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Editorial

Mili citatelia,

posledné roky sa niesli v znameni pandémie, ktord zasadne zasiahla do nasich zi-
votov, sikromnych aj pracovnych. Ked sa obzrieme spat, vidime, Ze toto obdobie zane-
chalo nasu spolo¢nost nestdrznu a rozdelend. Priciny tohto stavu st a budd predme-
tom mnohych studii v blizkej aj vo vzdialenejsej budicnosti. Dovolim si v§ak spomenut
aspon jednu z nich, ktora sa nds, vedcov, tyka najviac: dovera vo vedu, jej postupy a po-
znatky, ktoré nasej spoloc¢nosti ponuka. Sociologické vyskumy v tejto oblasti ukazali
pozitivnu korelaciu medzi doverou vo vedecké instittcie a ochotou dat sa zaockovat. Inymi slovami, nedostatok dévery v spo-
lo¢nosti viedol k mnohym zbyto¢nym pred¢asnym Umrtiam.

Pandémia sa v stcasnosti dostava do fazy, v ktorej sme sa s nou naucili zit. Da sa predpokladat, Ze vd'aka rastucej ko-
lektivnej imunite ziskanej ockovanim a/alebo prekonanim ochorenia budu jej celospolo¢enské nasledky minimalne a mana-
7ovatelné. Aké poudenie vSak z tohto obdobia vyplyva? Co je potrebné urobit, aby sa situacia pri dal$ej globalnej pandémii
nezopakovala? V zmysle uvedeného by mnohi mohli mat jednoduchu odpoved. Je potrebné znovu vratit vedeckym institu-
cidam ich stratenu déveru. Je to vSak v moci tychto institlcii samotnych? Uvedomme si, Ze vedci a zdravotnici odviedli v bo-
ji proti pandémii vynikajicu pracu. Uginné a bezpeéné vakciny boli pripravené v extrémne kratkom &ase. Ich unikatny nasta-
vitel'ny dizajn dava velku nadej na Uspesny boj proti budicim, zatial neopisanym patogénom. Vedci trpezlivo komunikovali
aktudlne vedecké poznatky tykajuce sa virusu, epidemiolégie, vakcin a ich ucinkov. Z povahy veci vSak vyplyva, Zze sme bo-
li neustdle v defenzive, pretoze formulécia vedeckych argumentov musi byt presnd, aj na ukor jej komunikacénej atraktivity,
inak prestava byt vedeckou. Mnohé uzito¢né informécie tak mohli zaniknit v kakofénii informacéného chaosu, ktory vlad-
ne vo virtudlnom priestore. Mohli teda robit vedci a zdravotnici nieco inak, lepSie? Osobne sa mi na to hlada odpoved velmi
tazko. Mozno fiou bude este intenzivnejsia, trpezlivejSia a systematickejsia praca pri popularizacii vedy, pri vzdelavani $tu-
dentov, pri odovzdavani poznatkov svojim kolegom alebo pri publikacii vysledkov nasho vyskumu. Tak, ako to robi ¢asopis,
ktory prave drzite v rukach.

Obsahuje prace z histoldgie, imunoldgie, genetiky aj metabolomiky, ktorych spolo¢nym znakom je vyskum s cielom dosiah-
nut rychlu a presnu diagnostiku réznych ochoreni pomocou biomarkerov. Docitate sa v iom napriklad aj o vyuziti mitochon-
drialnej DNA pri diagnostike nadorovych ochoreni. Prave pomocou sekvenacie rezidualnych molekdl mtDNA objavil aktudlny
nositel Nobelovej ceny za fyziol6giu a medicinu Svante Paabo nového hominida, Denisovana.

Prajem vam prijemné Citanie spojené s radostou z poznavania.

Mgr. Peter Barath, PhD.
MEDIREX GROUP ACADEMY n. o.
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Povodné prace

Vysetrenie expresie MMR proteinov v nadoroch endometria
imunohistochemicky je vhodny sp6ésob primarnej selekcie
potencialnych pripadov s Lynchovym syndromom

Kristina Mikus Kuracinova'?, Veronika Mihal®, Veronika Poorova*, Monika Sekeresova#*
"Ustav patologickej anatomie LFUK a UNB

MEDIREX GROUP ACADEMY n. o.

3Neuroldgia, Klinikum Passau, Nemecko

40ddelenie patologie, FN Nitra

Lynchov syndrom (LS) alebo hereditarny nonpolypézny kolorektalny karcindm (HNPCC) predstavuje autozomal-
ne dominantné ochorenie, pri ktorom dochadza k mutacii génov pre MMR proteiny zodpovednych za reparaciu
DNA pri replikacii. Pacienti s Lynchovym syndrémom maju vysoku pravdepodobnost rozvoja kolorektalneho kar-
cinému u oboch pohlavi, u Zien s pridanym rizikom vzniku karcinomu endometria. Diagnéza Lynchovho syndro-
mu je stanovena na zaklade identifikacie zarodo¢ného heterozygotného patogénneho variantu v MSH2, MLHT1,
MSH6, PMS2 alebo delécie génu pre EPCAM pri molekularnom genetickom testovani. Imunohistochemicka ana-
lyza MMR proteinov je vSeobecne akceptovanou metédou rutinného skriningu s relativne vysokou citlivostou
a Specifickostou. V nasom subore sme analyzovali expresiu MMR proteinov na tkanivach s karcinomom endo-
metria. Analyza preukdzala v 24 % pripadov stratu jedného alebo viacerych MMR proteinov. Imunohistochémia
je relativne lacn4, jednoducha a dostupna metéda primarnej selekcie potencialnych pripadov s Lynchovym syn-
dromom. Ak by sa rutinné testovanie expresie MMR proteinov kazdého bioptického tkaniva z maternice stalo
Standardom tak, ako je to pri kolorektalnom karcinéme, prispelo by to ku skor§iemu zachyteniu pacientok s Lyn-
chovym syndrémom.

Kltacové slova: Lynchov syndrom, endometrium, imunohistochémia

Using immunohistochemistry to examine MMR protein expression in endometrial tumours is a suitable method
for the primary selection of potential cases with Lynch syndrome

Lynch syndrome (LS), or hereditary non-polyposis colorectal cancer (HNPCC), is an autosomal dominant disease
in which mutations occur in genes for MMR proteins responsible for DNA repair during replication. Patients with
Lynch syndrome are likely to develop colorectal cancer in both sexes, with an added risk of endometrial cancer
in females. Diagnosis of Lynch syndrome is based on identifying a germline heterozygous pathogenic variant in
MSH2, MLH1, MSH6, PMS2, or deletion of the EPCAM gene in molecular genetic testing. Inmunohistochemical
analysis of MMR proteins is a widely accepted routine screening method with relatively high sensitivity and spec-
ificity. In our series, we analyzed the expression of MMR proteins on endometrial cancer tissues. The analysis
showed a loss of one or more MMR proteins was present in 24% of cases. Inmunohistochemistry is a relatively
inexpensive, simple and accessible method for the primary selection of potential cases with Lynch syndrome. If
routine MMR protein expression testing of every biopsy tissue from the uterus were to become standard, as it is
for colorectal cancer, it would contribute to earlier detection of patients with Lynch syndrome.

Keywords: Lynch syndrome, endometrium, immunohistochemistry

Newslab, 2022; ro¢. 13 (1): 5-8

Uvod

Lynchov syndrém, hereditarne ochorenie s autozomalne
dominantnym typom dedi¢nosti, vznika ako désledok zaro-
docnej mutéacie v DNA mismatch repair gendch (MMR)™. LS
sa spajas 30 — 75 % rizikom vzniku karcindmu hrubého Creva
u muzov, u Zeny je pravdepodobnost vzniku kolorektalneho
karcinému 25 - 50 %™. Poruchy zarodoc¢nej linie v MMR DNA
boli zistené u 1,8 % az 2,1 % pacientok s neselektovanym kar-
cinomom endometria a az 9 % pacientok s karcinémom en-
dometria mladsich ako 50 rokov®. Dal$ie maligne tumory
asociované s HNPCC s extrakolonickou lokalitou maju prav-

depodobnost vzniku menej ako 15 %®. LS sposobi ro¢ne pri-
blizne 4 000 kolorektalnych karcinémov a 1 800 karcindbmov
endometria (Centers for Disease Control and Prevention).

Karcindm endometria ako stucast Lynchovho
syndromu

Karcindm endometria je naj¢astejSim malignym nadorom
u Zien v zdpadnych Castiach sveta. Celosvetovo narasta in-
cidencia karcinomu endometria, najvyssi vyskyt je v Sever-
nej Amerike a zapadnej Eurépe®. Karcindm endometria sa
vyskytuje u starSich zien, priemerne okolo 70. roku zivota,
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Povodné prace

u zien mladsich ako 40 rokov je tento karcindm zriedkavy.
Vyskyt premalignych a malignych poridch endometria sa zvy-
Suje v postmenopauzalnom obdobi. Morfologicky ide o roz-
norodu skupinu nadorov s odliSnou patogenézou, spravanim
a prognoézou. Na zaklade klinickopatologickych rysov boli tie-
to tumory triedené do dvoch skupin ako I. typ a Il. typ. Typic-
kym morfologickym predstavitelom I. typu karcindmov en-
dometria je endometrioidny karcindm, serézny karciném pri
II. type.

Pacientky, ktoré majui endometrialny karciném ako sucast
LS, st mladsie — median predstavuje 48. rok zivota®. Karci-
noém endometria byva asociovany s |. typom®, avsak relativ-
na frekvencia nonendometrioidnych subtypov, ako je serézny
a svetlobunkovy karcindém, maji vy$si vyskyt prave u pacien-
tok s LS®. U Zien s LS je pociatocna diagndza karcindmu en-
dometria minimalne taka pravdepodobna, ako je riziko vzni-
ku kolorektalneho karcindmu. Uvadza sa, Ze az u 26 % zien,
ktoré prezili kolorektalny karcinom ako stcast LS, sa rozvi-
nie karcinédm endometria do 10 rokov od pociatocnej diagno-
zy". Pacientky s mutaciou MSH6 alebo MSH2 maiju vyssie
riziko vzniku karcindmu endometria s celozivotnym rizikom
az 44 %,

Genetické zmeny pri Lynchovom syndrome

Genetickym podkladom pre vznik Lynchovho syndrému je
mutacia niektorého z MMR proteinov. Medzi gény, kédujuce
tieto proteiny patri MSH2, MSH6, MLH1 a PMS2® alebo za-
rodoc¢na delécia 3" konca EPCAM (Epithelial Cell Adhesion
Molecule), ktorej dosledkom je epigeneticky silencing MSH2
génu®. Styri z proteinov MMR tvoria dva funk&né kl'uée he-
terodiméry pozostavajuce z MSH2/MSH6 a MLH1/PMS2.
Mutacia MSH2 a MSH6 sa nachadza na chromozéme 2p16,
MLH1 na chromozéme 3p21, PMS2 na chromozdéme 7p22®.

Pocas replikacie DNA vznikaju chyby, ktoré s za normal-
nych okolnosti nasledne enzymom DNA polymerazou opra-
vované. Proteinové produkty spominanych génov si su-
¢astou autoreparacnych mechanizmov v bunke. Tieto gény
udrzuju stabilitu gendmu najma korekciou nespravne spa-
rovanych baz, ktoré sa generuju pocas replikdcie DNA. Za
fyziologickych okolnosti vznikaju z MMR génov multiprote-
inové komplexy, ktoré maju schopnost rozlisit a opravit re-
plikacné chyby — tzv. mismatch, ktoré vznikli pri narusenej
syntéze nového vldkna DNA. Poruchy MMR génov moZeme
pozorovat prave v mikrosatelitnych repetitivnych sekvenci-
ach DNA. Mikrosatelity su kratke repetitivne sekvencie mo-
no-, di-, tri- a tetranukleotidov volne distribuované v ludskom
gendéme a prave poruchy v génoch ,mismatch” reparacného
systému vedud k zmenam v pocte opakovani tychto sekven-
cii. Vysledkom chybnej opravy je zmena v pocte opakova-
ni mikrosatelitov, ked hovorime o mikrosatelitnej nestabilite
(MSI)9, MSI je ¢asto sprievodnym javom tumorov asocio-
vanych s LS.

Ak si zmutované dve alebo viac z piatich mikrosatelitnych
sekvencii v nddorovej DNA, dany tumor sa oznacuje ako MSI-
high (MSI-H). Ak bola zmutovana iba jedna z piatich mikro-
satelitnych sekvencii v nddorovej DNA, tak sa tumor oznacu-
je ako MSI low (MSI-L). Ak nie je zmutovana Ziadna z piatich
mikrosatelitnych sekvencii v nadorovej DNA, dany tumor sa
nazyva mikrosatelitno stabilny (MSS)('". Pacienti s LS su zvy-
¢ajne nositelmi zarodo¢nej mutacie v jednej alele génu MMR,

druha alela je nasledne inaktivovana mutaciou, stratou hete-
rozygozity alebo epigenetickym silencingom.

Diagnostika Lynchovho syndromu

Pre jednoduchsiu diagnostiku LS boli sformulované Am-
sterdamské kritérid, ktoré vSak nezahfnali vSetky potrebné
aspekty vzhladom na dokazanu extrakolonickd propagaciu
LS, ¢o viedlo k Gprave v roku 199802, Neskor boli vypracova-
né Bethesda kritéria zohl'adnujuce stav mikrosatelitnej insta-
bility v danom nadorovom tkanive®. Diagn6za LS je stano-
vena na zdaklade identifikacie zarodo¢ného heterozygotného
patogénneho variantu v MSH2, MLH1, MSH6, PMS2 alebo
delécie EPCAM pri molekularnom genetickom testovani'd.

Testovanie mikrosatelitnej instability je senzitivna vySetro-
vacia metdda, ktord je schopna s vysokou pravdepodobnos-
fou odhalit poruchu mismatch repair systému. Mikrosate-
litna instabilita sa deteguje prostrednictvom polymerazovej
retazovej reakcie (PCR), kde sa vysetri DNA z buniek zdra-
vého tkaniva a nadorového tkaniva pacienta, u ktorého je
suspektny LS. Pacienti, u ktorych bola v nadore zistend mik-
rosatelitna instabilita v najmenej dvoch mikrosatelitnych
sekvenciach, su klasifikovani ako MSI-H a su povaZzovani
za vysokorizikové osoby pre rozvoj Lynchovho syndrému(4.
Treba spoment, Ze mikrosatelitna instabilita (MSI) je hyper-
mutovatelny fenotyp, ktory obvykle vznika bud zdrodoc¢nou
mutaciou v zlozkach MMR u pacientov s LS, alebo ako so-
maticka hypermetylacia prométora MLH1 pri sporadickych
karcinomoch(9.

Imunohistochémia v primarnej selekcii potencialnych
pripadov s Lynchovym syndromom

Testovanie MSI a imunohistochémia (IHC) si komple-
mentarne vySetrenia. Strata expresie MMR proteinu IHC sa
preukazala ako vysoko zhodnd s testovanim mikrosatelit-
nej instability na baze DNA, priCom senzitivita je viac ako
90 % a $pecificita je 100 %'¥. NajCastejSie sa vySetruje stra-
ta expresie MLH1, MSH6, MSH2 a PMS2 mismatch repair
proteinov. Podla imunohistochemického hodnotenia sa pri
nepritomnej expresii MLH1 a PMS2 neda spolahlivo urcit
diagndza LS. Pri absencii MSH2 a MSH®6 proteinov alebo len
absencii MSH®6, pripadne PMS2 proteinu je vel'mi pravdepo-
dobné, Ze pacient ma Lynchov syndrém. Ak su, naopak, pri-
tomné proteiny vSetkych 4 génoy, t. j. MLH1, PMS2, MSH6
a MSH2, diagndza LS je vylucena. Nadory vykazujlce stra-
tu expresie MLH1 a PMS2 by mali byt d'alej skimané na mu-
tacny stav génu BRAF a zmeny promaétora génu MLH1 na vy-
lucenie sporadickych pripadov. Ak je v nddore dokazana MSI
a zaroven pritomnost mutacie v géne BRAF alebo metylacie
promotora MLH1, ide s vysokou pravdepodobnostou o spo-
radicky typ karcindmu,

Pri podozreni na Lynchov syndrom a dostupnosti nadoro-
vého tkaniva sa diagnostika zacina imunohistochemickym
vySetrenim MLH1, MSH6, MSH2 a PMS2 proteinov v nadoro-
vom tkanive a su¢asne sa vykonava analyza mikrosatelitnej
instability z DNA, ktora bola izolovana z nadorového tkani-
va pacienta.

Napriek znamej asocidcii nddorov endometria s LS nie su
vSetky pripady nadorov endometria doposial' Standardne ge-
neticky testované. Diagnostika LS je ekonomicky a ¢asovo
narocna, preto sa hl'adaju postupy na jej zjednodusenie. Sek-

1/2022
newsla




Povodné prace

Obrazok 1. Imunohistochemické zobrazenie MMR proteinu v karcinéme endometria: A. MSH6 pozitivita; B. MSH2 pozitivita; C. MLH1

negativita; D. PMS2 negativita.
A. o

venovanie zarodocnych mutdcii sa povazuje za zlaty Stan-
dard v diagnostike LS, v sucasnosti vSak stale tato metdda
nie je vSeobecne dostupna tak, aby mohla byt vyuzita ako
primarny skriningovy nastroj(®. V kontraste s tym je imuno-
histochemické testovanie jednoduché, univerzalne a lacné,
s 83 % senzitivitou a 89 % Specificitou, a to bez ohl'adu na to,
o ktory gén MMR ide(®).

Metodika

S cielom overit vyskyt straty expresie MMR proteinov sme
hodnotili ndhodne vybrany biopticky material z rokov 2016 -
2019 z oddelenia patoldgie Fakultnej nemocnice Nitra. Biop-
ticky materidl pozostaval z tkaniv ziskanych kyretazou pre
neprimerané krvacanie s nalezom endometrioidnej intraepi-
telovej neoplazie (EIN) alebo hysterektomiou pre nadoro-
vé ochorenie maternice. Skimané vzorky pochadzali od 46
pacientok, ktorym bol diagnostikovany karcindm maternice
v roznom $tadiu vyvoja. Pripady zahfiali:
+ 14 pacientok s EIN
+ 8 pacientok s EIN s prechodom do adenokarcinému
+ 15 pacientok s diagnostikovanym endometrioidnym
adenokarcindmom G1
s diagnostikovanym endometrioidnym
adenokarcindmom G2

+ 9 pacientok

VSetky hodnotené tkaniva boli v Gvodnej fdze spracova-
né Standardnym postupom, ndsledne fixované 4 % formal-
dehydom pocas 24 hodin, zaliate do parafinu a narezané na
5 um hrubé rezy. Nasledne sme material pripravili na imu-
nohistochemicku analyzu. Imunohistochemické farbenie na
hodnoteny marker MSH6, MSH2, MLH1 a PMS2 prebiehalo

v aparature Imuno Autostainer (DAKO, Carpinteria, USA) pod-
I'a nasledovného protokolu: tkaniva boli preplachnuté puf-
rom dodanym vyrobcom aparatdry, revitalizované v zasadi-
tom pufri pocas 20 minut, primarna protilatka (MSH6, MSH2,
MLH1 a PMS2 monoklondlna protilatka) bola inkubovana 60
minut, po preplachnuti pufrom boli preparaty inkubované se-
kundarnou protilatkou (Histofine anti-mouse, anti-rabbit) po-
¢as 30 minut. Po opatovnom preplachnuti pufrom pouzijeme
na vizualizaciu systém diaminobenzidinu (DAKO, Carpinte-
ria, USA) a nakoniec boli tkaniva dofarbené hematoxylinom.

Imunohistochemicky pozitivne farbenie je definované ako
jednoznacnd nuklearna expresia v nadorovych bunkéach (ob-
razok 1).

