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Editorial

Mili citatelia,

slovo, ktoré asi najvyraznejSie charakterizuje posledné pandemické obdobie, je spo-
lupraca. Vdaka spolupraci sme dokéazali za velmi kratke obdobie dostat novodobu
pandémiu pod kontrolu, zachranit velké mnozstvo ludskych Zivotov a zmiernit socio-
ekonomické nasledky v réznych kutoch nasej planéty. Tento Uspech eSte viac potvr-
dil dolezitost spoluprace vo vede, ale aj v zdravotnictve. Pandémia akcelerovala spa-
janie oblasti vedy, ktoré sme si v minulom desatroc¢i vedeli predstavit len velmi stroho.

Akym smerom sa budeme vo vede a verejnom zdravotnictve posuvat v najblizsich rokoch? Tuto odpoved naznacuju naj-
novsie projektové vyzvy na poli vyskumu a inovacii v oblasti zdravia. Program Horizont Eurdpa kladie velky déraz na spolupra-
cu, najma medzi statmi Eurdpskej Unie. Program ma vyplnit rozdiely vo vyskume a inovaciach medzi centralnou, vychodnou
a zapadnou Eurépou. Hlavnym néstrojom maju byt data, ich dostato¢na kvantita a kvalita, ale najméa dostupnost. Vysledkom
projektov ma byt posun v personalizovanej medicine a cielom ma byt pacient ako jednotlivec.

Vo vSeobecnosti vidime Coraz vacsi prienik IT a zdravotnictva. Kombindciou digitalizacie, umelej inteligencie a klinickych
dat vieme dosiahnut kvalitnejSie zdravotnictvo pre kazdého pacienta. Kym v minulych rokoch bolo najdélezitejSou komodi-
tou samotné mnozstvo klinickych analyz, v si¢asnosti si to kone¢né data, ich mnozstvo a potencialne vyuzitie. Spolocnos-
ti, ktoré disponuju takymito datami, sa vyznacuju velkou mierou flexibility a kooperdcie a st oraz ¢astejsie lidrom v rieseni
medzinarodnych projektov v oblasti vyskumu a vyvoja. Novovznikajlce programy Eurépskej komisie na podporu digitalizacie
v zdravotnictve dokazu spéjat potenciélnych partnerov prostrednictvom aktivnej online komunity, vytvérat zdravi konkuren-
ciu a akcelerovat vyvoj novych technoldgii.

Nemenej dblezité su vyzvy v oblasti boja proti civilizaénym chorobam ¢&i zabezpecenie pristupu k inovativnej, udrzatelnej
a vysokokvalitnej zdravotnej starostlivosti pre rizikové skupiny populacie, ako aj kvalitné vzdelanie pre mladu generaciu. Pod-
pora vzdeldvania je dalSim pilierom eurdpskych grantovych programov. Dava Sancu vzniku novym startupom, malym aj vel-
kym inova¢nym firmam. Sustredi sa na vznik vedeckych inkubatorov ¢&i konferencii. Spolupraca a vzdeldvanie majui byt naj-
silnej§im prostriedkom eurépskych $tatov vo vede na globélnej Urovni a najvd¢$ou vyzvou bude schopnost vytvérat nové
partnerstva nielen na narodnej, ale aj na medzinarodnej Urovni. Preto verim, ze sa inSpirujete nasimi su¢asnymi vedeckymi
vysledkami, ktoré boli kvalitne spracované do aktualneho vydania a v budicnosti najdeme spolo¢né témy do planovanych vy-
ziev grantovych schém.

Prajem vam prijemné Citanie.

RNDr. Andrej Minich, PhD.
MEDIREX GROUP ACADEMY n. o.
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Povodné prace

Histopatologické nalezy v oblicke u pacientov s COVID-19

Vanessa Katharina Seibert’, Pavol Janega'?3, Lucia KrivoSikova',

Kristina Mikus-Kuracinova?Andrea Janegova', Pavel Babal'?

Ustav patologickej anatomie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
MEDIREX GROUP ACADEMY n. o., Nitra

3Centrum experimentalnej mediciny, Ustav normalnej a patologickej fyzioldgie,
Slovenska akadémia vied, Bratislava

