - dokaz génov toxicity

Zavedenie PCR metdd, ¢i uz ako skriningovych alebo kon-
firmacnych metdd, do diagnostiky CDI je eurépsky trend. Vy-
znacuju sa vysokou citlivostou (99 - 100 %) a Specifickos-
tou, vyznamne skracuju ¢as ziskania vysledku. Hodnota PPV
je tu paradoxne znizend, pretoze PCR je taka citliva, ze vo
vzorke dokaze i malé mnozstvo toxigénnych C. difficile pri-
tomnych pri beznej kolonizacii, nerozlisi teda kolonizaciu od
infekcie(™. Dnes mame k dispozicii komer¢né supravy (na
principe realtime PCR) na dokaz génu pre tvorbu toxinu B,
génu pre bindrny toxin, sipravy na detekciu delécii typickych
pre niektoré epidemické PCR ribotypy (napr. 027, 176). PCR
ma vyznam najma pri verifikacii tazkych foriem CDI a pri po-
tvrdeni nejasnych vysledkov predchadzajucich testov.

Typizacia C. difficile na epidemiologické ucely

Medzi metddy nadstavbovej diagnostiky patri ribotypi-
z4acia a toxinotypizacia, ktorych zdkladom je PCR a makro-
restrikéna analyza pulznou gélovou elektroforézou®. Pri ri-
botypizacii C. difficile dochadza k amplifikacii Useku medzi
génmi pre 16S a 23S rRNA (tzv. Intergenic Spacer Region).
Medzi jednotlivymi ribotypmi je rozdiel v pocte pritomnych
alel tychto génov aj v dizkach Gsekov medzi alelami®. Kazdy
RT tvori Specificky elektroforeticky profil, podla ktorého je na-
sledne identifikovany. Na urCenie konkrétneho RT su ziska-
né elektroforeogramy porovnavané s rakuskou webovou da-
tabazou https://webribo.ages.at/. Celkovo bolo objavenych
viac nez 800 PCR ribotypov a 24 toxinotypov.

Odporucany diagnosticky postup

Zakladny diagnosticky algoritmus vychddza z dbékazu
GDH alebo dékazu génu/génov pre produkciu toxinov pomo-
cou PCR av pripade pozitivity naslednej detekcie toxinov A/B
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imunoenzymatickou metédou (EIA)®. Hovorime o tzv. 2-stup-
novom diagnostickom algoritme. GDH negativne vzorky moz-
no interpretovat ako definitivne negativne na pritomnost C.
difficile a nie je potrebné ich dalej testovat. Ak je test GDH
pozitivny, je nutné potvrdit alebo vylucit toxigenitu kmena C.
difficile (dokaz toxinov). V pripade pozitivity GDH a negativi-
ty toxinov A/B je interpretdcia nejednoznacna. Moze ist o pri-
tomnost netoxigénneho kmena alebo falo$ne negativny vy-
sledok podmieneny obmedzenou senzitivitou metédy na
ddkaz toxinov. V tomto pripade su potrebné dalSie laboratér-
ne vySetrenia ako PCR alebo kultivacia s naslednym overenim
toxigenity izolovaného kmena. Hovorime o tzv. 3-stupfiovom
diagnostickom algoritme. Vzhladom na rozdielnu citlivost
roznych pouzivanych metdd je podla sucasnych odporica-
ni preferovana kombinacia minimalne dvoch alebo viacerych
testov. Hlavnym cielom pouzitia doplfiujicich metdd je ziska-
nie ¢o najspolahlivejSieho vysledku, teda vylucenie alebo po-
tvrdenie pritomnosti toxikogénneho kmena C. difficile. Priklad
algoritmu kombinujiceho rézne metodiky je uvedeny v sché-
me 17. Pri zavaznych formach CDI a z epidemiologickych
dévodov je vhodna kultivacia stolice a nasledna molekular-
na typizdacia izolovaného kmena. Interpretaciu laboratérnych
nalezov treba vzdy hodnotit v suvislosti s klinickym nalezom
u konkrétneho pacienta, s aktualnou epidemiologickou situa-
ciou a ostatnymi laboratérnymi parametrami.

Material a metodika

Nasa Stldia prebiehala od mdja do septembra 2017. Cel-
kovo 481 hnackovitych stolic bolo vySetrenych 3-stupfiovym
diagnostickym algoritmom. V prvom kroku boli vSetky vzor-
ky testované na pritomnost GDH kvalitativnym imunochro-
matografickym testom Rapid-Viditest C. difficile Ag (Vidia).
V druhom kroku boli v§etky GDH pozitivne vzorky analyzo-
vané na pritomnost toxinov A/B pomocou imunochromato-
grafického testu RIDA®QUICK Clostridium difficile Toxin A/B
(R-Biopharm). Vo v$etkych GDH pozitivnych vzorkach stolice
bola zaroven zalozend anaerébna kultivacia po predchadza-
jucom ,alkoholovom Soku"“: vzorka stolice zmieSana s 96 %
etanolom v pomere 1 : 1, po dokladnom premies$ani na vor-
texe je inkubovana pri laboratérnej teplote asi 30 minut az

1 hodinu. Ndsledne sa 1-2 kvapky suspenzie inokuluju na se-
lektivny agar pre C. difficile (Brazier, Oxoid) a v anaerébnej
atmosfére kultivuju 48 — 72 hodin pri teplote 35 — 37 °C. Vy-
kultivované suspektné koldnie C. difficile boli identifikované
pomocou hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF MS. Izola-
ty C. difficile vykultivované z GDH pozitivnych a toxin-nega-
tivnych vzoriek boli znovu testované na pritomnost toxinov
A/B (toxigénna kultivacia — TC) rovnakym imunochromato-
grafickym testom ako v pripade stanovenia toxinov v stoli-
ci (3. diagnosticky stupen). Molekularna analyza kmeriov
identifikovanych ako C. difficile bola vykonand v spolupraci
s Ustavom lekarskej mikrobiolégie FN v Motole v Prahe, Ces-
ka Republika. Zahfnala stanovenie génov pre produkciu toxi-
nov A/B (tcdA/tcdB), bindrneho toxinu (cdtA, cdtB) a riboty-
pizaciu izolatov C. difficile. Pritomnost génov pre produkciu
toxinov bola stanovena pomocou multiplex PCR(?.

Odber biologického materialu a transport do laboratéria

Na mikrobiologické vysetrenie stolice na pritomnost C. di-
fficile je potrebné odobrat minimalne 2 ml stolice do sterilnej
nadobky. Stolica ma byt spracovana a vysSetrena do dvoch
hodin, pretoZe toxiny su pomerne nestabilné, rychlo sa rozpa-
davaju a vysledkom moze byt faloSna negativita. Ak nemoz-
no vysSetrit stolicu hned po odbere, je vhodné vzorku uchovat
pri chladnickovej teplote (asi 5 °C), vtedy je stabilita toxinu
zabezpecena na 48 hodin. Na dlhodobé uchovavanie vzoriek
treba vzorku stolice hlboko zmrazit na —=70 °C.

Vysledky

V priebehu 5 mesiacov bolo vySetrenych celkovo 481
hnackovitych stolic z 3 nemocnic. Prehlad jednotlivych od-
deleni, z ktorych pochadzali vySetrované vzorky, je uvedeny
v tabulke 1. Z celkového poctu vySetrenych stolic bolo 104
vzoriek GDH pozitivnych (21,6 %). Po odstraneni netispesne
kultivovanych, duplicitnych, resp. triplicitnych vzoriek ostalo

Tabulka 1. Prehlad oddeleni, z ktorych pochddzali vySetrované
vzorky stolic

Al Celkovy pocet
) = L 2T vysSetrenych stolic

Schéma 1. Priklad 3-stupriového algoritmu pri dokaze C. difficile Interné odd. (vrétane JIS) 88
v stolici 0dd. dlhodobo chorych 43
_ 0dd.klinickej onkoldgie (vratane onkoamb.) 22

Detské odd. (vratane JIS) 16

Veorka stolice
Infekéné odd. (vratane infektolog.amb.) 59
gastroambulancia FNsP 60
GOM positiv GOM posithn

—— 0dd. dihodobo chorych 27

Tatlih o Eithey Toxin negativey Geriatria : 6
= gastroambulancia LVN 24

] Test produlche touiny
. cifficive “‘":": &:""'1';';:“” Klinika deti a dorastu 64
.

neg. - Infekéné odd. 1

[ Detska onkoldgia 4

gastroambulancia DFN 21

Megativey teslly Pozithvny bestly
. ey Iné oddelenia 17
faloind pazitivita R ambulancie 29
GOH
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2/2018

ewslab

89




Povodné prace

v stbore 66 vzoriek (66 pacientov). Izolaty C. difficile z tych-
to stolic boli podrobené molekularnej typizacii. Z poctu 66
vzoriek bolo 58 (87,9 %) toxigénnych (pritomné gény tcdA
a tedB), z nich 6 izolatov malo navyse gény pre binarny toxin
(cdtA, cdtB). Zvysnych 8 vzoriek zo stboru (12,1 %) bolo ne-
toxigénnych, t. j. nebola v nich preukazana pritomnost Ziad-
neho z génov pre produkciu toxinov. Pomocou 3- stupriové-
ho diagnostického algoritmu a kombinaciou dalSich metod
(imunochromatografické stanovenie toxinov a detekcia to-
xigenity metédou PCR) bolo zistené, Ze z poctu 58 toxino-
vo pozitivnych stolic malo 35 vzoriek pozitivny toxin priamo
zo stolice a v 23 vzorkach (toxin-negativnych zo stolice) az
toxigénna kultivacia potvrdila pozitivitu toxinov (tabulka 2).

Zaver

Rychla a véasna diagnostika C. difficile je dolezita nielen
pre lieCbu samotného pacienta, ale aj z dévodu prevencie
nozokomidlnych nakaz. Aj ked' je mikrobiologické vySetre-
nie pre konfirmaciu CDI klti¢ové, neslizi na kontrolu ucin-
nosti lieCby ani ako argument pre izolacné opatrenia, ak uz
u pacienta nie je hnacka pritomna. Hlavnym kritériom vylie-
Cenia CDI je ustup klinickych priznakov, nie negativita mikro-
biologického vysetrenia. Pozitivne vysledky klasickych a mo-
lekularnych vysetreni mozu pretrvavat dlhodobo po ukonceni
liecby (kolonizacia C. difficile) a nie su dévodom na dalSiu
ATB terapiu. Aj v tomto pripade je dolezity klinicky stav pa-
cienta. Neodporuca sa ani opakované vySetrenie v interva-
le kratSom ako 7 dni u pacientov, u ktorych predchadzajuce
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BD BACTEC™ Automatické hemokultivacné systémy

Spolahlivé rieSenie na presnd, efektivnu a kvalitna starostlivost.

BD, lider vo vyvoji hemokultivacnych pristrojov
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Virus Zika
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Virus Zika (ZIKV) je flavivirus prenasany komarmi, ktory bol prvykrat izolovany zo sentinelového makaka rézu-
sa v ugandskom lese Zika v roku 1947. Tento doposial' malo znamy virus bol v poslednej dekade pric¢inou roz-
siahlych epidémii v krajindch zapadnej pologule. Infekcia ZIKV ma zvyc¢ajne mierny priebeh s nespecifickymi
symptémami, zahfiajicimi horicku, makulopapuldrnu vyrazku, artralgiu a konjunktivitidu. Boli evidované aj pri-
pady pacientov so zdvaznejSim priebehom infekcie, asociovanym s neurologickymi komplikaciami. Najvacésie
obavy vs§ak ZIKV vzbudzuje pre spojitost medzi infekciou v tehotenstve a fetalnou mikrocefaliou, pripadne iny-
mi kongenitalnymi malformaciami.

KlGcové slova: virus Zika, arbovirusy, Flaviviridae, transplacentarny prenos, kongenitalne malformacie

Zika virus

Zika virus (ZIKV) is a mosquito-transmitted flavivirus that was first isolated from a sentinel rhesus macaque in
the Zika Forest in Uganda in 1947. Over the last decade, ZIKV has emerged from a relatively obscure status to
causing large epidemics in countries in the Western Hemisphere. While ZIKV infection symptoms are typically
nonspecific and mild, consisting of fever, maculopapular rash, arthralgia and conjunctivitis, there have been re-
ports of more severe reactions associated with neurological complications. Much of the concern surrounding
ZIKV has focused on the link between infection in pregnancy and foetal microcephaly and other congenital mal-

formations.

Keywords: Zika virus, arboviruses, Flaviviridae, transplacental transmission, congenital malformations
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Uvod

Virus Zika (ZIKV) je arbovirus zaradeny do ¢elade Flavivi-
ridae a rodu Flavivirus. AZ do roku 2015 bol virus Zika (ZIKV)
povazovany za malo znamy tropicky virus. Do povedomia sa
dostal pre vysoky narast pripadov mikrocefalie u novoroden-
cov v Brazilii. Vzhl'adom na Siriacu sa epidémiu ZIKV a zavaz-
nost vrodenych vyvinovych anomalii vyhlasila Svetova zdra-
votnicka organizacia (WHO) 1. februara 2016 celosvetovy
nudzovy stav, ktory trval do novembra 2016. ZIKV vSak stale
predstavuje globalnu hrozbu®2.

Historia

V 40. rokoch 20. storocia prebiehal vo vychodnej Afrike
program, ktory bol zamerany na zvySenie kontroly nad Si-
renim virusu zltej horacky. Do ugandského lesa Zika bola
umiestnena sentinelova opica druhu makak rézus (Macaca
mulatta), u ktorej sa rozvinulo febrilné ochorenie. V roku 1947
bol v krvi tohto makaka detegovany novy virus. Ten dostal
nazov podla oblasti, v ktorej bol prvykrat identifikovany — vi-
rus Zika. Nasledujuci rok bol ZIKV izolovany z komara Aedes
africanus, ktory pochadzal z rovnakej oblasti(34,

Prva infekcia ZIKV u ludi bola zaznamenana v roku 1952
pocas sérologickych vyskumov u obyvatelov Ugandy a Tan-
zdanie. O dvaroky bol prvy ludsky ZIKV izolat ziskany z 10-ro¢-
ného dievcata z Nigérie. Pocas nasledujucich desatroci sa
tento virus $iril Afrikou a tropickymi &astami Azie, kde spo-
radicky sposoboval epidémie s podobnymi priznakmi ako pri

infekcii virusom dengue (DENV). Pocas tychto obdobi v§ak
ZIKV nebol povazovany za nebezpeény®. V Azii bol ZIKV
prvykrat zaznamenany v Malajzii v roku 1966, ked' bol izolo-
vany z komara Aedes aegypti®?.

V 50. rokoch 20. storocCia bol uskuto¢neny experimental-
ny prenos ZIKV z infikovaného jedinca na komara A. aegyp-
ti. Po tomto Uspesnom pokuse bol celosvetovo rozsireny ko-
mar A. aegypti oznaceny za pravdepodobného vektora ZIKV.
Pritomnost ZIKV bola neskor potvrdena aj pri niekolkych dal-
Sich druhoch komara rodu Aedes vratane komara tigrované-
ho (A. albopictus)®.

Prva vaznejsia epidémia ZIKV prepukla v roku 2007 na ti-
chomorskom ostrove Yap v Mikronézii. Epidémia trvala od
aprila dojula. Zahfiala 49 potvrdenych pripadov a 59 pravde-
podobnych pripadov®. Po epidémii na ostrove Yap niekolko
rokov neboli zaznamenané ziadne vaznejsie epidémie ZIKV.
Sporadicky boli potvrdené pripady infekcie ZIKV u turistov,
ktori cestovali do Juhovychodnej Azie. V oktébri 2013 pre-
pukla velka epidémia ZIKV vo Francizskej Polynézii. Odha-
duje sa, ze infekcia sa rozsirila medzi 66 % celkového oby-
vatel'stva. Epidémia trvala do aprila 2014. Nasledne sa ZIKV
rozsiril na dalSie ostrovy v juznej Casti Tichého oceana vra-
tane Novej Kaledénie, Cookovych ostrovov a Velkonocné-
ho ostrova. Na konci roku 2014 sa virus dostal do Brazilie,
kde s rozsirenim infekcie ZIKV stlpol aj poc¢et novoroden-
cov s mikrocefdliou a poCet pacientov s Guillainovym-Barré-
ho syndrémom (GBS)™.
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Epidemiologia

VSeobecne plati, ze ZIKV pochadza z Afriky, konkrétne
z Uzemia Ugandy. Odtial sa virus pravdepodobne rozsiril do
dalSich oblasti afrického kontinentu a taktiez na ostrovy juz-
ného Pacifiku a do Juhovychodnej Azie®. Dékazom je exis-
tencia dvoch geograficky izolovanych vyvojovych linii ZIKV.
Jednou z nich je africka linia a druhou je azijsko-americka li-
nia, ktora je zodpovedna za epidémie v Juznej Amerike a na
tichomorskych ostrovoch®@. Odhaduje sa, Ze ZIKV sa dostal
z Afriky do Juhovychodnej Azie na zadiatku 20. storo&ia®™.
Prostrednictvom $tudii genému ZIKV a fylogenetickych ana-
lyz bolo zistené, ze kmen virusu, cirkulujuci v Juznej Amerike,
je na viac ako 99 % identicky s kmenom, ktory bol izolovany
pocas epidémie vo Francuzskej Polynézii. Zaroven bolo zis-
tené, Ze s africkym kmenom je tento virus identicky na 89 %.
Iné zdroje uvadzaju az tri samostatné vyvojové linie: zapado-
africka, vychodoafricka a azijska®. V Ugande, kde bol virus
objaveny, neboli evidované choroby vyvolané ZIKV. Napriek
tomu bol vyskyt protilatok proti ZIKV v sére obyvatelov asi
10 - 20 %O. Azijské vyvojova linia vznikla nasledkom hro-
madenia mutdcii v gendme africkej linie ZIKV. Tieto mutacie
sposobili zmeny v interakcii virusu s hostitel'skymi bunkami,
v patogenite virusu, v schopnosti prenosu prostrednictvom
vektora, ako aj zvyseny epidemicky potencial®.

Americké Centrum pre kontrolu a prevenciu chorob (CDC)
hldsilo od decembra 2015 priblizne 440000 - 1300000
pravdepodobnych pripadov infekcie ZIKV v Brazilii. Salvador,
Venezuela, Kolumbia, Brazilia, Surinam, Francuzska Guyana,
Honduras, Mexiko a Panama boli od januara 2016 povazo-
vané za krajiny, v ktorych pretrvavala epidémia ZIKV®. Exis-
tuju rézne tedrie, podla ktorych virus expandoval z ostrovov
juzného Pacifiku do Juznej Ameriky pocas niektorych Spor-
tovych podujati, a to napriklad poCas majstrovstiev sveta
v kanoistike 2014 v Brazilii. Na sutazi sa zucastnili aj krajiny
juzného Pacifiku, kde sa virus predtym vyskytoval. To je vSak
zanedbatelné, pretoze Brazilia vita rocne okolo 6 miliénov tu-
ristov. Velké mnoZstvo cestujlcich otvara brany na zanese-
nie virusu do novych oblasti. Od 2. februara 2016 boli hlase-
né pripady infekcii ZIKV z mnohych krajin a ostrovov Juznej
a Strednej Ameriky. Medzi ne patrili: Americka Samoa, Bar-
bados, Bolivia, Brazilia, Kolumbia, Honduras, Kostarika, Ekva-
dor, Salvador, Svaty Martin, Fidzi, Francizska Guyana, Guade-
loupe, Guatemala, Guyana, Haiti, Jamajka, Maldivy, Martinik,
Mexiko, Nova Kaledénia, Nikaragua, Panama, Paraguaj, Por-
toriko, Dominikanska republika, Samoa, Surinam, Venezuela
a Americké Panenské ostrovy. Pripady boli hldsene aj z Thaj-
ska a ostrovov Tonga, Vanuatu a Salamunovych ostrovov.
Neobvykla zévaznost epidémie a vplyv na obyvatel'stvo na
zapadnej pologuli je vysledkom ndhodného zavlecenia viru-
su do rozsiahlej populacie bez predoslej ziskanej imunity®),

Na zaciatku roku 2015 boli registrované prvé pripady lokal-
neho prenosu ZIKV prostrednictvom vektora v severovychod-
nej Casti Brazilie. V rovhakom Case rapidne stupol pocet no-
vorodencov s mikrocefaliou v ¢astiach Brazilie infikovanych
ZIKV. Tato skutoc¢nost odkryla hrozbu vertikalneho prenosu
ZIKV z matky na plod. Do februara 2016 bolo zaevidovanych
viac ako 4 000 pripadov mikrocefalie u novorodencov. V su-
vislosti s tymto faktom prebehli retrospektivne Stidie epidé-
mie vo Francuzskej Polynézii. Tieto Studie ukazali rovnako
zvyseny vyskyt mikrocefdlie u novorodencov pocas epidé-

mie v rokoch 2013 a 2014. Kmen ZIKV z Francuzskej Polyné-
zie je geneticky najviac pribuzny kmenom izolovanym pocas
epidémii na ostrove Yap v roku 2007 a v Kambodzi v roku
2010. Z Francuzskej Polynézie sa virus rozsiril aj do sused-
nych ostrovov juznej ¢asti Tichého oceanu — do Novej Kale-
donie, Cookovych ostrovov a Velkonocnych ostrovov. Virus
bol odtial'to zavleceny taktiez do Australie, Japonska, Talian-
ska a Norska®. Pocas vzniknutej epidémie v Juznej Ameri-
ke sa predpokladalo, ze ZIKV sa rozsiri aj do Severnej Ameri-
ky. Prvé pripady prenosu ZIKV komarmi boli hlasené z Floridy
v juli 2016. Do januara 2017 bolo v tejto oblasti potvrdenych
211 pripadov. V novembri 2016 boli hlasené pripady lokal-
neho prenosu ZIKV v Texase. Do januara 2017 bolo v Texa-
se potvrdenych dalSich 5 pripadov. K 10. januaru 2017 bolo
v USA zaevidovanych 37 novorodencov s vrodenym defek-
tom a 5 potratov asociovanych so ZIKV(9. S( predpoklady,
Ze ZIKV sa v nasledujucich rokoch rozsiri na izemi USA. Naj-
viac by mali byt zasiahnuté juzné oblasti ako Texas a Florida
vzhladom na podnebie vhodné na Sirenie vektorov(". AvS§ak
skusenosti s podobnymi arbovirusmi (DENV a virus chikun-
gunya) predpovedaju, Ze ZIKV sa nedokaze rozsirit v oblas-
tiach USAM. Existuje urcité riziko, Ze ZIKV sa bude dalej si-
rit po svete vzhladom na rozvinuty turizmus. V Eurépe zatial
neboli znamky lokalneho prenosu ZIKV vektormi. Pripady in-
fekcie v Eurdpe boli zaevidované u cestujucich z krajin po-
stihnutych epidémiou®.