Vysledky

Na zaklade uvedenych diagnostickych kritérii a imunohis-
tochemickej analyzy bola strata expresie niektorého MMR
proteinu pritomna u 23,91 % zo skimaného suboru pacien-
tok (graf 1). Dominovala najma strata expresie MLH1 (v 17 %
pripadov), expresia MSH2 a PMS2 nebola pritomnd v 13 %
pripadov. Az na jednu vzorku vSetky pripady exprimovali
MSH6 protein (graf 1). Viacndsobna strata expresie bola za-
chytena u 8 pacientok, ¢o tvori 17,39 % pacientok. Strata ex-
presie MMR proteinu nekorelovala s typom diagnézy.

Diskusia

V nasej analyze expresie MMR proteinov imunohistoche-
micky sa v 24 % pripadov vyskytovala strata jedného alebo
viacerych MMR proteinov. Strata expresie proteinu je defino-
vand ako Uplna absencia jadrového zafarbenia v nadorovych
bunkdch. V pripade absencie expresie PMS2 a MLH1 prote-
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Graf 1. Strata expresie jednotlivych MMR proteinov z celkového
poctu vzoriek a strata expresie z celkového poctu pripadov.
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inov test nevie s presnostou urcit, resp. vylucit diagnozy LS
a je potrebné vykonat geneticku analyzu. Prevazna vacsina
diagnéz LS je désledkom mutacie MLH1 alebo MSH2, pre-
toze oba tieto gény su esencialne pre tvorbu heteroduplex-
nych dimérov. Ak bola vysledkom imunohistochémie strata
expresie len u jedného markera, vzdy je potrebné vysetrit aj
metylacny status na vylucenie diagndzy LS.
Imunohistochémia je relativne lacna, jednoducha metoda
a ma lepsiu dostupnost a rychlejsi ¢as spracovania v porov-
nani s genetickou analyzou. Ak by bola tato metéda vyuziva-
na ako rutinné vysSetrenie tkaniva maternice, tak by sa mohol
zvy$it zachyt pacientok, ktoré maji mutdciu MMR génov, e$-
te pred rozvojom maligneho ochorenia. Pacientky s LS ma-
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tak, ako je to pri kolorektdlnom karcinédme, prispelo by to
ku skorSiemu zachyteniu pacientok s LS. Zaroven by bolo
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Protinadorova imunita v nadoroch stitnej zlazy
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Vznik nadorov je sprevadzany aktivaciou protinadorovej imunity, ktora ma potencial ovplyviovat biologické spra-
vanie vzniknutého tumoru. Cielom predloZenej prace bolo opisat imunitni odpoved' v nadorovo transformova-
nom tkanive Stitnej zI'azy. Hodnotili sme 40 histologickych vzoriek roznych typov folikularnych lézii Stitnej zl'azy
zahrnujucich vzorky benignych folikularnych adenémov, malignych folikularnych karcinémov, ako aj nenadoro-
vych folikularnych strim. V praci sme sa zamerali na imunofenotypizaciu jednotlivych zloziek imunitnej odpove-
de. Ukazuje sa, ze protinadorova imunitna odpoved vo folikularnych léziach Stitnej zl'azy je len slaba a nevyraz-
na. V nadoroch stitnej zl'azy sme pozorovali zmieSanu chronickd zapalovu infiltraciu s dominanciou histiocytov
a B-lymfocytov s nizsim podielom T-lymfocytov, a to najma v benignych adenémoch. Napriek celkovo nizkemu
podielu T-lymfocytov vysledky realizovanej Studie ukazali signifikantny vzostup infiltracie tkaniva maligneho foli-
kularneho karcinému CD4+ pomocnymi T-lymfocytmi v porovnani s benignym adenémom a kontrolnou skupinou.
Ukazuje sa, ze protinddorova imunitna odpoved vo folikularnych léziach stitnej zl'azy je len slaba a nevyrazna.
Rozsirenie znalosti o tlohe jednotlivych buniek imunity moze predstavovat déleziti cestu vyskumu v pochope-
ni nadorovych procesov v tkanive stitnej zl'azy.

Kldcové slova: stitna Zl'aza, nadory Stitnej zl'azy, protinddorova imunita

Antitumour immunity in tumours of the thyroid gland

Tumour genesis is accompanied by the activation of antitumour immunity, which has the potential to influence
the biological behaviour of the tumour. The present study aimed to describe the immune response in transformed
thyroid tissue. We evaluated 40 histological samples of different thyroid follicular lesions, including benign folli-
cular adenomas, malignant follicular carcinomas, and non-neoplastic follicular goitre. The study focused on im-
munophenotyping of the various components of the immune response. It appears that the antitumor immune
response in follicular thyroid lesions is only weak and insignificant. The mixed chronic inflammatory infiltration
in thyroid tumours with a predominance of histiocytes and B-lymphocytes were observed. T lymphocytes were
less prominently represented. The study showed a significant increase in tissue infiltration by CD4+ helper T-lym-
phocytes in malignant follicular carcinomas compared to benign adenomas and control goitres. Expanding the
knowledge of the role of individual immune cells may represent an important perspective of research in under-
standing neoplastic transformation in thyroid tissue.

Keywords: thyroid, thyroid tumours, anti-tumour immunity
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Uvod

Ndadory stitnej zlazy patria medzi zdvazné onkologické
choroby endokrinného systému. Postihuju najma Zensku po-
pulaciu. Zahriuju Siroké spektrum nadorov, kde skora diag-
nostika ma vyznam pre prognézu pacientov. Problém pred-
stavuju pacienti s neskoro diagnostikovanou chorobou so
vzdialenymi organovymi metastazami, pripadne diagnosti-
kovani v inoperabilnom stadiu. Z histologického pohladu je
problematicka najma diferencidlna diagnostika benignych
a malignych nadorov s folikularnou diferenciaciou®.

Nadorové mikroprostredie vyznamnou mierou ovplyvnuje
biologické vlastnosti nadoru. Délezitou suc¢astou nadorové-
ho mikroprostredia je aj protinadorova imunita. Pritomnost
lymfocytov infiltrujacich tumor (TIL) sa ukazuje ako poten-
cidlne zaujimavy prognosticky a prediktivny marker invaziv-

neho spravania mnohych nadorov. Pochopenie dlohy imunit-
nej odpovede na progresiu malignity méze mat vyznamny
klinicky dosah. Tieto znalosti su stavebnym kamenom imu-
nomodulacnej terapie a potencialnej prevencie invazivneho
rastu nadorov. Ovplyvnenie vzdjomného pdsobenia medzi
nadorom a imunitou jedinca predstavuje slubnu oblast vy-
skumu onkologickej terapie®@.

Délezité efektorové bunky imunitného systému zasahuju-
ce priamo nadorové bunky predstavuji najma skupiny NK bu-
niek (NK) a cytotoxickych T-lymfocytov. Svoju ulohu zohra-
va aj neSpecifickd imunita, zahrfiujuca skupiny makrofagov,
dendritickych buniek a polymorfonuklearov. Ta predstavuje
prvd obrannu liniu v boji proti transformovanym bunkam®.
Je dblezita aj pri iniciacii a nasmerovani adaptivnej imunit-
nej odpovede sprostredkovanej lymfocytmi. Klinické studie
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ukazuju, ze schopnost malignych buniek unikat pred imunit-
nym systémom a tumorom vyvolana imunosupresia predsta-
vuju vaznu prekdzku uspesnej terapie. Prostrednictvom tzv.
krycich mechanizmov su nadorové bunky schopné spolahli-
vo uniknut imunitnej odpovedi.

Cielom prace bolo posudit aktivaciu protinadorovej imu-
nitnej odpovede vo folikularnych tumoroch Stitnej zlazy.
Prave folikularne tumory predstavuju zaujimavy model na-
dorovej transformdcie zahriiujuce spektrum histologicky
a fenotypicky podobnych chorobnych zmien, s benignym
ako aj malignym sprdvanim. Praca bola parcidlnou sucas-
tou diplomovej prace ,Chorobné zmeny stitnej Zl'azy, uloha
sialyzdacie a imunity v nadoroch stitnej zl'azy" obhajenej na
Lekarskej fakulte Univerzity Komenského v Bratislave v ro-
ku 2021@,

Metodika

Zakladny subor pre analyzu imunoprofilu buniek protina-
dorovej imunity v nadoroch Stitnej zl'azy tvorili pripady foliku-
larnych adenémov a folikularnych karcinomov. Ako kontrola
boli hodnotené vzorky parenchymato6znej folikularnej strumy.
Subor zahriioval 12 pripadov benignych folikularnych adené-
mov, 18 pripadov malignych folikularnych karcinomov a 10
pripadov folikuldrnych strim bez nadorovej transformacie
hodnotenych ako kontrolna skupina.

Preparaty sme farbili imunohistochemicky na pritom-
nost CD4+ pomocnych a CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov,
CD20+ B-lymfocytov a CD68+ histiocytov. Odparafinované
rezy boli oplachnuté 3x 5 mintt v PBS (fosfatmi pufrovanom
fyziologickom roztoku, 0,005 % Tween s pH 7,2) a revitalizo-
vané s pouzitim Dako PT Link (Agilent Technologies, Santa
Clara, Kalifornia, USA) pri pH 8.0. Preparaty boli nasledne in-
kubované 1 hodinu s roztokom primarnej protilatky pri izbo-
vej teplote.

Pouzili sme:

CD4 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA)

ready to use

CD8 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA)

ready to use

CD20 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA)

ready to use

CD68 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA)

ready to use

Po preplachnuti 3x 5 mindt v PBS boli preparaty inkubova-
né 20 minut so sekundarnou protilatkou tvorenou polymérom
proti krali¢im a mySacim proteinom konjugovanym s chreno-
vou peroxidazou Envision (Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornia, USA) a po preplachnuti 3x 5 minut v PBS farbené
5 minudt roztokom diaminobenzidinu. Preparaty boli nasled-
ne dofarbené 40 sekind v roztoku hematoxylinu.

Infiltracia tkaniva prisluSnymi bunkami bola vyjadrena
poc¢tom buniek na 1 zorné pole (200x zvacs$enie), ratané v 5
zornych poliach. Vysledky boli normalizované voci priemer-
nému poctu zapalovych buniek v kontrolnej parenchymato6z-
nej strume.

Vysledky boli vyhodnotené Statisticky pomocou Graph
Pad Prism (ver. 9.0). Vysledky boli analyzované pouzitim
Kruskal-Wallisovho neparametrického testu s naslednym
Dunnovym posttestom a vyjadrené ako priemer + SEM. Hod-
noty p < 0,05 boli povazované za signifikantné.

Vysledky

V ndadoroch stitnej zl'azy sme pozorovali zmieSanu chro-
nicku zapalovu infiltraciu s dominanciou najma CD68+ his-
tiocytov a nasledne CD20+ B-lymfocytov. CD4+ a CD8+ T-lym-
focyty boli zastipené menej napadne.

Hodnotenie zastupenia CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov
preukazalo slabu a loziskovu infiltraciu vo vzorkach benig-
neho folikularneho adenému a kontrolnej parenchymatoéznej
strumy. Nizsi stupen infiltracie tkaniva CD8+ lymfocytmi pri-
tomny vo vzorkach folikularneho karcinému, kde boli zachy-
tené len nepocetné CD8+ cytotoxické T-lymfocyty, nebol sta-
tisticky signifikantny.

Vo vzorkdach kontrolnej parenchymatéznej strumy a benig-
neho folikuldrneho adenému boli pozorované len nepocet-
né CD4+ pomocné T-lymfocyty. Signifikantne vyznamnejsiu
infiltraciu pomocnych T-lymfocytov, a to najma s vnitrona-
dorovou lokalizaciou, sme zachytili v pripadoch maligneho
folikuldrneho karcinému.

Hodnotenie zastupenia CD20+ B-lymfocytov nepreuka-
zalo signifikantné rozdiely medzi skupinami, CD20+ lym-
focyty boli pritomné len ojedinele, fokdlne sme zachytili
konglomeraty CD20+ B-lymfocytov, lokalizované najma pe-
rivaskularne.

Tkanivo S§titnej zlazy bolo najvyraznejSie infiltrované
CD68+ histiocytmi, ktoré vykazovali difuznu pozitivitu. Vo
vzorkach folikularneho adendmu bola badatelnd pravidelna
a stredne silnd infiltracia histiocytmi, a to najma v okoli ciev.
Nepozorovali sme rozdiely medzi hodnotenymi skupinami.

Diskusia

Viaceré vedecké Studie uz v minulosti preukazali, ze na-
dorova transformacia vedie k vzniku novych proteinov, ktoré
nie su vlastné samotnému organizmu. Organizmus ich vni-
ma ako cudzorodé a dochadza k aktivacii imunitného sys-
tému. Pochopenie principov protinadorovej imunity sa v su-
Casnosti stava vyzvou pre vedecky vyskum a otvdra nové
moznosti terapie nadorovych choréb. Realizovana praca
mala za ciel posudit protinddorové imunitné mikroprostre-
die v roznych nadoroch stitnej zlazy. Vychodiskom prace boli
poznatky o zmendch sialyzacie bunkovych glykokonjugatov
pocas patologickych zmien v tkanive stitnej zl'azy®®, ked-
Ze prave povrchova sialyzacia vyraznou mierou ovplyviuje
schopnost imunitného systému rozpoznavat antigény.

Infiltracia Stitnej zl'azy zapalovymi bunkami je znamy fe-
nomén sprevadzajuci pomerne ¢asté autoimunitné zapaly
stitnej zlazy. Imunitny systém zohrava ulohu aj v patogené-
ze nadorovych choréb. Pomala progresia nadorového proce-
su pri diferencovanych karcindmoch méze byt scasti vysvet-
lend podielom imunitnej odpovede, ktora limituje rast tumoru
a proces metastazovania®. V nasej studii sme vsak ukazali,
Ze protinadorova imunitnd odpoved vo folikularnych |éziach
stitnej Zl'azy je len slaba a nevyrazna.

Pri hodnoteni zastupenia buniek imunity pri nadoroch stit-
nej zlazy sme pozorovali klesajuci trend infiltracie tkaniva
CD8+ cytotoxickymi T-lymfocytmi v zavislosti od nadorovej
transformdcie. Pripady folikularneho karcindmu vykazovali
len velmi slabu a nepravidelnu infiltraciu. Rozdiel sice nebol
signifikantny, ide vSak o zaujimavy nélez, ktory méze mat vy-
znam pri regulacii imunitnej odpovede v organizme. Jednou
z pricin moze byt prave vzostup sialyzacie bunkovych glyko-
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Obrazok 1. Infiltracia tkaniva Stitnej Zlazy CD8+ cytotoxickymi
T-lymfocytmi. CD8+ cytotoxické T-lymfocyty boli pritomné v tka-
nive len ojedinele. Nepozorovali sme signifikantny rozdiel v infil-
trdcii medzi jednotlivymi skupinami.
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Obrazok 3. Infiltrdcia tkaniva Stitnej Zlazy CD20+ B-lymfocyt-
mi. Nepozorovala som signifikantné rozdiely v infiltracii tkaniva
CD20+ B-lymfocytov medzi jednotlivymi skupinami.
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konjugatov v malignych nadoroch stitnej zl'azy, ktora dokaze
maskovat ich rozpoznavacie miesta®.

Infiltracia tumorov §titnej zI'azy bunkami protinddorove;j
imunity je podla realizovanych vyskumov asociovana s lep-
§im prezivanim pacientov?®. CD8+, CD4+ T-lymfocyty ako
aj infiltracia B-lymfocytmi sa dava do spojitosti s mensimi
rozmermi nadorovej masy®. UvaZzuje sa, Ze by nizsia infiltra-
cia tkaniva lymfocytmi pri karcindmoch mohla byt asociova-
na s horSou progndézu prezivania ako aj vacsimi nadorovy-
mi léziami z dévodu deprivacie protinadorovej imunity. Na
druhej strane vsak predstavuje pritomnost CD8+ T-lymfocy-
tov nezavisly rizikovy faktor recidivy choroby®. Autori uva-
Zuju ze prdave ich vysoky podiel vedie k tomu, Ze sa stavaju
nereaktivnymi proti nddorovému antigénu a neparticipuju na
destrukcii nadorovych buniek. Z toho hladiska nemusi nami
pozorovany trend poklesu infiltracie tkaniva CD8+ cytotoxic-
kymi T-lymfocytmi naznacovat nevyhnutne schopnost malig-
nych buniek unikat pred rozpoznavacou schopnostou imu-
nitnych mechanizmov jedinca a moze skor poukazovat na
zmenenu regulaciu protinddorovej imunity v tkanive.

Opacny nélez ako pri CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov sme
pozorovali pri analyze CD4+ pomocnych T-lymfocytoy, kde in-
filtracia tkaniva bola, naopak, signifikantne vyssia v pripade fo-
likularneho karcindmu v kontraste s nizkymi hodnotami v pri-
pade folikularneho adendmu a nenadorovej parenchymatéznej
strumy. Prave CD4+ T-bunky su Ustrednou zlozkou v riadeni
imunitnej odpovede. Naivné CD4+ T-bunky maju schopnost di-

Obrazok 2. Infiltrdcia tkaniva Stitnej zlazy CD4+ pomocnymi
T-lymfocytmi. Vo vzorkach folikuldrneho karcindmu sme pozor-
ovali signifikantne vyssiu infiltrdciu tkaniva v porovnani s kontrol-
nou parenchymatdéznou folikuldrnou strumou.
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Obrazok 4. Infiltracia tkaniva Stitnej Zlazy CD68+ histiocytmi.
Nepozorovala som signifikantné rozdiely v infiltracii tkaniva
CD68+ histiocytmi medzi jednotlivymi skupinami.
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ferenciacie na jednu zo 4 odlisnych funkénych skupin. Th1 di-
ferenciacia je dolezitd najma pre podporu cytotoxickej odpo-
vede sprostredkovanej CD8+ T-lymfocytmi. NavySe produktom
tychto buniek je IFN-y, ktory vyznamne ovplyviuje imunogén-
nost nadorovych buniek, a teda je vyznamny pri rozpoznavani
a eliminacii maligne transformovanych buniek®.

Prave CD4+ T-lymfocyty sa ukazuju dominantné aj v ma-
lignom papilarnom karcindme. Vysoké zastlUpenie CD4+
T-lymfocytov bol pozorovany najma v tumoroch vacsich roz-
merov("), Tieto poznatky by mohli podporovat aj vys$si podiel
CD4+ T-lymfocytov v pripade maligneho folikularneho karci-
nému opisaného v nasej studii.

CD20+ B-lymfocyty ani CD68+ histiocyty nejavili napad-
nejSie rozdiely pri porovnani sledovanych skupin a prevaz-
ne vykazovali len ojedinelu loziskovi pozitivitu lokalizovanu
najma perivaskuldrne, mensie zastupenie som pozorovala
v pripade parenchymatéznej folikularnej strumy a v pripa-
de folikularneho karcinému bolo zakladnou spolo¢nou ¢rtou
vzoriek zhlukovanie histiocytov.

Bychkov a spol. poukazali na rozdiely v percentualnom
zastupeni membranovej expresie CD20+ v pripade maligne-
ho papilarneho karcinému (8,4 %) a v pripade benigneho fo-
likuldrneho adenému, v ktorom uviedli kompletnu absenciu
imunoreaktivity(". V nasom pripade hodnotenie zastlpe-
nia CD20+ B-lymfocytov nepreukdzalo signifikantné rozdiely
medzi skupinami, CD20+ lymfocyty boli pritomné loziskovo
a v minimalnych intenzitach.
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Obrazok 5. Infiltracia tkaniva stitnej ZIazy imunitnymi bunkami. Vo folikuldrnych lézidch Stitnej Zlazy sme pozorovali len slabd a ne-
pravidelnu infiltraciu CD8+ cytotoxickymi a CD4+ pomocnymi T-lymfocytmi. V tkanive dominovala najma pritomnost CD68+ histiocy-

tov. IHC -Px, 200x

Parenchymatézna struma

Folikularny adeném

Folikularny karciném

CD8
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Publikované vedecké prace zdéraznuju prevahu infiltracie
tkaniva CD68+ histiocytmi v malignych nadoroch. Opisana
bola signifikantne vyraznejsia pozitivita aj v pripadoch malig-
neho folikularneho karcindmu v porovnani s benignym foliku-
larnym adenédmom. Otazna zostdva miera délezitosti tychto
buniek v procese progresie a invazie tumoru®. V nasom su-
bore sme takéto zmeny nepotvrdili.