Pandémia sposobena infekciou virusom SARS-CoV-2 sposobila ochorenie COVID-19, ktoré postihlo miliény I'u-
di. Dominantny klinicky prejav suvisi s postihnutim plticneho tkaniva, ale méze déjst k naruseniu viacerych dal-
Sich organovych systémov. Patologické zmeny v tkanivach su sp6sobené priamou virusovou infekciou, reakciou
imunitného systému a aplikovanymi terapeutickymi zasahmi. Cieflom prace je zhodnotit morfologické zmeny
v oblickovom tkanive pacientov s COVID-19 vo vztahu ku klinickym tdajom. Vzorky oblickového tkaniva od 42
pacientov, ktori zomreli v dosledku COVID-19 v 1. a 2. vine na Slovensku v obdobi od marca 2020 do februara
2021, boli histopatologicky vyhodnotené svetelnou mikroskopiou. Morfologické zmeny boli korelované s klinic-
kymi Gdajmi (diabetes mellitus, artériova hypertenzia, akitne a chronické ochorenie obli¢iek), ako aj s laboratér-
nymi Gdajmi, ako st hladiny kreatininu a dizka hospitalizacie. Suvislosti sa hodnotili analyzou rozptylu. Skupi-
nu tvorilo 42 pacientov (priemerny vek 74,4 roka; 22 Zien; 20 muzov). Morfologické zmeny, ktoré mozno spajat
s klinickymi Gdajmi, sa tykaju nekrézy kanalikov a intervalu medzi smrtou a pitvou (p < 0,01), artériosklerézy vel-
kych ciev a maximalnej hladiny kreatininu (p < 0,01), intersticidlneho zapalového infiltratu a maximalnej hladiny
kreatininu (p < 0,05). Akutnu aj chronickd renalnu insuficienciu mozno spéjat s glomerulosklerézou (p < 0,05),
obezitu s kanalikovou nekrézou epitelu (p < 0,05). Pacienti s diabetom mellitom (DM) mali arteriolosklerézu (p
< 0,05), zhrubnutie mezangia (p < 0,05) a intersticialny zapalovy infiltrat (p < 0,01). Existuje vyznamna korela-
cia patologickych zmien v oblickovom tkanive so systémovymi ochoreniami a niektorymi klinickymi udajmi zo-
snulych pacientov s COVID-19.

Klacové slova: SARS-CoV-2, oblicky, histopatolégia, kanalikularny epitel, pitva

Histopathological findings in the kidney of patients with COVID-19

Pandemic infection with SARS-CoV-2 caused COVID-19 disease affecting millions of people. The dominant
clinical manifestation is related to pulmonary tissue affection, but several other organ systems can be disturbed.
Pathological changes in tissues are caused by a direct viral infection, the immune system reaction and the applied
therapeutic interventions. The presented research aims to evaluate morphological changes in the renal tissue of
COVID-19 patients concerning clinical data. Kidney tissue samples from 42 patients who died due to COVID-19
in Slovakia's 1st and 2nd wave between March 2020 and February 2021 have been histopathologically evaluated
by light microscopy. The morphological changes were correlated with clinical data (diabetes mellitus, arterial
hypertension, acute and chronic renal disease) and laboratory data such as creatinine levels and hospitalization
period. Associations were evaluated by analysis of variance. Among 42 patients (mean age 74.4; 22 females; 20
males), morphological changes which can be associated with clinical data refer to canalicular necrosis and death
- autopsy interval (p<0,01), arteriosclerosis of large vessels and maximum creatinine levels (p<0,01), interstitial
inflammatory infiltrate and maximum creatinine levels (p<0,05). Both acute and chronic renal insufficiency can
be linked to glomerulosclerosis (p<0,05) and obesity with necrosis of canalicular epithelium (p<0,05). Patients
with Diabetes mellitus relate to arteriolosclerosis (p<0,05), mesangial thickening (p<0,05) and interstitial
inflammatory infiltrate (p<0,01). There is a significant correlation between pathological changes in renal tissue
with systemic diseases and some clinical data of deceased COVID-19 patients.

Keywords: SARS-CoV-2, kidney, histopathology, tubular epithelium, autopsy

Newslab, 2022; ro¢. 13 (2): 53 - 57

Uvod postihuje predovsetkym dychaciu sustavu. Vyvolava aj sys-

Pandémia ochorenia COVID-19 sa dotkla kazdého. Na jej  témové reakcie, ktoré poskodzuju rozne organové systémy.
zaciatku koncom r. 2019, malokto predpokladal celosvetovy ~ NavysSe po prekonani akutnej infekcie moze viest k rozvoju
dosah tejto virusovej infekcie. SARS-CoV-2 virusova infekcia  ,long COVID“ syndrému(2.
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Povodné prace

Obrazok 1. Sumarne zhrnutie histologickych zmien vo vyhodnocovanych vzorkdch tkaniva oblicky u pacientov s COVID-19.