Prenos, klinické priznaky a patogenéza

Rovnako ako iné arbovirusy sai ZIKV $iri prostrednictvom
vektora v dzunglovom cykle, pricom ¢lovek je iba ndahodnym
hostitelom ZIKV. Je vS§eobecne zndme, ze dzunglovy cyklus
je udrziavany prostrednictvom nehumannych primatov, ktoré
sltzia ako amplifikacny hostitel. Podl'a niektorych studii v§ak
ZIKV koluje aj medzi inymi zvieratami, ako su napr. kozy, slo-
ny, ovce a pod., u ktorych boli najdené protilatky proti ZIKV(9,

NajvyznamnejsSim vektorom ZIKV je komar A. aegypti.
Druhym najvyznamnejsim vektorom je stredomorsky komar
A. albopictus. Virus bol detegovany aj pri dalSich druhoch
komara rodu Aedes vratane A. africanus, A. apicoargenteus,
A. vitattus, A. furcifer, A. luteocephalus, A. hensilli®.

Bol potvrdeny aj sexualny prenos virusu a prenos prostred-
nictvom transfuzie krvi. Virus sa taktiez moze Sirit transpla-
centarne a infikovat plod Zeny v prvom trimestri gravidity. Vi-
rus bol doposial detegovany v krvi, mo¢i, slinach, ejakulate,
nervovom tkanive, plodovej vode, ale aj v materskom mlieku
infikovanych matiek. Po inokuldcii materského mlieka na Ve-
ro bunky sa vSak nenasli stopy replikacie virusu®.

V minulosti sa infekcia ZIKV prejavovala u f'udi ako mierne,
spontanne odznievajuce ochorenie s priznakmi chripky, pri-
¢om tieto priznaky sa objavili asi u 20 % infikovanych pacien-
tov. Po neddvnych epidémiach sa vSak infekcia ZIKV dava do
suvislosti aj so zavaznymi ochoreniami vratane multiorgano-
vého zlyhania a trombocytopenickej purpury(?.

Inkubacéna lehota ochorenia sa pohybuje od 3 do 12 dni.
Symptomaticky priebeh infekcie méze byt sprevadzany akut-
nym ndastupom horidcky, makulopapuldrnou vyrazkou, myal-
giou, artralgiou, poruchami gastrointestinalneho traktu, bo-
lestami hlavy, vracanim alebo r6znymi oftalmologickymi
komplikaciami. Konjunktivitidu vyvolava asi u 15 % infikova-
nych jedincov. Dovodom je pravdepodobne pociato¢na infek-
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cia zrakového organu. U niektorych infikovanych jedincov sa
vyskytli aj zavraty, opuch, bolest za o¢ami, zapal ddhovky,
lymfadenopatia, krv v ejakulate, problémy so sluchom, trom-
bocytopénia a podkozné krvacanie. Akutny syndrém vyvola-
ny ZIKV zvy&ajne odznie po 1 — 2 tyzdnoch, no artralgia moé-
Ze pretrvavat aj niekolko tyzdnov po odzneni choroby®8212),
Takéto klinické priznaky neboli v 50. rokoch 20. storoCia v Af-
rike evidované. Z toho vyplyva, ze evolucia ZIKV so sebou
priniesla zvysenu patogenitu®. V niektorych pripadoch mo-
Ze mat infekcia ZIKV dokonca fatalne nasledky, a to najma
u pacientov s predoslymi zdravotnymi komplikaciami alebo
u imunodeficientnych jedincov(. V porovnani s ostatnymi
flavivirusmi (napr. zadpadonilsky virus) je ZIKV u dospelych
ludiiba zriedkavo neuroinvazivny. Sporadicky spdsobuje me-
ningitidu alebo encefalitidu(?.

Virus mozno izolovat z krvi priblizne 10 dni po infekcii.
V 99 % pripadov virus vymizne zhruba po 24 dioch. V moci
moze virus zotrvat 12 alebo viac dni po infekcii, v ejakulate
aj viac ako 60 dni. Tehotenstvo méze ovplyvnit dizku trvania
vyluCovania virusu. V jednom pripade bola zena vo viremickej
faze minimalne 10 tyzdriov pocas tehotenstva, no 11 dni po
ukonceni virus vymizol. Protilatky proti ZIKV mozno detego-
vat priblizne 9 dni po infekcii. Zatial nie je zname, na aky dlhy
Cas sa zachovava ziskand imunita proti ZIKV. M6Ze vS$ak byt
celoZivotna ako pri ostatnych flavivirusoch. Komar sa stdva
infekénym zhruba po 10 drfioch od bodnutia infikovaného ¢lo-
veka. ZIKV u komara pretrvava pravdepodobne az do smrti®™.

Pri bodnuti komarom ZIKV po preniknuti do koZe ¢loveka
infikuje fibroblasty v podkoznom tkanive, keratinocyty a Lan-
gerhansove bunky. Tieto bunky obsahuju povrchové Struk-
tury, ktoré sluzia ako receptory na prichytenie viriénov ZIKV.
Su to konkrétne receptory DC-SIGN, AXL, Tyro3 a TIM-1. In-
fekcia ZIKV v tychto bunkach spdsobuje zvysenie expresie
mMRNA pre toll-like receptor 3 (TLR3). TLR3 indukuje synté-
zu interferonov a a B, ¢im vznika imunitna odpoved proti vi-
rusu™. Aby sa v§ak ZIKV mohol v bunkach replikovat, musi
tGto imunitni odpoved zdolat. Deje sa tak prostrednictvom
nestrukturneho proteinu NS5, ktory podporuje proteazomal-
nu degradaciu transkripéného faktora STAT2. Ten posobi
ako aktivator transkripcie génov pre interferony(?. ZIKV tak-
tiez zvysuje schopnost svojej replikacie indukciou autofagie
v hostitel'skych bunkach. Po replikacii v koznom tkanive sa
virus Siri prostrednictvom krvného rieCiska do regiondlnych
lymfatickych uzlin. Odtialto sa moze virus rozsirit do dalsich
organov a tkaniv, napriklad do organov centralnej nervovej
sustavy (CNS) a srdcového svalu®™,

Mikrocefalia

Pocas brazilskej epidémie ZIKV sa infekcia tymto viru-
som zacala davat do suvisu s mikrocefaliou. Ide o vzacnu
poruchu plodu, resp. novorodenca. Je definovana zmense-
nou velkostou hlavy (obrazok 1) oproti ostatnym zdravym
plodom (novorodencom) rovnakého veku, pohlavia a etnika.

Mikrocefélia je casto spdjana s poruchami intelektu®®.
Je sprevadzana znizenou schopnostou ucit sa a negativne
ovplyviiuje fungovanie kazdodenného Zzivota. Postihnuti nie
sl schopni samostatne vykonavat kazdodenné potreby —
najest sa, starat sa o osobnu hygienu a podobne. Maju tiez
poruchy zraku a sluchu. M6zZe nastat oneskorenie vo vyvine
reCového prejavu dietata a takisto v jeho pohybovom vyvine.

Deti s mikrocefaliou maju problémy so sedenim, vstavanim
a s kracanim. Stav moze byt smrtelny a tieto osoby dokazu
prezit len vd'aka lekarskemu dohladu(®.

Existuju dva druhy mikrocefdalie. Primarna mikrocefalia
nastava uz pocas vnutromaternicového vyvinu plodu, preto
byva oznaCovana ako kongenitalna mikrocefalia. Sekundar-
na mikrocefdlia sa nazyva postnatalna, pretoze sa prejavuje
az po narodeni. Zatial ¢o primarna mikrocefalia je spbsobe-
na ubytkom mnozstva neurénov produkovanych pocas neu-
rogenézy, sekundarnu mikrocefaliu podl'a vSetkého spdsobu-
je Ubytok synaptickych spojeni a pokles vo vedeni nervovych
vzruchov. Uz v minulosti bola primarna mikrocefalia asocio-
vana s virusovou infekciou, konkrétne s infekciou virusom
rubeoly a cytomegalovirusom®,

ZIKV prioritne infikuje a poskodzuje nervové progenitoro-
vé bunky (NPC), z ktorych diferenciaciou vznikaji maturo-
vané neurdny. To moze vysvetlovat pricinu nedostatoéného
vyvoja mozgu u novorodencov s mikrocefaliou®?. Centrozo-
malne abnormality v infikovanych bunkach mézu byt taktiez
asociované s mikrocefdliou. Centrozémy su bunkové orga-
nely, ktoré slizia na organizovanie mikrotubulov v Zivocis-
nych bunkdach. Maju dolezitu ulohu pocas mitézy a pocas
vezikularneho transportu molekul medzi organelami. Zvyse-
né mnozstvo centrozomov moze spdsobit poruchy mitotic-
kého delenia buniek a taktiez vyvolavat apoptézu. To mébze
viest k nedostatkom pocas vyvoja neurénov a v kone¢nom
dosledku k poklesu mnozstva mozgového tkaniva. Zatial nie
je potvrdené, Ci ZIKV priamo ovplyviuje vyvoj centrozomov
v bunke. Jednym z dokazov by vS§ak mohla byt existencia
Specifickych proteinov, ktoré sa zuc¢astnuju na vyvoji centro-
zomov, ale aj autofdgie, do ktorej ZIKV zasahuje®™. Virusové
nestrukturne proteiny NS4A a NS4B su inhibitormi bunkovej
signalnej drahy Akt-mTOR (obrazok 2). Spésobuiju tak abnor-
mality v autofagii a smrt NPC buniek(?).

Suvis ZIKV s mikrocefaliou podporuju laboratérne analy-
zy, pri ktorych bol detegovany virus alebo bola stanovena vi-
rusova génova expresia v plodovej vode, alebo réznych tka-
nivach plodov s mikrocefdliou. Analyzované boli tiez tkaniva
deti, ktoré zomreli poc¢as pérodu alebo nasledkom potratu
(tabulka 1). Specifické IgM protilatky proti ZIKV boli dete-
gované v mozgovomiechovom moku a v sére novoroden-
cov s mikrocefaliou. Suvis potvrdzuje aj Studia, pri ktorej 13
z 32 novorodencov s mikrocefaliou bolo infikovanych ZIKV,

Obréazok 1. Vpravo — hlava zdravého dietata, viavo — hlava dietata
postihnutého mikrocefaliou
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pricom ani jeden zo 62 kontrolnych zdravych novorodencov
nebol pozitivny na ZIKV®),

Pokus infikovat novorodené mysi senegalskym izolatom
ZIKV viedol k 30 % umrtnosti. Pri dalSom experimente boli
novorodené mysi infikované klinickym izolatom ZIKV z Por-
torika. Testované mysi vykazovali vazne neurologické poru-
chy a stratu hmotnosti, pricom &ast z nich zahynula. Dalsia
Stadia bola zamerana na infekciu 6-tyzdfovych mysi, ktorym

Obrazok 2. ZIKV infekcia NSC buniek (neural stem cells), resp.
NPC buniek (neural progenitor cells), plodu vedie k inhibicii sig-
nalnej drahy Akt-mTOR, ¢o ma za ndsledok prerusenie neuroge-

nézy a indukciu autofagie(’®
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chybali tri regulaéné transkripéné faktory pre interferény. Tie-
to mysi boli vnimavejSie na infekciu ZIKV izolatom z Kam-
bodze. U mysi nastala infekcia CNS, ktora viedla k apopt6-
ze NPC buniek. V inej studii bol gravidnym samiciam mysi
subkutanne aplikovany izolat ZIKV z Francuzskej Polynézie.
Virus infikoval rozne trofoblasty, endotelové bunky placen-
ty a napokon cez placentu infikoval hlavu plodu. Kongeni-
talna infekcia u imunodeficientnych mysi mala za nésledok
obmedzeny vnutromaternicovy rast plodu a v kone¢nom d6-
sledku jeho umrtie. Vacsina pokusov na mysSiach bola opa-
kovanda aj na nehumannych priméatoch. Infekcia gravidnych
samic makaka svinochvostého (Macaca nemestrina) kam-
bodzskym izolatom ZIKV mala za nasledok tvorbu lézii na
mozgu a hypoplaziu bielej hmoty(?.

Guillainov-Barrého syndrém

Retrospektivne Studie uddvaju 20nasobny nérast pripa-
dov GBS vo Francuzskej Polynézii pocas rokov 2013 a 2014.
Ochorenie sa dava do suvisu prave s epidémiou ZIKV, kto-
rd v tychto rokoch na ostrove prepukla. Ide o autoimunitné
ochorenie, pri ktorom imunitné bunky napadaju periférny ner-
vovy systém. To ma za nasledok tfpnutie, svalové ochabnu-
tie, paralyzu ¢i dokonca smrt. GBS bol v minulosti asociovany
s infekciami DENV a virusom chikungunya. Pocas neddv-
nej epidémie ZIKV v Severnej a Juznej Amerike bol taktiez
zaznamenany zvy$eny pocet pripadov GBS. Studia na pa-
cientoch s GBS potvrdila vyskyt anti-ZIKV IgM alebo 1gG
protilatok u 41 zo 42 pacientov s GBS®. V Kolumbii sa po-
Cas epidémie ZIKV vyskyt pripadov GBS strojnasobil oproti

Tabulka 1. Zhrnutie zaznamenan;ich pripadov asocidcie ZIKV so zdravotnymi komplikaciami®

pauentov

Slovinsko 2015 mozgové tkanivo plodu gRT-PCR
Havaj 2015 1 PM skimana vzorka neuvedena laboratérne potvrdené (metdda neuvedena)
Brazilia 2015 2 PM mozgové tkanivo plodu RT-PCR, anti-ZIKV ELISA
Brazilia 2015 2 PM plodova voda gRT-PCR, ZIKV sekvenovanie
Brazilia 2015 1 PM tkanivo a krv plodu molekularno-biologicka metoda (blizsie neopisana)
Brazilia 2015 2 potrat tkanivo placenty RT-PCR, anti-ZIKV ELISA

mozgova kora, predizena miecha
Brazilia 2015 1 PM a mozgovomiechovy mok plodu, gPCR

plodové voda

Brazilia 2015 12 PM mozgovomiechovy mok plodu anti-ZIKV IgM ELISA
Braziia  |2015-2016| 12 ab“;g";j"ty moé a/alebo krv matky qRT-PCR
Brazilia 2016 1 PM mozgove tpklgglevr?tap,lgg;'o %'r?l,dkm’e obaly, gRT-PCR
Er;;gg;;ka 2013 1 GBS sérum anti-ZIKV IgG ELISA, PRNT
Eﬁ;ﬁg:&ka 2013-2014| 42 GBS sérum VNT, anti-ZIKV IgG/IgM ELISA
Martinik 2015 2 GBS mo¢ RT-PCR
Brazilia 2015 7 GBS skimand vzorka neuvedena laboratérne potvrdené (metdda neuvedena)
Brazilia 2015 4 GBS sérum alebo mozgovomiechovy mok RT-PCR a/alebo anti-ZIKV IgM ELISA
Surinam 2015 2 GBS skumana vzorka neuvedena RT-PCR
Portoriko 2015 - 2016 5 GBS sérum RT-PCR a/alebo anti-ZIKV IgM ELISA
Venezuela 2016 6 GBS skimana vzorka neuvedena RT-PCR
Venezuela 2016 1 GBS sérum, mozgovomiechovy mok gRT-PCR

Skratky: ELISA - enzymova imunoadsorbentova analyza; GBS - Guillainov-Barrého syndrém; Ig —
cefélia; PRNT - plak-redukény neutralizacny test; RT-PCR — polymerdzova retazova reakcia s reverznou transkripciou; gRT-PCR - kvanti-
tativna RT-PCR; VNT - virus neutralizacny test; ZIKV —

virus Zika

Lé/zms
ewslah

imunoglobulin; PM - prenatalna mikro-
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pociatocnému vyskytu ochorenia. Vo Venezuele bol taktiez
zaznamenany suvis GBS s epidémiou ZIKV.

Doposial nebol opisany presny mechanizmus, akym ZIKV
vyvolava GBS. Predpokladd sa vS§ak, Ze opakované arboviru-
sové infekcie drazdia imunitny systém a spustaju imunopa-
tologické procesy, ktoré atakuju periférne nervy(. Existuje
niekol'ko hypotéz, ktoré vysvetluji mechanizmus vzniku GBS,
zapric¢ineného infekciou ZIKV. Jedna z nich sa opiera o au-
toimunitnu reakciu mechanizmom molekularnych mimikry.
Polyprotein ZIKV totiz pripomina proteiny asociované s mye-
linizaciou, funkciou axénov a vyvojom nervov. Neutralizacné
protilatky proti ZIKV mézu teda vykazovat skrizenu reaktivitu
s proteinmi periférnych nervov, co moze viest k niceniu ner-
vovych spojov imunitnym systémom. Dal$im mechanizmom
vzniku GBS je protilatkami zosilnena infekcia (antibody-me-
diated enhancement, ADE) ZIKV. Takyto fenomén moze na-
stat po predoslej infekcii inym flavivirusom, napriklad DENV.
Napriek takmer 40 % genetickej odliSnosti vykazuju protilat-
ky proti DENV a protilatky proti ZIKV skrizend reaktivitu®®. Vo
vSeobecnosti sa protilatky naviazu na virusové Castice, a tym
ich neutralizuji, ¢o ma za ndasledok ich rozpoznanie a pohl-
tenie fagocytmi®”. Pri ADE sa vS$ak protilatky iba Ciastocne
naviazu na viriony ZIKV, ¢o sprostredkuje endocytézu pro-
strednictvom Fc-receptora do dendritovych buniek, monocy-
tov alebo makrofagov. Virus je nasledne schopny replikovat
sa vnutri tychto buniek, ¢o vedie k zvySenej produkcii viru-
sovych Castic®?. V endemickych oblastiach DENV, v ktorych
bola zaznamenana taktiez epidémia ZIKV, predosla infekcia
DENV méze u pacienta takymto mechanizmom zosilnit rep-
likdciu ZIKV. Dalsi hypoteticky mechanizmus méze zahfiat
imunitnd odpoved T-lymfocytov, spistana ZIKV. T-lymfocyty
mézu v tomto pripade zacielit neuralne, axonalne a myelino-
vé antigény aj antigény Schwannovych buniek. Tato hypoté-
za vychadza z nélezu perineuralnych infiltratov T-lymfocytov
v nervovom tkanive po&as autopsie jedincov s GBS. Stvrtym
moznym mechanizmom vzniku GBS je priamy efekt virusovej
infekcie na bunky periférneho nervového systému. Infek-
cia moze viest k akltnej motorickej axonalnej neuropatii
(AMAN) alebo k akutnej zapalovej demyelinizacnej polyradi-
kuloneuropatii (AIDP)®,

Dalsie neurologické ochorenia, asociované s virusom
Zika

Okrem mikrocefalie a GBS su so ZIKV spajané dalSie ne-
urologické ochorenia. Ich suvis s virusovou infekciou je vSak
diskutabilny, pretoze je dolozeny iba 1-2 pripadmi. U 81-ro¢-
ného muza infikovaného ZIKV sa po 10 drioch od prichodu
z Novej Kaledonie prejavila vysoka horicka a strata vedomia.
Tieto symptémy a snimky z magnetickej rezonancie nazna-
¢ovali meningoencefalitidu. ZIKV bol potvrdeny pomocou
polymerazovej retazovej reakcie s reverznou transkripciou
(RT-PCR), ale aj kultivacnym vysSetrenim mozgovomiechové-
ho moku. Bol opisany aj pripad fatdlnej meningoencefalitidy
u pacienta infikovného ZIKV, ktorému boli podané imunosu-
presiva po transplantacii srdca. Infekcia ZIKV bola potvrdena
pomocou RT-PCR, imunohistochemickym vySetrenim, imu-

nofluorescenciou a elektronovou mikroskopiou mozgové-
ho parenchymu a mozgovomiechového moku. Patnastroc-
nému dievcatu z Guadeloupe lekari diagnostikovali akdtnu
myelitidu 7 dni po expozicii ZIKV. Pritomnost virusovej RNA
bola potvrdend metédou RT-PCR v mozgovomiechovom mo-
ku, v sére a v moci. Pritomnost ZIKV v mozgovomiechovom
moku poukazuje na skutoc¢nost, Ze virus je vysokoneurotrop-
ny@. Je pravdepodobné, Ze s pokrokom vo vyskume budu
zname dalSie neurologické, ale aj iné ochorenia asociova-
né so ZIKV®,

Profylaxia a terapia

Napriek tomu, ze symptomaticka infekcia ZIKV ma vacsi-
nou lahky priebeh, pacienti by mali byt monitorovani vzhla-
dom na mozné nebezpecenstvo koagulopatie a zlyhania or-
ganov. Zatial' neexistuje ziadne cielené antivirotikum proti
tomuto virusu. V symptomatickych pripadoch sa vyuziva iba
symptomaticka liecba (napr. antipyretika alebo antihistami-
nikd). Neodporuca sa aplikovat nesteroidné antiflogistika
a aspirin pre nebezpecenstvo krvacania®.

Najvacsou vyzvou je v sucasnosti vyvoj efektivnej vakci-
ny proti ZIKV. Vyvoj vakcin proti flavivirusom je limitovany
povahou epidémii, ktoré su sporadické a nepredvidatelné.
To je hlavnou prekazkou aj pri rapidnom vyvoji vakcin s cie-
fom zabranit Sireniu ZIKV. Preventivne oc¢kovanie obyvatel-
stva na zabranenie vzniku epidémie sa navy$Se moze javit ako
neprimerane drahé. ZaCiatkom roka 2016 sa objavili spravy
o tom, Ze ista indicka biotechnologicka spolo¢nost ohlasila
vyvoj dvoch kandidatskych vakcin, ktoré ¢akali na predklinic-
ké skusky®. Americka spolo¢nost SynCon Pharmaceuticals
vyvinula DNA vakcinu proti ZIKV, ktord mala podstupit prvu
fazu klinickych studii do konca roka 2016. DNA vakcinu a zi-
vU atenuovanu vakcinu vyvinuli v americkom Ndrodnom in-
stitute pre alergie a infekéné choroby (NIAID). V stcasnosti
prebiehaju klinické studie tychto vakcin. Vedci NIAID pracu-
ju aj na vyvoji mRNA vakcin, ktoré mali vstupit do klinickych
studii koncom roka 20170324,

Pre in vitro vyskum cielenej antivirusovej liecby ZIKV boli
pripravené ludské NPC bunky. Vzhladom na pribuznost ZIKV
a DENV by mohlo byt mnoho poznatkov o DENV aplikova-
nych aj pri vyvoji antivirotika proti ZIKV. NajpodstatnejSou
Ulohou by v§ak mal byt vyskum cielenej liecby pre infikova-
né tehotné zeny®.