Blizsie pochopenie imunitného mikroprostredia je ziaduce
najma z hladiska moznosti vyuzitia tychto poznatkov v rdm-
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Narusena reparacia tkaniv je sprievodnym znakom diabetu mellitu
(patofyziologicky pohlad a pripadova studia)
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Diabetes mellitus so svojimi komplikaciami patri k vdaznym chronickym chorobam s rastticim vyskytom v popu-
lacii. K ¢astym komplikaciam zle kompenzovaného diabetu patri aj diabeticka noha. Velmi dobre je opisany po-
diel neuropatie a vaskulopatie na vzniku diabetickej nohy. Suc¢asné vyskumy vsak poukazujui na skutocnost, ze
diabetes mellitus vstupuje do regulacie procesov hojenia, ovplyviuje vlastnosti ciev a ich funkénost, dochadza
k znizenej biodostupnosti NO a k zvySenej tvorbe ROS. Narusena tvorba rastovych faktorov ovplyviiuje zloZenie
extracelularnej hmoty, €o spomaluje procesy reparacie a regeneracie. LepSie chdpanie patofyziologickych dejov
v procese hojenia ran pri diabete mellite moze v budicnosti pomdct efektivne ovplyvnit liecbu.

Klicové slova: diabetes mellitus, diabeticka noha, regeneracia, reparacia

Impaired tissue repair is a concomitant feature of diabetes mellitus (pathophysiological study and case report)
Diabetes mellitus, with its complications, is one of the serious chronic diseases with an increasing prevalence in
the population. Common complications of poorly compensated diabetes include diabetic foot. The contribution
of neuropathy and vasculopathy to the development of diabetic foot is well described. However, current research
points to the fact that diabetes mellitus enters into the regulation of healing processes, affecting vascular prop-
erties and functionality, resulting in decreased NO bioavailability and increased ROS generation. Disturbed pro-
duction of growth factors affects the composition of the extracellular matrix, which slows down repair and re-
generation processes. A better understanding of the pathophysiological events in the wound healing processes

in diabetes mellitus may help to influence treatment more effectively in the future.
Keywords: Diabetes mellitus — diabetic foot — regeneration — repair

Newslab, 2022; ro¢. 13 (1): 14 - 18

Uvod

Diabetes mellitus so svojimi komplikaciami patri k vaz-
nym chronickym chorobam, ktoré zatazuju pacientov. Jeho
vyskyt v populacii stale rastie. Za poslednych 30 rokov pre-
valencia diabetu mellitu (bez ohl'adu na typ) stipla dvojna-
sobne. Jeho zavaznost zdérazruje aj vy$sia prevalenia v Slo-
venskej republike v porovnani s priemerom v Eurépskej unii
a rast poctu novych pripadov(®. Problémové su prave kom-
plikacie diabetu mellitu suvisiace s cievnymi zmenami, neu-
ropatiou a celkovymi zmenami metabolizmu. Vhodna diag-
noéza a lieCba mézu zabranit rozsiahlemu poskodeniu dolnej
koncatiny s vysokymi nakladmi na liecbu (obrazok 1 a 2).

Diabeticka noha, ako aj iné tazko sa hojace vredy asocio-
vané s diabetom mellitom, ktoré nezriedka progreduju do
gangrény, patria k ¢astym komplikaciam zle kompenzované-
ho diabetu mellitu a vaznym spésobom zdravotne zatazuju
pacienta a jeho rodinu. Mézu viest k stratdm postihnutych
koncatin a invalidizovat pacienta.

Vznik diabetickej nohy suvisi s kombinaciou zmien vyvola-
nych diabetom mellitom, primdarne s neuropatiou a s fiou su-
visiacim vy$Sim rizikom vzniku drobnych ran, so zmenenym
mikrobiomom koze® so sekundarnou infekciou ran, s naru-
S§enou imunitnou reakciou organizmu a celkovym ischemic-

kym prostredim v dosledku arteridlnej okluzivnej choroby.
Prave opakované traumy pri chddzi spolu so znizenou citli-
vostou pri neuropatii predisponujt na poranenie kozZe a sp6-
sobuju ubytok a dislokaciu ochrannych tukovych vankusikov.
To prinedostatocnej ochrane koze alebo nevhodnej obuvi ve-
die k vzniku vredov a k infekciam®4,

Velmi dobre je opisany podiel neuropatie a vaskulopatie
na vzniku diabetickej nohy. Diabeticka neuropatia vedie k po-
stihnutiu motorickych, senzorickych aj autonémnych nervo-
vych vlakien. Casto byvaju primarne postihnuté najdihsie pe-
riférne nervy. Strata reflexu Achillovej Sl'achy je najskorsim
priznakom tychto zmien. Denervacia, resp. poskodena iner-
vdacia spbdsobuje atrofiu interosedlnych svalov nohy, ¢o sa
podiela na anatomickych zmenach klenby nohy, vzniku os-
teoartropatie (Charcotova noha) a deformaciach prstov. Ne-
uropatické zmeny na chodidle su bezné, diagndza je Casto
oneskorena. Kritické je aj naruSenie senzorickych nervo-
vych vlakien so stratou propriocepcie, zmenou schopnosti
vnimania tlaku, vibracii aj bolestivych podnetov®%. Metabo-
lické zmeny pri diabete, sprevadzané hyperglykémiou a oxi-
dacnym volnoradikalovym pretaZenim organizmu vedu k en-
dotelovej dysfunkcii. Ta v kombinacii s hyperlipidémiou a so
zmenami aktivacie trombocytov® akceleruje aterosklerotic-
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Obrazok 1. Prevalencia diabetu mellitu. Prevalencia diabetu melli- Obrazok 2. Pocet novych pripadov diabetu mellitu v SR. Diabetes
tu (bez ohl'adu na typ) stdpla za poslednych 30 rokov dvojndsob-  mellitus (bez ohladu na typ) predstavuje zdvazZny zdravotny pro-
ne a v SR (fialovd farba) je vyrazne vyssia ako je priemer v EU  blém v populdcii s neustéle rasticim po&tom novych diagnosti-
(modra prerusovana ciara)™. kovanych pripadov®®.
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ké zmeny u pacientov. Distriblcia aterosklerotického ocho-  Obrazok 3. Hojenie rany. Proces hojenia nastupuje kratko po po-
renia dolnych kong&atin u diabetikov sa Ii$i od tej nediabeti-  Skoden/ tkaniva, je sprevddzany zépalovou obrannou reakciou,

kov. Prednostne postihuje distalne artérie dolnych kon&atin ~ ktord sa podiela na aktivacii neoangiogenézy v poskodenom tka-
nive, tvorbe granulacného tkaniva a naslednej jazvy.

(tibidIne artérie) s menej astym postihnutim femoropoplite-
alneho systému. Ischemizacia nohy sa podiela na vzniku is-
chemického vredu a v pripade zavaznych komplikaciiajgan- .-~~~
gréne®78),

Napriek adekvatnej lieCbe je hojenie diabetického vredu
pomerne komplikované a nie vzdy uspesné. Nie vzdy to moz-
no vysvetlit pretrvavajlcou ischemizaciou, velka skupina ne-
uropatickych diabetickych vredov nezriedka progreduje aj
v pripadoch, ked' st zachované dostatoCné prietoky cievami _
a napriek adekvatnej terapii. : «S‘? e

Hojenie je za fyziologickych okolnosti pomerne presne de- i "&?“g.\%‘f})
finovany konzervativny proces. PoSkodenie vedie k nekréze ] B
tkaniva a bakterialnej kolonizacii sprevadzanej akutnym za-
palom. Prave zapalova reakcia je dblezita nielen na potlace-
nie bakterialneho rastu, vedie v§ak aj k aktivacii tvorby cytoki-
nov, ktoré sa podielaju na neoangiogenéze, tvorbe novych
ciev a ich rekanalizacii, migracii myofibroblastov a tvorbe
vazivovej jazvy.

Cely tento dej je pod kontrolou lokalnych cytokinov a ras-
tovych faktorov, ktoré ovplyvnuju aktivitu fibroblastov, schop-
nost regenerdcie epitelu aj endotelovych buniek (IGF1),
ovplyviuju chemotaxiu zapalovych buniek, ale aj myofibrob-

Obrazok 4. Reakcia organizmu na poskodenie. Hojenie rany je postupny proces, kde ako ndsledok poskodenia a nekrdzy tkaniva sa ak-
tivuje obranna zdpalova reakcia sprevdadzana neoangiogenézou, tvorbou granulacného tkaniva, povrchovou reepitelizaciou rany a vzni-
kom vézivovej jazvy, ktord je postupne remodelovana so vzostupom obsahu kolagénu a poklesom pritomnosti ciev.

| Pi— T ™

- nespecificka reakcia I/

- skory zapal
4
4D

angiogenéza a tvorba granulaéného tkaniva
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Obrazok 5. Diabetes mellitus zdsadnym spésobom vstupuje do reguldcie procesov hojenia.

kontrolovana zapalova
reakcia

angiogenéza

AN
fyznologlcka aktivacia
hlstlocytov
neoinervacia
neurozapalova regulacia J

regeneracia a reparacia

{ rovnovaha tvorby ROS

) {

[ reepitelizacia

migracia myoflbroblastov

Obrazok 6. Diabetes mellitus ovplyviiuje tvorbu rastovych faktorov. Diabetes mellitus ovplyvriuje rovnovahu medzi TGF-1 a TGF-53
v prospech prozapalovej aktivdcie s vytvorenim zdpalového fenotypu v hojacej sa rane.

aktivita neSpecifickej zapalovej reakcie P

. aktivita makrofagov

zapalovy fenotyp

A

s

MCP-1

Obrazok 7. Vyznam NO v procesoch hojenia. Zapalova aktivdcia za fyziologickych okolnosti vedie k aktivacii NOS2 a k tvorbe NO, ktory
ma vyznam pre angiogenézu. U pacientov s diabetom mellitom dochddza k zniZenej biodostupnosti NO, ktora narusuje rovnovahu,

zvysend tvorba ROS spomaluje procesy repardcie a regeneracie.

zapalovy fenotyp ROS

makrofagy fyziologicky antimikrobidlna akfivita

angiogenéza

Zzapalovy fenotyp
makrofagy fyziologicky

N e

angiogenéza

glykécie proteinov

neurozapalova reakcia

PDGF
EGF
IGF-1
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Obrazok 8. Remodeldcia tkaniva ovplyvnend diabetom mellitom. Narusena tvorba rastovych faktorov ovplyvriuje zloZenie extrace-
luldrnej hmoty zniZzenim syntézy kolagénu, ako aj ovplyvnenim syntézy matrixovych metaloproteinéz.

MMP / TIMP
MMP2 / MMP9

-
[ syntéza kolagénu I’ -

lastov, ich aktivaciu a diferenciaciu i zlozenie extracelularne-
ho matrixu (TGF-b1, PDGF, zlozky aktivovaného komplemen-
tu). Kontrolovana zéapalova reakcia je kli¢ova pre spravnu
reparaciu poskodeného tkaniva, tvorbu granula¢ného tkani-
va aj pre regeneraciu povrchového epitelu a reepitelizaciu ra-
ny (obrazok 3 az 5)©9.

Diabetes mellitus ovplyviiuje expresiu a aktivitu rasto-
vych faktorov. Je zndme, ze u pacientov s diabetom docha-
dza k znizenej aktivacii TGF-b1 a, naopak, zvySenej aktivacii
TGF-b3. V dosledku toho rastie aktivita neSpecifickej zapa-
lovej reakcie a aktivita makrofagov. Diabetes mellitus je cha-
rakteristicky napadnym zdapalovym fenotypom odpovede
(obrazok 6)('.

Délezitu ulohu v tychto dejoch zohrava aj tvorba oxidu
dusnatého. Kym za fyziologickych okolnosti je NO tvoreny pre-
vazne induktivhou NO syntdazou NOS2 v kontrolovanom mnoz-
stve ama priamy Gc¢inok na angiogenézu a antimikrobidlnu ak-
tivitu, u pacientov s diabetom mellitom dochadza v d6sledku
nekontrolovanej zapalovej reakcie k premene NO, jeho znize-
nej biodostupnosti a k zvySeniu tvorby reaktivnych volnych ra-
dikalov (obrazok 7). Zvysena tvorba ROS inhibuje angiogené-
zu a spomaluje procesy prepardcie a regeneracie('>'9,

V dosledku znizenej aktivacie TGF-B1 a zvySenej aktivacie
TGF-B3 dochadza aj k zmenam remodelacie extracelularnej
hmoty u pacientov s diabetom mellitom. Znizena produkcia
kolagénu a, naopak, jeho zvySené odburavanie ako nasledok
porusenej rovnovahy matrixovych metaloproteinaz spoma-
[uje tvorbu jazvy a spdsobuje zmenu jej funkénych charakte-
ristik('¢1® (obrazok 8).

Pripadova studia

Prezentujeme pripadovi studiu 5 pacientov s diagnézou
diabetes mellitus 2. typu a s diabetickou ulceraciou. U pa-
cientov boli bioptické vzorky ulceracie odobraté pred zaciat-
kom liecby. Pacienti boli nasledne lieCeni standardnymi lie-
¢ebnymi postupmi pouzivanymi v terapii chronickych vredov,
a to odl'ah¢enim koncatin, chirurgickym vycistenim rany a lo-
kalnou a celkovou antibiotickou lie¢bou. Ako kontrolné bo-
li analyzované vzorky ulceracii dolnych koncatin u 2 pacien-
tov s neuropatickymi vredmi, bez diagnézy diabetes mellitus.

Vo vSetkych vybratych pripadoch sme pozorovali vasku-
larizované granula¢né tkanivo so zmieSanou zapalovou in-

Obrazok 9. Histologické zmeny pri hojeni. V histologickych
vzorkach u pacientov s diabetickou nohou sme pozorovali mensiu
denzitu ciev a zvySenu pozitivitu NOS2 v porovnani s pacientmi
s neuropatickymi vredmi bez diagndzy diabetes mellitus.

Kontrola Diabetes mellitus

CD31 (vaskularizacia)

NOS2

filtraciou. Vybraté boli pripady v podobnom §tadiu hojenia,
charakteristické zodpovedajucim podielom kolagénu vo vy-
zrievajucom granulacnom tkanive. V histologickych vzor-
kach u pacientov s diabetickou nohou bola pritomna naru-
Sena angiogenéza, charakteristickd mensou denzitou ciey,
a zvySena expresia NOS2.

Zaver

Diabetes mellitus je komplexna metabolicka choroba ma-
juca vplyv na reguldcie procesov regeneracie a repardcie
v tkanive. Diabetickd noha predstavuje chorobu, ktora vzni-
ka v désledku poruchy regulacii, a to nielen v désledku dia-
betickej neuropatie a vaskulopatie, ale aj v suvislosti s naru-
Senou mikrobidlnou koznou flérou a porusenym procesom

U2022
ewslah

17




Povodné prace

hojenia. Vedie k porucham regulacie tvorby rastovych fakto-
rov spomalujucich rast granulacného tkaniva, jeho vyzrieva-
nia a reepitelizacie povrchového kozného krytu. Sposobuje
vznik nekontrolovaného zapalového fenotypu a uvolfiovanie
enzymov poskodzujicich tkanivo, ako aj nekontrolovatelnu
produkciu ROS. Podiela sa na poruchach angiogenézy, zme-
nach neurozdapalovej reguldcie a poruchach tvorby a remode-
lacie extraceluldrnej hmoty.
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Whole Genome Sequencing as a Tool for Characterization of Neonatal
Meningitis Escherichia coli

Michal Andrezal', Lukas Pazderka?, Tomas Szemes'3, Hana Drahovska'?
Department of Molecular Biology, Faculty of Natural Sciences, Comenius University
in Bratislava, Slovakia

2AnalytX s.r.o., Department of Clinical Microbiology Trnava, Slovakia

3Science Park, Comenius University in Bratislava, Slovakia

Neonatal meningitis is a life-threatening disease with high mortality rate and possible neurological sequelae with
neonatal meningitis E. coli strains (NMEC) being of the primary gram-negative pathogen causing the disease.
NMEC are often equipped with various virulence factors which help them to evade immune system of the host
and translocate through the blood-brain barrier. In this study, we use whole genome sequencing for analysis of
NMEC strains isolated from two patients together with one isolate sampled in hospital environment. All strains
were characterised as sequence type 95, possessing 045:H7:K1 or 01:H7:K1 serotypes which are among the
most prevalent serotypes worldwide. The patient strains were genetically very similar but differed from the
environmental isolate. This proved that the environmental strain was not the source of infection. The strains
contained several virulence factors specific for NMEC.

Keywords: neonatal meningitis, NMEC, genotyping, MLST, genome sequencing

Celogenémové sekvenovanie ako nastroj na charakterizaciu kmenov Escherichia coli sposobujucich neonatal-
nu meningitidu

Neonatdlna meningitida je zdvazné, zivot ohrozujuce ochorenie, ktoré je v mnohych pripadoch spésobené
kmenmi E. coli. Kmene E. coli vyvolavajliice meningitidu (NMEC) su pre patogénny proces vybavené mnozstvom
virulenénych faktorov. V tejto praci sme stanovili celogenémovu sekvenciu kmenov NMEC izolovanych z dvoch
pacientov s meningitidou a jedného kmena izolovaného z povrchového steru v novorodeneckom oddeleni. VSet-
ky kmene boli zaradené do svetovo rozsireného sekvencného typu 95 a sérotypov 045:H7:K1 a 01:H7:K1. Kmene
izolované od pacientov boli navzajom geneticky velmi podobné, avsak lisili sa od kmena izolovaného z prostre-
dia, vdaka Comu mozeme predpokladat, Ze tento kmen nebol pri¢inou vzniku epidémie. V kmenoch sme detegov-
ali mnozstvo virulenénych faktorov specifickych pre kmene NMEC.

Kliucové slova: neonatalna meningitida, NMEC, genotypizacia, MLST, celogenémové sekvenovanie

Newslab, 2022; ro¢. 13 (1): 19 — 21

Introduction

Meningitis is one of the major causes of mortality and
morbidity in neonates. Together with group B streptococci,
neonatal meningitis-causing Escherichia coli (NMEC) is the
leading cause of this disease worldwide™. Mortality rates
can reach up to 40%, while survivors often suffer with seve-
re neurological sequelae and may develop serious neurolo-
gical disorders®. Pathogenesis of NMEC meningitis is com-
plex, encompassing the need for bacterial translocation to
the bloodstream, and crossing of the blood-brain barrier®.
To accomplish this, the NMEC are equipped with a wide va-
riety of virulence traits such as adhesins, iron acquisition sys-
tems, invasins, toxins, and serum resistance genes. These
factors can be encoded by bacterial chromosome or are car-
ried via plasmids(?. One of the most common virulence fac-
tors in NMEC strains is K1 antigen. It is a homopolymer of
N-acetylneuraminic (sialic) acid and functions as a molecu-
lar mimicry®.

The aim of this study was molecular typing of four NMEC
isolates. Three strains were isolated from two diseased neo-
nates and one isolate originated from the surface in the ne-
onatal unit of the same hospital.

Materials and Methods

Isolation and cultivation of bacterial strains

Strains used in this study were isolated in the Neonatal
Department of Trnava University Hospital (Slovakia). KMB-
1033 and KMB-1034 were isolated from Patient 1, KMB-1032
was isolated from Patient 2., and KMB-1031 strain was isola-
ted from the surface swab of the hospital environment. Stra-
ins were grown on Columbia agar 5% Sheep Blood or in Lu-
ria-Bertani (LB) medium.