Histological findings

® not present

Thrombosis of large vessels |

Interstitial inflammatory infiltrate

s

Glomerulosclerosis |

12

Mesangial thickening diffuse/focal

°

Arteriolosclerosis light to prominent |

Glomerular capillary thrombosis

Arteriosclerosis of large vessels 0

Canalicular necrosis of epithelium 15

NUMBER OF CASES o 5 10

V priebehu pandémie sa postupne hromadili poznatky
o patogenéze a klinickej symptomatoldgii COVID-19, viaceré
otazky vSak zostavaju aj v sucasnosti nezodpovedané. Do-
minantné je postihnutie respiratného systému s poskode-
nim plidcneho tkaniva, ktoré v mnohych pripadoch vedie az
k smrti®4. Trombembolizmus je ¢astym sprievodnym preja-
vom SARS-CoV-2 infekcie®. Systémové prejavy ochorenia
Casto zahrnaju poskodenie réznych organov, osobitne obli-
Ciek, na ktorych patoldgii sa podielaju viaceré faktory vrata-
ne globalnej ischémie, ako aj virusova infekcia kanalikular-
neho epitelu®.

V predkladanej praci vyhodnocujeme morfologické zme-
ny v tkanive obliCiek u pacientov, ktori zomreli na nasledky
ochorenia COVID-19. Osobitnt pozornost venujeme pacien-
tom s niektorymi komorbiditami, ako je diabetes mellitus,
hypertenzna choroba a preexistujice renalne choroby.

Material a metody

VySetrili sme nekroptické vzorky tkaniva obliCiek odobra-
té pacientom, ktori zomreli v obdobi od aprila 2020 do febru-
ara 2021 so zakladnou pri¢inou smrti stanovenou COVID-19.
Infekcia SARS-CoV-2 bola potvrdena PCR testom vyteru no-
sohltana.

Subor 42 pacientov tvorilo 22 Zien a 20 muzov s priemer-
nym vekom 74,4 r. Vzorky tkaniva odobraté pri pitve boli ru-
tinne spracované formol-parafinovou technoldgiou, zaliate do
parafinovych bloCkov, narezané na 5 ym hrubé rezy a zafar-
bené hematoxylinom a eozinom. Preparaty sme vyhodnotili
vo svetelnom mikroskope (Leica DM2000, Wetzlar, Germany).

Jednotlivé ¢asti nefrénu boli hodnotené so zameranim na
nasledovnych 8 charakteristik: semikvantitativhe sme vyhod-
nocovali pritomnost glomerulosklerézy, glomerulovd kapilar-
nu trombdzu, trombdzu velkych ciev, nekrézu kanalikovej epi-
telovej vystelky a intersticialny zapalovy infiltrat. Pritomna
artériosklerdza, arteriolosklerdza a zhrubnutie mezangia bo-
li hodnotené ako mierne, stredne tazké, az zavazné, Rozsah
postihnutia bol mierny (do 10 %), stredny (do 50 %) a zavaz-
ny (nad 50 %). Nalezy boli zaznamenané v tabulke a podro-
bené analyze.
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- | | D
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Zakladné klinické data pacientov zahfnali vek, pohlavie,
komorbidity. Osobitni pozornost sme venovali artériovej
hypertenzii, obezite, diabetu mellitu, preexistujicim obli¢-
kovym chorobam ako akudtna a chronicka rendlna insufi-
ciencia.

Dalej sme zaznamenavali tdaje o dizke hospitalizacie, in-
tervale medzi smrtou a patologickoanatomickou pitvou. Z la-
boratérnych dat sme zaznamenavali Uroven kreatininu a od-
had GFR pouzitim rovnice s CKD-EPI.

Zozbierané data boli ndsledne Statisticky vyhodnotené
metddou analyzy variacii.

Vysledky

Priemerna dizka hospitalizacie vySetrovanych pacientov
az po umrtie bola 9 dni. Interval medzi imrtim a pitvou bol
priemerne 31,2 hodiny.

Vyskyt komorbidit bol nasledovny: 73,8 % pacientov ma-
lo artériovu hypertenziu, 33,3 % malo diabetes mellitus (DM)
a 30,9 % bolo obéznych. Akdtnu rendlnu insuficienciu mala
jedna tretina (33,3 %) a chronické renalne zlyhanie bolo uve-
dené u 30,9 % pacientov. U 4 pacientov z vySetrovaného su-
boru nebola v klinickej dokumentacii ziadna z spomenutych
chor6b.

Histologické vySetrenie odhalilo artériosklerézu velkych
artérii u vSetkych pacientov, v 6 pripadoch hodnotenu ako
zdvaznu. Arterioloskleréza bola v 80,9 % pripadov, glomeru-
loskleréza v 76,2 % a zhrubnutie mezangia v 71,4 % pacien-
tov. V 7 pripadoch bola arterioloskleréza stredne zavazné-
ho stupia. Glomeruloskleréza bola v 4 pripadoch stredného
a u 2 pacientov zdvazného rozsahu. Zhrubnutie mezangia
bolo v 5 pripadoch stredného rozsahu. Nalezy su zhrnuté
v grafickej forme na obrazku 1.