Medzi preventivnymi opatreniami nesmie chybat dohlad
nad vektormi. V oblastiach vyskytu ZIKV je ddlezita ochrana
pred ustipnutim komarom. Ludia, ktori cestovali do oblasti,
zamorenych ZIKV, by mali zvazit darovanie krvi®. Muzi, kto-
ri cestovali do oblasti s vyskytom ZIKV, by sa mali vyvarovat
nechraneného pohlavného styku s tehotnou partnerkou. Ces-
tujlcim z tychto krajin, ktori nevykazuju Ziadne znamky ocho-
renia, sa odporuca pouzivat antikoncepciu 28 dni od navratu.
V oblastiach s lokdlnym vyskytom ZIKV poskytuju zdravot-
nicke organy pristup k antikoncepcii, predpérodnej starost-
livosti a v pripade komplikacii k vykonaniu bezpecnej inter-
rupcie®.
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Diagnostika cystickej fibrozy so zameranim na molekularnogeneticku
analyzu CFTR génu

Maria Giertlova, Adriana Sprincova
Lekarska genetika, Medirex, a. s., KoSice

Cysticka fibréza (CF) je ako jedno z najc¢astejsSich zavaznych geneticky podmienenych ochoreni odévodnene ob-
jektom vyskumu s neustalym rozvojom diagnostiky a lieCby. Najvyznamnejsim pokrokom v starostlivosti o CF
pacientov za poslednych desat rokov je véasné zachytenie ochorenia uz v novorodeneckom veku vdaka plos-
nému zavedeniu novorodeneckého skriningu. Geneticka diagnostika umoznila navyse rozvoj Specifickej terapie
viazanej na konkrétne mutacie.

Klucové slova: CFTR, cysticka fibréza, molekularna diagnostika, novorodenecky skrining, IRT, imunoreaktivny
trypsinogén

Trends in cystic fibrosis diagnostic with focus on the molecular analysis of CFTR gene

Cystic fibrosis (CF), one of the most frequent genetic diseases, is rationally the subject of research resulting in
permanent improvement in diagnostic and therapy. In the last decade, the most important improvement in clinical
management of CF patients has been the early diagnosis in newborns by extensive newborn screening in many
countries. In addition, routine genetic diagnostics allows development and implementation of mutation-specif-
ic therapy.

Keywords: CFTR, cystic fibrosis, molecular diagnostics, newborn screening, IRT, immunoreactive trypsinogen.
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Prvé historické zmienky o tomto ochoreni siahaju do stre-
doveku, ked' sa slany pot u deti spajal s poruchami pankre-
asu a rizikom vcasného umrtia a tieto deti boli povazované
za obete bosoractva. Exaktny medicinsky pohlad na cystic-
ku fibrézu medzi prvymi priniesla americkd patologi¢ka a pe-
diatricka Dorothy Andersenova v roku 1938, ked opisala toto
ochorenie v pitevnom néleze ako ,cysticku fibrézu pankrea-
su”. Pre diagnostiku CF bol dblezity objav zvySenej koncen-
tracie chloridov v pote Paulom di Sant’ Agnesom, ktory sa
stal zakladom dodnes pouzivaného potného testu zavede-
ného v roku 1953.

O desat rokov sa Dr. Andersenovéa podielala aj na vyvo-
ji potného testu, ktory ma odvtedy nezastupitelné miesto
v diagnostike CF. Dal$imi vyznamnymi milnikmi bola identi-
fikacia poruchy chloridového kanala ako zakladného patofy-
ziologického mechanizmu (1983) a nésledne objav CFTR gé-
nu (1989). Odvtedy sa diagnostika a klinicky manazment CF
rozvija milovymi krokmi, ¢o sa odrazilo na vyraznom zlepSe-
ni kvality a predizeni Zivota. Median veku vo vyspelych kraji-
nach aktualne dosahuje 37 rokov®.

Novorodenecky skrining CF na Slovensku

Skrining cystickej fibréozy sa na Slovensku zaviedol od
1. 9. 2009. Principom metddy je stanovenie imunoreaktivne-
ho trypsinogénu (IRT) v suchej kvapke krvi podla algoritmu
IRT/IRT, teda dvojstupfiového stanovovania hladiny IRT. Tryp-
sinogén je pankreaticky protein — neaktivny prekurzor trypsi-
nu, ktory sa v dosledku obstrukcie pankreatickych kanalikov
pri CF dostéva do krvného obehu. Hrani¢ny limit (cut-off) pre
prvy odber (IRT/1) vo vzorke odobratej v 72. — 96. hodine Zi-
vota je 70 ng/ml (99. percentil) a pre druhy odber (IRT/2) me-
dzi 14. - 21. dhom zivota hodnota 60 ng/ml. Pri celoploSnom
novorodeneckom skriningu CF musi byt zohladiovany aj

etnicky povod dietata. Sklsenosti z narodného referencného
skriningového centra preukazali, Ze novorodenci romskeho et-
nika maju ¢asto falosne pozitivne vysledky skriningu a signi-
fikantne vyssie hladiny IRT (az o 34 %) v porovnani s majorit-
nou populaciou. Pre rémske etnikum sa preto zvysila hrani¢na
hodnota IRT/1 na 84 ng/mlalRT/2 na 72 ng/ml®. Podobna si-
tudcia je dokumentovana v USA u deti afro-ameri¢anov.

Celosvetovo sa pri skriningu cystickej fibrézy uvadza fa-
lo$na negativita 5 az 9 %%, preto pri zodpovedaijicom klinic-
kom naleze je potrebné zvazit moznost CF aj u deti, ktoré ab-
solvovali novorodenecky skrining s negativnym vysledkom.
Nespecifické zvysenie hladiny IRT je opisané u novoroden-
cov s perinatalnou asfyxiou a méze viest k falo$nej pozitivite.

Vdaka novorodeneckému skriningu sa priemerny vek pri
diagnostike ochorenia znizil na 6 az 8 tyzdnov oproti 14 me-
siacom pred zavedenim skriningu®. Identifikacia pacientov
s CF novorodeneckym skriningom a skora lieCba vedu k vy-
znamne lepSej progndze.

Klinické prejavy cystickej fibrozy

CF je multiorgdnové ochorenie, priznaky ochorenia mézu
byt u kazdého pacienta vyjadrené v réznej intenzite a posti-
hovat rozlicné organy. V novorodeneckom veku je asi u 1/5
deti s CF pritomny tzv. mekoniovy ileus. Typické sinopulmo-
nalne priznaky su chronicka rinosinusitida, nosna polyp6za,
atelektdzy, bronchiektazie, palickovité prsty, perzistujuce in-
fekcie patogénmi typickymi pre CF a plicne mykobakterio-
zy, pneumotorax, hemoptyza a alergicka bronchopulmonalna
aspergiléza. Z prejavov mimo respiracného traktu potom
dominuju poruchy traviaceho traktu: mekdniovy ileus, insu-
ficiencia exokrinného pankreasu a recidivujuce pankreatiti-
dy, diabetes mellitus, gastroezofagovy reflux, syndrém ob-
Strukcie distalneho Creva, bilidrna cirhéza az cirh6za pecene,
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cholelitidza, malnutricia, metabolicka kostna choroba a de-
ficit vitaminov rozpustnych v tukoch (A, D, E, K). Abnormali-
ty v mineralograme a acidobazickej rovnovahe su dolezitymi
priznakmi CF. Pri akutnej hyponatriemickej dehydratacii do-
chdadza k anorexii, vracaniu, hmotnostnému ubytku s rizikom
rozvoja poruchy vedomia a kf¢ov. Chronicka metabolicka al-
kaléza s hypokaliémiou bola opisana u dospelého pacienta
ako prvy priznak cystickej fibrozy®.

Diagnostika CF

Pri klinickej suspekcii alebo pozitivnom/hrani¢om vysled-
ku novorodeneckého skriningu je indikovany potny test. Ten-
to test je zalozeny na stanoveni koncentracie chloridov v po-
te pilokarpinovou ionoforézou a ma senzitivitu asi 95 %.
Hodnoty nad 60 mmol/l su diagnostické pre CF, hodnoty
30 — 59 mmol/I st oznatované ako hrani¢né a diagn6za CF
je mozn4, pri hodnotach pod 30 mmol/I je CF nepravdepo-
dobna. Test a jeho laboratérne vyhodnotenie musia prebie-
hat podl'a stanovenych minimalnych standardov(®. Nasledne
je indikované molekularnogenetické vysetrenie CFTR génu,
Standardne sa v prvom kroku vySetruje panel mutécii najcas-
tejsich v danej populdcii (tabulka 1).

Ochorenia pribuzné CFTR

Klinické jednotky s dysfunkciou CFTR, ktoré nespliiajt kli-
nické kritérid pre cysticku fibrézu, su sihrnne oznacované
ako poruchy pribuzné CFTR (CFTR-related disorders, CFTR
-Rds)®. Podla aktualne platnych odportcani Nadacie pre
cysticku fibrézu (Cystic Fibrosis Foundation) z roku 2017 su
definované tri poruchy pribuzné CFTR: rekurentnd pankreati-
tida, kongenitélna bilaterdlna agenéza vas deferens (CBAVD)
a chronické ziskané bronchiektazie®.

Pre pripady pozitivnheho novorodeneckého skriningu a in-
termediarnych hodn6t potného testu sa v USA pouziva pojem
metabolicky syndrém pribuzny CFTR (CF transmembrane
conductance regulator-related metabolic syndrome, CRMS),
ktory sa prekryva s jednotkou pozitivny skrining CF, nejed-
noznacna diagnéza (CF screen positive, inconclusive diag-
nosis, CFSPID), pouzivanou v ostatnych krajinach. U vacsiny
deti s poruchami pribuznymi CFTR sa v prvych rokoch zivota
nerozvinie obraz cystickej fibrézy. V malej Casti sa v§ak roz-
vija CF a zatial nie su dostupné udaje o dlhodobej prognéze
tychto pacientov®,

Tabulka 1. VySetrované varianty v CFTR géne

CFTR-RDs a CRMS/CFSPID nahradzaju nejasné oznacenia
atypicka, neklasicka alebo neskora CF pouzivané v minulosti.

Gén CFTR

Gén zodpovedny za CF je oznacovany ako CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). Je loka-
lizovany na 7g31.2, dlhy 250 kb, zloZzeny z 27 exénov dlhych
38 bp az 724 bp9. Gén kdduje mRNA dlhu 6,5 kb, ktora je
prepisovana do polypeptidu zlozeného z 1 480 aminokyselin.

Protein CFTR, Struktura a funkcia

Za fyziologickych okolnosti je CFTR transmembranovy
protein fungujuci ako chloridovy kanal s regulacnou funk-
ciou pre niektoré dalSie ionové kanaly. Je zloZeny z piatich
funkénych domén, a to z dvoch transmembranovych domén
TMD1 a TMD2, dvoch domén NBD1 a NBD2 viazucich ATP
a jednej velkej regulacnej domény R, ktora spéja obe polovi-
ce polypeptidu. Protein CFTR je zakotveny v lipidickej dvoj-
vrstve sekretorickych buniek, orientovany je do cytoplazmy
(obrazok 1).

Varianty v géne CFTR

V sucasnosti je opisanych takmer 2 000 variantov v gé-
ne CFTR, z toho viac nez 1 200 patogénnych. Databaza Cys-
tic Fibrosis Genetic Analysis Consortium Database CFGAC
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr) obsahuje aktualny
stav variantov CFTR. Jednoznacna vacsina variantov je vel-
mi zriedkava a ich vyskyt je obmedzeny na malé izolované
populdcie. Len 30 variantov v géne CFTR sa vyskytuje s po-
dielom viac nez 0,1 %.

NajcastejSim variantom v géne CFTR a prvym identifiko-
vanym(? je F508del (oznacovany aj ako delta-F508, skratene
AF508). Je sposobeny deléciou troch baz v 11. exdne génu
CFTR, ¢oho dosledkom je strata jednej aminokyseliny — fe-
nylalaninu v proteine CFTR na pozicii 508. Vysledny protein
je nefunkény. Podiel tohto variantu predstavuje na Slovensku
od 59,4 do 66,8 %('3.

Molekularna patolégia

Zastupenie réznych variantov v jednotlivych funkénych
doménach CFTR je nerovhomerné. ZvySené mnozstvo va-
riantov bolo pozorované vdoméne R a NBD1. R6zne typy va-
riantov maju rézny efekt na priebeh ochorenia. Dosledkom

3120+1G>A 711+1G>T 621+1G>T 1717-1G>A CFTRdele2,3(21 kb)
3849+10kbC>T 2789+5G>A 1898+1G>A G542X G85E
Y1092X(C>A) G551D R553X 3659delC N1303K
R560T R117H R1162X L1077P R117C
R1066C L1065P W1282X R347H R347P
1507del T338I F508del 1336K 1677delTA
R334W 3272-26 A>G 1078delT 31 2183AA>G 2184insA
2143delT 5T(9-13TG),7T,9T M1V P5L2 CFTR-dele22
Q39X Dele17a_18 S549R Q552X 852del22
CFTRdele1 D110E R1066H D110H G1244E
c.1584+18672 A>G 1259insA D1152H 2184delA 711+5G->A
R352Q R1158X G178R D579G E585X
1898+3 A->G CFTRdele22,23 4382delA 4016insT Dele14b_17b
Dele2ins182 Dele22_24 G1349D
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Obrazok 1. Struktira CFTR. Mechanizmus funkcie CFTR kandlu
je zaloZeny na fosforylacii R domény, ¢im sa stimuluje interakcia
ATP s NBD doménami. Po hydrolyze ATP sa vytvori dimér z NBD
domén, ¢im sa zmeni konformdcia TMD domén a déjde k otvo-
reniu kanala.

Mimobunkowy priestor
Apikdlna
plazmaticka
MSD 1 MSD 2 miembrdna

OO O

NBD 2
NBD 1
Doména R

Ostatnd idnové = =~ i

kanily e |
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Proteiny signalne] Cytoskelet
Vnitrobunkowy priestor drihy

(MSD - membrane-spanning domain; NBD - nucleotide-binding
domain). Zdroj: The New England Journal of Medicine"

Sirokej skaly variantov v géne CFTR je velka fenotypova va-
riabilita CF, ku ktorej prispieva aj vplyv vonkajsieho prostre-
dia a genetického pozadia jedinca.

Mechanizmy vplyvu r6znych variantov na funkcénost protei-
nu CFTR m6zZeme rozdelit do 5 skupin:

1. Netvori sa Ziaden protein CFTR alebo len zanedbatelné
mnozstvo z dévodu predCasnej termindcie translacie z d6-
vodu pred¢asnych stop kodénov: napr. G542X, 621+1G>T,
390insT.

2. Poruchy posttransla¢nych dprav, v ktorych désledku do-
chadza k predCasnej degraddcii polypeptidov: napr.
F508del, N1303K, I507del.

3. Poruchy v reguldcii spdsobené konformacnymi zmenami
proteinu CFTR: napr. G551D, G551S, S1255P.

4. Porucha vodivosti chloridového kandla: napr. R117H,
R334W, R347P.

5. Znizena hladina transkriptu mRNA a nasledne aj proteinu:
napr. 3849+10kbC>T, 1811+1,6kbA>C.
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Molekularno-geneticka analyza génu CFTR

Molekulovo-genetickd analyza sa realizuje zo vzorky peri-
férnej krvi odobratej do sterilnej skimavky s EDTA. Moleku-
larna diagnostika CF je zaloZena na identifikacii kauzalnych
variantov, ale existencia takmer 2 000 variantov rozptylenych
po celom géne CFTR mbze sposobit faloSne negativny vysle-
dok. Metédou multiplexnej alelovo Specifickej PCR sa vySet-
ruje 67 variantov v CFTR géne, ktoré predstavuju v nasej po-
puldcii viac ako 90 % vSetkych CF variantov (tabulka 1).

Na analyzu celého génu CFTR sa vyuzivaju metody ako
dHPLC (denaturing high performance liquid chromato-
graphy), HRM (high resolution melting) alebo celogénové
sekvenovanie.

Indikacie na testovanie CFTR génu
Indikacie na molekuldrnogenetickd analyzu CFTR génuere

vené podla 14).

1. Diagnostické testovanie pri typickych prejavoch CF, pri aty-
pickych klinickych prejavoch a/alebo hrani¢nych hodno-
tach potného testu, pri muzskej infertilite s CBAVD a pri
ostatnych CFTR-RDs u dospelych.

2. Prenatalna diagnostika (napr. v pripade nosi¢stva mutacif
CFTR, pri gravidite s verifikovanou CF u jedného z rodicov
alebo u plodu s hyperechogénnym ¢revom a/alebo dilata-
ciou ¢revnych kluciek).

3. Testovanie nosic¢stva pre CF u jedincov s pozitivhou ro-
dinnou anamnézou. V niektorych krajinach je testova-
nie nosiCstva pre CF zavedené aj u jedincov bez pozitiv-
nej rodinnej anamnézy v ramci vySetrovania nosic¢stva pre
najcastejSie genetické ochorenia alebo u neplodnych pa-
rov (neplati pre SR).

Zaver

Genetika v sucasnej dobe predstavuje odbor, ktory vyraz-
ne meni nas pohlad na patofyzioldgiu ochoreni. Cysticka fib-
réza, ako relativne ¢asté ochorenie, je vel'mi podrobne prestu-
dovana z molekulovo-genetického pohladu. Od samotného
potvrdenia klinickej diagnézy sa dostavame k novorodenec-
kému skriningu, prenatalnej diagnostike, urCovania nosic¢stva
u asymptomatickych jedincoy, ¢i predimplantac¢nej diagnos-
tike embryi. NavyS$e, urenie pritomnosti konkrétnych muta-
cii ndm umoznuje zvolit najefektivnejsiu liecbu. Cysticka fib-
réza sa takto stava modelovym ochorenim a ukazuje nam
potencial genetickej diagnostiky aj u menej ¢astych mono-
génovych ochoreni.
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Cirkulujuca nadorova DNA a jej vyuzitie ako markera s prognostickou,
prediktivhou a diagnostickou hodnotou u pacientov s nadorovymi
ochoreniami

Gabriel Minarik’, Tatiana Sedlackova?
Lekarska genetika, Medirex, a. s., Bratislava
2Univerzita Komenského Lekarska fakulta, Bratislava

Zistenie pritomnosti nadorovej DNA v cirkulacii onkologickych pacientov prinieslo nové moznosti ich vyuzitia
v klinickodiagnostickej praxi. V nadvaznosti na etablovanie novych metéd umoznujucich ich vysokosenzitivhu
a dostatocne Specificku detekciu boli realizované mnohé studie poukazujtce na ich rozsiahly potencial v klinic-
kom manazmente onkologickych pacientov. Aj preto sme za posledné roky svedkami enormného usilia o imple-
mentdciu vysledkov tychto Stadii do rutinnej klinickej praxe, pricom podla aktualnych poznatkov mozno s ich vy-
uzitim pocitat v ramci skorej diagnostiky, prognostiky, skorej detekcie relapsu ochorenia ¢i ako biomarkera pre
vyber klinickej terapie a to vSetko v neinvazivhom prevedeni, teda vo forme tzv. tekutej biopsie.

Kl'Gcové slova: cirkulujuca DNA, cirkulujica nadorova DNA, nadorové ochorenia, tekuta biopsia

Circulating tumor DNA and its utilization as marker with prognostic, predictive and diagnostic value in patients
with oncological diseases

Identification of the presence of tumor DNA in circulation of oncological patients has brought new possibilities
for their use in clinical-diagnostic practice. Following the utilization of new methods, that enabled highly sensi-
tive and sufficiently specific detection of circulating tumor DNA, many studies have been published demonstrat-
ing the vast potential of detection and quantification of circulating tumor DNA in clinical management of onco-
logical patients. That is why we have seen enormous efforts in recent years to implement results of these studies
into routine clinical practice and, according to current knowledge, we can look forward for their use in early di-
agnosis, prognosis, early detection of disease relapse, or as a biomarker for the selection of clinical therapy all

in so-called non-invasive manner, in the form of liquid biopsy.
Keywords: circulating DNA, circulating tumor DNA, oncological diseases, liquid biopsy
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Cirkulujaca nadorova DNA

Zvysena hladina cirkulujucich nukleovych kyselin u pa-
cientov s rakovinou bola prvykrat opisana uz v roku 19770,
Trvalo dalSich 10 rokov, pokym Stroun a kol. preukazali pri-
tomnost neoplastickych charakteristik v cirkuldcii, ked' zisti-
li, Ze cirkulujuca DNA vykazuje urcitd dvojvlaknovu instabili-
tu, ktord je Specificka pre nadorovi DNA®, Definitivny dokaz,
ze vol'na cirkulujuca DNA v plazme onkologickych pacientov
je nadorového povodu, bol dosiahnuty po tom, ako Sorenson
akol. a Vasioutkin a kol. detegovali KRAS mutacie v cirkulacii
pacientov s rakovinou pankreasu®, respektive NRAS mutécie
u pacientov s akutnou myeloidnou leukémiou®. Tymito ob-
javmi sa otvorila moznost potencialneho vyuzitia cirkulujlcej
nadorovej DNA (ctDNA) ako molekuldrneho markera v diag-
nostike a monitorovani nadorovych ochoreni.

Pévod cirkulujicej nadorovej DNA

Zdrojom ctDNA v cirkuldcii onkologickych pacientov su
maligne bunky primarneho nddoru alebo nadorovych me-
tastaz (obrdazok 1). Podobne ako v pripade cirkulujlcich na-
dorovych buniek (CTCs) aj ctDNA sa do obehu méze dostat
bud' pasivnym, alebo aktivnym spdsobom. Pasivny spésob
uvolfiovania ctDNA sa spaja s apoptdzou a nekrézou nadoro-
vych buniek, ktoré boli fagocytované makrofagmi a inymi Cis-
tiacimi bunkami®.