DNA isolation and NGS library preparation
Nucleic acid isolation was performed by Higher Purity™
Bacterial Genomic DNA lIsolation Kit (CanvaxBiotech). DNA
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Figure 1. Phylogenetic tree of four isolates analysed in this study (KMB-1031 — KMB-1034, blue) and three reference NMEC strains (red).
The tree was generated by PATRIC, an online tool with program set-up to compare 1000 genes across selected genomes. Bootstrap
values were not lower than 98. The origin of the strains: S88 France — acc. no. NC_011742; IHE3034 Finland - acc. no. NC_017628;
Rs218 USA - acc. no. NZ_JWZW00000000, CSF - cerebrospinal fluid

beta-lactamases

Country Source Serotype MLST CH type cgMLST class A class C

KMB-1034 Slovakia hemoculture 045:H7:K1 95 38/54 177333 TEM-I1 EC-5

KMB-1033 Slovakia CSF O45:H7:K1 95 38/54 177330 TEM-1 EC-5

A KMB-1032 Slovakia CSF O45:H7:K1 95 38/54 182004 TEM-I EC-5
--------- S88 France CSF 0O45:H7:K1 95 38/54 N/A - EC-5

KMB-1031 Slovakia surface swab O1:H7:K1 95 38/30 147572 TEM-1 EC-5

|' """"""""""""""""""""""""""""""" IHE3034  Finland unkown  OI18:H7:K1 95 38/18 89611 B EC-5
Rs218 USA CSF O18:H7:K1 95 38/18 130631 - EC-5

concentration was measured by Qubit (Invitrogen). Genomic
libraries for sequencing were prepared by Nextera XT DNA
Prep Kit (lllumina), purified on AMPure XP magnetic beads
(Beckman Coulter Life Sciences) and reviewed by chip elec-
trophoresis. Sequencing was performed on NextSeq 500™
platform using 2x150bp read lengths (lllumina) at the Come-
nius University Science Park.

Bioinformatics and genome analysis

Raw data was assembled into contigs by SPAdes. Assem-
bled genomes were annotated and analysed using the PAT-
RIC (https://www.patricbrc.org/), RAST (https://rast.nmpdr.
org/) and CGE (https://www.genomicepidemiology.org/) on-
line platforms.

Results and discussion

All four tested strains were identified as Escherichia coli
based on biochemical EnteroTest 24 + latex agglutination of
liquor, which is positive in E. coli K1 samples, and verified by
PCR and MALDI-TOF methods.

Using whole genome sequencing, we obtained the ave-
rage of 86 contigs with 76 times coverage per genome. All
four strains were positive for K1 capsule and belonged to the
MLST sequence type ST-95 which is very common among
NMEC strains®®. They were distinguishable only by cgML-
ST. Furthermore, the KMB-1031 strain isolated from environ-
mental swab also showed difference in serotype and fimH
fimbrial adhesin (Figure 1). To further distinguish the highly
similar genomes, whole genome SNP analysis was applied,
which confirmed strain separation into two clusters. Stra-
ins isolated from patients differed from each other in 111
to 128 SNPs. However, the environmental KMB-1031 strain
was less relative to the other strains and differed in 2830 to
2865 SNPs. Our isolates were further compared with three
reference NMEC genomes and we found out that the clini-
cal strains were highly relative to E. coli S88 (Figure 1). This
strain is a typical representative of the 045:H7:K1 serotype,
frequently found in NMEC in Spain and reported to account
for one-third of all E. coli neonatal meningitis cases in Fran-
ce in 2009%. The 01:H7:K1 serotype, seen in the strain iso-
lated from the surface swab (KMB-1031), was the most pre-
valent NMEC clonal group in France between 2001 and 2013
and in the USA® as well.

We compared proteomes of all four strains with S88 as
the reference and observed high similarity between S88 and

KMB-1032, KMB-1033 and KMB-1034 strains, while lower si-
milarity to KMB-1031, which was anticipated based on pre-
vious analyses (Figure 2). Main differences were seen in re-
gions encoding for prophages, amino-acid biosynthesis,
colanic acid biosynthesis, formate and nitrate metabolism,
type 1 fimbriae as well as hypothetical proteins. These di-
fferences suggest that the strain isolated from the surface
swab was not the cause of the meningitis outbreak in the ne-
onatal department.

Based on the CARD database, TEM-1 and EC-5 genes
which confer resistance to penicillins and cephalosporins

Figure 2. Proteome comparison of the reference E. coli S88 (A)
and the KMB-1032 (B), KMB-1033 (C), KMB-1034 (D), and KMB-
1031 (E) strains. Yellow rectangles highlight the areas of differ-
ence in encoding for phage proteins. Black rectangles show dif-
ferences between KMB-1031 and the rest of our strains. These
areas encode proteins involved in formate and nitrate metabo-
lism (1), biosynthesis of colanic acid and some amino-acids (2),
type 1 fimbriae (3), as well as many other genes, hypothetical
genes and genes with unknown function. Dissimilarities in genes
involved in synthesis of type 1 fimbriae was anticipated because
of different fimH allele detected in this strain.
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were detected in all four strains®. This was consistent with
the ampicillin resistance (>32 mg/I) detected in KMB-1031,
KMB-1033 and KMB-1034 strains. Furthermore, E. coli KMB-
1031 showed resistance against ampicillin + sulbactam
(>32 mg/l) which may be caused by the fact that sulbactam
is a relatively weak inhibitor of TEM-1, or possibly a result of
TEM-1 hyperproduction®.

Presence of plasmids was detected by selection of con-
tigs with higher coverage. In all four strains, we detected
a large (~135 kb) plasmid similar to previously published
pRK100 and pCERCS plasmids belonging to the ColV group
with RepFIB and RepFll origins. We observed similarity in
the whole plasmid sequence with the only difference that un-
like pRK100 and pCERCS, plasmids from our strains did not
harbour the tetA gene (data not shown). We observed pre-
sence of twelve virulence genes (cia, cvaC, iroN, iss, mchF,
traT, etsC, hlyF, ompT, iucC, sitA and iutA) on the pRK100-like
plasmid found in our strains. No differences in the presence
of virulence factors localised on the pRK100-like plasmids
were detected between the patient and environmental stra-
ins. The IncFIB plasmids are very prominent among ExPEC
strains and other studies(""'? have also described an asso-
ciation between these plasmids and genes encoding for si-
derophores and serum survival determinants in NMEC.
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Conclusion

This paper describes an analysis of three clinical NMEC
strains and one environmental swab isolate. All four stra-
ins were characterised as ST-95 possessing 045:H7:K1 and
01:H7:K1 serotypes which both belong to widely spread
NMEC types in many countries. Virulence factors found in
these strains could help identify specific set of genes for dis-
tinguishing NMEC from other ExPEC. Furthermore, this paper
contributed to the monitoring of transmission of epidemics
in a neonatal medical facility.
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Metabolomika: potencialny nastroj individualneho pristupu
k depresivnym ochoreniam

Andrea LeSkanicova, Pavtrik Simko, Terézia Kiskova
Univerzita Pavla Jozefa Safarika v KoSiciach, Prirodovedecka fakulta, Ustav biologickych
a ekologickych vied KoSice

Depresia kazdorocne prispieva k celosvetovej zatazi choréb. Pocas krizy COVID-19 sa vyskyt portich nalad ¢i do-
konca depresie vyrazne zvysil. Napriek pribudajicim informaciam presné zakladné mechanizmy depresivnych
poruch nie su stale zname. Metabolomika je vhodny a vykonny nastroj na pochopenie skorych mechanizmov
spojenych s patoldgiou depresivnych stavov. Deteguje poruchy v metabolizme, ktoré odrazaju zmeny v biologic-
kom organizme. Vyuzitie metabolomiky by teda mohlo poméct pri identifikacii biomarkerov, monitorovani tera-
peutickej odpovede organizmu a odhalovani progresie ochorenia. V tejto praci poskytujeme zakladny prehlad
o metabolickych zmenach, ktoré nastavaju pri depresivnych ochoreniach.

Klucové slova: depresia, metabolomika, lipidovy metabolizmus

Metabolomics: a potential tool for an individual approach to depressive diseases

With a high annual and lifetime prevalence, depression is becoming a significant contributor to the global dis-
ease burden. During the COVID-19 crisis, mood disorders or even depression increased significantly. Despite in-
creasing information, the underlying mechanisms of depressive disorders are still unknown. Metabolomics is
a convenient and powerful tool for understanding the early mechanisms associated with the pathology of de-
pressive disorders. It detects metabolic disorders that reflect changes in the biological organism. Metabolomics
could help identify biomarkers, monitor the body’s therapeutic response, and help detect disease progression.
This work provides a basic overview of metabolic changes occurring during depressive disorders.

Keywords: depression, metabolomics, lipid metabolism

Newslab, 2022; ro¢. 13 (1): 23 - 25

Depresia

Depresia je zdvazné, neuropsychiatrické ochorenie, ktoré
v sUcasnosti postihuje az 350 miliénov ludi na celom svete.
Depresia je jednou z najviac invalidizujucich choréb a spb-
sobuje znacnu zataz pre jednotlivca aj pre spolo¢nost™. Po-
Cas pandemickej krizy COVID-19 sa celosvetovo zvysil vy-
skyt priznakov Uzkosti, depresie, posttraumatického stresu
¢i psychickych tazkosti, ¢o naznacuje sedemnasobné zvy-
Senie prevalencie v porovnani s rokom 2017®. Medzi klu-
Cové priznaky depresie patri zla nalada, strata zaujmu a po-
teSenia, deficit koncentracie, pocity bezcennosti, chudnutie
a nespavost. Depresia moze byt ¢asto vyvolana psychickym
stresom a je spojend s dysfunkciou osi hypotalamus — hy-
pofyza — nadobli¢ky. Dysfunkcia tohto systému je potom za-
vaznym rizikovym faktorom vzniku a progresie kardiovas-
kularnych a inych ochoreni. Okrem toho vykazuju pacienti
s vyraznou depresiou zvySenie sérovych hladin prozapalo-
vych cytokinov®,

Je zndme, ze depresia je velmi heterogénne ochorenie,
ktorého priznaky, stupen tazkosti aj odpoved na liecbu su
vel'mi individudlne, preto sa depresia stava iba CiastoCne
predpovedatelnou klinickymi profilmi priznakov. Usilie o lep-
Sie analyzovanie tejto heterogenity zahffia molekularne, fy-
ziologické, zobrazovacie a neuropsychologické opatrenia
kombinované s klinickymi idajmi s cielom ulahcit persona-
lizovanu starostlivost o pacienta®.

Bohuzial, suCasny stav pochopenia depresie je do velkej
miery obmedzeny®. Vzhladom na jej vysoku prevalenciu je
znepokojujuce, Ze antidepresiva vykazuju iba miernu ucin-
nost pri jej liecbe®. Rovnako nemo6Zzeme predpovedat, ako
moze individudlny pacient reagovat na zvolenu terapiu®. Mi-
moriadne vysoka osobna a spoloc¢enska zataz zdoéraziuje
potrebu overenych biomarkerov, ktoré by pomohli zodpoved-
ne urcit diagndzu, usmernit vyber liekov a spolahlivo predpo-
vedat odpoved na liecbu. Existuju véak molekuldrne mecha-
nizmy, ktoré mozu poméct odhalit patoldgiu depresie, a tak
prispiet k jej diagnostike a liecbe s ohladom na individuali-
tu pacienta®.

Metabolomika

Vyvoj a validacia genetickych, proteomickych a metabo-
lomickych metodik méze byt nevyhnutna pri identifikacii pa-
tofyzioldgie, expresie, ako aj medikamentdznej liecby. Me-
tabolomika sa v sti¢asnosti objavila ako obzvlast hodnotna
oblast vyskumu v psychiatrii, pretoZe na rozdiel od genomi-
ky zachytava dynamicky charakter choroby a na rozdiel od
proteomiky meria konecné produkty komplexnych interakcii
medzi mnohymi proteinmi, signaliza¢nymi kaskadami a bun-
kovym prostredim®.

Metabolomika je vhodny prostriedok na pochopenie bio-
logickych systémov chordb identifikaciou metabolickych
substratov a produktov biochemického systému. Umoziuje
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odhalit stav danych buniek, tkaniv a organizmov®. Je to naj-
novsi spésob pristupu ,omics”, ktory slizi na definovanie po-
ruch metabolickych drah a sieti po¢as choroby. Okrem toho
prispieva k objavu a vyvoju lieciv tym, Ze poskytuje podrobné
biochemické udaje o liekoch, ich mechanizme ucinku, tera-
peutickom potenciali a vedlajSich ucinkoch®.

Je zname, ze pocas depresie dochadza k porucham ener-
getického metabolizmu, ako aj k vyznamnym zmendm v me-
tabolizme aminokyselin a lipidov('. Depresia je jednou
Z najzavaznejSich chorob, pretoze spdsobuje velké breme-
no pre jednotlivca i pre celd spolo¢nost. Okrem toho vyskyt
depresie je zdsadnym spdsobom spojeny s vyskytom inych
chorob®™. Pritomnost, priznaky aj trvanie depresivnej fazy
sa medzi jednotlivcami liSia. Presna identifikacia depresie
je nevyhnutnym prvym krokom v lie¢be a starostlivosti o Iu-
di trpiacich tymto ochorenim a je obzvlast délezita pre Iu-
di s chronickymi zdravotnymi problémami, u ktorych sa zda,
Ze maju vyssiu prevalenciu depresie ako bezna populécia®.
Metabolity priamo reprezentuju stav buniek, ktory odraza cel-
kovy fyziologicky fenotyp. Zmeny metabolickej aktivity Gzko
suvisia s mnohymi chorobami vratane depresie. Preto meta-
bolicky fenotyping pomaha pri véasnej diagnostike, studiu,
a subtypovani choréb na molekularnej drovni. Na kvantifi-
kaciu Sirokého spektra metabolitov v komplexnych biologic-
kych vzorkach sa hmotnostnd spektrometria stdva jednou
z metdd efektivnej volby. Beznym diagnostickym metdédam
chyba citlivost a Specifickost®.

Tedrie vzniku depresivnych poruch

Monoaminova tedria vykresluje verziu, Ze riziko rozvo-
ja depresie je v Uzkej koreldcii so znizenymi hladinami cen-
tralne dostupnych monoaminov. Ide najma o katecholaminy,
ato noradrenalin, indoleamin a sérotonin'?. Neurogénna ale-
bo hipokampalna teéria zasa hovori 0 narusenej neurogené-
ze u dospelych jedincov pocas depresie, kedze v hipokampe
sa u kazdého dospelého jedinca tvori priblizne 700 novych
granulovanych buniek denne(™. Pacienti trpiaci depresiou
maju vo vSeobecnosti mensi hipokampus a vysSie hladiny
glukokortikoidov, ktoré mozu narusit proces neurogenézy
a tak podporit vznik depresie(. Inflamacnou teériou vzni-
ku depresie sa vedci zaoberali poslednych 14 rokov. Prisli
s nazorom, ze fyzicky, ale aj psychologicky (emocionalny)
stres zvysuje riziko rozvoja mentalnych ochoreni v dosledku
sledu hormonalnych, biochemickych a epigenetickych me-
chanizmoyv, ku ktorym patri kynureninova draha, inflamacné
enzymy, oxidacny, nitrozacny stres, proinflamacné a antiin-
flamacné cytokiny, hypotalamo-hypofyzova os alebo soma-
tické komorbidity(4.
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Lipidovy metabolizmus pri depresii

S depresiou sa vyznamne spdja metabolizmus lipidoy,
pretoZze mozog je po tukovom tkanive druhou najvacsou za-
sobarnou tukov(®. Z toho dévodu lipidomika, odvetvie me-
tabolomiky zamerané na sledovanie a objasnovanie lipido-
vych dréh, ziskala v poslednych rokoch vyznamnu pozornost
a povazuje sa za nevyhnutny nastroj na skimanie mnohych
neurodegenerativhych chorob, nielen depresie. Hypotéza
polynenasytenych mastnych kyselin (PUFA) v poslednom
Case naznacuje, ze metabolizmus fosfo- a sfingolipidov za-
hfna potencidlne drahy ochorenia®. Posledny vyskum zdo6-
raznil potencidlnu ulohu monitorovania periférnych PUFA
a cholesterolu pri predikcii, stratifikacii a riadeni depresiv-
nych ochoreni. Najdélezitejsie v§ak bude objasnit, ¢i také
zmeny metabolizmu lipidov su patofyziolégiou hnacej sily
depresie alebo dosledkom choroby(®). Klavins (2015) hla-
sil aj zmeny hladin fosfatidylcholinov (PC) a lyzofosfatidyl-
cholinov (LysoPC) u stresovanych [udi®?. Znizené hladiny
PC mézu byt spojené s aberantnou aktivitou fosfolipazy A2
(PLA2). PLA2 st enzymy, ktoré katalyzuju Stiepenie mast-
nych kyselin z pozicie sn-2 a produkuju volné mastné kyse-
liny a lysoPC(®. Dal$ou, vyznamnou skupinou lipidov, ktoré
zohrdavaju dolezitu ulohu v patofyzioldgii depresie, su sfin-
gomyeliny. Sfingolipidy v membranach neurénov hraji dole-
Zitu ulohu pri transdukcii signalu, bud moduldciou lokaliza-
cie a aktivacie membranovych receptorov, alebo pésobenim
ako prekurzory bioaktivnych lipidovych mediatorov(®. Akti-
vacia receptorov cytokinovych a neurotrofickych faktorov
viazanych na sfingomyelinazy vedie k tvorbe ceramidov
a gangliozidov, ktoré zasa modifikuju Strukturdlnu a funkénu
plasticitu neurénov. V starndcich a neurodegenerativhych
podmienkach nastdva nadmernd produkcia a akumulacia
ceramidov a zvySeny oxidacny stres spojeny s membranou,
ktoré nasledne modifikuju Strukturdlnu a funkénu plastici-
tu neurdnov, ¢o nasledne vyustuje do zapalovych procesov,
pri ktorych dochédza k degradécii neurénov. Studie vzoriek
mozgového tkaniva ludi a experimentalnych zvierat nazna-
€uju, ze porucha metabolizmu sfingomyelinov je kl'di¢ovou
udalostou pri dysfunkcii a degeneracii neurénov, ku ktorej
dochadza pri depresii1929,
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The role of epigenetics in endometrial cancer
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Endometrial adenocarcinoma, often referred as the endometrial cancer, is the most common kind of uterine can-
cer. It’s incidence is rising in last decades and each year tens of thousands of women worldwide are diagnosed
with one of two types of endometrial cancer. It is observed that relatively higher incidence is in the developed
world countries, in North America and central Europe. These unfortunate statistics are also an opportunity for
these regions to study its forming process and possible ways how this malignancy emerges on the cellular le-
vel. As it is with such multifactorial diseases, it undergoes a complex development during which affected cells
undergo many changes in their genetic information as well as in their epigenetic modifications. Not all of them
should be considered the oncological drivers, but passengers of the rapid changes in adenocarcinoma tissues
may also affect its staging. Therefore, the studies of the mutations, DNA epimutations, changes in histone code
or micro-RNA molecules and disturbed hormone signalling pathways may be crucial for understanding of car-
cinogenesis process. The passengers with significant correlation rates, even though they are not crucial for po-
tential therapy, may have their role in the development of new diagnostic tools. In this article, we provide a re-
view of epigenetic changes affecting endometrial cancer types.