Nekrézu kanalikularneho epitelu sme zistili u 27 pacientov
(64,3 %), z toho u 11 stredného a u 11 zadvazného rozsahu.
U tychto 11 pacientov sme vo vSetkych pripadoch zistili arté-
riosklerézu velkych ciev a u 7 aj arteriolosklerézu. Zhrubnu-
tie mezangia, glomeruloskleréza a intersticialny zapalovy in-
filtrat boli v 45,5 % tychto pripadov (obrazok 2). U 10 z tychto
11 pripadov s rozsiahlou tubuldrnou nekrézou bola artériova
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Povodné prace

Obrazok 2. Tkanivo oblicky u pacienta s COVID-19 a klinicky di-
agnostikovanou hypertenznou chorobou a diabetom mellitom.
Mikroskopicky nalez odhalil arteriolosklerézu so zhrubnutim
stien arteriol (Sipka) a zhrubnutim mezangia (hrot Sipky), pocet-
né glomeruly boli fibrotické (*), loZiskovo boli pritomné lymfocy-
tové intersticialne infiltraty (#). Epitelova vystelka proximalnych
tubulov niekde obsahovala zachované jadra (otvorena sipka vpra-
vo), vdcsSina buniek bola nekroticka bez identifikovatelnych jadi-
er (otvorena Sipka vlavo).

hypertenzia, u 3 diabetes mellitus, dvaja pacienti mali akut-
ne a traja chronické renalne zlyhanie.

Statisticka analyza variacii ukazala velmi vyznamnu aso-
cidciu nalezu kanalikularnej nekrézy s dizkou intervalu od
smrti po pitvy, s ndlezom artériosklerdzy velkych ciev a hla-
diny kreatininu. Akatna aj chronickd rendlna insuficiencia
boli asociované s glomerulosklerdzou, obezita s kanalikular-
nou nekrézou, ndlezy arteriolosklerézy a zhrubnutého me-
zangia s diabetom mellitom. Hrani¢ne vyznamne korelovali
nalezy arteriolosklerézy s artériovou hypertenziou, glomeru-
loskleréza s droviiou GFR a diagndza diabetes mellitus s na-
lezmi kanalikularnej nekrézy, arteriolosklerézy a sklerézy vel-
kych ciev. Koreldcie su prehl'adne zhrnuté v tabulke 1.

Diskusia

Post mortem Studie predstavuju nenahraditelny zdroj po-
znatkov o désledkoch SARS-CoV-2 virusovej infekcie. VAEsi-
na Studii je zameranych na zmeny v plicach, tkaniva inych

organov vSak mézu tiez byt znacne poskodené a prispieva-
ju k nepriaznivému koncu ochorenia. Predkladana studia vy-
chdadza z pitevnych nalezov 42 pacientov, ktori zomreli na
COVID-19 v priebehu rokov 2020 a 2021. Nekroptické nélezy
v oblickovom tkanive koreluje s klinickymi udajmi a komor-
biditami pacientov. Vysledky stidie m6zu poskytnut dolezi-
té informdacie pre dalsi vyskum ochorenia COVID-19 a sprie-
vodného poskodenia obliciek.

Jednym zo zdvaznych ndlezov je silny slvis nekrézy
kanalikularneho epitelu s dizkou intervalu medzi dmrtim
a pitvou. Tato signifikantna korelacia sa da vysvetlit iba
CiastoCne ako dosledok autolyzy. Vzhladom na podobné
histomorfologické ¢rty akutnej tubularnej nekrézy rozlise-
nie medzi nimi je tazké. Tuto skuto¢nost uvadzaju aj San-
toriello a spol.? v §tddii s posmrtnym intervalom priemer-
ne 21,8 hod. a ndlezom, ze akutne tubularne poskodenie je
prekryté posmrtnou autolyzou. Podobny nalez akudtneho tu-
buldrneho poskodenia v§ak ukazuje aj ¢inska Studia, v kto-
rej interval medzi smrtou a pitvou bol 1 - 6 hod., a teda spo-
jenie nalezu tubuldrnej nekrézy s posmrtnou autolyzou je
nepravdepodobné®. Aj vysledky dalSej retrospektivnej ana-
lyzy s posmrtnym intervalom do 24 hod. ukazuju poskode-
nie tubularneho epitelu ako najzavaznejsi nalez®. Je teda
zrejmé, ze autolyza sa podiela na histologickom obraze tu-
buldrnej nekroézy, ale zakladnou pric¢inou je poskodenie za-
kladnym ochorenim COVID-19.