V pripade aktivneho uvolfiovania boli publikované viace-
ré studie s cielom objasnit, preco Zivotaschopné nadorové
bunky aktivne uvoltiuju DNA do cirkulacie. Dovodom je prav-
depodobne schopnost nadorovych buniek ovplyvnit transfor-
maciu vnimavych buniek na vzdialenych miestach v procese
genometastazy®©”.

Dalsim zdrojom ctDNA si CTCs pritomné v krvi, avdak
v pocte CTCs a mnozstve ctDNA v krvi je znacny nesulad.
Pretoze jedna ludska bunka obsahuje 6 pg DNA a mililiter
plazmy onkologickych pacientov obsahuje priemerne 17 ng
DNA®, bolo by potrebnych viac ako 2 000 CTCs na ml plaz-
my v pripade, Ze by CTCs boli primarnym zdrojom ctDNA.
V zmysle publikovanych stadii v§ak 10 ml krvi obsahuje
1 - 10 CTCs u vacsiny onkologickych pacientov®.

Vlastnosti cirkulujtiicej nadorovej DNA

DNA v cirkulacii je dvojvlaknova a fragmentovana s vy-
razne nizSou molekulovou hmotnostou v porovnani s ge-
nomickou DNA. Dizka fragmentov v krvi cirkulujlcej vol-
nej DNA (cfDNA) sa pohybuje medzi kratkymi fragmentmi
s dizkou 70 - 200 bp a fragmentmi dihymi priblizne 21 kilo-
baz(" v zavislosti od toho, akym mechanizmom bola cirkulu-
juca DNA uvolnena do obehu. Kratke fragmenty pochadzaju
z buniek, ktoré presli procesom apoptdézy. I[de o programova-
nu bunkovu smrt, pocas ktorej je DNA Stiepena nukleazami
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na Specifickych miestach, medzi nukleozémami. V sulade
s apoptotickym pévodom a dizkou vldkna DNA ovinutého
okolo nukleozému vratane spojovacich oblasti je distriblcia
dizok cfDNA fragmentov prevazne vo velkosti 166 bp (ale-
bo jej ndsobkov) (obrdzok 2). Viacero studii preukazalo, ze
DNA pritomnd v plazme vykazuje o¢akavany vzor fragmen-
tacie (vzor ,rebrika“), pripominajlci DNA Stiepent nukleaza-
mi v miestach medzi nukleozémami, ktory je typicky prave
pre apoptické bunky(''2. Naopak, nekréza je nekontrolova-
na bunkova smrt, v dosledku ktorej si komponenty bunky ne-
kontrolovane uvolfiované do prostredia bunky, ¢o vedie k po-
Skodeniu bunky, a tym aj k uvolneniu DNA fragmentov do

Obrazok 1. Pévod cirkulujucich nukleovych kyselin v krvnom rie-
Cisku. Cirkulujica DNA méZe byt do obehu uvolriovana réznymi
spésobmi a méZe pochadzat z rozlicnych zdrojov — méZe byt
uvolnend z umierajlcich buniek kazdého organu tela alebo z na-
doru, ktory méZe rast kdekolvek. Upravené podla Schwarzenbach
akol.,, 201109,

cirkulacie. Tie st vSak vyrazne dlhSie v porovnani s fragment-
mi pochdadzajucimi z apoptickych buniek. V neddvno pub-
likovanej $tudii zameranej na uréenie dizky fragmentov na-
dorovej DNA autori Underhill a kol. preukazali na animalnom
modeli ludského glioblastému a hepatocelularneho karciné-
mu, Ze najcastejsie zastlipené fragmenty ctDNA su dlhé 134
a 144 bp, zatial' ¢o v normalnej cfDNA bol najcastejSie pri-
tomny 167 bp dlhy fragment. Tieto zistenia boli zopakované
u pacientov s melanémom. Navyse autori prace ukazali, ze
frekvencia mutovanej alely u pacientov s rakovinou plic bo-
la vyssia vo frakcii, ktord obsahovala kratSie DNA fragmenty,
najma ak distribucia fragmentov cirkulujucej DNA u onkolo-
gickych pacientov bola podobna distribucii DNA fragmentov
u zdravych kontrol. Okrem toho pozorovali aj ~10 bp period-
icitu v dizke fragmentov, ktora je velmi dobre opisand v su-
vislosti s nukleazovou aktivitou™, ¢o je v sulade s predcha-
dzajlcimi zisteniami, Ze ctDNA aj cfDNA su spojené najma
s apoptdzou buniek™.

Koncentracia cirkulujicej nadorovej DNA

Za normalnych fyziologickych podmienok je cfDNA v pe-
riférnej krvi degradovand DNdzovou aktivitou, ¢o u zdra-
vych jedincov vedie k nizkej koncentracii cfDNA (menej ako
1 - 100 ng/ml plazmy).V pripade onkologickych pacientov
je DNazova aktivita v ich krvnej plazme v porovnani so zdra-
vymi jedincami zniZzena, ¢o u nich vedie k zvySenej koncen-
tracii cirkulujucich nukleovych kyselin (celkovej cfDNA obsa-
hujlcej aj ctDNA) (viac ako 1 000 ng/ml plazmy)'1%, Okrem
toho sa predpoklada, ze u onkologickych pacientov je zvysSe-
na miera apoptdzy a nekrézy samotnych nadorovych buniek
a okolitych normalnych buniek a ako nador zvacsuje svoj ob-
jem, zvySuje sa aj pocet apoptotickych a nekrotickych buniek
v dbésledku zvySenej bunkovej premeny. Za normalnych pod-
mienok su zvysky tychto buniek odstrafiované v procese fa-
gocytdzy, avSak ta v nddorovej mase nefunguje efektivne, ¢o
ma za nasledok akumuldciu bunkovych zvyskov a ich nasled-
né uvolnenie do cirkulacie. Vysledkom je nerovhovaha medzi
uvolfiovanim a eliminaciou cfDNA. Koncentracia cfDNA me-
dzi jednotlivcami znacne variruje a meni sa v Case, pricom
onkologicki pacienti vykazuju vysoku variabilitu v mnozstve
celkovej cfDNA a ctDNA frakcie, ktord sa pohybuje v rozme-
dzi od menej ako 1 % az do viac ako 90 % v zavislosti od po¢-
tu a velkosti nadorovych lozisk, proliferacného $tadia, Urov-
ne vaskularizacie, druhu a dizky trvania lie¢by, odpovede na
liecbu atd.(1419),

Obrazok 2. Velkost fragmentov cfDNA pochddzajucich z plazmy onkologickych pacientov a zdravych kontrol. VSetky vzorky vykazovali
vyrazné zastdpenie fragmentov s dizkou 166 bp, ¢o zodpovedd DNA apoptotického pévodu. U Casti pacientov moZno pozorovat aj dI-
hsie, avSak o¢akdvané DNA fragmenty s diZkou v ndsobkoch 166 bp. Upravené podla Heitzer a kol., 2071504,
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Klinické vyuzitie cirkulujucej nadorovej DNA

CtDNA predstavuje do buducna jeden z najslubnejsich na-
strojov pre klinicku aplikaciu, pricom moze slizit ako biomar-
ker progndzy a recidivy nadorovych ochoreni, moze indiko-
vat, Ci je Specificka liecba v danom pripade aplikovateln3,
alebo sa znizi riziko recidivy a progresie nddorového ocho-
renia (obrazok 3).

CtDNA ako diagnosticky biomarker. Jednymi z prvych
a najviac Studovanych genetickych zmien vo vztahu k na-
dorovym ochoreniam si mutacie KRAS génu. KRAS je pro-
toonkogén z rodiny Ras génov a mutdcie v tomto géne ve-
du ku konstitutivnej aktivacii EGFR signalizacnej drahy, ktora
vedie k nekontrolovatelnej bunkovej proliferacii. Mutacie
v tomto géne sa bezne vyskytuju u pacientov s rakovinou
plic a gastrointestinalneho traktu(”'®. Mutacie KRAS gé-
nu v plazme alebo sére pacientov su relativne Specifickym
markerom, pretoze su detegovatelné s vysokou Specificitou
a senzitivitou u pacientov s kolorektalnym karcinomom(®
a bola preukazana 83 % zhoda medzi vysledkami zo vzo-
riek z plazmy a tymi, ktoré boli ziskané analyzou nadorového
tkaniva®, Navyse v pripade niektorych pacientov boli muta-
cie v cirkulujucej DNA KRAS génu pritomné eSte pred preja-
vom neoplastického ochorenia, ¢o naznacuje, Zze by takéto
mutacie mohli predstavovat vysoké riziko vyvinutia tumo-
ru@). Podobne KRAS mutécie boli detegované aj u pacientov

s rakovinou pankreasu 5 — 14 mesiacov pred diagnézou tu-
moru a nevyskytovali sa u pacientov s benignymi patolégia-
mi pankreasu ani u zdravych os6b®?.

Hladina expresie niektorych kld¢ovych génov asociova-
nych s rakovinou mo6ze byt zmenena nielen v dosledku ge-
netickych zmien, ale aj v désledku epigenetickych modifi-
kdcii. Metylacia CpG ostrovéekov v prométorovej oblasti
tumor-supresorovych génov (TSG) spusta lokalne utimenie
expresie génu. Nadmernd metylacia tumor-supresorového
génu p16 bola ndjdend v sére pacientov s rakovinou pece-
ne®), pltic® a prsnika®®. Metylacia TSG predstavuje jednu
z prvotnych pric¢in formovania tumoru, ¢im sa otvara moz-
nost vyuzitia analyzy metylacie cirkulujicej DNA tumorové-
ho pdévodu na skrining rakoviny v jej skorom Stadiu. Fujiwa-
ra a kol. ukdazali, ze detekcia statusu metylacie TSG v sére je
senzitivnejSia ako konvencné markery pouzivané na skoru
diagnostiku rakoviny pltic®. Dokonca kombinaciou cytolo-
gického vySetrenia sputa a detekciou metylacného statusu
p16 génu v plazme bolo mozné identifikovat 92 % pacientov
s rakovinou pltic®”,

CtDNA ako prognosticky biomarker. Viaceré studie pre-
ukazali sStatisticky signifikantna koreldciu medzi Stadiom
ochorenia a pritomnostou nadorovo asociovanych gene-
tickych zmien v krvi pacientov s nadorom prsnika, vajecni-
kov, pankreasu a kolorektalnym karcinémom. U pacientov

Obrazok 3. Prehlad potencialnych klinickych aplikacii analyzy cfDNA/ctDNA pri nddorovych ochoreniach. Upravené podla Perkins

a kol., 20126,
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s kolorektalnym karcinémom boli realizované Studie zamera-
né na detekciu hotspot mutdcii v KRAS géne a hypermetyla-
ciu promotora CDKN2A (kinazovy inhibitor 2 A dependentny
od cyklinu). Zistilo sa, Ze u 100 % pacientov s kolorektalnym
karcinémom (CRC), bez detekcie KRAS mutécii a hyperme-
tylacie promoétora CDKN2A v ctDNA, bola miera prezitia dva
roky. Tieto vysledky naznacuju, ze ctDNA pritomna v plazme
je relevantnym prognostickym markerom v pripade pacien-
tov s CRC a takyto marker moze byt pouzity na identifikaciu
pacientov, u ktorych je vysoké riziko recidivy@®. Tieto vysled-
ky boli potvrdené v dalSej Studii, ked' u pacientov s detegova-
telnou ctDNA v plazme nastala recidiva ochorenia v priebehu
jedného roka po odstraneni nadoru. NavysSe vysoka koncen-
tracia cfDNA a detekcia KRAS mutacii su jasnym ukazova-
telom nepriaznivej progndzy u pacientov s metastatickym
CRC®). Podobné vysledky boli ziskané aj v pripade pacien-
tov s rakovinou prsnika®. Na zaklade multivariacnej analy-
zy pritomnost KRAS mutécii v plazme 256 pacientov s nema-
lobunkovym karcinémom pltc (NSCLC) v pokrocilom stadiu
korelovala so zlou prognézou u pacientov dostavajicich prva
liniu chemoterapie. Pritomnost KRAS mutacii v plazme bola
vyhodnotena aj v subore 44 pacientov s rakovinou pankrea-
su s cielom urcit prognézu ochorenia u tychto pacientov. Na-
priek nizkej senzitivite testu (27 %) bolo preukazané, ze pa-
cienti, u ktorych bola detegovana pritomnost KRAS mutacii,
mali signifikantne zniZzenu pravdepodobnost preZivania v po-
rovnani s pacientmi bez uvedenych mutacii (17 % vs 41 %
v pripade 6 mesiacov a 0 % vs 24 % v pripade 12 mesiacov)®".

Detekcia navratu ochorenia. Sl'ubnou klinickou aplikaciou
tekutej biopsie je skora detekcia ndvratu ochorenia po lieCbe.
V tomto ohlade bola dblezita studia, v ktorej monitorovanie
nadorovo $pecifickych zmien (vratane APC, TP53 a KRAS)
u pacientov s CRC, ktori podstupili operaciu, viedlo k identi-
fikacii navratu ochorenia s takmer stopercentnou senzitivi-
tou a Specificitou. Na zaklade pretrvavania tumor-asociova-
nych genetickych zmien v cfDNA bezprostredne po operacii
boli identifikované aj vSetky pripady nelplnej resekcie u pa-
cientov s rezidudlnou chorobou. Nasledné studie preukazali
konzistentny vztah medzi navratom ochorenia a opatovnym
objavenim urcitych nddorovych zmien vratane APC, TP53
a KRAS mutacii, ako aj alelovej nerovnovahy®234,

Dormancia je beznym javom mnohych nadorovych ochore-
ni a nemozno ju detegovat standardnymi metédami. Sledova-
nie tumorovo Specifickych zmien v pocte képii genomickych
oblasti u 50 pacientov s rakovinou prsnika pred operaciou aj
po operdcii preukazalo, Ze tieto aberacie moézu v plazme pre-
trvavat az do 12 rokov po diagnéze nadorového ochorenia®9,

Predikcia odpovede na lie€bu. V sicasnosti sa vyber cie-
lenej terapie v klinickej praxi riadi pritomnostou alebo absen-
ciou jedinej genetickej zmeny v nadorovej DNA. Molekularna
analyza vSak byva ¢asto vykondvana na archivovanych tka-
nivovych vzorkach nadorov, ¢o nie je optimalny pristup, ke-
dZe nemusi odrazat aktualne genetické pozadie ochorenia.
V pripadoch, ked nemozno vykonat novu biopsiu, by ctDNA
mohla sluzit ako idealny biomarker aktualneho molekular-
neho stavu ochorenia. Napriklad pre manazment pacientov
s rakovinou prsnika je rozhodujuce vyhodnotenie HER2 sta-
tusu. Na detekciu HER2 amplifikacie v ctDNA u pacientov
s metastatickym karcindmom prsnika Gevensleben a kol.
optimalizovali metddu digitalnej PCR, pricom na vyvoj meté-

dy bola pouzita skupina 65 pacientov a na validaciu ind neza-
visla skupina 58 pacientov. Pacienti s metastatickym ocho-
renim, ktori boli identifikovani ako HER2 pozitivni, tak mohli
profitovat z HER2 cielenej terapie trastuzumabom. Dokonca
traja pacienti s metastatickym karcinomom prsnika zahrnuti
do tejto Studie ziskali pri recidive ochorenia pozitivny HER2
status napriek tomu, Ze boli predtym na zaklade biopsie tka-
niva klasifikovani ako HER2 negativni®®),

Na predikciu odpovede na lieCbu mozno pouzit aj detekciu
zvySeného mnozstva képii inych génov, ako napr. MET am-
plifikaciu na predpovedanie odpovede na anti-EGFR terapiu
v pripade rakoviny pl'tic®”. Ako jasny indikator odpovede na
lieCbu cetuximabom a irinotekanom pri metastatickom kolo-
rektalnom karcinéme je pritomnost, resp. kvantifikacia mu-
tacii KRAS v plazme, pricom zvySené mnozstvo koreluje so
zlou prognézou. U niektorych pacientov s nizkou hladinou
KRAS mutdcii v plazme mozno anti-EGFR terapiou dosiah-
nut urcitu uroven stabilizacie ochorenia®. Podobné vysled-
ky boli opisané aj v pripade 64 pacientov s metastatickym
kolorektalnym karcinémom, u ktorych bol na lieCbu pouzity
temsirolimus a irinotekan bud samostatne, alebo v kombina-
cii. Pacienti so zvySenym podielom KRAS mutéacii v plazme
lieCeni monoterapiou mali 77 % riziko skorej progresie ocho-
renia v porovnani so 43 % rizikom v pripade pacientoy, u kto-
rych bolo mnozstvo KRAS mutécii v plazme nizke®®.

Biomarker druhotnej rezistencie. Vyvoj sekundarnej (zis-
kanej) rezistencie v dosledku mutécie je beznym désledkom
cielenej terapie u vacsiny pacientov s nadorovym ochorenim.
Prikladom je T790M substitticia v membranovom receptore
EGFR, ktord ma za nasledok rezistenciu proti gefitinibu a er-
lotinibu asi u 50 % pacientov s rakovinou pltic®®. Mutacia
bola najskér zistend u pacientov s relapsom a neskor potvr-
dena neinvazivnou analyzou vzoriek plazmy, ¢im bola potvr-
dend moznost vyuzitia tekutej biopsie na monitorovanie re-
zistencie na cielenu terapiu®o*",

Podobne sekundarna rezistencia proti anti-EGFR proti-
latkam cetuximabu a panitumumabu, ktoré sa vyuzivaji na
liecbu kolorektalneho karcindmu, je vysledkom vzniku KRAS
mutécii v bunkdch nadoru®?. Detekciou mutécii KRAS v kr-
vi pacientov pocas lieCby cetuximabom a panitumumabom
tak mozno detegovat vznik rezistentnych alel az o 10 mesia-
cov skor ako so Standardnymi metdédami®“>+?). Diaz a kol. zis-
tili v sére 9 z 24 pacientov s CRC, ktorych nadory boli spociat-
ku bez KRAS mutdcii, pritomnost detegovatelnych mutacii
KRAS génu, pricom pri troch z nich boli detegované viaceré
rozdielne mutdcie. Vyskyt tychto mutacii bol velmi konzis-
tentny, vSeobecne nastal pat az Sest mesiacov po terapii®®.

Zaver

Na zaver mozeme skonstatovat, Ze detekcia nadorovo
Specifickych zmien vychadzajlca z analyzy cfDNA, resp. ctD-
NA, predstavuje obrovsky prinos v diagnostike a prognosti-
ke onkologickych ochoreni. Su zaroven nadejnou cestou aj
na zlepSenie ich liecby nielen vdaka tomu, Ze predstavuju
neinvazivnu alternativu vyrazne menej zatazujlcu pacienta
aj zdravotné pracovisko pri odbere vzoriek, ale i preto, ze ma-
ju moznost lepsie charakterizovat aktualny priebeh nadoro-
vého ochorenia, ktorého heterogenita je standardnymi po-
stupmi identifikovatelna len vo velmi obmedzenom rozsahu.
V buducnosti mozno pocitat nielen s tym, Ze analyza cfDNA,
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resp. ctDNA bude dopinkom ku klasickej histopatologickej
analyze nadorového tkaniva, ale Ze v pripade, Ze bude moz-
né jej potencial vyuzit naplno, sa, naopak, histopatologicka
analyza stane doplnkovou analyzou k primarnej analyze cfD-
NA, resp. ctDNA.
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Cirkulujuce nadorové bunky ako markery vyuzitelné pri manazmente
pacientov s nadorovymi ochoreniami

Tatiana Sedlackova', Gabriel Minarik?
"Univerzita Komenského Lekarska fakulta, Bratislava
2| ekarska genetika, Medirex, a. s., Bratislava

Nadorové bunky maji schopnost $pecifickej dediferenciacie a vd'aka tomu mo6zu ziskat vlastnosti umoznujuce
ich uvolnenie z primarneho nadoru do cirkulacie, kde dokazu dlhodobo preZivat a stavaji sa z nich cirkulujuce na-
dorové bunky. Tie maju preukazatelny potencial vytvarat metastazy, a to vo forme jednotlivych buniek aj ako ich
aglomeraty. Moznost ich identifikacie a kvantifikacie ma preto vyznamnu prognostickd hodnotu, pricom ta sa na
zdaklade uz dostupnych metéd schvalenych autoritami vo vyspelom svete vyuziva v ramci prognostiky, napr. u pa-
cientov s rakovinou prsnika. V stic¢asnosti beZia viaceré klinické studie, ktoré s velkou pravdepodobnostou preu-
kazu aj prediktivhu hodnotu analyzy pritomnosti a mnozstva cirkulujicich nadorovych buniek u pacientov s roz-
nymi onkologickymi ochoreniami a prispeju k rozvoju neinvazivnych analyz prostrednictvom tzv. tekutej biopsie.
Klacové slova: cirkulujice nadorové bunky, metastazovanie, tekuta biopsia

Circulating tumour cells as markers usable in management of patients with oncological diseases

Tumour cells have the ability of specific form of dedifferentiation, and thus they can acquire properties enabling
their release from the primary tumour to circulation, where they can survive for a long time and become circulat-
ing tumour cells. These have the demonstrable potential to produce metastases, both in the form of single cells
as well as their agglomerates. The possibility of their identification and quantification has, therefore, a signifi-
cant prognostic value, which is based on already available and authority-approved methods also used in clini-
cal routine, e. g. in patients with breast cancer. Moreover, there are ongoing several clinical trials that are likely
to prove the predictive value of such analysis in patients with various oncological diseases and will contribute
to the development of non-invasive tests working as part of the tests performed as so-called liquid biopsies.

Keywords: circulating tumour cells, cancer metastasis, liquid biopsy

Newslab, 2018; ro¢. 9 (2): 108 — 112

Cirkulujuce nadorové bunky

Cirkulujice nadorové bunky (CTC) st bunky uvolfiované
do krvného rieCiska z primarneho nadoru uz v€asne pocas je-
ho formovania a rastu a/alebo jeho metastdzami. Su preuka-
zatelne asociované s metastazovanim, pricom su schopné
invazie do okolia cez extracelularnu matrix a vrstvy stromal-
nych buniek, nasleduje intravazacia tychto buniek do lumenu
ciev, ich transport krvnym rieCiskom, zachytenie v inej vzdia-
lenej lokalite a nasledna extravazacia do parenchymu vzdia-
leného tkaniva. Bunky dalej prezivaju v novom mikroprostre-
di a maju potencial tvorby mikrometastaz, ak znovu spustia
svoj proliferativny program na danom mieste, ¢im davaji
vznik makroskopickym, klinicky detegovatelnym neoplastic-
kym Gtvarom®.