Keywords: Endometrial cancer development, epigenetics, type 2 endometrial cancer, DNA methylation, OncomiRs

Uloha epigenetiky pri rakovine endometria

Endometrialny adenokarciném, uvadzany ¢asto aj ako rakovina endometria, je najc¢astejSim druhom rakoviny ma-
ternice. V poslednych desatro¢iach mozno sledovat narast jeho vyskytu a kazdoro¢ne su desattisice Zien na ce-
lom svete diagnostikované jednym z dvoch typov rakoviny endometria. Zname je, ze relativne vyssi vyskyt po-
zorujeme vo vyspelych krajindch sveta, najma v Statoch Severnej Ameriky a strednej Eurépy. Tato neprijemna
Statistika je vSak tiez moznou prileZitostou pre tieto regiony studovat karcinogenézu a mozné sposoby, aké su
priCiny a dosledky tejto malignity na bunkovej trovni. Ako to byva pri multifaktorialnych ochoreniach, postihnuté
bunky prechadzaju nielen mnohymi zmenami genetickej informacie, ale aj epigenetickymi modifikaciami. Nie
vSetky by sa mali povaZovat za kritické pre onkologicky proces, no aj sprievodné modifikacie v tkanivach ad-
enokarcindmu mozu ovplyvnit vyvoj malignity. Preto moze byt studium mutacii, epigenetickych zmien v DNA,
zmien v histonovom kéde alebo molekulach mikroRNA, pripadne narusenych hormonadlnych signalnych drahach
klticéové pre pochopenie procesu karcinogenézy. Sprievodné zmeny s vyznamnou mierou korelacie, aj ked' nie
st rozhodujtice pre potencialnu terapiu, mdzu mat svoju tlohu pri vyvoji novych klinicky relevantnych nastrojov.
V tomto ¢lanku podavame prehl'ad epigenetickych zmien ovplyviujicich oba typy rakoviny endometria.
Klucové slova: karcinogenéza rakoviny endometria, epigenetika, rakovina endometria 2. typu, DNA metylacia,
OncomiRs

Newslab, 2022; ro¢. 13 (1): 26 — 30

Introduction
Endometrial cancer (EC) is the second most common

decades, the research is getting more focused on epigene-
tic changes, such as hypermethylation, deacetylation of his-

gynecologic cancer (after breast cancer) and seventh most
common cancer worldwide among females(?. Regions of
Central and eastern Europe had the second highest cumu-
lative risk in both incidence (2,48%) and mortality (0,47%)
in 2020. In estimated age-standardized incidence rates of
all ages, Slovakia is ranked 15% of all countries (Table 1)®.

The full mechanisms of EC development remain unclear
but there is growing number of molecules (hormones, pro-
teins and RNAs) reported to have a role in carcinogenic pro-
cess. Mutations in coding regions of functional molecules
same as their regulation is crucial for EC development. In last

tones or RNA interference*%. The epigenetic modifications
seems to be more frequent in EC that genetic changes, there-
fore they could potentially serve as a diagnostic tool®.

Types of endometrial cancer and their differences
There are two types of EC differing in the body estro-
gen excess and the rate of spreading. Type 1 is more
common (80% of cases), growing slower and linked to
excess of estrogen. It occurs mostly among premenopaus-
al and perimenopausal women. Type 2, on the other hand,
is faster growing one, without apparent multistage pro-
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Table 1. The list of countries with highest rate of endometrial can-
cerin 2020. Both age-standardized rates cumulative risk were es-
timated for all ages®®.

Age-standardized | Cumulative

Rank | Country incidence risk
(per 100 000) (%)

1. |Poland 26.2 4.57
2. | Lithuania 25.4 4.41
3. Samoa 247 3.42
4. |Belarus 23.6 3.59
5. | Jamaica 22.3 5.43
6. | Ukraine 22.1 3.38
7. | North Macedonia 21.8 3.22
8. Bahamas 21.8 5.55
9. | United States of America 21.4 3.74
10. | Trinidad and Tobago 20.5 4.19
11. | Barbados 20.4 4.38
12. |Cuba 20.1 3.98
13. |lIreland 20.0 3.80
14. | Russian Federation 19.7 3.26
15. | Slovakia 19.7 3.69
16. | Slovenia 19.6 3.82
17. | Greece 19.2 3.34
18. |Canada 18.6 3.32
19. | Bulgaria 18.3 3.08
20. |Czechia 18.0 3.65
21. | Serbia 17.9 3.04
22. | New Zealand 17.7 3.05
23. | Latvia 17.6 3.10
24. | Croatia 16.8 3.16
25. | United Kingdom 16.7 3.42
26. | Singapore 16.4 2.49
27. | Norway 16.0 3.53
28. | Hungary 15.5 2.96
29. | Estonia 15.4 2.86
30. |Malta 15.2 3.32

cess. It is not linked to excess estrogen in the body, most-
ly developing among postmenopausal women®9. Typical
for type 1 EC is sequence of changes from normal en-
dometrium, through hyperplasia, to precancerous lesion

(Figure 1). The transition from stage-to-stage is believed
to be accompanied with accumulation of mutations in
oncogenes, tumor suppressor genes DNA maintenance
genes and their regulators®.

Molecular characterization of endometrioid tumors

One of the latest classifications is subtyping the endome-
trial tumors based on their molecular DNA background. Even
though these molecular subgroups has not been implement-
ed in clinical routine so far, studies confirm their prognostic
relevance(®),

These four groups of carcinomas, independent on his-
tological subtype, are POLE ultramutated (group 1), micro-
satellite instability (group 2), low-copy-number alterations
(group 3), and high-copy-number alterations and TP53 mu-
tations (group 4)©19,

The POLE mutated EC is characterised by pathogenic
variants in the DNA polymerase-epsilon (POLE) exonuclease
domain mostly in one of the five hot-spots: P286R, V411L,
S297F, A456P and S459F. This group presents itself at the
younger age of patient and has excellent prognosis'9.
The second group is typically mismatch repair (MMR) defi-
cient and the prognostic level is intermediate. The p53 mu-
tant EC, in accordance with Type 2 classification, presents
itself at late stage which corelates with its poor prognosis.
The MMR-proficient, POLE and p53 wildtype group, often re-
ferred as NSMP EC (no specific molecular profile) has inter-
mediate to excellent prognosis and is associated with high-
er body mass index(9,

The role of epigenetics - promotor methylation

The regulation of EC stage-to-stage transition could be
provided by activity of DNA methyltransferases, particularly
de novo DNA methyltransferases. Their modification of CpG
rich regions (often found in promoter regions, first exons or
terminal parts of genes coding untranslated regions) has a
crucial role for gene expression. Changed methylation of the
hMLH1 gene is considered one of the earliest steps in multi-
stage endometrial carcinogenesis and is found in ~30 — 40%
of cases(""2, This gene encodes the homolog of bacterial
DNA mismatch repair protein and the malfunctional expres-

Figure 1. Stages of carcinogenesis in both endometrial cancer types(derived from (6) and modified)
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sion of the gene (caused by hypermethylation) is associat-
ed with other cancer kinds('*"%. Kawaguchi et al.("® reported
that abnormalities in the mismatch repair genes (including
hMLH1) leads to microsatellite instability which cascades in-
to further mutations and increase in gene instability of oth-
er cancer related genes. Therefore, it has been recently pro-
posed, in conformity with the recent group 1 — 4 subtyping,
the MMR proteins and loss of MLH1 should be tested for
promoter hypermethylation to evaluate its epigenetic mech-
anism. Subsequent POLE and p53 studies are also encour-
aged®.

There is also strong correlation between estrogen lev-
els and expression of A(MLH1. MMR activity was increased
in high estrogen conditions for in vitro cultivated endome-
trial epithelial cells. High estrogen levels could therefore
protect from EC development(?. Cyclic production of estro-
gen and progesterone in menstruation cycle as well as de-
cline of sex steroid hormone after menopause have direct
effect on proliferation and morphology of endometrial tis-
sue®. Methylation of the estrogen and progesterone recep-
tor genes were therefore studied in EC cells. They both con-
tain a CpG region in the first exon, but its methylation level
have been variable in recent studies, thus its effect is not
yet fully understood®.

During the atypical endometrial hyperplasia, the next sta-
ge of EC development, hypermethylation of APC promotor
is likely to happen, since it is not methylated in normal en-
dometrium, frequently hypermethylated in early cancer sta-
ges, but the methylation level is decreasing with an increa-
se in the clinical stage(”. E-cadherin is tumor suppressor
encoded by CDHT gene, which promoter is also susceptible
to hypermethylation. Decrease of its expression is not only
sign of EC development but has an unfortunate 5-year clini-
cal survival rate™®. Most known affected gene intype 1 EC is
PTEN. It functions as tumor suppressor gene, regulating pro-
liferation and apoptosis. Its mutation occurs in 26 — 80% of
EC, either at development of atypical endometrial hyperpla-
sia or at low grade endometrioid cancer, quite possibly as a
consequence of MMR disfunction®®. There is a possibility,
that this gene may be downregulated by hypermethylation,
as well™), although, its analysis of the methylation status is
quite challenging, since itis 98% identical to PTEN pseudoge-
ne (psiPTEN)®@. The other methylation affected genes in EC
development are regulators of proliferation (HOXA11, TGF-
-BRII), apoptosis (CASP8), hormone metabolism (COMT) or
other tumor suppressors (RSK4, P73, RASSF1A). For speci-
fics about their involvement in EC, see(.

The type 2 EC have distinct methylation patterns. The
promotors of many genes mentioned above (hMLH1, APC,
PTEN, RASSF1A, progesterone receptor coding gene) are de-
tected more frequently in type 1 tumors. Such findings indi-
cates that the process of DNA methylation is predominant in
type 1 EC and in type 2 it may have less significant role®2'22,

The role of epigenetics - microRNAs
Another way of epigenetic regulation in EC is via mi-
croRNA (miRNA) molecules. They may contribute via

RNA-associated silencing, but their genes are also un-
der epigenetic regulation. miRNAs are short (19 — 25 nt),
noncoding, single-stranded RNA molecules produced by
RNA polymerase Il or lll usually cleaved from primary tran-
scripts by RNase I11#23_ Targeting of specific miRNA is not
trivial since it is potentially able to regulate hundreds of
genes and each transcript may be regulated by several
MiRNAs®9,

The epigenetic regulation of miRNA is occurring on
several levels since their production is also regulated by
methylation level CpG-rich domains. Favier et al.® have
recently published a complex review for miRNAs with in-
creased (n=140), decreased (n=148) and miRNAs with
discordant expression (n=22) in EC from over 100 articles.
Additionally, the complex review reports about miRNAs
with changed methylation level, six hypomethylated mR-
NAs and nine hypermethylated ones. Unsurprisingly, the
majority of hypermethylated miRNAs (miR-638, miR-137,
mMiR-633, miR-34b, miR-124a-2, miR-124a-3, miR-152, miR-
129-2)*2531 gre tumor suppressors and the hypomethyl-
ated (miR-182, miR-200b, miR-130a/b, miR-625, miR-222,
miR-208a)*2%3233) are OncomiRs, the mMiRNAs associated
with the cancer development. Particularly interesting are
two miRNAs directly involved in DNA methylation of spe-
cific loci. miR-30d is responsible for methylation of CpG
region in H19 noncoding RNA gene and miR191 downreg-
ulates the TET1 expression, the enzyme responsible for
methylation removal in promoters of tumor suppressors
(E.g., APC)3439),

From vast list of miRNAs that are associated with EC
and could serve as diagnostic markers, most known are
mMiR-182, miR-183, miR-200 and miR-205¢*39, miR-182 tar-
gets the CULS5 protein, ubiquitin ligase, which has altered
expression in several types of cancers. CUL5 overexpres-
sion in EC model cell line resulted in decreased cell pro-
liferation®?. CPEB1 mRNA is targeted, and its expression
is downregulated by miR-183, which promotes cell pro-
liferation, migration, invasion, and in vivo tumorigenesis
in EC®”). The miR-200 family affects the PI3K/AKT/mTOR
by downregulation of PTEN, tumor suppressor protein®.
Since mR-205 is overexpressed not only in EC®9), but also
in other types of cancer®®39, Favier et al.® do not find it
suitable for diagnosis of EC but considers it as potential
prognostic biomarker.

Conclusion

Although, the high number of factors responsible for
development of EC, either environmental, hormonal, ge-
netic or epigenetic, we still need many pieces of complex
mosaic, to finish the whole picture of this carcinogenic
process. Such discoveries might serve as a useful prog-
nostic and diagnostic tool. Because of high rate of EC in
regions of Central and Easter Europe (see Table 1), we
suggest investigating the methylation status Slovak en-
dometrial cancer samples to compare found gene inacti-
vation with known data. Thus, it might be possible to ad-
just diagnosis in our region.
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Mitochondrie zohravaju esencialnu ulohu v energetickom metabolizme bunky a tak ovplyviuju dblezité bunko-
vé funkcie, ktoré moézu suvisiet s rozvojom nadorovych ochoreni. Molekuly mitochondridlnej DNA (mtDNA) mo-
Zu byt aktivhou alebo pasivnou cestou vylu¢ované z buniek do extracelularneho priestoru, ¢im sa z nich stava
cirkulujica mtDNA (cf-mtDNA). Tento fakt otvara nové moznosti pre véasnu a neinvazivnu analyzu nadoro-
vého genetického profilu z tekutych biopsii. Sti¢asné metédy umoznuji analyzovat hned niekolko paramet-
rov, ako st tumorovo $pecifické mutacie mtDNA, zmena poétu képii mtDNA alebo rozdielne dizky fragmentov
cf-mtDNA v cirkulacii. Jednotlivé metédy analyzy cf-mtDNA sa neustale vyvijajd, a preto by implementacia zis-
kanych poznatkov mohla byt zakladom pre efektivnejsiu prevenciu a celkovy manazment nadorovych ochoreni.
Aj ked vyuzitelnost cf-mtDNA stale variruje pri réznych typoch nadorovych ochoreni, a jej analyza celi limitaci-
am, ako je heteroplazmia, definitivne mozno vyhlasit, Ze cf-mtDNA ma diagnosticky a/alebo prognosticky poten-
cial ako neinvazivny biomarker nadorovych ochoreni.

Klticové slova: mitochondria, cf-mtDNA, heteroplazmia, biomarker

Extracellular mitochondrial DNA as a non-invasive biomarker of cancer

Mitochondria play an essential role in the energy metabolism of cells and thus affect essential cellular functions
possibly associated with cancer development. Mitochondrial DNA (mtDNA) molecules can be released from cells
into the extracellular space by an active or passive mechanism, making them circulating mtDNA (cf-mtDNA).
This fact opens up new possibilities for early and non-invasive analysis of the tumour genetic profile from liquid
biopsies. Current methods allow the analysis of several parameters, such as tumour-specific mtDNA mutations,
mtDNA copy number changes, or different lengths of cf-mtDNA fragments in circulation. Methods of cf-mtDNA
analysis are constantly evolving. Thus, implementing the acquired knowledge could be the basis for more effec-
tive prevention and overall management of cancer. Although the utility of cf-mtDNA still varies in various types
of cancer, and its analysis faces limitations such as heteroplasmy, it can be declared that cf-mtDNA has diag-
nostic and/or prognostic potential as a non-invasive biomarker of cancer.

Keywords: mitochondria, cf-mtDNA, heteroplasmy, biomarker

Newslab, 2022; ro¢. 13 (1): 31 - 36

Uvod

Mitochondria ako semiautondmna organela obsahuje
vlastny geném v podobe 100 — 10 000 kopii cirkularnych mo-
lekdl mitochondridlnej DNA (mtDNA) s dizkou 16 569 bp, kto-
ra je organizovana do nukleoproteinovych struktur (tzv. nuk-
leoidov). Mitochondridlny geném je charakteristicky tym, ze
nema intrény, no obsahuje 37 génov kédujucich 13 polypep-
tidov dychacieho retazca, 22 tRNA a 2 rRNA. Tato organe-
la sa podiel'a na produkcii energetickych metabolitov a mo-
lekul, prostrednictvom ktorych ovplyviuje dolezité bunkové
funkcie vratane aktivity enzymov, epigenetickych modifikacii
Ci apoptozy. Je zrejmé, ze efektivita tychto procesov variruje
pre genetické zmeny v mtDNA, v désledku ¢oho moézu vznik-

nut rézne ochorenia, ktoré zvycajne postihuju tkaniva s vy-
sokymi energetickymi poziadavkami, ako s mozog, srdce
alebo svaly®?. Dysfunkcie mitochondrii st ¢asté aj pri ocho-
reniach, ako je rakovina. Aberacie mtDNA boli identifikované
takmer v kazdom type nadoru a predpoklada sa, ze by mohli
prispievat k rozvoju rakovinového fenotypu. Zarovern vsak ne-
mozno vylucit, Ze tieto aberacie vznikaju prave v désledku ra-
kovinovych zmien, ktoré prebiehaju v nadorovych bunkach®.
Na objasnenie ulohy tychto mutacii v karcinogenéze bude
potrebné podrobnejsie studium, no ukazuje sa, Ze ich detek-
cia by mohla byt potencialnym markerom pre skoru diagnos-
tiku nadorovych ochoreni.
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Obrazok 1. Fragmentdcia cf-mtDNA v zavislosti od typu bunkovej smrti. Apoptdza je kontrolovany proces, pri ktorom si mitochondrie
zachovavaju membranu a mtDNA je tak chranena pred degraddciou. Rakovinové bunky vsak beZne podliehaju nekréze, ked dochddza

k aktivnej degradacii mtDNA (Created with BioRender.com).

Je zname, ze nadorové bunky uvolfiuju svoje nukleové
kyseliny do extracelularneho prostredia. K tomuto javu do-
chdadza pri bunkovej smrti, ale taktiez prostrednictvom inych
biologickych mechanizmov, ktoré boli podrobnejsie opisané
v predchadzajucich pracach®. Vysledkom je zmes réznych
typov extracelularnych nukleovych kyselin vratane mtDNA
v telovych tekutinach, ktoré vykazuju genetické Crty pévod-
nych, teda aj rakovinovych buniek. Analyza tychto molekul,
ktoré mozno extrahovat napriklad z krvnej plazmy, ma pre-
to potencial ako neinvazivny pristup pre diagnostiku, sledo-
vanie progresie ochorenia ¢i monitorovanie liecby daného
ochorenia®.

Pri analyze cirkulujicej mtDNA (cf-mtDNA) by sa vsak
mali zohl'adnovat struktirne rozdiely medzi mitochondrial-
nou a jadrovou DNA. Kedze mtDNA je mala molekula a nie
je chrdnena histénmi ako jadrovd DNA, tak aj fragmenty
cf-mtDNA su odligné®). Velkost fragmentov cf-mtDNA v bio-
logickych tekutinach sa pohybuje vacsinou v rozsahu 20 az
80 bp, no bola opisana aj existencia celych intaktnych mo-
lekdl cf-mtDNA v fudskej plazme. Na zaklade zistenych po-
znatkov sa predpokladd, ze cirkuldrny tvar mtDNA ma pro-
tektivny charakter”). Podobne ako jadrovda DNA aj mtDNA
méze byt transportovana pomocou extracelularnych mem-
branovych vezikdl (EMV)®. Tieto vezikuly m6Zu obsiahnut
aj cely mitochondrialny geném, ktory dokazu preniest do bu-
niek s poskodenym metabolizmom, a tak obnovit ich meta-
bolickd aktivitu. Na druhej strane takyto horizontdlny transfer
mtDNA pomocou EMV méze prebudit dormantné nadorové
bunky a vyvolat ich rezistenciu proti terapii®.