Viaceré Stidie dokumentuju rozsirené mezangium, arté-
riosklerézu artérii stredného kalibru a fokdlnu segmentalnu
glomerulosklerézu. Casty je nlez glomerulovych a peritubu-
larnych oklizii erytrocytmi bez dosticiek alebo trombov. Sti-
dia Su a spol.® s pacientmi s vekovym priemerom 69 rokov
je podobna nasmu suboru, kde 11 z 26 vySetrenych pripa-
dov bolo s diagnostikovanym diabetom mellitom, artériovou
hypertenziou alebo obidvoma chorobami a aj nalezy v obli¢-
kach boli podobné tym v nasej studii.

Maximalne hladiny kreatininu v nasej studii zodpoveda-
li miere intersticidlneho zapalového infiltratu, ako aj arté-
rioskleréze velkych artérii. V jednej praci zo Slovinska bo-
la taktiez potvrdena asocidcia hladiny sérového kreatininu
so stuprfiom artériosklerézy koronarnych artérii. Praca takis-
to odhalila, Ze zvysené hladiny sérového kreatininu mo6zu byt
spojené so stendzou rendlnych artérii®®. Ich zavery, Ze kre-

Tabulka 1. Koreldcia morfologickych ndlezov v obli¢kdch s vybratymi sledovanymi klinickymi ddajmi. Uroveri glomerulovej filtrdcie bo-

la hodnotena ako pomer CKD-EPI

Morfologické nalezy

| Asociované klinické udaje

Statisticka vyznamnost

Nekréza kanalikularneho epitelu Interval umrtie — pitva p<0,01
Artérioskleréza velkych ciev max. hladina kreatininu p<0,01
Intersticialny zapalovy infiltrat Max. hladina kreatininu p<0,05
Glomeruloskleréza Akutna rendlna insuficiencia p<0,05
Glomeruloskler6za Chron. renélna insuficiencia p<0,05
Intersticialny zapalovy infiltrat Diabetes mellitus p<0,01
Zhrubnutie mezangia Diabetes mellitus p<0,05
Arterioloskler6za Diabetes mellitus p<0,05
Nekréza kanalikularneho epitelu Obezita p<0,05
Arterioloskleréza Hypertenzna choroba p =0,083
Nekréza kanalikularneho epitelu Diabetes mellitus p = 0,063
Artérioskleréza velkych ciev Diabetes mellitus p = 0,057
Glomeruloskleréza max. CKD-EPI p=0,1
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atinin méze byt znakom nefrovaskulopatie so strukturalny-
mi zmenami tkaniva oblicky, sthlasia aj s nasimi zisteniami.

V nasom subore sa potvrdilo, ze pacienti s diabetom mel-
litom maju ¢asto chronickd intersticidlnu zapalovu infiltraciu,
ako aj artériosklerézu a zhrubnuté mezangium glomerulov.
Tieto ndlezy suhlasia s nalezmi v predchadzajucich Studiach,
v ktorych vacsina glomerulov mala Strukturalne zmeny u pa-
cientov s komorbiditami ako diabetes mellitus a dlhodobu
hypertenznd chorobu. Nas nélez intersticialnych zapalo-
vych infiltratov iné Studie neprezentovali.

NaSa praca poukazala na suvislost medzi obezitou
a nekrézou kanalikularneho epitelu, ktorad nebola dosial uve-
denad v inych pracach. Viaceri uviedli, ze obezita je jednym
zo zavaznych faktorov rozvoja chronického postihnutia obli-
Ciek, osobitne glomerulopatii a nefrolitiazy?. Vzhladom na
skuto¢nost, Ze obezita je pri¢inne spojena s rozvojom kar-
diovaskularnych chordb a tzko suvisi s diabetom mellitom,
nas nalez korelacie obezity s morfologickym obrazom akut-
neho renalneho zlyhania s nekrézou kanalikularneho epitelu
nie je neoc¢akavany?.

Predkladané vysledky je treba interpretovat s urcitou opa-
trnostou. Pocet 42 vysetrovanych pripadov COVID-19 rela-
tivne nie je rozsiahly, ale v porovnani s inymi Stadiami dosta-
toCne reprezentativny. Vzhladom na skuto¢nost, Ze pripady
pochadzaju z réznych centier na Slovensku, klinické data CO-
VID-19 infikovanych pacientov mozno zovseobecnit.

Je potrebné pamétat aj na rozne typy liekov, ktoré pacienti
dostavaju pocas lieCenia v nemocnici vzhl'adom na ich nefro-
toxicitu a moznost participacie na rozvoji opisanych morfo-
logickych zmien. Nielen medikamentdzna lieCha, ale aj dia-
lyza sa mohla podielat na osude pacienta. Tieto faktory je
potrebné vziat do Uvahy pri urceni terapeutickych prostried-
kov, osobitne pri zvazeni ich mozného dosahu na funkéné
a morfologické postihnutie obliciek.