Z cytologického pohl'adu su CTCs heterogénnou skupinou
buniek obsahujlcou zivotaschopné, apoptické, dormantné
(spiace) bunky, ako aj bunky schopné zalozit metastazu. Ich
vnutrobunkové zmeny mézu viest k vzniku diseminovanych
nadorovych buniek (DTCs), ktoré st povazované za samot-
né mikrometastazy. Kym CTCs su nadorové bunky pritomné
v krvnom obehu onkologickych pacientov, DTCs su nadoro-
vé bunky, ktoré sa uz usidlili v cielovom tkanive, napriklad
v kostnej dreni. DTCs su najCastejSie detegované a opisané
prave v kostnej dreni onkologickych pacientov. Jednym z d6-
vodov je aj to, ze tento orgdn je lahsie pristupny pre biopsiu

v porovnani s inymi organmi, ako je pecen, plica alebo mo-
zog. DTCs mozu zostat v spiacom stave aj niekolko rokov po
odstraneni primarneho nadoru a nasledne vyvolat vznik me-
tastaz@. Navyse, DTCs z tychto metastaz sa m6zu opatov-
ne uvolnit do krvného obehu a sirit sa jeho prostrednictvom
do dalsich vzdialenych tkaniv a vytvarat tak sekundarne me-
tastazy. Dokonca takéto DTCs konvertované spatne na CTCs
mézu kolonizovat primarny nador a uz existujice metastazy
v procese nazyvanom samovysev (self-seeding), ¢im davaju
moznost vzniku agresivnych typov metastaz®.

Koncentracia CTCs

Predpoklada sa, Ze jeden gram nadorovej masy uvolfu-
je denne desattisice CTCs do krvného obehu®. Ich Zivotnost
v cirkuldcii je vSak ¢asovo velmi obmedzena a pohybuje sa
vrozmedzi 1 - 2,4 hodiny®. Odhaduje sa, Ze len asi 1z 1 000
buniek zostava v cirkuldcii zivotaschopnych alen 1z 10 000
z tychto CTCs je schopnych vytvorit metastazy®. Je to tak
pre nutnost prekonania vplyvu hemodynamickych sil a po-
sobenia buniek imunitného systému (predovsetkym NK bu-
niek)®. Navyse k tomu prispieva strata kontaktu s okolitymi
bunkami, a tym spésobena smrt v procese anoikdzy. Vo vy-
sledku su preto CTCs v periférnej krvi pritomné vo velmi niz-
kej koncentracii, ktora sa pohybuje medzi 1 — 10 bunkami na
10 ml krvi u vacsiny onkologickych pacientov®.
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Prechod CTCs do cirkulacie a epitelialno-
mezenchymalny prechod

CTCs sa mozu do cirkulacie dostat dvomi spésobmi, a to
aktivne — vycestovanim buniek so zvySenym migracnym po-
tencidlom, alebo pasivne - uvolfiovanim bud' jednotlivych
buniek, pripadne bunkovych zhlukov. Biologicky vyznamnej-
Sie su prave tie CTCs, ktoré st schopné aktivne vycestovat,
Co je spojené s ich vstupom do procesu epitelidlno-mezen-
chymalneho prechodu (EMT)®.

Epitelialno-mezenchymalny prechod je proces, ktory sa fy-
ziologicky uplatriuje poCas embryogenézy a zahffia migraciu
ektodermalnych buniek v embryu pocas gastrulacie za vzni-
ku mezodermu (EMT typu ). V neskor§om obdobi hra velmi
dolezitu ulohu pocas hojenia ran, regeneracie tkaniv a fibré-
zy organov (EMT typu I1)79 a z pohladu nadorového tkani-
va je spojeny s metastatickym sirenim (EMT typu IIl). Umoz-
nuje diferencovanym epitelovym bunkdm, ktoré interaguju
s bazalnou membranou prostrednictvom ich povrchu, pod-
stupit také biologické zmeny, ktoré im umoznuju ziskat feno-
typ mezenchymalnych buniek. Ten zahfiia zvySenu migrac-
nu kapacituy, invazivnost, zvySenu odolnost proti apoptdze
a znacne zvySenu produkciu zloziek extracelularnej matrix
(ECM)®. Dokoncenie EMT je signalizované degradéciou ba-
zalnej membrany a vytvorenie mezenchymadlnych buniek,
ktoré st schopné migrovat z epitelovej vrstvy, z ktorej vznik-
li (obrazok 1).

EMT je zlozity proces, do ktorého je zapojenych viace-
ro signalnych drah, pretoze bunky musia prejst funkcény-
mi aj morfologickymi zmenami. EMT moze byt indukovany

réznymi mechanizmami, medzi ktoré patri zapal, acid6za, hy-
poxia, rastové faktory a v neposlednom rade aj vplyv mikro-
prostredia nadoru, ktoré moze stimulovat bunkovi migraciu
ainvaziu. Na druhej strane vSak ide o reverzibilny proces, ked'
cirkulujice nadorové bunky po dosiahnuti vzdialeného orga-
nu a extravazacii do jeho parenchymu ziskavaju znovu fe-
notyp epitelialnych buniek v procese nazyvanom mezenchy-
malno-epitelidlny prechod (MET), aby mohli dalej proliferovat
ako epitelidlne metastatické depozity.

Nadorové kmenové bunky

Malé ¢ast nadorovych buniek vykazuje vlastnosti dospe-
lych kmenovych buniek, ¢ize majui schopnost samoobno-
venia, su multipotentné a davaju tak moznost vzniku dife-
rencovanych nadorovych buniek a st schopné iniciovat rast
nadoru. Tieto bunky st oznaCované ako nadorové kmenové
bunky (CSCs), bunky podobné kmeriovym bunkam, pripad-
ne ako bunky iniciujice nador a su spajané s mezenchymal-
nym fenotypom.

Cirkulujice nadorové mikroembélie

Cirkulujuce nadorové bunky mozu v obehu cirkulovat ako
samostatné bunky alebo z primarneho tumoru sa méze od-
l4cit zaroven viacero buniek, ktoré potom putuju v zhlukoch.
Tie mozu obsahovat od dvoch do viac ako 50 buniek a ozna-
¢uju sa ako cirkulujuce nadorové mikroembdlie (CTMs).
CTMs tvoria bud' len nadorové bunky, alebo m6Zu byt spoje-
né s inymi typmi buniek, ako su fibroblasty, leukocyty, endote-
lidlne bunky, pericyty, krvné dosticky(?. O vyznamnosti CTC

Obrazok 1. Schematicky prehlad epitelialno-mezenchymdlneho prechodu. Proces EMT je spusteny cytokinmi,
ktoré reguluju aktivitu efektorovych transkripénych faktorov. V désledku ich pésobenia dochddza k vyznamnym
zmendm cytoskeletu a vo vyluCovani proteinov extraceluldrnej matrix, o sa vyuZiva pri ich detekcii. Upravené

podla Shih a kol., 2071707,
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zhlukov sa dlho diskutovalo, avSak CTMs pochadzajuce od
pacientov s malobunkovym karcinémom pluc vykazovali ne-
pritomnost apoptickych buniek, ¢o im davalo vyhodu v prezi-
vani, a tiez nizky podiel proliferativhych buniek, ¢im sa stava-
li rezistentnejsimi proti chemoterapii. Délezitym zistenim
tiez bolo, ze bunky nachadzajuce sa v CTMs nevznikli dele-
nim jedinej migrujucej bunky, ale su oligoklondlneho pévodu
a hoci sa v cirkuldcii vyskytujui ovela zriedkavejsie ako samo-
statné CTCs, maju signifikantne vy$si metastaticky poten-
cial (23- az 50x) a ich pritomnost je spojena so zhorsenym
celkovym prezivanim(4,

Detekcia CTCs

Identifikacia a charakterizacia CTCs si vyzaduje vysokosen-
zitivne a Specifické metddy, kedze CTCs sa v cirkulacii nacha-
dzaju vo vel'mi nizkej koncentracii, navyse s vysokym pozadim
inych krvnych buniek (na jednu CTC pripadaju miliény inych
krvnych buniek). Priich detekcii ide zvyCajne o kombinaciu izo-
lacnych a detekénych metdd. Na izolaciu CTCs sa vyuzivaju
rozne technoldgie, ktoré su zalozené na réznych vlastnostiach
CTCs, ktoré ich odlisuju od normalnych hematopoetickych bu-
niek. Ide o vlastnosti fyzikalneho (velkost, denzita, elektricky
naboj, tvarova flexibilita) aj biologického charakteru (expresia
proteinov na povrchu buniek, Zivotaschopnost).

Vyhodou technoldgii vyuzivajucich fyzikalne vlastnosti je
separdcia CTCs bez ich farbenia. Patri sem napr. centrifuga-
cia v hustotnom gradiente (Ficoll, OncoQuick), filtracia cez
Specialne filtre na zaklade velkosti CTCs (ISET), vSestranny
bioCip vyuzivajuci jedinecné rozdiely vo velkosti a deformo-
vatelnosti nadorovych buniek (zachytavané su vacsie a tuh-
Sie CTCs v porovnani s krvnymi bunkami), fotoakusticka prie-
tokova cytometria, dielektroforéza (DEP)(9.

Medzi technolégie vyuzivajuce biologické vlastnosti
CTCs patria imunofluorescencné metédy. V tomto pripade
sa pouzivaju protilatky proti nadorovo asociovanym antigé-
nom, ked' ide o pozitivnu selekciu, alebo protilatky proti bez-
nému leukocytovému antigénu CD45, ked' ide o negativnu
selekciu. Protilatky proti danému antigénu si naviazané na
magnetickych partikulach, ktoré umoznuju separaciu CTCs
naviazanych na antigén poésobenim magnetického pola. Pri
pozitivnej selekcii sa zvyCajne vyuzivaju protilatky proti ad-
hezivnej molekule epitelovych buniek (EpCAM). CTCs su na-
sledne detegované imunocytologicky protilatkami na cytoke-
ratiny (CKs). Medzi metédy vyuZivajice na separaciu CTCs
EpCAM protilatky patri systém CellSearch® (Janssen Diag-
nostics, Raritan, NJ, USA). Tento systém umoznuje stanovit
pocetnost CTCs epitelidlneho pévodu pouzitim magnetic-
kych partikdl pokrytych molekulami EpCAM a CTCs identifi-
kuje podl'a morfologickych charakteristik, pozitivnej expresie
cytokeratinov 8, 18 a/alebo 19 a absencie hematopoetickych
antigénov CD45(9. |de o jediny systém, ktory schvalil americ-
ky Urad pre kontrolu liekov a potravin (FDA) ako prostriedok
na ur¢enie progndzy u pacientov s metastatickou rakovinou
prsnika, prostaty a kolorekta(7-19,

Novymi slubnymi metéddami zalozenymi na EpCAM su
platformy vyuzivajuce mikrofluidickd technolégiu, najma
CTC-Cip, Herringbone Cip, iCHIP, IsoFlux(?, ktoré umoznuju
spracuvat vzorky s velmi malym objemom.

Biologicky vyznam CTCs epitelidlneho pévodu (EpCAM
a bunky pozitivne na cytokeratin) je zrejmy z prognostickej

dolezitosti CTCs, ktoré boli zachytené CellSearch® systé-
mom v réznych typoch nadorov('7'9. Ak v§ak nejaka Cast cir-
kulujucich nadorovych buniek podstupi EMT, ked su down-
regulované epitelidlne markery, a, naopak, upregulované tie
mezenchymalne, délezitd subpopulacia CTCs nemusi byt
metddami, ktoré su zavislé od expresie EpCAM a cytokerati-
nov, zachytena. Z tohto dévodu sa na zachytenie CTCs nee-
xprimujucich EpCAM vyuziva kokteil protilatok proti roznym
inym epitelidlnym povrchovym antigénom, napr. proti recep-
toru 2 ludského epidermalneho rastového faktora (HER2),
receptoru pre epidermalny rastovy faktor (EGFR), mucin-1
(MUC1) a protilatkam proti mezenchymalnym a kmernovym
bunkovym antigénom (c-MET, N-kadherin, CD318 a antigén
mezenchymalnych kmenovych buniek)®?9,

Bez ohl'adu na vyber izolacnej metddy ani jednou jednok-
rokovou platformou nemozno dosiahnut izolaciu ¢istych CT-
Cs. CTC frakcia obycajne stale obsahuje aj znacny pocet le-
ukocytov. Z tohto dovodu je potrebna nasledna identifikacia
CTCs na Urovni buniek pouZzitim metéd umoznujucich odlisit
nadorové bunky od normalnych krvnych buniek. Tieto meto-
dy su zalozené bud' na detekcii proteinov, alebo expresii anti-
génov asociovanych tumor pomocou kvantitativnej RT-PCR.

V sucasnosti na detekciu viabilnych CTCs ziskanych od
onkologickych pacientov existuju dva rozdielne in vitro tes-
ty. Prvym je EPISPOT, ktory deteguje Specifické proteiny vylu-
¢ované CTCs do prostredia®®), druhym je invazivny test, ktory
skima schopnost CTCs travit fluorescencne znacenu bun-
kovu matrix®.

Na detekciu viabilnych CTCs mozno tieZ pouzit metddu
kvantitativnej RT-PCR, ked  sa vyhodnocuje expresia Specific-
kych mRNA molekul. V pripade rakoviny prsnika sa najcas-
tejSie vyuziva mRNA kddujuca CK19. Nevyhodou vsak je, ze
tato metdda neumoznuje stanovenie pocetnosti buniek a na-
vySe mnoho transkriptov (napr. kddujlice CK18, CK19, CK20,
MUC1, karcinoembryondlny antigén, prostaticky Specificky
antigén) je v malom mnozstve exprimovanych aj v normal-
nych krvnych bunkach a bunkach kostnej drene®?, preto pre
spravne vyhodnotenie a detekciu viabilnych CTCs je potreb-
na validacia cut-off hodnoty.

Klinické vyuzitie cirkulujicich nadorovych buniek

Potencialne vyuzitie CTCs v klinickej praxi je rozsiahle, od
prognostického a prediktivneho vyuzitia az po detekciu mini-
malnej rezidualnej choroby a monitorovania ochorenia (ob-
razok 2).

CTCs ako prognosticky a farmakodynamicky biomarker.
FDA schvdlila stanovenie poc¢etnosti CTCs s presnymi cut-off
hodnotami a s vyuzitim CellSearch® systému ako prognostic-
ky marker vybranych nadorovych ochoreni. V pripade rakovi-
ny prsnika a prostaty je pritomnost piatich CTCs na 7,5 ml
krvi spojend s krat§im prezivanim pacientov, pri kolorektal-
nom karcinéme (CRC) st to 3 bunky na 7,5 ml krvi®79. Prog-
nosticka vyuzitelnost enumeréacie CTCs s vyuzitim CellSear-
ch® systému bola preukazana aj v pripade nemalobunkového
karcinomu pltc (NSCLC) (cut-off hodnota 5 CTCs na 7,5 ml
krvi)® a malobunkového karcindmu plic (SCLC), pri ktorom
sU CTCs pritomné vo vy§Som mnozstve nez v ostatnych
typoch nadorovych ochoreni (0 — 44 896 buniek na 7,5 ml
krvi s cut-off hodnotou 50 CTCs na 7,5 ml krvi)(®,
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Obrazok 2. Kaplanove-Meierove krivky ziskané pri sledovani pocetnosti CTCs u pacientov s metastatickym nadorom prsnika (A), ko-
lorekta (B) a prostaty (C). Stbory pacientov reprezentuju skupiny s identifikdciou 0, 1 — 4,5 — 24 a > 24 CTC na 7,5 ml krvi pred zaciat-

kom terapie. Upravené podla Wit, Dalum a Terstappen, 20714@,

Predivamie

[LELARE | o

Okrem pouzitia CTCs ako markerov progndzy nadorové-
ho ochorenia mézu byt CTCs vyuzité ako farmakodynamic-
ké biomarkery. V reakcii na lieCbu bol zaznamenany pokles
bud celkového poctu CTCs('3171824 alebo ich subpopula-
cie@52_V pripade vacsiny pacientov s SCLC, bolo podstatne
znizené mnozstvo CTCs po jedinom cykle chemoterapie('32®)
v sulade s vysokou mierou odpovede na lie¢bu na baze pla-
tiny®, Bolo preukazané, Ze tieto zmeny su nezavisle asocio-
vané s dobrou prognézou. Naopak, narast poc¢tu CTCs po
chemoterapii z priaznivej na nepriaznivu Uroven je spojeny
s celkovym kratSim prezivanim pacientov s rakovinou prs-
nika, prostaty a CRC(71830_ DalSie o&akavané vyuzitie CTC
enumeracie je v ranom $tadiu vzniku rakoviny, ked pritom-
nost CTCs méze poméct vybrat pacientov, u ktorych je prav-
depodobnost, Ze budi mat prospech z adjuvantnej liecby.

CTCs ako prediktivny biomarker. V idealnom pripade by
CTCs bunky mohli byt vyuZité ako tekuté biopsie, ked' by bol
vyber Specifickej personalizovanej terapie uskuto¢neny na
zdklade molekularnych vlastnosti nddoru pacienta, zistenych
analyzou CTCs. Tato schéma bola vysvetlend v Studii analy-
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zujucich vzorky od pacientov s NSCLC pozitivhych na EGFR
mutaciu, v ktorej bola u 19 z 20 pacientov identifikovana oca-
kavana (na zéklade tkanivovej biopsie) aktivujica EGFR mu-
tacia®". Dalsim prikladom je analyza presmyku EML4-ALK,
ktora sa vyskytuje u 3 — 5 % pacientov s NSCLC. Priblizne
60 % pacientov méa dobrd odpoved na inhibiciu ALKG233),
V dalSich studiach bola hodnotena expresia HER2 v CTCs
v pripade rakoviny prsnika®® a expresia androgénového re-
ceptora v pripade rakoviny prostaty®53%), ktoré by tiez mohli
byt potencidlne vyuZité ako prediktivne biomarkery. Niekto-
ré zeny vykazovali rozdielny HER2 status v CTCs (pozitivny)
a v primarnom nadore (negativny), pricom prosperovali z te-
rapie trastuzumabom®?. Toto zistenie potvrdzuje nézor, Zze
vlastnosti CTC buniek su relevantnejsim terapeutickym cie-
'om, kedZe tieto bunky su zodpovedné za vznik metastaz.
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Stitna Zlaza v téhotenstvi

Drahomira Springer, Tomas Zima
Ustav Iékarské biochemie a laboratorni mediciny, VSeobecna fakultni nemocnice
a 1. |ékarska fakulta Univerzity Karlovy, Praha, Ceska republika

Tyreoidalni hormony hraji pfi vyvoji plodu zasadni tGlohu pfi ristu mnoha tkani, zvlasté se to tyka kostry a mozku.
Béhem kritického obdobi v prvnim trimestru téhotenstvi je matefsky tyroxin pro tento vyvoj zasadni, protoze ke komp-
letnimu vyvoji hypotalamu, hypofyzy a stitné zlazy dochazi u plodu az okolo 12. — 14. tydne téhotenstvi. Pokud téhot-
na trpi nedostatecnosti stitné Zlazy, je potieba zahajit IéCbu co nejdrive. Po 14. tydnu téhotenstvi uz miiZze byt mozek
plodu nendvratné poskozen nedostatkem tyreoidalnich hormond.

Prevalence manifestni hypotyredzy v téhotenstvi je asi 0,3-0,5 %. Prevalence subklinické hypotyre6zy se podle lite-
ratury pohybuje mezi 2,5 az 17 % a je silné zavisla na hornim limitu TSH, ktery je pro téhotenstvi nastaven. Hyper-
tyre6za se vyskytuje asi u 0,1 — 1 % téhotenstvi. Pozitivita protilatek proti tyreoidalni peroxidaze (TPOAb) u Zen ve
fertilnim véku se pohybuje okolo 5,1 az 12,4 %. TPOAb-pozitivita miZe ovliviiovat proces otéhotnéni i samotné tého-
tenstvi a téhotenské ztraty. Navic TPOADb pozitivni Zeny maji zietelné vyssi riziko vzniku hypotyredzy v téhotenstvi
i po porodu.

Laboratorni diagnostika poruch §titné zlazy je postavena na vysSetreni hladiny TSH, pro ktery musi byt v téhotenstvi
stanoveny vlastni referen¢ni intervaly, protoze hladina TSH je v téhotenstvi fyziologicky nizsi.

VSeobecny screening hypotyredzy v téhotenstvi je kontroverzni a jeho zavedeni se v jednotlivych zemich lisi. V sou-
casné dobé je i ve svétovych doporucenich preferovano vysetfovani pouze rizikové skupiny zen, ale mnoho studii
poukazuje na to, ze az jedna polovina zen s poruchou funkce stitné zlazy pfi tomto systému vySetiovani unikne. Vy-
Setfeni Stitné zlazy v téhotenstvi by mélo vzdy zahrnovat stanoveni TSH a TPOADb, bez ohledu na systém screeningu.
Tento prehled shrnuje soucasny stav poznani ohledné dysfunkci stitné zlazy v t€hotenstvi a jejich vliv na téhotenstvi
a vyvoj plodu. Jsou zde uvedeny i pouzivané analytické metody a referencni intervaly pouzitelné v téhotenstvi.
Klicova slova: autoimunitni onemocnéni, stitna zlaza, téhotenstvi, screening, TSH, anti-TPO protilatky

Thyroid in Pregnancy

Thyroid hormones are crucial for the growth and maturation of many target tissues, especially the brain and ske-
leton. During critical periods in the first third of pregnancy, maternal thyroxine is essential for the foetal devel-
opment as it supplies the thyroid hormone-dependent tissues. The ontogeny of mature thyroid function involves
organogenesis and maturation of the hypothalamus, pituitary, and the thyroid gland; and it is almost complete by
the 12" — 14" gestational weeks. In case of maternal hypothyroidism, substitution with levothyroxine must start
in the early pregnancy. After the 14" gestational week, the foetal brain development may already be irreversibly
affected by lack of thyroid hormones.