Fragmentacia cf-mtDNA

Molekuly cf-mtDNA mézu byt do cirkulacie uvolfiované
aktivne zo Zivych buniek napr. prostrednictvom exozémov
alebo pasivne prostrednictvom bunkovej smrti. Pri apoptd-
ze buniek nedochdadza k poruseniu mitochondridlnej mem-
brany, v dosledku ¢oho ostdva mtDNA intaktna. Zatial' ¢o

» vznik apoptickych teliesok
» zachovanie mitochondridlnej membrany
» ochrana mtDNA pred degradaciou

» rozpad bunky
» rozpad mitochondridlnej membrény
> degradacia mtDNA

apopticka forma bunkovej smrti je bezna v normalnych bun-
kdach, tak pre nadorové bunky je charakteristickd nekréza.
Pocas nekrézy dochdadza k rozruseniu mitochondrii, uvolne-
niu mtDNA a nasledne k jej degradacii na kratSie fragmenty
(obrazok 1). Preto pacienti s rakovinou vykazuju kratsiu diz-
ku cf-mtDNA (109,15 bp) v porovnani so zdravymi jedincami
(142,62 bp), pricom dizka fragmentov navyse koreluje s na-
dorovou zataZou a relapsom ochorenia. Analyza dizkového
profilu cf-mtDNA by preto mohla slizit ako ukazovatel na sle-
dovanie nadorovej zataze a progresie rakoviny(9,

Spolu s narastom objemu nadorovej masy sa zvysuje uro-
ven nekrdzy v nadore(, ¢o vedie k zvyseniu zastlpenia cir-
kulujicej nadorovej DNA (ctDNA) a zaroven poklesu dizky
fragmentov cf-mtDNA. Fragmentacny profil cf-mtDNA pred-
stavuje uzito¢ny parameter na vyhodnotenie nadorovej za-
taze na zéklade inverznej korelacie medzi objemom nadoro-
vej masy a koncentraciou ctDNA. Vyuzitie fragmentacného
profilu na analyzu nadorovej zataze sa potvrdilo aj v pripa-
de pacientov s hepatocelularnym karcinémom. Priemerna
dizka cf-mtDNA fragmentov z krvi pacientov (162,41 bp) bo-
la kratsia ako v kontrolnych vzorkach (173,25 bp). Navyse
fragmenty cf-mtDNA pacientov s percentualnym zastipenim
CtDNA viac ako 5 % vykazovali priemernt dizku 153,62 bp na
rozdiel od pacientov so zastipenim ctDNA menej ako 5 %
s priemernou dizkou fragmentov cf-mtDNA 164,36 bp(9. Po-
dobne to bolo v d'al$ej Studii, kde sa vedci zamerali na pacien-
tov s karcinémom obliciek. Zistili, ze koncentracia cf-mtDNA
v plazme mala vysSie hodnoty u pacientov s metastatickou
formou ochorenia oproti pacientom bez metastaz a zdravym
jedincom, a zaroven u nich pozorovali pokles indexu integrity
(pomer dlhych a kratkych fragmentov)(2.

Mutacie v mtDNA

Pri zmenach energetického a biosyntetického metaboliz-
mu nadorovych buniek zohravaju centralnu ulohu mitochon-
drie. Jednou z typickych zmien je tzv. Warburgov efekt
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Obrazok 2. Rozdiel v metabolizme glukézy medzi zdravymi a nddorovymi bunkami. V pritomnosti kyslika prebieha v zdravych bunkdch
OXPHOS, pricom sa produkuje oxid uhlicity. Za rovnakych podmienok rakovinové bunky vyuZivaju proces glykolyzy, ked’ namiesto
oxiddcie pyruvatu v mitochondridch, dochddza k jeho fermentécii v cytosole, pricom sa produkuje kyselina mlie¢na (Created with

BioRender.com).

Zdrava bunka

Glukéza
Oxidativna
fosforylacia !
Pyruvat
0, —* — CO;

(obrazok 2), ked rakovinové bunky namiesto oxidativnej fos-
forylacie (OXPHOS) uprednostriuju pri ziskavani energie
anaerobnu glykolyzu, a to aj v podmienkach s dostatoé¢nym
mnozstvom kyslika(®. Gény, kodované v mtDNA su nevy-
hnutné pre spravny priebeh OXPHQOS, a preto mutdcie v nich
mézu prispiet k rozvoju rakovinového fenotypu buniek. Tieto
mutacie mozu spadat do dvoch hlavnych tried: (1) zavazné
mutdcie (tumorigénne), ktoré inhibuju OXPHOS, zvysuju pro-
dukciu reaktivnych foriem kyslika a podporuju proliferaciu
nadorovych buniek, a (2) miernejsie mutacie (adaptivne), kto-
ré umoznuju nadorom prispdsobit sa novému prostrediu®,

Zatial, ¢o v kazdej bunke existuje iba jedna kdpia gDNA,
v pripade mtDNA ich mozZe existovat viacero. V zavislos-
ti od Urovne metabolickej aktivity m6Ze mat bunka stovky
mitochondrii, z ktorych kazda ma 1 az 10 képii mtDNA. Ak
ma bunka vSetky képie mtDNA identické, hovorime o tzv.
homoplazmii®®. Pésobenim zvyseného oxidacného stresu
spojenym so starnutim dochddza k poskodeniu mtDNA. Ne-
dostatoCné reparacné mechanizmy napokon vedu ku kumu-
lacii mutacii mtDNA v bunke(®. Ked' je v jednej bunke zmes
mutovanej mtDNA spolu s nemutovanou, nastava hetero-
plazmia®”. Pocas bunkového delenia dochadza k nahodne;j
distribucii heteroplazmatickej mtDNA do dcérskych buniek.
Bunky mozu tolerovat iba urcita Uroven heteroplazmie, kym
saneobjavi aberantny fenotyp('9, ktory zavisi od pomeru tych-
to molekul mtDNA(®), Patogénne mutécie v mtDNA sa mozu
vyskytovat v roznych pomeroch a klinické désledky mutova-
nej mtDNA sa prejavuju az po prekroceni prahovej hodno-
ty(9). Ukazalo sa, Ze heteroplazmia komplikuje detekciu tu-
morovo $pecifickych mutacii v cf-mtDNA®2Y, Preto ju treba
zohladnovat na intracelularnej aj medzibunkovej trovni®?.
Ak sa zd3, ze mutdcia detegovana v cf-mtDNA je heteroplaz-
matickad, v skutocnosti méze byt vysledkom kontaminacie

Nadorova bunka

Glukéza
Aerdbna
' glykolyza
Pyruvat
|
Laktat

mtDNA z réznych buniek (medzibunkova heteroplazmia). To
vysvetluje, preco aj zdanlivo nizka uroven heteroplazmatickej
mutacie moze hrat funkénud dlohu vo vyvoji alebo progresii
nadoru na lokalnej Grovni®9.

Napriek tymto limitaciam sa ukazuje, ze mutacie v cf-mtDNA
maju potencial ako neinvazivny biomarker, ktory mozno vy-
uzit pri predikcii, diagnostike a monitorovani nadorovych
ochoreni. Jeden z prikladov mézZe predstavovat detekcia
mutacii v cf-mtDNA v oblasti D-slu¢ky z plazmy pacientov
so skvamo6znym karcindmom hlavy. Ukazalo sa, Ze detekcia
somatickych mutdacii umozruje skoré zavedenie preventiv-
nych opatreni, preto by cf-mtDNA mohla predstavovat bio-
marker v¢asnej detekcie ochorenia®). Liu et al. 2021 pred-
stavil optimalizovany pristup na baze NGS pre detekciu
nadorovo Specifickych mutacii v cf-mtDNA z plazmy pacien-
tov s hepatocelularnym karcinémom. Na druhej strane samu
tymto pristupom nepodarilo detegovat mutécie u pacientov
s kolorektalnym karcinomom, ¢o naznacuje ze existuju ra-
kovinovo $Specifické rozdiely v mnozstve nddorovej mtDNA,
ktora sa uvoltuje do plazmy pacientov®. Vysledky porovna-
vacich NGS analyz mtDNA su limitované schopnostou sle-
dovat tumorovo Specifické varianty v cf-mtDNA. Vacésina
variantov, ktoré boli identifikované v nddorovom tkanive, ne-
bola detegovatelnd v plazme prislusného pacienta, pricom
zhoda medzi variantmi bola iba na tGrovni 17 %@ az 25 %9,
V sucCasnosti stale nie je jasné, preco je detekcia variantov
z plazmatickej cf-mtDNA taka ndro¢n4, preto zostava jednou
z hlavnych vyziev v aplikaciach tekutej biopsie.

Pocet kdpii mtDNA

Jedinecné vlastnosti mitochondridlneho gendému, ako je-
ho kratka dizka, jednoduchda molekuldrna $truktira a vysoky
pocet képii, z neho robia vhodny ndstroj na v€asnu detekciu
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Tabulka 1. Porovnanie zmien v pocte képii mtDNA, v prikladoch réznych typov nadorovych ochoreni. Referencie (Ref.)

Typ rakoviny Pocet kopii Sen&t)lwta Speg:)lmta

rakovina vaje¢nikov plazma cf-mtDNA MT-ATP8 0 63 -79 62 - 67 38

E?}Eglg‘%‘gﬁ?ﬂﬁ?v plazma exozémy ND1,ND5 0 - - 34

rakovina semennikov sérum cfmtDNA MIDNA-79 T 595 943 3

cf-mtDNA mtDNA-220 T 70,2 77,1
rakovina prostaty plazma cf-mtDNA 16S rRNA 0 80 58 3
non-Hodgkinov lymfém plna krv miDNA MT-ND1 0 - - 7
. : MT-CO1

rakovina hlavy a krku sliny mtDNA MT—COZ/ 0 - - 38

urologické malignity sérum cf-mtDNA 16S rRNA 0 84 97 3

rakovina Zaltidka mononukledrme | mtDNA 125 rRNA 0 47 80 0

unky periférnej krvi

skvamozny karciném hitana | krv, tkanivo mtDNA D-slucka 0 - - 30

rakovina pltc plazma cf-mtDNA 16S rRNA 0 - - 4

hepatocelularny karciném plazma cf-mtDNA - 0 80 94 42
plazma cf-mtDNA MT-ATP8 2 53 87 a3

rakovina prsnika plna krv mtDNA MT-ATP8 1 - - 44
plnd krv mtDNA MT-ATP8 \ 73 78 4

hepatocelularny karciném sérum cf-mtDNA MT-ND1 2 - - 46

karcinom oblicky plnd krv mtDNA MT-ND1 1 - - o

Ewingov sarkém sérum cf-mtDNA 16S rRNA V) 76,1 68,4 48

1 - zvyseny/\ — znizeny pocet kopii mtDNA

nadorovych ochoreni®®. Pocet kopii mtDNA je v bunkach roz-
nych tkaniv odliSny a je vyznamne ovplyvneny aj rozdielnymi
podmienkami vnitorného a vonkajsieho mikroprostredia®.
Na rozdiel od jadrovej DNA je mtDNA extrémne nachyl-
na na oxidacné a iné genotoxické poskodenia pre nedosta-
tok ochrannych histénov a G¢innych mechanizmov opravy
DNA®@®_ Zmeny v pocte kopii mtDNA boli asociované s roz-
vojom r6znych typov nddorovych ochoreni vratane rakoviny
hrubého Creva, konecnika, prsnika a pltuc, pricom tieto zme-
ny mozno detegovat pomocou analyzy cf-mtDNA®). Existu-
je predpoklad, Zze pocet képii mtDNA v organizme jedinca je
ovplyvneny Specifickym miestom na mitochondrialnom ge-
néme, v ktorom vznikla mutdcia asociovana s konkrétnym
nadorovym ochorenim. Mutdcie v oblasti D-slucky zodpo-
vednej za regulaciu replikacie mtDNA by podla tohto pred-
pokladu mali spdsobit zniZzenie poctu kopii mtDNA v bunke.
Naopak, zvyseny pocet kopii mtDNA na bunku moze byt do-
sledkom mutdcie v génoch pre proteiny podielajlice sa na
oxidacnej fosforylacii. V tom pripade by mohlo ist o kompen-
zacny mechanizmus, Cize reakciu na mitochondrialnu dys-
funkciu®. Na druhej strane existuju aj studie, ktoré upozor-
nuju na to, ze somatické mutdacie v oblasti D-slucky mézu
zapricinit narast poctu kopii mtDNA, ¢o by mohlo byt spo6-
sobené zvySenim replikacie v désledku mutdcie v tejto ob-
lasti®®. Mechanizmus, prostrednictvom ktorého méze byt
znizeny pocet képii mtDNA spojeny s karcinogenézou, nie
je uplne jasny, no predpoklada sa, ze nizka hladina fyzic-
kej aktivity u mladych jedincov vedie k znizeniu poctu kopii
mtDNA a znizenej produkcii ATP, vysledkom ¢oho sa zvysSuje
riziko rakoviny®". Tieto vysledky naznacuju, Zze abnormalny
pocet képii mtDNA by mohol sluzit ako potencialny marker
pre poskodenia DNA a dysfunkciu mitochondrii, ktoré prav-
depodobne prispievaju ku karcinogenéze.

Zmeny v pocte kopii cf-mtDNA boli opisané pri réznych
typoch nadorovych ochoreni (tabulka 1), preto by kvantifi-
kacia cf-mtDNA vo vzorkach telovych tekutin mohla poslid-
Zit na rozlisenie pacientov s nadorovym ochorenim od zdra-
vych jedincov alebo ako marker na monitorovanie progresie
nadoru ¢i predikciu reakcie pacienta na lieCbu®?.

Zmeny v pocte kdpii mtDNA sa obycajne pocitaju ako re-
lativny pomer mnoZstva konkrétneho génu kédovaného mi-
tochondrialnym genémom k mnozstvu génu kédovanému
jadrovou DNA. Presnost a efektivita tejto metddy moézu byt
obmedzené, ¢o sa mo6ze odzrkadlit na déveryhodnosti vy-
sledkov®. Variacie v pocte kopii cf-mtDNA sa mézu vyraz-
ne lisit pri réznych typoch nadorovych ochoreni. Na overenie
presnosti informacii o priebehu ochorenia je preto potrebné
vysledky ziskané z analyzy cf-mtDNA vyhodnocovat spolu
s vysledkami uz osvedéenych biomarkerov®.

Rozsiahle delécie mtDNA

V porovnani s bodovymi mutaciami su rozsiahle delécie
v rdmci mtDNA menej Casté, zato vSak vyraznejSie prispie-
vaju k rozvoju mitochondridlnych ochoreni, rakoviny alebo
k starnutiu®. Ich vplyv na karcinogenézu nie je dostatocne
objasneny a jeho prediktivny a prognosticky potencial je sta-
le predmetom Stadia. S viacerymi typmi nddorovych ohoreni
je Casto spajana delécia mtDNA 4 977 bp medzi nukleotid-
mi 8 470 az 13 447, ktora postihuje dolezité gény zodpoved-
né za spravnu funkciu OXPHOS®V. Stadia Nie et al. ukazala,
Ze miera tychto delécii bola vyznamne vysSia v krvi pacien-
tov s karcindmom prsnika v porovnani s benignym ochore-
nim, prilahlym tkanivom, aj so zdravymi kontrolami, o pou-
kazuje na potencial delécie mtDNA 4 977 ako neinvazivneho
biomarkera pre detekciu rakoviny prsnika®?. Znama je tiez
delécia mtDNA 4 576 bp, ktora bola opisand ako potencial-
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ny biomarker pre skrining rakoviny prsnika, a to dokonca vo
vzorkach telovych tekutin®. Vhodnym prikladom je aj de-
lécia 3397 bp (3.4kbA) v pozicii 10 743 az 14 125, ktora je uzi-
tocnym biomarkerom pre diagnostiku rakoviny prostaty®4.
Okrem tkaniv bol preskimany potencial tejto delécie v moci
a sére, no napriek slubnym vysledkom je potrebné overit vy-
uzitelnost tekutych biopsii na analyzu 3.4kbA na rozsiahlej-
Sich studiach®,

Mikrosatelitova instabilita mtDNA

Mitochondridlna mikrosatelitova instabilita (mtMSI) je
definovana ako zmena dizky v rémci kratkych tandemovych
repeticii (mikrosatelitov) velkosti 1 - 6 bp, pozorovana me-
dzi nddorovym a zdravym tkanivom. Casté variécie v tych-
to lokusoch (delécie/inzercie) vznikaju v dosledku neefek-
tivneho mitochondridlneho systému opravy replikacnych
chyb. Mechanizmy zodpovedné za opravu mtDNA vSak do-
posial nie st prili§ zndme®®. Casty vyskyt mtMSI bol opisa-
ny v suvislosti s viacerymi typmi nadorovych ochoreni vra-
tane rakoviny prsnika, ovarii, endometria i kolorektalneho
karcindmu (CRC)®”. Vyskum mtMSI v spojitosti s mozny-
mi klinickymi dosledkami preukazal, ze pacienti s CRC v Ill.
Stadiu s mutaciami v regiéne D-slucky sa vyznacuju zlou
progndzou a rezistenciou proti adjuvantnej chemoterapii
na baze 5-fluorouracilu®®. Prave vysoko polymorfné oblasti
v ramci D-slucky, akymi st D310 (poly(C)) a D16184 (poly(C)
preruSené T) sU najcastejSimi regionmi, ktoré sa spajaju
s mtMSI®®). Napriek sfubnym vysledkom pri nadorovych
ochoreniach, mtMSI nebola dostatoCne preskimana v telo-
vych tekutinach.

Epigenetické modifikacie mtDNA

Podobne ako jadrova tak aj mtDNA je vystavena réznym
epigenetickym modifikaciam, ktoré ovplyviuji dblezité pro-
cesy ako replikacia a transkripcia mtDNA. Dong et al. podrob-
ne opisal viaceré modifikacie, medzi ktoré patria metylacie
a hydroxymetylacie, posttranslacné modifikacie proteinov
v mitochondridlnych nukleoidoch a tiez posttranskripcné
modifikacie mitochondridlnych RNA (mtRNA). Boli opisané
aj nekdédujuce RNA odvodené od mtDNA, ktoré hraju ddlezi-
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tu dlohu pri regulacii translacie a funkcie mitochondrialnych
génov®. V tejto spojitosti vznikol koncept mitoepigenetiky,
ktora Studuje mitochondrialne modifikacie ovplyviiujuce de-
di¢ny fenotyp bez zmeny samotnej sekvencie mtDNA. Ked-
ze dysfunkcie mitochondrii ako ddsledok epigenetickych
zmien mozu prispievat ku karcinogenéze®, ich analyza ma
potencial pre klinické aplikacie v onkoldgii. Mohd Khair et al.
zhrnuli rézne typy nadorovych ochoreni, ktoré boli Studova-
né v spojitosti s epigenetickymi modifikaciami na tdrovni bun-
kovej mDNA a mtRNA®9, avsak potencial extracelularnych
biomarkerov zatial nebol u onkologickych pacientov dosta-
to¢ne preskimany.

Zaver

Pouzitie kvantitativnych a kvalitativnych charakteristik
cf-mtDNA pre diagnostiku nadorovych ochoreni sa v po-
slednych rokoch stalo cielom zdujmu mnohych vyskumov.
Je to najma vd'aka moznosti minimalne invazivneho zakro-
ku odobratia vzorky z telovych tekutin a vyhodam, ktoré po-
nuka kompaktny mitochondridlny geném. Moderné pristupy
umoznuju analyzu réznych parametrov, ako je detekcia muta-
cii, pocet kdpii mtDNA ¢Ci fragmentacny profil cf-mtDNA, kto-
ré je navySe mozné kombinovat s cielom vytvorit robustne;jsi
nastroj pre diagnostiku ochorenia. Molekuly cf-mtDNA preu-
kazali diagnosticku a/alebo prognosticku hodnotu pre viace-
ré nadorové ochorenia, no ich vyuzitelnost stéle variruje pri
roznych typoch rakoviny. Aby mohla byt zavedena do rutin-
nej praxe, je este potrebné pochopit jej tlohu pri rozvoji na-
dorového fenotypu a zrealizovat rozsiahlejsie studie v kom-
binacii so zavedenymi biomarkermi, ktoré sa pouzivaju pri
manazmente onkopacientov v su¢asnosti.
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Whole-genome sequencing methods for CNV detection
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The importance of copy number variants (CNVs) in reference to human health is rising continuously. They are
linked to various types of disorders, syndromes and recent studies showed they can be used as a biomarker for
cancer screening. Next-generation based technologies enabled faster and more cost-effective ways for CNV de-
tection, which could be applicable in practical use. In this article, we describe the general approach of CNV de-
tection tools, which are based on next-generation technologies and where data was obtained by whole-geno-
me-sequencing in particular. We provide a general overview of the whole process of detection of a CNV, provide
historical context and briefly describe the individual steps of the process.