Zaver
Pandémia, ktora vznikla koncom r. 2019, sa stala vyzvou
pre celosvetovu populdciu. Osobitne sektor zdravotnictva bol
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vyrazne zasiahnuty. SARS-CoV-2 infekcia nepredstavuje iba
respiracné ochorenie, ale postihuje aj oné organy a tkaniva.
Vzhladom na zvy$enud umrtnost na tato infekciu choroba CO-
VID-19 sa stala naj¢astejSou pri¢inou smrti v mnohych kraiji-
ndach, osobitne v USA(. Viaceré Studie poukazali na dolezitost
celkového zdravotného stavu a komorbidity, ktoré predstavuji
zavazné rizikové faktory nepriaznivého vyvoja infekcie. U pa-
cientov so zavaznymi zdravotnymi problémami je potreba hos-
pitalizacie Sestndsobna v porovnani s beznou populaciou®.
Osobitne postihnutie obliCiek pri infekcii SARS-CoV-2 je Cas-
1é09. Dokumentované nélezy post mortem casto uvadzaju
epitelovl nekrozu a akdtne tubuldrne poskodenie(17),

Nasa praca dokumentuje morfologické zmeny rendlneho
tkaniva u pacientov, ktori umreli na nasledky COVID-19. Pre-
ukazala priamy vztah virusovej infekcie a Specifickych zmien
v oblickovom tkanive. NavySe poukdzala na ulohu komorbidit
a klinickych nélezov, ktoré treba vziat do uvahy.

Najzavaznejsim nalezom sa ukazala korelacia kanaliku-
larnej nekrézy a intervalu medzi pitvou a umrtim. Napriek
faktoru autolyzy sa potvrdila akdtna tubularna nekréza ako
jeden z kl'di¢ovych nalezov pri COVID-19. ZvySeny sérovy kre-
atinin je stcastou artériosklerotického postihnutia renélnych
ciev. Potvrdil sa suvis ndlezov zhrubnutého mezangia a arté-
riosklerézy s ochorenim diabetu mellitu. NavysSe, preukazala
sa suvislost medzi obezitou a nekrézou kanalikularneho epi-
telu. Kedze obezita sa spaja s diabetom mellitom ako neza-
visly rizikovy faktor kardiovaskularnych choréb, ma svoj po-
diel aj na rozvoji kanalikularnej nekrézy.
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Zavedenie a automatizacia vysetrenia SARS-CoV-2 v Spadia Lab, a. s.

Zuzana Dindova'?, Ondrej Kwasny'2

'SPADIA LAB, a. s., oddelenie molekularnobiologickych metdd, Laboratérium klinickej
mikrobiolégie, Ostrava, Ceska republika

’MEDIREX GROUP ACADEMY n. o., Nitra

S utlimom pandémie COVID-19 v Eurdpe sa rutinna detekcia infikovanych SARS-CoV-2 virusom dostava do uza-
dia. Nie je to vSak tak davno, ked boli na diagnostické laboratéria kladené extrémne naroky v poziadavkach na
zvySovanie ich denného vykonu, pricom v idealnom pripade bolo potrebné kompletne vybudovat nové alebo vy-
Zznamnou mierou upravit existujuce laboratéria a zabezpecit aspon Ciasto¢nu mieru automatizacie laboratérnych
procesov. KedZe na vyvoj automatizovanych rieseni bol len minimalny ¢as, bolo nevyhnutné prepojit vyskumné
a rutinné klinické pracovné skupiny, ktoré spolo¢nymi silami dokazali vzniknuté poZiadavky riesit v expresnom
rezime, a to aj v medzindrodnom meradle.

Cielom projektu bolo zaviest a realizovat laboratérne analyzy s cieflom detegovat infikovanych SARS-CoV-2
vrutinnom laboratérnom prostredi v rezime laboratérii s ultravysokym vykonom. Sucastou bol vyber, optimalizacia
a rutinnd prevadzka do ¢o najvacsej miery automatizovaného laboratérneho systému spracovania klinickych
vzoriek ziskanych od suspektnych jedincov prostrednictvom nazofaryngdlneho vyteru, pripadne odberu slin.
Z praktickych dévodov bol tento projekt realizovany v spoloénosti SPADIA LAB, a. s., v Ceskej republike, ktora

cev v

Klacové slova: SARS-CoV-2, COVID-19 testovanie, automatizacia

Impementation and automation of SARS-CoV-2 examination in Spadia Lab a.s.

With the attenuation of the COVID-19 pandemic in Europe, the routine detection of those infected with the
SARS-CoV-2 virus is taking a back seat. However, it was not so long ago that extreme demands were placed on
diagnostic laboratories to increase their daily throughput. At the same time, ideally, it was necessary to build
entirely new or significantly modify existing laboratories and ensure at least a partial degree of automation of
laboratory processes. Since there was only minimal time for the development of automated solutions, it was
necessary to link research and routine clinical working groups, which together managed to solve the resulting
requests in an express mode, even on an international scale.