The prevalence of manifest hypothyroidism in pregnancy reaches about 0.3-0.5%. The prevalence of subclinical hy-
pothyroidism varies between 4-17%, strongly depending on the definition of the upper TSH cut-off limit. Hyperthyroid-
ism occurs in 0.1%-1% of all pregnancies. Positivity for antibodies against thyroid peroxidase (TPOAb) is common
in women of childbearing age and has been reported between 5.1% and 12.4%. TPOAb-positivity may be regarded as
a manifestation of a general autoimmune state which may alter the fertilization and implantation process or cause
early missed abortions. Women positive for TPOADb are at a significant risk of developing hypothyroidism during preg-
nancy and postpartum.

The laboratory diagnosis of thyroid dysfunction during pregnancy is based upon serum TSH concentration. Results
of multiple international studies point towards creation of trimester-specific reference intervals for TSH in pregnan-
cy. TSH in pregnancy is physiologically lower compared to the non-pregnant population.

Screening for hypothyroidism in pregnancy is controversial, and its implementation varies from a country to a coun-
try. Until now, the case-finding approach of screening of the high-risk women is preferred in most countries. Howev-
er, numerous studies have shown that one-third to one-half of women with thyroid disorders escape the case-find-
ing approach. Screening for thyroid disorders in pregnancy should include assessment of both TSH and TPOADb,
regardless the screening approach.

The present review summarizes the current knowledge on the causes of thyroid dysfunction in pregnancy and its
effects on pregnancy course and foetal development. We display an overview of the analytical methods and their
reference intervals in pregnancy.

Keywords: autoimmune thyroid disease, pregnancy, screening, thyroid-stimulating hormone, anti-thyroperoxidase
antibodies
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Téhotenstvi je komplexni fyziologicky proces, pfi kterém
probiha fada hormondlnich a metabolickych zmén. Témito
zménami i zatézi, kterd je na Stitnou zlazu béhem téhotenstvi
kladena, mUze byt iniciovana porucha jeji funkce™. Zvysuje
se potieba tyreoidalnich hormond, cozZ je disledkem trans-
placentarniho prenosu hormont stitné zlazy matky k plodu.
Hormony stitné zlazy jsou dllezitym faktorem diferenciace
bunék béhem nitrodélozniho vyvoje a plisobi zvlasté na vyvoj
mozku®. Stitnd zlaza zdravé t&hotné Zeny s dostateénym pfi-
sunem jodu se na tyto pozadavky adaptuje a je schopna se
s nimi vyrovnat®. Do 14. tydne je plod zcela zavisly na mat-
¢iné produkci tyroxinu, pozdéji jen ¢astecné.

V téhotenstvi indukuji estrogeny vzestup koncentraci glo-
bulinu vazajiciho tyroxin (TBG); v disledku toho stoupa i kon-
centrace celkového T3 a T4. ZvétSuje se distribucni pros-
tor hormon stitné zlazy diky zvysujicimu se objemu plazmy,
metabolicky obrat tyroxinu je zrychlen, potfeba hormon stit-
né zlazy stoupa az o 50 %. V prvnim trimestru gravidity do-
chazi k vysokému narudstu hladiny choriového gonadotropi-
nu (hCG), ktery je ve vysoké koncentraci stimulatorem tvorby
tyreoidalnich hormon( prostrednictvim receptord pro TSH®
a vede tak fyziologicky ke zvySovani produkce materského
T4 a T3 v dobé kritického vyvoje mozkové klry (11. = 14. ty-
den).

Na produkci tyreoidalnich hormond ma kromé vyse zminé-
nych fyziologickych podminek vliv také dostate¢né zasobe-
ni organizmu jédem.

Potieba jodu v téhotenstvi

Bunka tyreoidey aktivné vychytava potrebny jéd v podobé
jodidového iontu z krve. Svétova zdravotnicka organizace
(WHO) stanovila doporuceny denni pfijem jédu pro netéhot-
né a nekojici Zeny starsi 14 let na 150 mg jodu denné®. Pri
pfijmu mensim nez 50 mg/den neni tyreoidea schopna udr-
Zet pfimérenou hormonalni sekreci, zvétSuje se a vznika stru-
ma, nékdy i hypotyredza. Zasobni mnozstvi jédu je ve §titné
Zlaze znacné a je ochranou pred obdobim eventualniho de-
ficitu. V téhotenstvi stoupd potfeba jédu vzhledem k vySsi
produkci tyroxinu, v pozdéjsim stadiu téhotenstvi se pokryva
i potieba plodu pro jeho vlastni produkci tyreoidalnich hor-
mondu. ZvysSuje se i renalni clearence jodu. Pro téhotné zeny
se tedy doporucena déavka zvysuje na 250 mg jodu denné®,
Plati to v zemich, kde je dlouhodobé provadéna jodizace soli,
mezi které patfi i Ceska republika a Slovensko, kde je tprava
kuchynské soli provadéna od padesatych let minulého sto-
leti, takze populaci nasich téhotnych Ize povazovat za zeny
s dobrym jédovym zasobenim®.

Vyznam hormonii stitné Zlazy pro plod

Vliv tézkého jodového deficitu nebo vrozené hypotyredzy
na plod a novorozence je dlouhodobé znam, stejné jako vliv
tézké materské hypotyre6zy. Z mnoha soucasnych studii ale
plyne dalSi zdvazny zavér, a to, ze i mirnd materska hypoty-
redza mUze ovlivnit vyvoj fetalniho mozku®°®'%, Dostatecna
produkce tyreoidalnich hormond je tak mimoradné vyznam-
na zvlasté na pocatku téhotenstvi, protoze hormony S§titné
Zlazy jsou dllezitym faktorem diferenciace bunék béhem
nitrodélozniho vyvoje. Tyroxin je zasadné ddlezity v mnoha
aspektech vyvoje mozku v¢etné neurogeneze, migrace ne-
urond, formace axonu a dendrit, myelinizace, synaptoge-

neze a regulace neurotransmiterll. K celému vyvoji dochazi
béhem nékolika mésicd, ale kritickym obdobim je druhy tri-
mestr téhotenstvi(". Plod pfitom zac¢ina produkovat vlastni
hormony stitné zlazy az od 20. tydne téhotenstvi.

Nepoznana porucha funkce §titné zlazy spojena s hypoty-
roxinémii matky, kterd nemusi ohrozit pribéh gravidity, ma-
Ze mit negativni vliv na psychomotoricky vyvoj ditéte. V¢asna
a spravna diagndza a lécba jsou spolehlivou prevenci nasled-
ka,

Poruchy funkce stitné zlazy v téhotenstvi

Podle mnoha rozsahlych studii jsou poruchy funkce stitné
Zlazy v téhotenstvi spojené s vaznymi matefskymi, fetalnimi
a novorozeneckymi komplikacemi: spontanni potraty, pred-
Casné porody, preeklampsie, gestacni diabetes, cisarskeé re-
zy, delSi pobyt na jednotce intenzivni péce, abrupce placenty
nebo poporodni krvaceni. Zeny s TSH vy$$im nez 6 mU/I ve
druhém trimestru maji Ctyrikrat vyssi riziko umrti plodu nez
Zeny s TSH pod timto limitem®.

Hypotyredza

U zdravych téhotnych Zen jejich $titna zlaza zvlada zvyse-
né naroky béhem téhotenstvi, ale u zen, jejichz §titna zlaza
ma néjaka omezeni, zplisobena autoimunitnim onemocné-
nim nebo nedostatkem jodu, mlze dojit k rozvoji hypotyreo-
zy13)_ Jeji klinické priznaky jsou stejné jako u netéhotnych,
ale nékdy je tézké je odlisit od nespecifickych potizi prova-
zejicich bézné téhotenstvi. U vétsiny zen je hypotyre6za ob-
jevena az po stanoveni zvySené koncentrace TSH pfi labora-
tornim vySetieni.

Téhotenska hypotyredza je casto autoimunitniho plvo-
du, proto se pfi diagnostice vychazi nejen z koncentraci TSH
a FT4, ale stanovuje se také pozitivita protilatek proti tyre-
oidaIni peroxidaze (TPOAb), nékdy i protilatek proti tyre-
oglobulinu (TAbg). Manifestni hypotyredza, ktera je typicka
zvySenou hladinou TSH a snizenou hladinou tyroxinu, neni
u téhotnych obvykla (0,3-0,5 %), subklinicka forma, kdy je sé-
rova hladina TSH zvySeng, ale FT4 je v referencnim intervaluy,
se vyskytuje u minimalné 2,5 % téhotenstvi(4'9),

U Zen mlze byt hypotyredza spojena s neplodnosti a po-
rodnimi komplikacemi. Nedostatek tyreoidalnich hormond
muze vést k nevratnému poskozeni plodu; nedostatecné di-
ferenciaci nervovych bunék, mize byt ovlivnén vyvoj nervové-
ho systému i psychomotorickych funkci. Hypotyre6za matky
muze vést k narozeni déti se signifikantné niz§im 1Q®' a hy-
potyroxinemie mize zapficinit snizenou schopnost vyjadro-
vani i neverbalni komunikace('719),

Hypertyredza

Hypertyredza (tyreotoxikéza) je definovana jako klinicky
syndrom hypermetabolismu a hyperaktivity disledkem vyso-
kych hladin FT4 a/nebo FT3. Soucasné je TSH snizeno pod
referencni interval. Gravesova-Basedowova choroba (GB) je
nejcastéjsi pricinou autoimunitni hypertyre6zy v téhotenst-
vi a objevuje se u 0,1 = 1 % téhotnych zen. V prvni polo-
viné téhotenstvi se nejc¢astéji vyskytuje (1 — 3 %) pfechodna
tyreotoxikdza, syndrom gestacni hypertyredzy. Je definova-
na hrani¢nimi nebo lehce zvySenymi hodnotami FT4 a témér
neméfitelnym TSH, negativnimi protilatkami a vysledkem so-
nografie. Jde o vliv vysokych hladin hCG, ktery pisobi na TSH
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receptorech, fesi se obvykle samovolné s poklesem hCG®.
Pokud je u téhotné diagnostikovana subklinicka hypertyreo-
za, neni spojena se zhorSenym vysledkem téhotenstvi(8'®
a neni nezbytné ji tedy ani léCit. Tyreotoxikéza GB typu je au-
toimunitniho plvodu, vyskytuje se u 0,2 % téhotnych Zen.
Nedostate¢né kontrolovana GB toxikéza v téhotenstvi md-
ze byt komplikovana preeklampsii, potratem, prfed¢asnym
porodem, abrupci placenty, malformacemi a nizkou porodni
vahou plodu. Tyreotoxikdza GB typu ma tendenci v pribéhu
téhotenstvi se zmirnovat. Pokud je diagnéza stanovena
spravné a vCas zahdajena |éCba, je prognéza pro matku i plod
velmi dobra®o,

Autoimunitni onemocnéni

U mladych Zen bez klinickych pfiznakd poruchy funkce
stitné zlazy se Casto vyskytuji pozitivni anti-TPO protilat-
ky. Zeny s autoimunitni chorobou §titné zlazy, zndmou jesté
pred otéhotnénim, by mély byt sledovany pomoci TSH ce-
|é téhotenstvi. Poporodni tyreoiditida je syndrom pfechodné
nebo trvalé poruchy funkce stitné zlazy, ktery se objevi v prv-
nim roce po porodu a je zplsoben autoimunitnim zanétem
Stitné Zlazy. Incidence poporodnich tyreoiditid se uvadi 5 -
9 % vSech zen a hlavnim rizikovym faktorem je pfitomnost la-
tentni autoimunitni tyreoiditidy®. Poporodni tyreoiditida se
obvykle nevyskytne u Zen bez zvysenych protilatek proti Stit-
né zlaze; jeji vyskyt byl pozorovan u Zen s pozitivnimi proti-
latkami a projevi se u 50 % z nich. Poporodni tyreoiditida pak
prejde v trvalou hypotyredzu v 25 — 30 % pfipad(®'2223),

Malignity Stitné zlazy se vyskytuji v t€hotenstvi jen vyiji-
mecné.

Stanovované parametry funkce §titné zlazy
v téhotenstvi

Diagnostika poruch funkce §titné Zlazy se provadi nej-
Castéji pomoci dvou laboratornich marker TSH a FT4. Sta-
noveni TSH je zakladni vySetifovaci metodou pro posouzeni
funkéni poruchy stitné zlazy. Stanoveni FT4 umoziuje zjistit
mnozstvi biologicky dostupného tyroxinu pro téhotnou zenu
i jeji plod a neni ovlivnéno koncentraci vazebnych proteind
@4, Hladina FT4 je ovlivnéna dostatecnym mnozstvim jodu
ataké délkou téhotenstvi. Anti-TPO protilatky jsou markerem
autoimunitniho procesu probihajiciho ve §titné zlaze a jejich
stanoveni je diagnosticky i prognosticky velmi vyznamné.
Pritomnost anti-TPO protilatek v t€hotenstvi také naznacuje
nebezpeci vyskytu poporodni tyreoiditidy, proto je vhodné to-
to vysetreni provést soucasné se stanovenim TSH a FT4(9),

Jodurie

Vhodnym biomarkerem pro stanoveni saturace jédem
v populaci je stanoveni koncentrace jodidového aniontu
v moci (jodurie), které mlze eventualné slouzit i k vylouceni
intoxikace jédem jako pficiny hypertyre6zy. Nejuzivanéjsi la-
boratorni metodou pro stanoveni jodurie je Sandellova-Kol-
thoffova metoda zalozena na fotometrickém stanoveni Ce?*
iontd, které vznikaji v redox systému Ce**/As®* katalytickym
pusobenim jodidovych aniontli. Fotometrickému stanoveni
pfedchazi mineralizace vzorku v kyselém prostredi. Metoda
je Casové naroc¢na, nepfilis vhodna do soucasnych klinickych
laboratofi. Stanoveni jodurie neni béznou metodou a suple-
mentace jodem je tak vySetifovana jen vyjimecné®@®,

Stanoveni hormon( stitné zZlazy a TSH

K vysSetfovani koncentraci tyreoidalnich hormoni se béz-
né pouzivaji imunoanalyticka stanoveni. Rozdilna kvalita po-
uzivanych protilatek, nastaveni metody na automatickém
analyzatoru a odlisné vyrobni postupy mohou vést k tomu,
Ze analytické soupravy jednotlivych vyrobct in vitro diagnos-
tiky (IVD) poskytuji Casto nesrovnatelné vysledky. Imunoana-
lyza mize byt také ovlivnéna zkfizenymi reakcemi s podob-
nymi slou¢eninami nebo metabolity.

Naproti tomu kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (LC/MS/MS) nabizi vyrazné zlep-
Seni specificity a senzitivity stanoveni tyreoidalnich hor-
monu v porovnani s konvenénimi imunoanalytickymi meto-
dami a pravdépodobné se v blizké dobé stane diagnostickym
standardem®@). Pfi stanoveni FT4 referen¢nim postupem je
pro oddéleni volné formy tyroxinu od vdzané pouzivana rov-
dou, ktera byla zvolena i jako referen¢ni metoda pro stanove-
ni tyroxinu se ukazala metoda LC/MS/MS s izotopovou diluci
(ID). V soucasné dobé testujeme postup stanoveni systé-
mem LC/MS/MS bez zvlastni extrakce pouze po odstranéni
vazebnych proteint. Imunoanalyza a tandemova hmotnostni
spektrometrie poskytuji vysledky, které neni mozné zaméno-
vat. Tyto rozdily jsou nejvétsi ve vySsich koncentracich. Ze
srovnani IA a MS/MS metod plyne, Ze imunoanalyza nema
dostate¢nou specificitu a také byva ¢asto ovlivnéna nékte-
rymi interferujicimi latkami — od zménénych vazebnych pro-
teinl po nespecifické heterofilni protilatky typické pro tého-
tenstvi. Nevyhodou pouziti MS/MS je pozadavek zkusené
a vyskolené obsluhy. Navic rychlost odezvy neni pfilis vyso-
ka a doba zdrzeni vzorku v laboratofi je také mnohem delsi
nez u imunoanalyzy®@®,

Stanoveni referencnich intervall pro parametry
funkce stitné zlazy v téhotenstvi

Fyziologické zmény stitné zlazy v téhotenstvi a ptisobeni
vysokych hladin hCG jsou pfi¢inou nezbytnosti stanoveni re-
ferencnich interval( v téhotenstvi. Zasadni je spravné a vcéas
identifikovat v téhotenstvi Zeny, které by mély potencialné
uzitek z nasazeni IéCby. Referenéni hodnoty TSH v gravidité
se lisi v zavislosti na laboratornich metodach a existuji roz-
dily mezi rGznymi populacemi. Na zakladé vysledk mnoha
svétovych pracovist je tfeba konstatovat, Ze neni mozné po-
uzivat jediné obecné platné referencni intervaly pro tyreoidal-
ni parametry v téhotenstvi®.

Podle doporuceni IFCC by mély byt referencni intervaly za-
loZzeny na stanoveni 2,5 a 97,5 percentilu v populaci s dosta-
tec¢nym jodovym zasobenim®@. Stanoveni neparametrického
cut-off by mélo byt provedeno v dostate¢né velké, neselek-
tované populaci zdravych kontrolnich osob. U TSH a nékdy
i u FT4 existuje vysoka interindividualni variabilita a Sikmé
rozlozeni jejich hladin ve skupiné téhotnych. Pokud se jedna
o stanoveni referencnich intervall pro TSH a FT4, je potieba
vybrat téhotné Zeny, u kterych jsou vylouceny faktory stimu-
lujici nebo inhibujici funkci §titné zlazy. Preferovana je popu-
lace anti-TPO negativnich zen bez osobni ¢i rodinné historie
poruch stitné Zlazy a dalSich faktord, jako je uzivani nékte-
rych Iékd nebo vicecetné téhotenstvi.

RGzni autofi publikuji pomérné Sirokou skalu referenénich
interval pro TSH a FT4 béhem ¢asného téhotenstvi vypoci-
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tanych dle mezinarodnich doporuceni z dostate¢né velkych
skupin anti-TPO negativnich Zen®'323%_ Horni hranice pro
TSH je uvadéna od 2,15 do 4,68 mU/I.

Klinicky je vyznamny fakt, Ze pfi pouziti nevhodnych limitd
by dochazelo ke zbytecné |é¢bé eutyreoidnich zen, pfipad-
né nedostatecné 1écbé pfi pouziti referencnich intervald pro
mezi vysledky ziskanymi rozdilnymi komerénimi soupravami
nejsou velké rozdily, pfi porovnani referencnich intervall pro
téhotnou populaci jsou rozdily pomérné znacné, jak je moz-
né vidét i v tabulce 1 shrnujici referenéni intervaly stanovené
rlznymi pracovisti v Evropé, Asii i USA a zahrnujici i rozdily
mezi rasové odlisnymi populacemi®.

Svétova doporuceni Endocrine Society®, American Thy-
roid Association (ATA)(" a European Thyroid Association
(ETA)@) uvadi, Ze trimestr specifické referencni intervaly by
mély byt stanoveny v kazdém diagnostickém centru. Pokud
to neni mozné, Ize pouzit postup uvedeny v tabulce 2.

Screening poruch stitné zlazy

VSeobecny screening tyreopatii v téhotenstvi je dlouho-
dobé kontroverznim tématem. Hlavni rozpory jsou v roz-
sahu screeningu (vSeobecny nebo cileny na rizikové sku-
piny)“54672 'V priibéhu pokracujicich diskusi se odbornici
priklanéji k véeobecnému screeningu stale ¢astéji”. Pro
vySetieni funkce S§titné zlazy jsou navrhovany tfi séro-
vé markery TSH, anti-TPO protilatky a FT4, pficemz kazdy
Z nich pfindsi jiné informace. Screening tyreopatii by mél
byt proveden u v§ech zen nejpozdéji v prvnim trimestru gra-
vidity. Za predpokladu suplementace vSech téhotnych zen
jodem (100 mg denné) a s prihlédnutim k ekonomickym as-
pektlim se pro téhotensky screening jevi jako nejvyhodné;jsi

minimalni kombinace TSH a anti-TPO protilatek®®. Osetfu;ji-

ci gynekolog by mél u vSech téhotnych zen zhodnotit riziko-

vé faktory, uvedené dale, a pfi pozitivité kteréhokoliv z nich

provést vysetieni TSH a anti-TPO.

Rizikové faktory tyreopatie v téhotenstvi:

— Tyreopatie v osobni nebo rodinné anamnéze

— Vék nad 30 let

— Priznaky tyreoiddlni dysfunkce nebo struma

— Pozitivni anti-TPO

— DM 1. typu nebo jiné autoimunitni onemocnéni

— Potrat, infertilita nebo pfedcasny porod v anamnéze

— Ozéreni hlavy a/nebo krku v anamnéze

— ZAvazna obezita s BMI = 40 kg/m?