Key words: CNV, whole genome sequencing, Detekction of CNV, NIPT

Detekcia CNV metddou celegonémového sekvenovania

Vyznam CNV v suvislosti s ludskym zdravim neustale rastie. Tieto varianty sa spajaju s réznymi syndromami
a poruchami a dokonca mézu slazit ako biologicky oznacovaé pre pritomnost rakoviny. Technolégie NGS
umoznuju rychlejsie a lacnejsie detegovanie tychto variantov, ¢o zjednodusuje ich pouzitelnost v praktickej
medicine. V nasom ¢lanku opisujeme vSeobecny pristup strojov pre detekciu CNV zalozenych na technoldgii
NGS. Speciélne sa zameriavame na ziskavanie dat metédou celogenémovej sekvencie. Poskytujeme vieobecny
prehl'ad celého procesu, histériu vyvoja roznych metdd pre detegovanie CNV a tiez sa blizsSie vyjadrujeme k jed-
notlivym krokom samotného detegovania CNV.

Klacové slova: CNV, celegonémové sekvenovanie, detekcia CNV, NIPT

Newslab, 2022; ro¢. 13 (1): 37 - 41

Introduction to sequencing

The bioinformatic field is mainly interested in the develo-
pment of methods and software tools that contribute to the
understanding of biological data. This interdisciplinary field
intervenes with various biological disciplines, especially with
genomics, which focuses on the structure, function, evolu-

Figure 1. The picture shows an illustration of CNV on a genome.
The right side shows a duplication, left side shows a deletion
event.

tion, mapping, and editing of genomes. Knowledge from bio-
informatic studies and research can then be used in practi-
ce to treat various diseases and abnormalities, furthermore,
it can also help us understand evolution and our origin.

To obtain biological data, DNA has to be firstly sequenced
in order to determine the order of nucleotides. Four nucleo-
tide acids cytosine [C], guanine [G], adenine [A], and thymine
[T] make up the whole DNA molecule, computer programs
store them in short as A, C, T, G letters. Sequencing itself un-
derwent rapid development throughout the years. The first
human genome was sequenced in 2001 and the work took
thirteen years™. However, with faster technologies and signi-
ficantly lower sequencing costs, new genome analyses are
produced®. Nowadays it takes only a day in a well-equipped
laboratory®.

Copy number variations

Copy number variations fall into the category of struc-
tural variants. These are mutations in DNA, which may ha-
ve beneficial, neutral, or negative effects on the organism. It
is a change in an organism's chromosome, involving a DNA
fragment that is approximately 1 kb or larger, therefore we
consider it a larger mutation event®. Even though they can be
beneficial in the process of evolution, they can cause various
syndromes and disorders. Variants are further divided into
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translocations, insertions, inversions and finally CNVs. The-
se variants are visualized on Figure 1. (CNVs) and Figure 2.
(translocation, insertion, inversion). Whereas CNVs change
the amount of a certain genomic range, it can be detected
via low-coverage sequencing, mapping, and read counting.
On the other hand, translocations and inversions do not add
or remove any genomic material (only shuffle it), thus to de-
tect them, we need to find the precise breaking points. This
is possible only with a deep-coverage (>30x) sequencing and
even then it does not have great accuracy®9. Insertions bring
new genomic material (usually small), which does not have
a copy previously on the genome, thus the breaking points
and the whole inserted sequence need to be found by deep
sequencing. Thus, this article will focus only on CNVs and on
methods for their detection.

CNV or Copy Number Variant is a phenomenon that repre-
sents a significant source of genetic diversity among diffe-
rent species including humans. For instance, it was disco-
vered Higher AMYT copy numbers improve the digestion of
starchy foods and as a result this gene is related with a his-
tory of diet-related selection pressures”). However, CNVs
are associated with various syndromes and diseases as we-
[I®), CNVs, particularly common and frequently found in he-
althy populations, contribute to the inception of cancer as
well. For instance, researchers have found that a small de-
letion in Mtus1 gene is associated with a decreased risk of
familial breast cancer®. Another cancer-associated CNV
was found in the gene MLLT4 which seems to be linked with
the Li-Fraumeni cancer predisposition disorder(?. They are
associated with schizophrenia, autism, or susceptibility to
HIV infection(". Moreover, CNVs can cover part of a gene,
whole gene, or even several genes and therefore they are li-
kely to have a role in the alternation of human physiological
functions, which are essential processes such as metabo-
lism, movements, reproduction, etc.®'?. There have been va-
rious methods developed with an aim to detect these muta-
tions and even successful pioneer attempts to remedy them,
for example the medication Zolgensma®® which reverts the
CNV loss of gene SMNT1 or its dysfunction by inserting a new
working copy to the genome of an infant. Although this medi-
cation is still in its early stages, does not work perfectly, and
costs $2.1million for a single treatment, it paves the way for
the targeted one-time gene therapy in the field of personali-
zed medicine.

Methods for the detection of CNVs

First generation of sequencing

Over the years many different methods have been deve-
loped for CNV detection. The first methods were cytogene-
tic techniques such as comparative genomic hybridization
(CGH), fluorescence in situ hybridization (FISH) and others,
which sometimes required visual inspection of chromoso-
mes. Only anomalies of whole chromosomes or variations
expanding over a few Mb in size were detected visually, the-
refore there was a need for a method that would provide
a higher resolution than cytogenetics. However, it is im-
portant to mention that the development of cytogenetic tech-
niques is a continuous process. For instance, copy number
changes have been detected that are as low as 1 Kb("9.

Figure 2. The image displays illustrations (from left to right) of
translocation, inversion and insertion. Left part displays an origi-
nal genome, the right part shows the same genome with an illus-
trated structural variant.
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Smaller mid-sized CNVs between 5-500 kb could be de-
tected by a molecular biology method called Southern-blot-
ting('¥. However, this approach proved to be a laborious and
time-consuming method that requires large amounts of
high-quality DNA. Finally, with the arrival of amplification-ba-
sed PCR methods, an analytical resolution to single nucleo-
tides was available(®,

Next-generation-based CNV detection methods

All of the above-mentioned methods were part of the first
generation of sequencing and they were considered a gol-
den standard in DNA diagnostics, yet detection of CNVs
showed to be challenging with these methods. Fortunately,
the next-generation-based CNV analyses managed to over-
come some of the mentioned limitations. This new techno-
logy brought valuable tools for clinical diagnostics of geno-
mic variations, including CNVs.

Nowadays, next-generation sequencing (NGS) represents
a valuable tool for clinical diagnostics and provides a sen-
sitive and accurate approach for the detection of the ma-
jor types of genomic variations, including CNVs. Three ma-
in strategies for CNV analyses based on NGS technologies
are whole-genome, whole-exome, and targeted sequencing.
Whole-genome sequencing analyses the genome, whereas
whole-exome only exomes, which take up roughly one per-
cent of the genome(”. Targeted sequencing, as the name
suggests, analyses only selected sets of genes or genomic
regions. Due to the smaller sequenced part of the genome,
targeted and whole-exome sequencing usually provide de-
ep-coverage data, whereas whole-genome approaches often
rely on shallow sequencing to keep the processing costs low.
Thus, the tools for structural variation detection greatly differ
for these two kinds of strategies (deep-coverage, small part
of genome vs shallow-coverage, whole-genome).

Detection of CNVs using shallow whole-genome
sequencing

Whole-genome sequencing (WGS) is the analysis of the
entire genomic DNA sequence of an organism at a single ti-
me. WGS analysis runs under the support of next-genera-
tion sequencing technologies. This technology reduced the
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Figure 3. Bin counts of a particular chromosome before and after normalization. The x-axis shows the coordinate of each bin in Mb.
The y-axis in picture A is scaled bin count and in picture B it stands for normalized bin count. The two lighter sections in both pictures
display a place where CNV occurred. As can be seen, after normalization the mentioned region is more accentuated.
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expenses for the WGS method and thus it became a com-
prehensive method for analyzing entire genomes. Shallow
whole-genome sequencing is a specific method that obtains
genomic data using low-coverage most frequently between
0.1x and 0.5x (coverage of 1x means that every base is read
once in average). It is an even more cost-effective approach,
it provides more data, greater statistical power and new rare
variant discovery capabilities, while its accuracy is very rea-
sonable(®. CNV is a type of structural variant that can be de-
tected using this method of sequencing even though the co-
verage can be quite low.

Overall, detection of any CNV is limited by these factors®:
the size of the particular CNV, coverage, biological and tech-
nical variability of the event region. Naturally, it depends on
the type of analysis that is being performed. Some detec-
tions are done on more challenging data, for example non-in-
vasive prenatal testing, where other factors such as the per-
centage of fetal fraction plays a crucial role in the successful
detection of a CNV.

Results from data with higher coverage are more preci-
se and sensitive, however, lower coverage is overall chea-
per and faster. In contrast to the length of the CNV, this fac-
tor can be directly changed to obtain more accurate results,
but with higher production costs. Yet, shallow WGS works
with very small coverages and still manages to obtain re-
liable data(%29, Because of this, it proposes various clinical
applications from the detection of CNVs that cause develo-
pment issues to variations causing malignity and mental re-
tardation®'22),

Biological and technical variability of the event region re-
fers to the fact that some sectors can be more variable than
others. It can be caused by various factors such as repetiti-
ve elements, mapping ability and so on. As a result, these re-
gions are harder to detect and are usually filtered out from
the analyses.

General approach for the detection of CNVs

Naturally, various CNVs detection tools have been develo-
ped over the years?*29), Each has its own advantages such as
fast computation time, accuracy, lucid results, or easy use.
However, this depends on the data that they are given, for in-
stance some are designed for low-coverage data and others
require at least certain coverage to work properly. However,
most of them share some similarities in their approaches.
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Usually, they require mapped reads to begin with and then
they follow four main steps. The mapped reads are separa-
ted into smaller sections called bins. Subsequently, norma-
lization and noise correction techniques are applied and fi-
nally, the normalized signal is segmented and scanned for
CNVs. The whole process is often referred to as CNV-calling.

Binning is a process where a CNV detection tool partitions
reads into bins according to their mapped position. Bin-size
is the size of a bin or the number of bases inside the bin. Al-
though this parameter can be often adjusted by the user, so-
me tools propose a method to determine the optimal bin-si-
ze. The final resolution strongly depends on the bin-size.
Larger bin-size results in worse resolution and faster com-
putational time, however, the sensitivity for smaller aberra-
tions decreases. Term bin-count is the number of reads that
belong to a particular bin. This number varies between diffe-
rent genomic regions due to different mappability and biolo-
gical reasons. Thus, it needs to be normalized to obtain bin-
count purified from these biological biases.

One of the most important steps is normalization. In this
process, the program adjusts measured values to a hypothe-
tical common scale. Normalization reduces noise and biases
commonly seen in samples and therefore can considerably
change final sensitivity and specificity. The drawback of this
step is that a normalization usually needs a lot of genetical-
ly healthy samples for training. The effect of normalization
can be seen in Figure 309,

Another major step in CNV prediction is segmentation.
The aim is to gather read depth signals with similar intensity
and thus “smoothing” out the noisy bin-count signal into le-
vels. Circular binary segmentation (CBS) is a popular method
used for segmentation and the majority of the CNV detec-
tion tools use it.

Following this, the segments that deviate from the ave-
rage read-depth signal are considered to be variant regions.
However, read depth signals are noisy due to different as-
pects such as different mapping abilities of the tested sam-
ple and reference genome. As a result, variant regions may
be falsely identified. The crucial process in this step is dis-
tinguishing the spurious variants from the true copy variants
or assigning some confidence to the called CNVs. High-con-
fidence CNVs are usually long, have an expected level of sig-
nal intensity for a single gain or loss, and are not in the badly
mappable regions of the genome.
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Biases arising from WGS detection methods

Many systematic biases arise from whole-genome
next-generation sequencing data, which are susceptible to
create noise in sequencing data. The most commonly seen
bias that arises from sequencing is called GC bias®. This
bias is caused by proportionally different sequencing of re-
gions with different proportions of guanine and cytosine ba-
ses (GC content) across the genome; it is one of the known
platform’s technical limitations. The presence of regions
with poor or rich GC content leads to uneven coverage of re-
ads across the genome. Local regression or local polyno-
mial regression (LOESS) is commonly used to deal with GC
bias®®. LOESS regression merges together bins with similar
GC content in a certain interval. This correction is applied to
every bin-count, or to individual bins as their weights. The GC
bias is different for each sequenced sample and thus needs
to be corrected within the sample.

The mappability bias is another systematic bias that af-
fects the results of any CNV detection tool. Mappability
of a region is the chance that read will be sequenced and
mapped successfully to the region. However, particular regi-
ons are very hard to sequence and some regions (e.g. repe-
ating regions) are challenging to map thus these regions will
have a very low mappability. Regions with mappability under
a certain threshold are usually excluded from the CNV pre-
diction. Bins within regions with better mappability are then
normalized to the same level of mappability to correct for the
mappability bias within them (see Figure 3).

The DNA structure can differ between populations and
subpopulations. This relation is called population stratifica-
tion and it is a source of another bias that can affect the de-
tection. Principal component analysis (PCA) normalization is
sometimes used to remove this kind of bias. The aim of this
method is to reduce the noise commonly seen across popu-
lations while still preserving information directly linked to the
sample(®?_ The disadvantage is the need for a high amount
of healthy samples for training. Moreover, the used labora-
tory protocol affects the parameters of noise, thus it usual-
ly needs to be retrained for other laboratory protocols and/
or sample tissues.

It is important to mention another aspect of CNV detec-
tion and that is linked to the significance of individual va-
riations. The controversy revolves around the fact that ma-
ny microdeletions and microduplications are either hard to
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Slabé miesta vakcin: dokaZeme im predchadzat? - pripadova sSttdia
SARS-CoV-2

Michaela Hyblova, Patrik Krumpolec, Klaudia Babisova, Gabriel Minarik
MEDIREX GROUP ACADEMY n. o., Bratislava

Objav antibiotik Alexandrom Flemingom a zavedenie vakcinacie patria nepochybne k najva¢sim milnikom v me-
dicine v modernych dejinach ludstva. Aj v minulosti sa ludstvu podarilo vyrovnat sa s obrovskymi pandémiami
moru, pravych kiahni a cholery, ale za cenu vymretia tretiny Eurépy. V stcasnosti ¢elime viac ako dva roky glo-
balnej pandémii koronavirusu SARS-CoV-2 s bezprecedentnym rozsahom v novodobych dejinach, ktory si vyzia-
dal viac ako 6 milionov umrti a ekonomické skody v bilionoch dolarov. Na rozdiel od minulosti vSak vdaka ve-
decko-technickému pokroku a znalostiam v biologickych vedach ¢elime aj Gplne inym vyzvam. Jednou z nich su
neziaduce ucinky vakcinacie vyplyvajice z charakteru vakcin a individualnych Specifik nasej imunity, ktoré zaro-
ven odradza od ockovania nezanedbatelnu ¢ast verejnosti, ¢o spomaluje proces ziskavania kolektivnej imunity.
Pochopenie procesov ako nas imunitny systém reaguje na virus alebo preco a za akych okolnosti reaguje nea-
dekvatne pri prirodzenej infekcii alebo ockovani méze poméct individualizovat podavanie vakcin réznym skupi-
nam ludi alebo tiez nasmerovat vyvoj novych vakcin optimalnym smerom. Okrem beznych reakcii tela na vak-
cinu, ktoré su oCakavatelné a v podstate benigne, existuju vSeobecne zriedkavé neziaduce prejavy, ktoré mozu
po ockovani nastat.

Klacové slova: mRNA vakciny, COVID-19, zosilnenie virusovej infekcie zavislé od protilatok — ADE, vakcinou in-
dukovana tromboticka trombocytopénia — VITT

Vaccine vulnerabilities: can we prevent them? - SARS-CoV-2 case study

The discovery of antibiotics by Alexander Fleming and the introduction of vaccination are undoubtedly among
the most remarkable medical milestones in modern human history. In the past, humankind has managed to cope
with vast pandemics of plague, smallpox and cholera, however, at the cost of the extinction of a third of Europe.
We have now been facing a global SARS-CoV-2 coronavirus pandemic for more than two years, unprecedented-
ly in modern history, resulting in more than 6 million deaths and trillions of dollars in economic damage. How-
ever, unlike in the past, we also face different challenges, thanks to scientific and technological advances and
knowledge in the life sciences. One of these is the adverse effects of vaccination arising from the nature of vac-
cines and the individual specificities of our immunity, which also discourages a significant proportion of the pub-
lic from being vaccinated, slowing down the process of acquiring collective immunity. Understanding how our
immune system responds to a virus or why and under what circumstances it responds inadequately during nat-
ural infection or vaccination can help to individualise the administration of vaccines to different groups of peo-
ple or steer the development of new vaccines in an optimal direction. In addition to the body’s normal reactions
to a vaccine, which are expected and essentially benign, there are generally rare adverse reactions that can oc-
cur after vaccination.

Keywords: mRNA vaccines; COVID 19, antibody-dependent enhancement-ADE, vaccine-induced thrombotic
thrombocytopenia-VITT

Newslab, 2022; ro¢. 13 (1): 42 - 46

V sucasnosti v odbornej, ale aj laickej verejnosti rezonu-
juinformdcie o aktualne znamych typoch vakcin, pricom ako
prvé sa stali dostupnymi tie na baze mRNA (Pfizer BioN-
Tech, Moderna), v sti¢asnosti s uz dostupné aj adenoviru-
sové (AstraZeneca, Sputnik, Johnson Johnson), inaktivova-
né (Sinopharm) alebo peptidové vakciny (Sinovac). Existuju
pomerne presné data o ich efektivnej ochrane, u mnohych
z nich presahujuc viac ako 90 % (proti pévodnému wuchan-
skému kmenu SARS-CoV-2), ¢o je vyrazne viac ako minimal-
nych 50 %, aby vakcina mohla byt registrovana regula¢nymi
autoritami ako EMA (European Medicines Agency) v Eurépe

alebo FDA (Food and Drug Administration) v USA. Od vypuk-
nutia pandémie v zavere roka 2019 sme sa dockali objave-
nia novych variantov virusu - alfa (B.1.1.7), beta (B.1.351),
delta (B.1.617.2) az po suc¢asnu pandémiu najinfekénejsie-
ho variantu SARS-CoV-2 omikron (BA.1 a BA.2). Vakciny, kto-
ré sa zacali povodne vyvijat, vychadzali z genetickej informa-
cie pévodného kmena, ktory sa rozsiril do sveta z ¢inskeho
Wu-chanu. Medzitym sme mali na konci roku 2020 domi-
nantne rozsireny ,anglicky” variant alfa, o pol roka sme stali
pred pandémiou delta variantu, ktory sa rozsiril z Indie a po-
slednych par mesiacov suverénne dominuje najinfekénejsi
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omikron. Obrovsky selekény tlak, dlhodoba cirkulacia medzi
neocCkovanymi fudmi, ale aj dlhy ¢as, pocas ktorého interagu-
je s nasim imunitnym systémom, sposobuje, Ze sa mozu ob-
javovat nové infekcnejsie varianty a sila tychto vakcin bude
»,slabnut”. Uz aj dnes existuju déata, Ze prvé Uspesné vakciny
Pfizer BioNTech ucinkuju na novy variant omikron uz len na
70 %M. Z dlhodobého hladiska sa preto nevyhneme vyraznej
aktualizacii vakcin alebo aj kompletnému prekopaniu stra-
tégie, na €0 ma samotna vakcina cielit. Casto a dlhodobo je
prave skloiovana a mozno az precefovana tvorba protilatok
proti SARS-CoV-2 ako hlavny ciel vakcindcie proti kovidu, ato
napriek v§eobecne zndmemu faktu, ze dominantné posta-
venie pri boji s akoukolvek virusovou infekciou ma spravne
fungujica bunkova imunita. Tvorba protilatok je nepochyb-
ne ddlezita pri eliminacii akéhokolvek infekéného ochorenia,
ale efektivita ziskanej imunity by sa mala viac zameriavat na
posilnenie bunkovej imunity ako protilatkovej, ktora je ,zrani-
telnejsia“ prave pri rychlo sa meniacich heteroldgnych RNA
virusoch. Molekularna detekcia protilatok je pomerne jedno-
duchy proces, pretoze protilatky sa viazu priamo na antigény.
Naproti tomu T-bunky rozpoznavaju a viazu sa ha procesova-
né antigény, ktoré su vystavené na povrchu buniek znamych
ako bunky prezentujlce antigén (APC) prostrednictvom mo-
lekul hlavného histokompatibilného komplexu (MHC). Vzhla-
dom na vysokd inter- aj intradruhovu variabilitu molekul pep-
tid-MHC je meranie reakcie epitopovo Specifickych T-buniek
velmi naro¢né.