The project aimed to introduce and implement laboratory analyses to detect infected SARS-CoV-2 in a routine
laboratory environment and perform testing in an ultrahigh throughput regime. It included the selection,
optimization and routine operation of an automated laboratory system to the greatest extent possible for
processing clinical samples obtained from suspected individuals through nasopharyngeal swabs or saliva
collection. For practical reasons, this project was implemented in the company SPADIA LAB, a.s. in the Czech
Republic, which was one of the largest laboratories providing SARS-CoV-2 testing in the Central European region.
Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19 testing, automation

Newslab, 2022; ro¢. 13 (2): 58 — 61

Uvod

Diagnostika extrahumdanneho gendmu vratane SARS-
CoV-2 prebieha v SPADIA LAB, a. s., na oddeleni molekular-
nobiologickych metéd (OMBM), ktoré patri pod Laboratérium
klinickej mikrobiolégie v Ostrave. Oddelenie ponuka Siroké
spektrum PCR vysetreni, napr. stanovenie pritomnosti nukle-
ovych kyselin (NK) herpetickych virusov, hepatitid, pévodcov
sexualne prenosnych ochoreni, respiracnych infekcii a dal-
Sie.

Pandémia COVID-19 a zaciatok laboratérneho
testovania SARS-CoV-2

Pandémia COVID-19 so sebou priniesla bezprecedentnu
situdciu na poli rutinného laboratérneho testovania infeké-

nych ochoreni, ked bolo potrebné na lokalnej drovni analyzo-
vat vzorky v populaénej skéle. Bolo potrebné v kratkom ¢ase
vybrat a do rutinného klinického rezimu zaviest vysokosen-
zitivne a vysokovykonné metédy pre laboratérnu diagnostiku
SARS-CoV-2 suspektnych pacientov, a to na pozadi prebieha-
jucej krizy s obmedzenou dostupnostou mnohych predtym
bezne dostupnych, v tomto testovani potrebnych laboratér-
nych komponentov od odberovych suprav az po vykonné la-
boratérne automaty. V kratkom slede za sebou sa mnohé ve-
decké timy po celom svete zaoberali podobnymi otazkami,
od vyberu typu odberového materialu cez identifikaciu v ruti-
ne pouzitelnych laboratérnych metéd detekcie virusovej nuk-
leovej kyseliny az po moznosti automatizacie laboratérnych
procesov(9,
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Pred vypuknutim COVID-19 sme v ramci rutinnej diagnos-
tiky mali v naSich laboratériach k dispozicii len jeden auto-
maticky izolator NK, ktory je v jednom behu schopny izolo-
vat maximalne 16 vzoriek v priebehu asi 1 hodiny. Vzorky sa
Standardne spracovavali manualne pomocou kolénkovych
izolacnych kitov. S rozhodnutim zaviest vysetrenie na SARS-
CoV-2 a naslednym ziskanim povolenia od Statneho zdravot-
ného Ustavu Praha na vySetrovanie COVID-19 sa situacia na
OMBM zacala velmi rychlo menit. Prvé vzorky na vySetrenie
COVID-19 prisli do nasho laboratéria 16. marca 2020 v poc-
te 10 kusov. | takyto maly pocet vzoriek vS§ak v tom Case do-
kazal preverit nasu pripravenost. Otazok a problémov oko-
lo spracovania vzoriek neustéle pribudalo a celd pozornost
a energia sa musela sustredit na ich zodpovedanie arieSenie.

Bolo nutné ¢o najrychlejsie vymysliet efektivny sposob
spracovania SARS-CoV-2 suspektnych vzoriek, ktory by
umoznil ¢o najrychlejsie sa dopracovat k spravnemu vysled-
ku vySetrenia, teda Co najviac skratit ¢as potrebny na mani-
pulaciu so vzorkami, spracovanie a vySetrenie vzoriek aj hod-
notenie vysledkov vySetreni. Spolupraca Charles University
Innovations Prague, s. r. 0. (prof. Ing. Stanislav Kmoch, CSc.),
SPADIA LAB, a. s., GENERI BIOTECH, s. r. 0., a ZKV Career,
s. I. 0. (Ing. Michal Pohludka, PhD. MBA LLM.), dala zéklad
vzniku spolo¢nosti GeneSpector, s. r. 0., vdaka ktorej sa na
OMBM postupne zavadzal systém umoznujlci vysetrit vyso-
ké pocty vzoriek v pomerne kratkom Case. Zmeny a Upravy
procesov veduce k vysokopriepustnému laboratérnemu rie-
Seniu boli nevyhnutné v kazdom z krokov od odberu vzoriek
az po vydanie vysledku.