- Uzivani amiodaronu, lithia, aplikace cytokinl, nedavna
aplikace jodového rtg. kontrastu

- Zena Zije v oblasti se stfednim &i tézkym jodovym defici-
tem

Doporuceni Americké tyreoidologické spolecnosti (ATA)
navrhuji cileny screening pouze u rizikovych skupin Zzen(?,

U Zen s nové zachycenou hypotyredzou, Zen jiz dfive |éCe-
nych pro hypotyre6zu, eutyroidnich Zzen s pozitivhimi TPO-
Ab léCenych euthyroxinemickou Ié¢bou nebo eutyroidnich
zen s pozitivnimi TPOAb neléCenych se provadi kontroly
TSH v 5. - 6., 10, 14, 20., nékdy 30. tydnu gravidity a pak
po Sestinedéli a podle toho se upravuje nebo i zahajuje 1é¢-
ba levotyroxinem. Tyto kontroly obvykle provadi endokrino-
log. U Zzen s hypertyreézou kromé TSH se monitoruje FT4
ve stejnych intervalech jako u hypotyredzy. ZvySenou péci
v pribéhu 1. roku po porodu vyzaduji Zeny s pozitivnimi
TPOAb kvlli moZnosti vyvoje poporodni tyreoiditidy. Téhot-
né Zeny s eutyreoidnimi hladinami TSH i FT4 maji v pfipadé

Tabulka 1. Referencni intervaly pro TSH béhem prvniho trimestru téhotenstvi vypocitané dle mezinarodnich doporuceni u anti-TPO

negativnich Zen (upraveno dle Medici 2015)@%

e s i

Bestwick et al., Itlie 2014 (35) AutoDELFIA 5505 <16 1,70 0,04 - 3,19
Bestwick et al., UK 2014 (29) Advia Centaur, Siemens 16334 <16 1,11 0,06 - 3,50
Bocos — Terraz et al., Spanélsko 2009 (36) Architect Abbott 481 <14 0,94 0,41 - 2,63
Gilbert et al., Australie 2008 (30) Architect Abbott 1817 9-13 0,74 0,02 -2,15
Hadow et al., USA 2004 (31) Immulite 2000, Siemens 1126 8-13 1,00 0,08 - 3,61
Lambert-Messerlian et al., USA 2008 (37) Immulite 2000, Siemens 8351 T1 1,00 0,12 - 3,37
La'ulu a Roberts, USA 2011 (38) Architect Abbott 2172 10-13 0,94 0,02 - 2,69
Li et al., Cina 2014 (39) Cobas Elesys 601, Roche 640 7-12 1,47 0,10 - 4,34
Ménnisto et al., Finsko 2011 (40) Architect Abbott 4333 T1 1,11 0,08 - 3,54
Medici et al., Holandsko 2011 (41) Vitros ECI Ortho c clinical diag. 5186 8-18 1,30 0,03 - 4,04
Pearce et al., USA 2008 (42) Advia Centaur, Siemens 585 <14 1,10 0,04 - 3,60
Quinn et a., Rusko 2005 (43) AxSYM Abbott 380 T1 1,66 0,09 - 4,67
Springer et al., Ceska republika 2009 (44) Advia Centaur, Siemens 4337 9-11 1,21 0,06 - 3,67
Stricker et al., Svycarsko 2007 (29) Architect Abbott 575 6-12 0,95 0,07 - 2,82
Vaidya et al., UK 2007 (45) Modular E 170, Roche 1089 <12 1,08 0,14 - 3,19

T1 - 1. trimestr téhotenstvi

Tabulka 2. Rozhodovaci meze pro pozitivni kombinovany tyreoidalni test v gravidité

Test je pozitivni, je-li alespor jeden z parametr( (TSH, TPOAb a FT4) mimo referencni interval specificky pro graviditu v dané laboratofi. Nejsou-li spe-
cifické referencni intervaly k dispozici, jsou za pozitivni povaZovany nésledujici hodnoty:

- hodnota TSH vétsi nez horni limit referen¢niho intervalu metody ponizeny o 0,5 mU/I nebo hodnota TSH nizsi nez 0,1 mU/I

- hodnota TPOADb vyssi, nez je dvojnasobek horniho limitu udavaného vyrobcem

- hodnota FT4 mimo referencni interval udavany vyrobcem
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pozitivity anti-TPO protilatek asi 50% pravdépodobnost, ze
se u nich rozvine poporodni tyreoiditida, ktera prejde v trva-
lou hypotyreézu v 25 - 30 % pfipadd.

Zkusenosti z Ceské republiky

V Ceské republice se uz v roce 2006 objevilo Usili o zave-
deni vSeobecného vySetiovani Stitné zlazy v téhotenstvi. Od
té doby se uskutecnilo mnoho studii, pficemz vSechny do-
spély k zavéru, ze mezi téhotnymi Zenami jsou tyreopatie,
zvlasté autoimunitni, velmi rozs§irené#44849.50),

V letech 2009 - 2010 jsme provadéli pilotni studii podpo-
rovanou VSeobecnou zdravotni pojiStovnou ve 13 ¢eskych
regionech s dobrym laboratornim i endokrinologickym zaze-
mim. Cilem projektu bylo zjistit prevalence tyreopatii a tyre-
oidalnich autoimunit u téhotnych Zen a stanovit optimalni
kombinaci a vytéznost diagnostickych testt. Odbér krve byl
spojen s vySetfovanim provotrimestralniho testu pro stano-
veni rizika vyvoje plodu s Downovym syndromem (9. — 13. ty-
den téhotenstvi). VSechny tfi testy TSH, FT4 a anti-TPO by-
ly vySetfeny celkem u 2 937 Zen. Vysledky ukazaly, ze 18 %
asymptomatickych zen mélo alespon jeden patologicky na-
lez ve vySetfovanych parametrech. Hypertyreéza byla pro-
kdzana u 0,5 % Zen, dalsi sniZzené hladiny byly zplsobeny vy-
sokou hladinou hCG. Hypotyre6za dana zvySenou hladinou
TSH a/nebo snizenou hladinou FT4 se projevila u 7,8 % zen.
Vyznamna hypotyroxinémie byla nalezena ve 3,7 % pfipadu.
TPOAD pozitivitu mélo 8,9 % vSech zen. V roce 2012 jsme ty-
to vysledky potvrdili Sirsi studii, ktera zahrnula 5223 téhot-
nych zen®*5)_ Projekt ved| k zavériim, Ze provadéni véeobec-
ného screenigu by mélo byt v nasi republice velmi vyznamé
doporuceno. Navic se potvrdilo, Ze je mozné vytvorit v repub-
lice sit endokrinolog(, ktefi jsou ochotni pfijmout téhotnou
do své ordinace béhem jednoho tydne.

Stanoveni markert funkce stitné zlazy riznymi
analytickymi systémy

Osetrujici Iékar by mél mit prehled o tom, jaky imunoanaly-
ticky system vyuziva jeho laboratof a zda ma stanovené spe-
cifické referencni intervaly pro téhotenstvi alespon pro TSH.
Vroce 2014 jsme stanovili referenéni intervaly pro TSH a FT4
v prvnim trimestru téhotenstvi. Kontrolovali jsme hladinu an-
ti-TPO protilatek, zda je mozné pouzivat cut-off doporuceny
vyrobcem reagencii®?. VysSetfovana skupina zahrnovala 216
téhotnych zen v 9. — 13. tydnu téhotenstvi, které potvrdily, ze
nemaji v osobni ani rodinné anamnéze tyreopatii. Stanovili
jsme hladinu TSH, FT4, a TPOAb v séru soucasné na sedmi
odlisnych imunoanalyzatorech, které reprezentuji celosvé-

tové nejuzivanéjsi systémy. Pro TSH a FT4 jsme stanovili
95% referencni interval (2,5 — 97,5 percentilu) za pouziti pa-
rametrického pfistupu; pro TPOAb jsme stanovili limit pozi-
tivity jednoduchou neparametrickou metodou (95. percentil
véech hodnot). Standardizace stanoveni TPOAb je nemozna,
proto by bylo vhodnéjsi vyjadfovat vysledek stanoveni téchto
protilatek jako TPOAb-pozitivni nebo TPOAb-negativni. Spo-
le¢nou hodnotu neni mozné stanovit.

V tabulce 3 je prehled vysledk( pro véech sedm analytic-
kych systému.

Zavery

Poruchy §titné Zlazy v téhotenstvi jsou Casté a predstavu-
ji hlavni epidemiologické riziko tykajici se souc¢asného a bu-
douciho téhotenstvi, stejné jako vyvoje déti. Téhotné zeny se
snizenou funkéni rezervou kvdli jodové insuficienci nebo au-
toimunité stitné zlazy nemohou potiebné zvysit produkci hor-
monu Stitné Zlazy a vyvine se u nich subklinicka nebo zjev-
na hypotyreéza.

Spojeni mezi zjevhou hypotyreézou, gynekologickymi
komplikacemi a poruchami neuropsychologického vyvoje
déti bylo jasné stanoveno, proto je Ié¢ba levotyroxinem vse-
obecné doporucena. Manifestni hypotyredza postihuje mini-
malné 0,4 % téhotnych zen. PFi pfepoctu na populaci 10 mi-
liond obyvatel se 100 000 porody roc¢né, Ize konstatovat, ze
400 novorozencl ro¢né je ohrozeno vaznymi neuropsycho-
logickymi komplikacemi.

Screening tyroidalnich dysfunci by mél byt v ¢asné fazi
téhotenstvi provadén minimalné u rizikové populace, i kdyz
mnohé autority se pfiklanéji ke screeningu v§eobecnému.
Stanoveni TSH a anti-TPO protilatek neni ndro¢né a lécba le-
votyroxinem neni drahd. Vyznamné je uzivani specifickych
referencnich intervall pro TSH v téhotenstvi.

Na lécbu subklinické formy tyreopatii v téhotenstvi se na-
zory odbornik(l rozchazeji. Nékteré celosvétové uzivané imu-
noanalytické systémy poskytuji odlisné vysledky a tim i refe-
rencni intervaly jsou vzajemné nesrovnatelné. Neni mozné
pouzivat jednotnou rozhodovaci horni mez pro TSH.

Na zakladé mnoha studii je zfejmé, ze téhotné anti-TPO
pozitivni Zeny by mély byt sledovény v pribéhu téhotenstvi
kvdli riziku rozvoje hypotyredzy, proto je doporuceno vyset-
fovat kromé TSH také anti-TPO protilatky, at uz jde o scree-
ning univerzalni nebo cileny na rizikovou skupinu zen. Riziko
rozvoje poporodni tyreoiditidy u anti-TPO pozitivnich Zen je
podlozeno dostatecnym mnozstvim studii. Naproti tomu ri-
ziko neplodnosti, potratu, pfed¢asného porodu a vrozenych
vad u plodu si zasluhuje jesté podrobnéjsi potvrzeni.

Tabulka 3. Referencni intervaly pro TSH, FT4 a TPOAb stanovené souc¢asné na sedmi rozdilnych analytickych systémech v jednom sou-

boru 216 zdravych téhotnych Zen v 9. — 13. tydnu téhotenstvi®?

Analyticky systém FT4 (pmol/l) TSH (mU/I) TPOAb (ku/l)

Architect i2000SR, Abbott 14,41 11,76 - 17,7 1,37 0,22 -3,27 9 11,2
UniCel DxI 800 Beckman Coulter 10,43 8,13-13,2 1,33 0,20 - 3,23 0,7 7,6
Immulite 2500 Siemens 12,95 10,44 - 16,39 1,16 0,17 -2,83 5 16,7
Advia Centaur Siemens 14,59 11,83 - 18,37 1,39 0,22 -3,34 7 54
Modular E170 Roche 14,66 11,49 - 18,62 1,56 0,25 - 3,81 33 20,1
AIA 2000 Tosoh Bioscience 134 9,97 - 17,25 1,09 0,18 -2,78 57 7
RIA/IRMA Immunotech Beckman Coulter 15,18 12,31 - 18,67 1,53 0,25 - 3,91 0,26 14
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V Ceské republice byla prokazéna proveditelnost vSeobec-
ného screening poruch funkce §titné zlazy s moznosti na-
sledné endokrinologické péce. VSeobecny screening autoi-
munitni tyreoiditidy je doporuéen Ceskou endokrinologickou
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Chorangioza placenty — postihnutie placenty nejasnej etiologie
(kazuistika a prehlad sucasného poznania)

Kristina Miku$-Kuracinova', Zuzana Cierna'?, Andrea Janegova'

Ustav patologickej anatomie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
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3Patologicko-anatomické oddelenie, Fakultna nemocnica Trnava

Chorangiéza je placentarna vaskularna lézia postihujica choriové klky, sprevadzanda vzostupom poctu ciev. Etio-
I6gia chorangiozy nie je uplne znama. Najviac uznavana hypotéza vsak predpoklada suvis s dlhotrvajlcim sta-
vom hypoxie v placente. Je to zriedkavé ochorenie asociované s roznymi fetalno-maternalnymi a placentarnymi
zmenami. CastejSie sa vyskytuje aj v stvislosti s preeklampsiou, hypertenziou alebo diabetom mellitom u mat-
ky. Opisujeme pripad 23-ro¢nej zeny s potratom v 25. tyzdni gravidity a s ndlezom anomalie pupoc¢nika a choran-
giozy placenty.

Kldcové slova: chorangidza, placenta, vaskularizacia klkov

Chorangiosis of Placenta - Disorder of Unclear Etiology (Case Report and Overview of Current Knowledge)

Chorangiosis is a placental vascular lesion affecting chorionic villi, accompanied by a rise in the number of ves-
sels. The etiology of chorangiosis is not fully known. However, the widely accepted hypothesis is related to the
long-term placental hypoxia. It is a rare disease associated with various feto-maternal and placental changes. It
is also quite common in pre-eclampsia, hypertension, or diabetes mellitus in the mother. We are describing the
case of a 23 year old woman with an abortion in the 25th week of pregnancy and with finding of umbilical anom-

aly and placental chorangiosis.

Key words: chorangiosis, placenta, chorionic villi vascularisation
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Uvod

Za fyziologickych okolnosti zachytime na reze terminal-
nym klkom placenty 2 — 5 cievnych priestorov. Vilézna hyper-
vaskularita je charakterizovand zvySenym poctom cievnych
priestorov, nesuvisiacich s ich dilataciou ani venostazou.
V roku 1984 Altshuler definoval kritéria pre chorangiézu ako
mnohopocetné kapilarne vaskularne kl'u¢ky v koncovych kl-
koch placenty s nalezom minimalne 10 cievnych limenov
v 10 klkoch v 10 neinfarktovych plochach placenty hodno-
tenych pri zvacseni objektivu 10x v 3 a viacerych kotyledé-
noch®,

Incidencia chorangidzy stipa so zvysujicim sa Stadiom
gravidity®. Abnormality cievneho zasobenia placentarnych
klkov tvoria heterogénnu skupinu chorobnych zmien placen-
ty, vyzadujucu pozorny pristup pri hodnoteni a interpretacii
patolégom.

Kazuistika

Opisujeme pripad 23-roc¢nej prvorodicky, u ktorej doslo
v 25. tyzdni tehotnosti k abrupcii placenty s naslednym po-
tratom mrtveho plodu. Makroskopicky bola placetna prekr-
vadcana s retroplacentarnou krvnou zrazeninou, rozmerov
14 x 12 x 2,5 cm a hmotnosti 222 g. Pupo¢nik odstupoval
centralne, na reze boli pritomné dve cievy.

V mikroskopickom naleze sme pozorovali zvacsené kl-
ky s pocetnymi cievami (10 a viac na jeden klk). Imunohis-
tochemickym vySetrenim s pouzitim endotelového marke-
ra CD34 sme potvrdili zmnozenie malych cievnych l[imenov

v jednotlivych klkoch. Na zaklade histologického a imuno-
histochemického ndlezu bol ndlez uzavrety ako chorangi6za
placenty s nalezom dvojcievneho pupocnika.

Diskusia

Chorangiéza je vaskularna zmena placenty s nejasnou
etiolégiou. Definovand je nalezom minimalne 10 cievnych
[imenov v 10 klkoch v 10 neinfarktovych plochach placen-
ty hodnotenych pri zvac¢seni objektivu 10x v 3 a viacerych
kotyleddnoch ™. Aj ked' pévodné kritéria hovorili o hodnote-
ni v terminalnych klkoch, boli neskér upravené vzhladom na
skutocnost, Ze je prakticky nemozné odlisit hypervaskular-
ne terminalne klky od hypervaskularnych zrelych intermedi-
alnych klkov®.

Za fyziologickych okolnosti obsahuju zrelé terminalne ki-
ky placenty zvy&ajne 2 — 5 kapilar, ktoré st dilatované a vypl-
naju cast klku®. Placenta zohrava kltG¢ovu Ulohu v transporte
plynov medzi materskou a fetalnou cirkulaciou. Formovanie
a vznik novych kapilar v placente prebieha dvoma mechaniz-
mami v zavislosti od gestacného veku plodu. V skorom §ta-
diu prvého trimestra vznikaju kapilary vaskulogenézou, vytvo-
renim endotelovych progenitorovych buniek — angioblastov
v extraembryondlnom mezoderme. V neskorsich stadiach
tehotnosti vznikaju kapildry angiogenézou z uz existujicich
ciev®, Placenta je za normalnych okolnosti vysokovaskulari-
zované tkanivo, dizka kapilarnej siete normalnej placenty je
odhadovana na 550 km®),
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Spustenie obidvoch procesov novotvorby ciev zavisi od
pbésobenia viacerych rastovych faktorov, s nenahraditelnou
Ulohou rastového faktora pre endotel (VEGF), ktory sa uvol-
nuje z mezenchymalnych aj trofoblastovych buniek vplyvom
roznych stimulov vratane hypoxie. Predpoklada sa, ze pla-
centa ma schopnost adaptacie na nepriaznivé okolnosti pro-
stredia a je schopna zvysit kapacitu vymeny plynov dolezitu
pre vyvoj plodu. Placenta sa takto moze prisposobit napri-
klad hypoxickym podmienkam u obyvatelov v extrémnych
nadmorskych vyskach prostrednictvom vaskularnej hyper-
plazie v koncovych choriovych klkoch®,

Etiologicky sa preto uvazuje najma o vyzname hypoxie
v etioldgii chorangidzy®?). Toto tvrdenie by mohli podporovat
prave poznatky o patofyzioldgii tvorby placentarnych ciev.
Tato hypotéza vSak nebola nikdy jednoznacne potvrdena.
V sulade s touto hypotézou je vysSia incidencia chorangié-
zy u zien zijucich vo vyssich nadmorskych polohach a u Zien
s tazkymi anemickymi poruchami®'9. Iné stdadie vSak signifi-
kantnu spojitost medzi hypoxiou a vznikom chorangiozy ne-
naslii®, Zda sa, Ze zmnozenie kapilar nevyhnutne nezvysu-
je schopnost placenty zabezpecit vymenu kyslika(?.

Chorangio6za je Casto asociovana s roznymi fetalno-mater-
nalnymi a placentarnymi zmenami, ako su ndlezy pupocniko-
vych abnormalit vratane pritomnosti len jednej umbilikalnej
artérie® aj vrodenych vyvojovych chyb srdca plodu®®. Cas-
tejSie sa vyskytuje v suvislosti s preeklampsiou, hyperten-
ziou alebo diabetom mellitom u matky, kde sa dava do suvis-
losti so zmenami produkcie VEGF(. Tieto stavy su spojené
s0 zvySujucou sa fetdlnou a neonatalnou morbiditou aj mor-
talitou. Zda sa vsak, Ze chorangidza tu predstavuje skor
vedlajsi ndlez, ktory vznika ako nasledok choroby matky. Ri-
zikovym faktorom je aj fajcenie (9. Jedna z dalsich pricin
vzniku chorangiézy moze byt aj hyperkapilarizacia spojena
so vzostupom tlaku ako ndsledok obstrukcie pupocnikovej
Zily19. Mozny je aj geneticky alebo environmentalne ziskany
nesulad medzi rastovymi faktormi'”?. Opisana je i kazuistika
chorangiézy asociovana so zvySenou hladinou choriogona-
dotropného horménu (hCG) v sére matky v neskorSom sta-
diu tehotnosti®.

Problém v diferencidlnej diagnostike moze predstavo-
vat venostaza placenty spojena s dilataciou ciev bez zvyse-
nia ich po¢tu. Samotna ischémia tkaniva taktiez moze viest
k zmenam klkov v podobe ich ,zo$uverenia“ (shrinkage), kto-
ré stazuju hodnotenie vaskularizacie a mézu viest k jej nad-
hodnoteniu®. Imunohistochemické farbenie endotelovych
markerov CD31 a CD34 umoznuje lepsSie a presnejSie hod-
notenie poctu kapilar v porovnani so standardnym farbe-
nim hematoxylinom a eozinom. Problém pri hodnoteni moé-
Ze spoOsobovat aj kolaps ciev po poérode, ¢asto v suvislosti
s nevhodnou fixaciou placenty®.

Délezité je aj odliSenie chorangiézy od chorangiému
a chorangiomatézy. Chorangiom predstavuje dobre ohrani-
¢ené lozisko vyrastajuce z kmenového klku, podobajice sa
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kapilarnemu hemangiému. V postihnutych klkoch docha-
dza k proliferacii kapilarnych Struktur, pritomné su endote-
lové bunky, pericyty aj myofibroblastové stromalne bunky®@.
Cievne Struktury pri chorangiomatdze maju hrubd stenu ob-
sahujucu hladkosvalové bunky pozitivne na aktin s podpor-
nym tkanivom tvorenym zvySenym mnozstvom kolagénu, pri-
¢om nie su viazané len na termindlne klky, ale obklopuju aj
vacsie cievy v kmenovych klkoch(®). Kapilary su taktiez ohra-
ni¢ené kontinudlnou vrstvou pericytov pozitivnhych na Speci-
ficky svalovy aktin, na rozdiel od chorangidzy, kde pericyty
netvoria kontinualnu vrstvu okolo kapilar®®. Celkovo mozno
povedat, Ze vSetky placenty s chorangiézou st fokalne hyper-
vaskularne, ale nie vSetky hypervaskularne placenty vznikaju
v dosledku chorangiézy.

Opisuje sa, Zze chorangiém a fokdlna alebo segmentalna
chorangiomatdza su CastejSie pritomné v 32. — 36. tyzdni
tehotnosti. Multifokdlnu chorangiomatézu pozorujeme uz
v gestacnom veku niz§om ako 32. tyzden. Incidencia choran-
gidzy je nizka v 2. trimestri a stipa v 3. trimestri, s maximom
vyskytu v neskorsich stadiach tehotenstva®?". Viaceri autori
opisali, ze chorangidza, ktora vznika v poslednych stadiach
tehotenstva a nie je sprevadzand inym patologickym stavom,
nevplyva negativne na vyvoj plodu ani na priebeh gravidity®.

Zaver

Celkova vaskularizacia klkov placenty stipa so Stadiom
gravidity. Predpoklada sa, ze chorangi6za vyskytujica sa bez
nalezu inych priznakov hypoxie, fetdlnej alebo maternalne;j
hypoperfluzie nepredstavuje riziko pre tehotnost ani ju jed-
noznacne nemozno povazovat za pri¢inu potratu alebo inych
komplikacii tehotnosti. Naopak, r6zne choroby matky mézu
zvySovat pravdepodobnost nalezu chorangidzy, ktora by tak
mohla predstavovat skor faktor adaptécie placenty na zhor-
Sené podmienky prostredia. Napriek v§etkym teéridm ostava
pri¢ina vzniku chorangidzy neznama. Jej nalez pri histologic-
kom vysetreni placenty by mohol napomoct v Gzkej spolupra-
ci patoldga a gynekoldga pérodnika pri odhaleni choréb mat-
ky, ktoré mozu komplikovat tehotnost.
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Novinky, nazory a pohlady

Potencial novej generacie sekvenovania pri skriningu Lynchovho
syndromu

Ondrej Pos, Maria HarSanyova, Tomas Szemes
Vedecky park Univerzity Komenského, Bratislava

Lynchov syndrém je najcastejSou pricinou dedi¢nej formy kolorektalneho karcinému, ktory ma celosvetovo naj-
vacsiu incidenciu prave v slovenskej populacii muzov. Molekularne metody, ktoré sa v sticasnej klinickej praxi
na Slovensku vyuzivaju pri vySetrovani Lynchovho syndrému, maju viacero limitacii, preto nie vzdy su spravne
diagnostikovani vSetci pacienti. Viaceré studie naznacuiju, ze pre skrining Lynchovho syndromu maju velky po-
tencial sekvenacné technoldgie novej generacie. Pri testovani tato metdda preukazala vysoku senzitivitu i efek-
tivitu a odporuca sa jej zavedenie do klinickej praxe, pretoZe by mala zlepsit vysledky pacientov a poméct sys-
tému zdravotnej starostlivosti.