Infekcia bunky virusom SARS-CoV-2

Virusova infekcia sa zacina prichytenim virusovej Casti-
ce k cytoplazmatickej membrane bunky. Virusovy povrcho-
vy protein S (spike) SARS-CoV-2 virusu sa viaze na $peci-
ficky ACE2 (enzym 2 konvertujlici angiotenzin) receptor.
Expresia a distriblcia ACE2 receptorov v tkanivach nasled-
ne ovplyviuju virusovy tropizmus a jeho patogenitu. Hosti-
tel'skda membranova serinova protedza (TMPRSS2) pomaha
fazii nukleokapsidu virusu s membranou bunky, jeho vstupu
do bunky a ndslednému obnazeniu genomickej RNA. ACE2
a TMPRSS2 su exprimované hlavne v dychacom trakte. Ge-
ném virusu tvori vyrazne dlha genomicka RNA pozitivnej po-
larity, ktora je ohrani¢ena 5’- a 3"-neprekladanymi oblastami
s cis transaktivujucimi elementmi délezitymi pre replikaciu.
Na 5-konci sa nachadzaju dva dlhé otvorené Citacie ramce
ORF 1 a, b (open reading frame), ktoré predstavuiju dve tretiny
genoému. Tieto ORFs kdduju 15-16 nestrukturnych proteinov.
Tie su po vstupe do bunky priamo prekladané na hostitel-
skych ribozémoch z virusovej genomickej RNA. Vznikaju ne-
Strukturne proteiny, ktoré formuju replikacny a transkrip&ny
komplex (RTC), obsahujlci vsetky enzymy potrebné na rep-
likaciu, upravu (processing), modifikacie (modifying), opravu
(proofreading) RNA a inhibiciu vCasnej hostitel'skej imunit-
nej reakcie (interferén). RNA replikacia je inicializovana syn-
tézou RNA vlakna negativnej polarity, ktory je matricou pre
genomickd ssRNA pozitivnej polarity. Su¢asne s produk-
ciou vldkna pozitivnej polarity prebieha diskontinualna tran-
skripcia z 3"-konca, kde z otvorenych ¢itacich ramcov vzni-
kaju subgenomické mRNA pre Strukturne proteiny a proteiny
s réznymi doplnkovymi funkciami, ktoré dokazu modifikovat
hostitel'skd imunitnd odpoved a determinuju tak virusovu pa-
togenicitu. Funkcie viacerych z tychto doplnkovych proteinov

nie su dosial zname v désledku chybajicej homolégie s iny-
mi proteinmi zndmymi pri inych koronavirusoch. Genomic-
ka ssRNA pozitivnej polarity je na konci replikacného cyklu
za pomoci Golgiho komplexu a endoplazmatického retikula
vbalovana do virusovych partikul, ktoré sa exocyt6zou dosta-
vaju von z bunky. Viaceré z tychto procesov predstavuju po-
tencialne terapeutické ciele na zabranenie mnozenia virusu.

V prvych fazach v boji proti infekcii nastupuju mechaniz-
my vrodenej imunity. Bunka infikovana virusom produkuje
interferébn gama ako prozapalovy cytokin, ktory atrahuje do
miesta infekcie fagocytujuce bunky (makrofagy, dendritické
bunky. Pocas evolucie si virusy vyvinuli mechanizmy, ako tu-
to odpoved' Gc¢inne spomal'ovat®.

Zosilnenie virusovej infekcie zavislé od protilatok —
ADE (antibody dependent enhancement)

Na zaciatku pandémie sa rozprudila vedecka debata o naj-
lepSom sposobe vyroby vakcin proti COVID-19, aby sa zais-
tila ich u¢innost a bezpecnost. Niektoré z tychto diskusii sa
zameriavali na zriedkavy fenomén, znamy ako zosilnenie vi-
rusovej infekcie sprostredkovanej protilatkami — ADE (anti-
body dependent enhancement). ADE je potencialne smrtelny
imunitny jav, ktory bol pozorovany pri niektorych virusovych
infekcidch a vakcinach. Po infekcii ¢loveka jednym séroty-
pom virusu Standardne vznikaju protilatky neutralizujice vi-
rus (viaZu sa na virus a zabranuju jeho preniknutiu do bunky),
ale pri opakovanej infekcii inym sérotypom tohto virusu v§ak
dochéadza k vzniku protilatok, ktoré nemusia byt neutralizac¢-
né alebo sa nachadzaju v suboptimalnom mnozstve. Aj ked'
ADE moze vznikat r6znymi sposobmi, asi najznamejsou je
cesta ,tréjskeho kona“. K tomu dochadza vtedy, ked vznikajui
protilatky generované infekciou alebo o¢kovanim v minulos-
1i, ktoré vSak nedokazu neutralizovat virus a po op&tovnej ex-
pozicii patogénov ho nedokazu neutralizovat. Namiesto to-
ho posobia ako brana tym, Ze umoznuju virusu ziskat vstup
areplikovat sa v bunkach, ktoré bezne neinfikuje (makrofagy,
dendritické bunky). Tieto bunky namiesto toho, aby virusy eli-
minovali, naco primarne sldzia, naopak, pohltia virus, ten sa
v nich za¢ne mnozit a navyse sa krvou roznasa dalej do tela.
To prispieva k rychlemu Sireniu infekcie a neziaducim imu-
nitnym reakciam, ¢o dalej zhorSuje priebeh ochorenia. ADE
sa moze vyskytnut aj vtedy, ak su neutralizacné protilatky
len v nizkych hladinach, ktoré nechrdnia pred infekciou. Na-
miesto toho mozu vytvarat imunitné komplexy s virusovymi
¢asticami, ¢o nasledne vedie k zhor$eniu ochorenia®.

Klasicky priklad ADE v Style tréjskeho kona je virus sposo-
bujuci horucku dengue (RNA flavivirus). Tento virus existuje
v §tyroch sérotypoch. Tie su od seba dostatocne odlisné, ta-
kZe predchadzajlca infekcia jednym z nich nedava vznik pro-
tilatkam neutralizujicim virus, ktoré by dostato¢ne chranili
pred inym séroptypom.

V roku 2016 bola vyvinuta vakcina proti horucke dengue
na ochranu pred vSetkymi Styrmi sérotypmi, ktora bola poda-
na 800 000 detom na Filipinach. Medzi detmi, ktoré boli o¢-
kované a neskdr vystavené horucke dengue divokého typu,
viacero zomrelo, pravdepodobne na zdvazné nasledky ADE®™.

V 60. rokoch minulého storocia sa ADE objavil v suvislos-
ti s inaktivovanymi vakcinami proti respiracnému syncycial-
nemu virusu RSV (RNA pneumovirus), pri ktorom sa u deti,
ktoré dostali oCkovaciu latku vyvinulo zdvaznejSie ochore-
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Obrazok 1. Potencialne cesty ADE (prevzaté z anglického originalu Ulrich H, Pillat MM, Tarnok A. Dengue Fever, COVID-19 (SARS-CoV-2),
and Antibody-Dependent Enhancement (ADE): A Perspective. Cytometry A. 2020 Jul;97(7):662-667. doi: 10.1002/cyto.a.24047. Epub

2020 Jun 7. PMID: 32506725; PMCID: PMC7300451.)
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nie RSV, ked' sa neskér v komunite stretli s divym kmenom
virusu. Zomrelo niekol'ko deti. Vakcina bola spojena s tvor-
bou imunokomplexov, ktoré spdsobovali obstrukciu pluc
a zhorsili priebeh ochorenia, ¢o do znacnej miery zastavilo
vyvoj vakciny proti RSV. Podobne sa pripady ADE vyskytli aj
pri inaktivovanej ockovacej latke proti osypkam®. Doteraz
neboli hldsené Ziadne pripady ADE v suvislosti s vakcinami
proti COVID-19. Obavy sa v$ak opat zacali objavovat s pri-
chodom novych variantov virusov, kde by pévodné vakciny
nemuseli Uc¢inne pokryvat novsie varianty a, naopak, mohli
by este potenciovat ADE. Tento mechanizmus sa spomina
napriklad v suvislosti s multiorganovym zapalovym syndro-
mom u deti, ktoré dostali protilatky od matky. Jednou z vy-
nimiek moze byt aj inaktivovana celobunkova vakcina vyvi-
nutd v Cine (Sinopharm). Tato vakcina tiez pouziva kamenec
ako adjuvans, ktory bol pouzity vo vakcinach proti osypkam
a RSV, ktoré spésobovali ADE v Sestdesiatych rokoch minu-
Iého storocia.

Napriek vahavosti ohladom relativnej novosti mRNA
a adenovirusovych vektorovych vakcin maju tieto vakciny
v skutocnosti lepsi bezpecnostny profil z hladiska ADE ako
starsie typy vakcin z minulosti.

Vakcinou indukovana tromboticka trombocytopénia
(VITT) po podani vektorovej DNA vakciny

Imunitna tromboticka trombocytopénia (VITT) je zavaz-
nou komplikdciou ockovania, ktoru nie je mozné predvidat
ani jej predchadzat. VITT je charakterizovany suc¢asnou pri-
tomnostou dvoch stavov: trombdzy (Casto na neobvyklych
miestach, ako si mozgové Zily alebo splanchnické zily)
a trombocytopénie. Ked' sa u pacienta objavi pretrvavaju-
ca bolest hlavy, neurologické priznaky, bolesti brucha, dysp-
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noe alebo bolesti/otlaky kon&atin zacinajuce sa 5 — 30 dni
po ockovani, musi sa zmerat pocet trombocytov, hodnoty
D-diméru a vykonat potrebné zobrazovacie vysetrenie na
trombdzu®.

V suvislosti s podavanim vektorovych vakcin (AstraZe-
neca, Johnson & Johnson) sa objavilo niekolko pripadov zi-
vot ohrozujucich trombembolytickych a trombocytopenic-
kych prihod vacsinou u mladych Zien s medianom veku 36
rokov (21 - 49) jeden az dva tyzdne po vakcinacii, ¢o vyraz-
ne prispelo k znizeniu ,popularity” tejto vakciny a dokonca
az k zastaveniu jej podavania vo viacerych krajinach, Sloven-
sko nevynimajuc. Detailnym Studiom moznej priCiny sa zisti-
lo, Ze patofyziologicky mechanizmus by mohol byt podobny
ako pri heparinom indukovanej trombocytopénii (HIT-hepa-
rin induced trombocytopenia). Volna zaporne nabitd DNA vo
vakcine sa viaze na trombocyty, o moze aktivovat protilatky
proti dostickovému faktoru 4 (PF-4). Takéto protilatky cast
ludi najskor ma (ludia po operéacii srdca, lieCba heparinom
z roznych dévodov), vysledkom ¢oho méze doéjst k aktiva-
cii trombocytov a k spusteniu koagula¢nej kaskady veducej
k trombotickej trombocytopénii indukovanej vakcinou analo-
gicky ako pri trombocytopénii indukovanej heparinom (HIT).
Komeréné testy ELISA, ktoré deteguiju pritomnost protilatok
PF-4 su Siroko dostupné a mohli by pomoct v identifikacii
pacientov, pre ktorych nie je tento typ vakciny vhodny. Z ne-
davnej spravy v Casopise Journals of the American College
of Cardiology (JACC) vyplyva, Ze trombdza mozgovych Zil sa
vyskytla u 3,6 na milién l'udi po vakcine AstraZeneca a u 0,9
na milion ludi po vakcine Johnson & Johnson. Na porovna-
nie, vyskyt trombdzy mozgovych zil sa odhaduje na 207 pri-
padov na milién pacientov hospitalizovanych po oCkovacej
latke proti COVID-19 a 2,4 pripadu na milién pacientov v cel-
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kovej populacii. Treba v§ak zdoraznit, Ze riziko Umrtia a za-
vaznych nasledkov po COVID-19 (vratane trombdzy) ovela
prevysuje malé riziko VITTO,

Postvakcinacna myokarditida a perikarditida

Niekolko studii zaznamenalo vyssSi vyskyt myokarditidy
(MK) a perikarditidy (PK) po podani mRNA vakcin (Moder-
na) alebo BNT162b2 (Pfizer BioNTech) u mladych muZzov.
Myokarditida a perikarditida su zapalové ochorenia srdca.
Prejavuju sa najma dychavi¢nostou, bolestou na hrudni-
ku a prudkym tlkotom srdca, ktory moze byt nepravidelny.
V jednej rozsiahlej Studii zaznamenali 411 pripadov MK a PK
z 15 148 369 ludi vo veku od 18 do 64 rokov. Medzi mlady-
mi muzmi vo veku 18 — 24 rokov bola incidencia komplikacii
MK a PK po druhej davke 1,71 (Pfizer BioNTech) a 2,17 (Mo-
derna) na 100 000 fudi v danej vekovej skupine, ¢ize mierne
v neprospech vakciny Moderna, ale nie Statisticky vyznam-
ne. Tieto negativne prejavy sa dostavili priblizne tyzden po
druhej vakcindcii a nasledovalo ochorenie vacsinou s benig-
nym priebehom a kratkou hospitalizaciou®. Ina mensia stu-
dia potvrdzuje rovnaké zavery v pripade podania mRNA vak-
cin, ale s nezanedbatelnym trendom vyssieho vyskytu MK
a PK umuzov a Zien aj vo vyssich vekovych skupinach®. Na
zaklade tychto vedeckych poznatkov odporucila EMA zara-
dit myokarditidu a perikarditidu na zoznam negativnych ved-
lajSich prejavov po podani mRNA vakcin. Podla udajov na
strankach SUKL (Statny Ustav pre kontrolu lieéiv) bolo nie-
kolko pripadov postvakcinéného zapalového ochorenia srd-
ca hlasenych aj na Slovensku.

Reaktivacia virusu kiahni (Varicella zoster, VZV)

Z viacerych krajin boli hlasené sporadické pripady (okolo
100) reaktivacie virusu Varicella zoster (DNA alfaherpesvi-
rus) priblizne tyzden po podani ré6znych vakcin proti ochore-
niu COVID-19. Priblizne 13 % z tejto skupiny tvorili pacien-
ti s autoimunitnym ochorenim, najCastejSie s reumatoidnou
artritidou, 10 % boli pacienti uzivajici imunosupresivnu lie¢-
bu (prednizén, JAK inhibitory), hypertenzia bola najcastejsia
komorbidita u 18 % pacientov a zvySok skupiny predstavova-
la imunokompetentnd vacsina. Dve tretiny pacientov dostali
vakcinu na bdze mRNA (Pfizer BioNTech, Moderna) ani jeden
pripad nebol opisany v suvislosti s jednodavkovou vakcinou
Janssen od firmy Johnson. Pocas trvania klinickych Studii sa
neobjavil ani jediny pripad reaktivacie latentného VZV. U viac
ako polovice pacientov doslo k reaktivacii po prvej davke vak-
ciny. Herpes zoster ako kozné bolestivé ochorenie s boles-
tivym vysevom vodnatych vyrazok na kozi je spdsobené re-
aktivaciou neurotropného virusu VZV (Varicella zoster virus
VZV, fudsky herpesvirus 3, HHV3), ktory pretrvava v latent-
nej forme v dorzdlnych nervovych gangliach po prekonani
primoinfekcie varicellou, ludovo ov&imi kiahfiami. K reaktiva-
cii obyCajne dochadza, ked' zlyhaju imunologické mechaniz-
my, hlavne bunkova imunita kontrolujica virusovu latenciu.
Hlavnymi rizikovymi faktormi je starnutie imunitného sys-
tému s pokrocilym vekom, imunosupresivna lieCba, imuno-
kompromitujuce ochorenie, napr. HIV alebo automimunitné
ochorenie. O¢kovanie sa doteraz nepovazovalo za potenciu-
juci faktor, hoci extrémne zriedkavé pripady boli opisané aj
pri podani vakcin proti chripke, besnote a hepatitide A. Bun-
kova imunita hra dolezitd ulohu v prevencii reaktivacie VZV.

Pokles bunkami sprostredkovanej imunity s vekom alebo
s poklesom VZV Specifickych T-buniek nardsa imunitny do-
hlad a zvySuje riziko reaktivacie.

Zdavazny priebeh ochorenia COVID-19, ale aj iného viruso-
vého ochorenia je ¢asto spojeny s vyraznym poklesom T-lym-
focytov alebo jednoducho ,vyhorenim” T-buniek, Specificky
CD4+ a CD8+, ¢o vedie k stavu oznacovanému ako lymfopé-
nia, Co moze potencidlne viest k reaktivacii virusu?.

Na druhej strane stimuldcia imunitného systému vakci-
nou by mala, naopak, viest k silnej T-bunkovej odpovedi, kto-
ra pretrvava dlhy Cas. Pre tento paradox sa objavila presved-
Civa hypotéza, ktord naznacuje, ze CD8+ bunky Specifické pre
VZV nie s docasne schopné kontrolovat latentny VZV po
masivnom presune naivnych CD8+ buniek v ramci ockova-
nia proti SARS-CoV-2. Dal$im potencidlne vysvetlujicim me-
chanizmom moze byt aktivacia vrodenej imunity cez toll like
receptory (TLR), ktord sa ¢asto podiela na procese reakti-
vacie herpetickych virusov ako udrziavacieho mechanizmu
v hostitelovi. Najma naruSenie expresie TLR medzi ockova-
nymi jedincami bolo spojené s vyraznou indukciou tvorby in-
terferonu typu | (IFN) a prozapalovych cytokinov, ktoré aj ked
podporuju T-bunkovl aktivaciu a iniciuji odpoved paméto-
vych B-buniek na vylu¢ovanie protilatok, mézu zaroven nega-
tivne modulovat expresiu antigénu, pricom potenciélne pri-
spievat k reaktivacii VZV0D,

Postvakcinacny Guillainov-Barrého syndrom

V suvislosti s ockovanim vektorovou (AstraZeneca) aj mR-
NA (vakcinou Pfizer BioNTech) proti kovidu sa zacali obja-
vovat sporadické pripady rozvoja Guillainovho-Barrého syn-
dromu (GBS) v kratkom Case po vakcinacii. GBS je akuitna
periférna neuropatia spdsobena autoimunitnou odpovedou
jedinca po predchadzajucej infekcii gastrointestinalneho ale-
bo respiracného traktu. Ochorenie je zriedkavé a objavuje sa
priblizne u 1 az 2 ludi na 100 000, pricom dve tretiny ma-
ju historiu infekéného ochorenia. Doposial bolo ochorenie
opisané v suvislosti s infekciou Camplylobacter jejuni, EBY,
CMV, Mycobacterium pneumoniae, Haemophilus influenze, vi-
rusom hepatitidy E a zika virusom(2. Podla najnovsich in-
formacii sa méze vyvinut GBS aj u pacientov po prekonani
ochorenia COVID-19, prekvapujuco relativne CastejSie u mu-
Zzov s miernym priebehom bez zndmok pneumadnie, dokonca
asymptomatickych pacientov. K dnesnému dnu bolo opisa-
nych niekolko desiatok pripadov GBS v suvislosti s o¢kova-
nim. Elektrodiagnosticka klasifikacia GBS po COVID-19 bola
vo vacsine pripadov demyelinizacného typu nasledovanana
axonalnym typom GBS(?),

Pravdepodobny patofyziologicky mechanizmus je zaloze-
ny na molekuldarnom mimikry, ked' protilatky vytvorené proti
infekénému agensu zac¢nu rozpoznavat telu vlastné struktu-
ry, v tomto pripade myelinovy obal nervovej bunky.
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