Klacové slova: Lynchov syndrém, kolorektalny karcindm, sekvenovanie novej generacie

Potential of next generation sequencing in screening of Lynch syndrome

Lynch syndrome is the most common cause of hereditary colorectal carcinoma and the population of males
in Slovakia have the highest incidence worldwide. Molecular methods used for examining of Lynch syndrome
in current clinical practice in Slovakia have several limitations. Therefore, some patients are not always correct-
ly diagnosed. Several studies suggest that next generation sequencing has significant potential for screening
of Lynch syndrome. This method showed high sensitivity and efficiency, and its implementation into clinical prac-

tice is recommended as it should improve outcomes of patients and optimize health care system.
Keywords: Lynch syndrome, colorectal cancer, next generation sequencing
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Lynchov syndrom

Lynchov syndrom (OMIM: #120435) (LS) je autozomalne
dominantné dedi¢né ochorenie spdsobené heterozygotnymi
zarodo¢nymi mutaciami v génoch mutL homolog 1 (MLHT1),
mutS homolog 2 (MSH2), mutS homolog 6 (MSH6) a PMS1
homolog 2 (PMS2), ktoré sa podielaju na DNA mismatch
opravach (MMR; mismatch repair). Okrem uvedenych muta-
cii vSak boli opisané mutacie v géne pre adhezivnu molekulu
epitelialnych buniek (EPCAM), ktoré spésobuju epigeneticky
silencing susediaceho MMR génu MSH2 (graf 1). MMR je
evolu¢ne konzervovany proces, ktory opravuje chyby sposo-
bené DNA polymerazou pocas replikacie genomu®. Mutécie
v génoch pre MMR spdsobuju poruchy mismatch opravného
systému, vysledkom ¢oho je akumulacia spontannych muta-
cii v DNA®, Genetické analyzy ukazali, Ze u pacientov s LS je
vysoka frekvencia inzeréno/dele¢nych mutacii, ktoré vznika-
ju v jednoduchych sekvenénych opakovaniach (mikrosateli-
toch). Obvykle sa tieto mutacie prejavuji ako zmeny v dizke
kratkych sekvencnych opakovani DNA, Co je fenomén znamy
tiez ako mikrosatelitova instabilita (MSI)®.

LS sa prejavuje ako predispozicia na rézne typy rakovi-
ny. Pacienti s tymto syndrdmom maju vyrazne zvysené rizi-
ko rozvoja kolorektalneho karcindmu, rakoviny endometria,
ale aj inych nadorovych ochoreni vratane rakoviny zaludka,
vajecénikov, tenkého creva, mocovych ciest a inych (graf 2)
8, Na oznacenie tohto syndrému sa od roku 1984 zacal po-
uzivat nazov hereditarny nepolyp6zny kolorektalny karcinom,
tento termin sa v§ak povaZuje za nespravny, ked'ze sucastou

LS mo6zu byt nadory z mimocrevnych oblasti®. LS je hlav-
nou pri¢inou dedi¢nej formy kolorektalneho karcinému, kto-
ry patri medzi najCastejSie priCiny umrtia. Populacné udaje
z roku 2012 ukazali, Ze tento typ karcindmu je tretim najcas-
tejSim rakovinovym ochorenim a prave slovenska populdcia
muZov ma najvacsiu incidenciu tohto ochorenia na svete®.,

Diagnostické postupy

Na identifikaciu rodin s rizikom LS sa vyuZzivaju amster-
damské kritéria a revidované bethesdské smernice, ktoré su
zalozZené na poznatkoch o rodinnej anamnéze a veku v Case
stanovenia diagndzy®. Pacienti, ktori spifiaju tieto kritérid, st
odporuceni na analyzu MSI v nadorovom tkanive prostred-
nictvom molekularnych metéd ako PCR a imunohistochémia
(IHC)®. Princip IHC spociva v znaceni MMR proteinov pomo-
cou protilatok. Ak je nadorové tkanivo malo zafarbené, zna-
mena to, Ze vo vzorke je nedostatok MMR proteinov a pouka-
zuje to na pritomnost mutécie v prislichajicom MMR géne.
Limitaciou IHC metddy su patologické mutacie, ktoré doka-
Zu znefunkcnit kddovany protein bez toho, aby ovplyvnili je-
ho antigenicitu. V takomto pripade vznikne faloSne pozitivny
vysledok a pre spravnu interpretaciu je potrebna analyza po-
mocou PCR(%. Na stanovenie stupria MSI pomocou PCR sa
vyuZziva analyza dvoch mononukleotidovych (BAT25, BAT26)
a troch dinukleotidovych (D2S123, D5S346, D17S250) sek-
vencnych opakovani. Ak vykazuju instabilitu dva alebo viac
z tychto markerov, nador sa klasifikuje ako MSI-H (High-
frequency MSI). Ak iba jeden z markerov vykazuje instabilitu,
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Graf 1. Frekvencia mutdcii, ktoré sp6sobuju deficienciu mismatch
opravného systému u pacientov s Lynchovym syndrémom®

W MSH2
BMLH1
MSH6
PMS2

W EPCAM

nador sa radi do skupiny MSI-L (Low-frequency MSI) a ak
Ziadny z markerov nepreukaze instabilitu, tumor sa povazu-
je za stabilny (MSS; microsatellite stable). Limitaciou tejto
metddy su nadory, v ktorych sa nenahromadil dostatok repli-
kacnych poruch na to, aby boli spolahlivo detegovatelné pro-
strednictvom PCR. V takych pripadoch je potrebna analyza
pomocou IHC. Priblizne 10-15 % sporadickych CRC vykazu-
je MSI, avsak pricinou tejto instability su vacsinou metylacie
v prométore génu MLH1. Preto je potrebna analyza metylacii
v prométorovej oblasti génu MLH1. Dal$im testom je analyza
mutacie p. V60OE v BRAF géne, pretoze 50 — 68 % sporadic-
kych tumorov, ktoré vykazuju MSI, obsahuje prave tito muta-
ciu®. Viaceré studie ukazali, Ze metddy IHC a PCR je vhodné
pouzivat suc¢asne, napriek tomu vSak existuju podmienky, pri
ktorych obidve metddy poskytuju falosne pozitivne vysledky,
ktoré treba overit d'al$imi testami(121314),

Sekvenovanie novej generacie

S rozvojom sekvenacénych technoldgii sa Coraz Castej-
Sie objavuju Studie, ktoré naznacuju, ze prave sekvenovanie
novej generacie (NGS; next-generation sequencing) ma vel-
ky potencidl pre skrining LS. Vhodnym prikladom je klinic-
ky diagnosticky test ColoSeq. Je to test pre dedi¢nu formu
kolorektalneho karcinédmu, ktory deteguje jednonukleotido-
vé zameny, inzeréné, dele¢né a duplikacné mutacie v génoch
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM, APC, MUTYH. Pri testo-
vani vzoriek DNA z periférnej krvi onkologickych pacientov
a z bunkovych linii rakoviny ¢reva tato metéda preukazala
100 % senzitivitu a podarilo sa detegovat vsetky typy mu-
tacii vratane missense, frameshift, splicing mutacii, in-frame
delécii, velkych delécii a duplikacii®. Niektori pacienti vyka-
Zuju symptomy nerozoznatelné od LS, a pritom su nositelmi
patogénnych mutdcii v génoch, ktoré nie st Specifické pre to-
to ochorenie. Prostrednictvom Standardnych testov, ktoré sa
v sUucasnosti vyuzivajy, by tieto varianty neboli identifikova-
né, avSéak NGS panely dokazu detegovat patogénne varianty
aj v génoch, ktoré nie su Specifické len pre LS9,

Graf 2. Porovnanie rizika vybranych typov rakoviny v beZnej popu-
lacii s rizikom u pacientov, ktorym bol diagnostikovany Lynchov
syndrém®
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Studia Gallego et al. sa pokusila ohodnotit efektivnost
NGS panelov a porovnat ich so $tandardnymi postupmi, kto-
ré sa vyuzivaju pri diagnéze dedicnych foriem kolorektalneho
karcindmu a polyp6znych syndromov. Ukazalo sa, Ze testo-
vanie pomocou NGS panelov, ktoré obsahuju gény asocio-
vané s kolorektdlnym karcinémom a LS, je cenovo efektivne
a odporuca sa ich pouzivanie ako prvy krok na diagnostiku
tychto ochoreni®, Predpoklada sa, Ze v blizkej budicnos-
ti génové panely zaloZzené na NGS technolégii zmenia pri-
stup skriningu LSU7. Aj tato metdéda ma vSak svoje limitacie.
Ako sa ukazalo v niektorych studidch, s ¢astejSim pouziva-
nim panelového testovania bude vzrastat mnozstvo identifi-
kovanych variantov neurcitého vyznamu(8'. Je dolezité, aby
boli tieto varianty spravne anotované, preto je velkou vyzvou
vyvoj spolahlivych néstrojov na ich klasifikaciu®@.

Zaver

Statistické udaje o incidencii kolorektalneho karcinému
poukazuju na potrebu vyskumu LS na Slovensku. Doposial
na Slovensku nebola urobend Ziadna populac¢na studia, kto-
rd by identifikovala podiel kolorektalnych karcinémov vzni-
kajucich nasledkom LS a neboli ani objasnené priciny vyso-
kej incidencie tohto ochorenia v slovenskej populacii. V tejto
studii sme poukazali na potencial NGS technolégie, ktora by
mohla byt efektivnou metddou na skrining LS pacientov, pri-
¢om Udaje ziskané tymto pristupom by bolo mozné vyuZit na
vytvorenie populacnych stidii a nasledné zodpovedanie uve-
denych otazok.
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Multiomicka triangulacia alebo potencialne vyuzitie omickych analyz

v diagnostickej praxi
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Bratislava

Newslab, 2018; roc. 9 (2): 128 - 129

Pod pojmom ,genetizacia“ mediciny vo vSeobecnosti sa
da predstavit, aspon ja si predstavujem, vyuzivanie roznych
genetickych analyz zameranych na jeden gén s cielom sta-
novenia klinickej diagnézy, pripadne nasledne aj na vyber
vhodnej lieCby pre individualnych pacientov. Uznavam, ze by
sme mohli polemizovat o tom, ¢i proces postupnej geneti-
zécie mediciny za posledné desatrocia naozaj Uspesne pre-
behol aj u nds na Slovensku, z hladiska dnesného prispevku
mi vSak dovolte predpokladat, Ze ano. Naproti tomu ,geno-
mizacia“ mediciny, t. j. vyuzivanie komplexnych genomic-
kych analyz a hodnotenie celkovych genomickych informa-
cii na stanovenie klinickej diagndzy a na vyber vhodnej lieCby
a terapie, je zatial' v zacCiatkoch svojho rozmachu, a to nie-
len u nas, ale da sa povedat aj na celom svete, pricom jeho
prisfuby su celkom zaujimavé®. Zakladnym principom per-
sonalizovanej (individualizovanej) mediciny je pritom nielen
filozofické, ale aj biologické poznanie, ze kazdy jedinec/pa-
cient je individualnym fenotypom. Hlavnym ciefom ,geno-
mickej mediciny” (personalizovanej mediciny vychadzajlcej
z genomickych informacii) bududcnosti by pritom mala byt
transformacia celkovej genomickej informacie na komplex-
nu fenotypovu informdciu s cielom revolucionalizacie nielen
diagnostiky, predikcie a prevencie, ale aj terapeutickych po-
stupov zdravotnej starostlivosti.

Je viac-menej jednoznacné, Ze pri sucasnych technologi-
ach generovanie samotnych genomickych dat vo forme Cis-
tych sekvencii DNA nepredstavuje prakticky problém, a to uz
ani pre celogenémové rozmery®. Priradenie urcitej informac-
nej hodnoty a ich transformdcia do priame;j klinickej starost-
livosti zaloZenej na individudlnych predpokladoch/potrebach
pacientov vSak stale predstavuje nemalud vyzvu. Pri pouzi-
ti DNA sekvenovania, €i uz pomocou prvej generacie, alebo
niektorej masivne paralelnej verzie, je vystupom analyzy zo-
znam nukleotidov tvoriacich geném analyzovaného jedinca,
a to ako Cista sekvencia alebo ako zoznam pozicii, ktoré sa
lisia od pouzitej referenénej sekvencie. Anotdcia tychto va-
riantov je pritom zavisld od dostupnosti Specifickych infor-
macii, obsiahnutych v réznych databazach, napr. v databdze
ochoreni, databaze v§eobecnej variability genetického mate-
ridlu alebo aj databaze patogénnych variacii, pripadne pria-
mo vo vedeckych publikaciach.

V kontexte variantov s velkym klinickym efektom, ¢iZe na-
pr. v kontexte ochoreni klasicky povazovanych za monogé-
nové, sa ¢oraz CastejSie stane, ze takato analyza odhali sek-
vencné varianty so znamym klinickym efektom. D& sa teda
povedat, Ze momentalne sa nachadzame vo faze, v ktorej

existuje teoreticka a technicka moznost vyuzit ,genomické
analyzy“ na efektivnejSie dosiahnutie ,genetickych diagnéz”,
Cize diagndz, ktoré sa stanovia na zdaklade identifikacie ge-
netického variantu s velkym efektom v jedinom géne. Vyho-
da genomického pristupu v tomto kontexte pritom spociva
v tom, ze pri geneticky heterogénnych alebo pri extrémne
zriedkavych ochoreniach by bola identifikacia a charakteri-
zécia spravneho génu ,klasickymi* postupmi zdihavd, pracna
a finan¢ne pomerne ndro¢na. Pri takomto pristupe sa varian-
ty s mensim efektom, ktoré v§ak prispievaju k vyslednému
fenotypu, zatial’ najCastejSie stracaju v informac¢nom Sume.
Ak aj upustime od futuristickej predstavy naozaj komplexnej
povahy moznych buducich genomickych pristupov, v stcas-
nosti predstavuje mnohokrat problém aj zakladnd interpre-
tacia dat, kedze nielen pri celogenémovom, ale aj pri pane-
lovom sekvenovani na urovni celych exdmov alebo mensich
suborov génov sa stretdvame s kazdodennym problémom
identifikacie variantov, z ktorych sa vzhladom na chybajuce
informacie vyznamna cast klasifikuje ako varianty s nezna-
mou klinickou signifikanciou.

Implementacia personalizovanej mediciny vychadzajicej
z genomickych informacii ma teda svoje Uskalia, ani nie tak
technického, ale skoér interpretacného a translaéného cha-
rakteru. Nemézeme v$ak zabudnut na to, Ze gény poskytu-
ju ,len”instrukcie pre biologické procesy alebo Struktury, kto-
ré su vsak zabezpecené proteinmi. Tie umoznuju realizovat
dané instrukcie, pricom ako medzikrok medzi insStrukciami
a realizatormi sa vyskytuju molekuly RNA. A prave pre vel-
ky vyznam molekul RNA a proteinov, extrémny rozvoj mo-
dernych technoldgii umoznil pokroky analyzy aj tychto bio-
makromolekul, a to tiez na omickych drovniach. Masivne
paralelné sekvenovanie okrem priameho DNA sekvenova-
nia umoznuje napr. analyzy kompletnych transkriptémov. Na
druhej strane, kompletne ind, avSak nemenej vyznamna tech-
nolégia zalozena na hmotnostnej spektrometrii zabezpeci-
la bezprecedentny rozvoj technolégii umoznujicich stadium
Struktary a funkcie komplexnych protedmoy, tak na drovni
ich primarnej Struktury, ako napr. aj ich posttranslacnych mo-
difikacii zahriujucich fosforylaciu, ubikvitinaciu, glykozylaciu
atd.™. Identifikacia peptidov z generovanych profilov je vSak
pomerne ndro¢na uloha, vyzadujica velmi dobre definova-
nu databazu proteinovych sekvencii, pricom kombinacia tej-
to analyzy s transkriptémovou predstavuje pristup s velkym
potencidlom nielen z dévodu l'ahSej identifikacie peptidoy,
ale napr. aj pre extrémne dynamicku povahu transkriptému
a proteému.
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Novinky, nazory a pohlady

Vysledkom uzkeho biologického prepojenia a technolo-
gickych vymozenosti, jednym z moznych rieSeni rozsirenia
informAcii tykajucich sa efektu neznamych DNA variantov je
tzv. hibkova alebo molekularna fenotypizacia, sledujtica na-
pr. expresiu génov, idealne na drovni RNA aj na drovni pro-
teinov®. Ako sme uz spomenuli, moderné metodiky masiv-
ne paralelného sekvenovania a hmotnostnej spektrometrie
umoznuju v sucasnosti Studovat expresiu na omickych trov-
niach, Cize vo forme celogenémovych, celotranskriptémo-
vych a celoprotedmovych analyz. To poskytuje nemalu vyho-
du v pripadoch, ked vopred nepozname ciel nasho zaujmu.
Nésledné kombinatorické hodnotenie dat generovanych
omickymi analyzami uvedenych Grovni sa da nazvat ,multio-
mickou trianguldciou”, ktora umoznuje data navzajom kom-
plementovat a nasledne lepsie a presnejsie interpretovat. Pri-
rodzene ani takyto multiomicky triangulacny pristup nezaruci
definitivne odpovede vo vSetkych moznych hypotetickych
a praktickych pripadoch a stéle budu identifikované aj tazko
interpretovatelné nélezy. Je v§ak urcita pravdepodobnost, ze
tieto pripady sa stanu Coraz minoritnejSimi, najma v porovna-
ni s pristupom ¢Cisto genomickych analyz. Vysokokapacitné
omické analyzy sa prirodzene daju rozsirovat aj mimo tGrovne
opisanych troch systémov, napr. vo forme analyz epigenému,
epitranskriptomu, mikrobiomu (metagendému), metabolému,
interaktému, expozému a mnohych inych ,6mov“, z ktorych
véetky maju potencial pridat molekuldrne informacie tykaju-
ce sa konkrétneho objektu zaujmu®.
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Predstavujeme

Parazitologom z Medirexu, a. s. uverejnili odborny dokument v uznavanom
medzinarodnom casopise

Vojtech Boldis
Klinicka mikrobiol6gia, Medirex, a. s., Bratislava

Laboratéria MEDIREX GROUP poskytuju nielen rutinnd laboratérnu diagnostiku, ale nasi odbornici sa venuju aj
zlepSovaniu laboratérnej diagnostiky na zaklade aktudlnych vedeckych poznatkov. Z tohto dévodu vdm ddvame do
pozornosti publikaciu ,Vyznam detekcie Specifickych IgA anti-toxokarovych protilatok pre determinaciu humannej
toxokarozy“, ktord vydalo vydavatel'stvo Springer v odbornom karentovom Casopise Folia Microbiologica koncom
roka 2017. RNDr. Vojtech Boldi$, PhD., prof. RNDr. FrantiSek Ondriska, PhD. a Mgr. Simona Lipkova predstavuju
kolektiv autorov, ktori spracovali odborny spis.

Humanna toxokardza je parazitarne ochorenie ludi, ktoré zapriCinuju larvy Skrkavky psej/macacej. V ramci
patogenézy po urcitej dobe migracii lariev dochadza k tvorbe mnohopoéetnych granulémov o velkosti 1 = 2 mm,
ktoré sa tvoria najcastejsSie v peceni, plucach, ale tiez v srdcovom svale, oblickach, Crevnej stene, mezentérnych
uzlinach, pankrease, CNS a oku c¢loveka.

InSpirdciou autorov venovaniu sa problematike toxokardzy bolo, Ze tato tkanivova helmintozoonéza patri
k najrozsirenejSim infekciam v mnohych krajinach vratane Slovenska a ze presné urCenie aktualneho statusu
nakazy u pacientov je stale problematické. Vyskyt larvalnej toxokarézy na Slovensku narastd v suvislosti so
zvysujlicim poctom psov a maciek (najma tulavych). Rutinna diagnostika humannej toxokarézy je zalozena na
detekcii Specifickych protilatok triedy IgG ako pri va¢sine tkanivovych helmintoz. Pre rozliSenie akutnej a chronickej
infekcie vSak detekcia IgG Specifickych protilatok nie je postacujica. Z tohto dévodu autori sérologicku diagnostiku
humannej toxokardzy rozsirili o dékaz IgA anti-toxokarovych protilatok. Vysledky Studie potvrdili uzito¢nost
stanovenia IgA protilatok pre determindciu akltnej toxokardzy najma u pacientov s vyssimi hladinami celkovych
IgE protilatok ¢o bolo aj Statisticky potvrdené. Pre urenie akutnej infekcie parazitolégovia potvrdili vyznamné
slvislosti medzi pritomnostou anti-toxokarovych IgA protilatok a zvySenym poctom eozinofilov ako i pritomnost
IgG protilatok s nizkou aviditou u pacientov. Cely ¢lanok ndjdete na webovej stranke https://link.springer.com/artic
le/10.1007%2Fs12223-017-0572-1.

Assessment of the diagnostic value of
specific anti-Toxocara fgA in Slovakian
patients suspected fo Rave foxocarosis

Vajiech Boldis, Frantidfek Ondriska &

Simona Lipkovd
O
buma e :
et e o e e @
e U
s B, e
e
[p—
0 et a1 1 FOLIA §

MICROBIOLDGICA

N

RNDr. Vojtech Boldis, PhD.

Klinicka mikrobiol6gia, Medirex, a. s.
Galvaniho 17/C, 820 16 Bratislava
e-mail: vojtech.boldis@medirex.sk

130

2/2018

newsla




LIQUID-BASED
CYTOLOGIA (LE

£

»y»w

n g
a

[

DOLEZITA SUCAST PREVENTIVNEJ
GYNEKOLOGICKEJ PREHLIADKY

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

[Biquid Based ytology

www.zenskeveci.com/cytologia

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
l[udskému oku uniknat. Spolahlivy vysledok vySetrenia tak prechadza dvojitou

kontrolou - automatického mikroskopu aj lekara cytologa.
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