Automatizacia laboratérnych procesov a laboratérne
nadvaznosti

Prvym krokom bol vyber Specialneho inaktivacného od-
berového média, ¢o pomohlo odstranit problém so sklado-
vanim vzoriek v chladenom rezime a s balenim vzoriek do
trojobalu, ¢im sa pri manipuldcii a vybalovani vzoriek usetri-
lo mnozstvo Casu. Zaroven v dosledku inaktivacie virusovych
Castic to umoznilo jednoduchsi rezim v laboratériu, kedze
nebolo nevyhnutné cely proces prvotnej manipulacie so vzor-
kami po extrakciu RNA (alikvotovanie, poolovanie) realizovat
v prostredi pracovnych boxov s laminarnym pradenim v re-
Zime BSL-2. Vybrané médium zéarovern muselo byt dostup-
né prakticky v neobmedzenom mnozstve a idealne vyrabané
lokalne z dovodu celosvetového akltneho nedostatku a ob-
medzeni tykajucich sa exportu vSetkych komponentov pou-

Obrazok 1. Priebeh spracovania vzoriek SARS-CoV-2.

Primarne
spracovanie
vzoriek

Prijem vzoriek Izolacia RNA

zivanych v diagnostickom retazci pri tomto type klinického
testovania. Vybrané bolo preto médium od lokalneho vyrob-
cu umoziujuce inaktivaciu virusov bez narusenia genetickej
informdcie. Navyse vybrany typ média udrzi vzorku v stave
pouzitelnom pre testovanie, pri izbovej teplote a bezpecne
neutralizovanu pocas 6 dni (viRNAtrap, GeneSpector, s. 1. 0.),
na rozdiel od inych komeréne dostupnych médii, ktoré vyza-
duju skladovanie pri —20 °C alebo pri 2 — 8 °C a virus po od-
bere v tychto médiach ostdva aktivny. Unifikdcia procesov sa
realizovala aj pri oznacovani vzoriek, ked sa uz na odbero-
vych miestach zaviedlo oznacovanie vzoriek Ciarovymi kéd-
mi, ¢o eliminovalo ¢as potrebny na pracne parovanie vzoriek
v laboratériu. Zaroven nezavisle od laboratérneho spracova-
nia vzoriek prebiehalo nahravanie pacientskych informacii
do laboratérneho informacného systému (LIS).

Aby sa urychlil i samotny priechod vzorky laboratériom,
bolo potrebné vsetky kroky, pri ktorych to bolo mozné, au-
tomatizovat. Vzorky sa po prichode do laboratéria najskor
preformatovali z odberovych skiumaviek do 96-jamkovych
platniCiek, kde sa spracovavali v platnickach po 94 vzoriek
(posledné dve pozicie v platnicke boli uréené pre negativnu
a pozitivnu kontrolu). Vzorky sa v prvotnej verzii automati-
zécie do platniciek pipetovali pomocou pipetora Evolis (Bio-
Rad) — 20 minut/1 platni¢ku, neskor pomocou rychlejsich
Biomek i5 (Beckman Coulter) platforiem — 5 minut/1 plat-
nicku. NajddlezitejSie bolo, Ze obidva pipetory boli schopné
skenovat Ciarové kody na skiimavkach a nasledne vytvorit
zoznam vzoriek spolu s poziciou vzoriek v platnicke. Vytvo-
reny zoznam vzoriek sa nasledne pouzil na krizovu identifi-
kaciu vzoriek v DNA extrakénej a RT-qPCR reakénej platnicke
a tiez na nasledné spojenie vysledku analyz s pacientskym
zdznamom v LIS. Druhym krokom automatizovaného labora-
térneho spracovania bola izol4cia nukleovych kyselin (NK),
ktora prebiehala prostrednictvom kitov vyuzivajlcich magne-
tické gul'dcky v izolatoroch KingFisher Flex (Thermo Scienti-
fic). Platnicky s roztokmi potrebné na izolaciu NK sa pripra-
vovali pomocou systému Biomek i7 (Beckman Coulter), ktory
dokazal v jednom pracovnom cykle predpripravit az 6 plat-
niciek (napr. lyzacny roztok, magnetické gul6¢ky, premyvaci
roztok, etanol, elu¢ny roztok, RT-qPCR mastermix). V posled-
nom kroku laboratérneho spracovania sa na prenasanie izo-
latov NK do RT-gPCR mastermixu (MMX) pouzilo automatic-
ké pipetovacie zariadenie Bravo (Agilent Technologies), ktoré
dokaze preniest 96 izolatov NK do mastermixu naraz a za
par sekind. Po skonceni amplifikacie v cykleroch a néasled-

Priprava MMX
PCR

Vyhodnotenie
vysledkov

eadministrativa * automatizovany eizoldcia zalozena *manualne ereal-time PCR e automatizovany
«zadavanie Gdajovzo Prenos primarnych  na magnetickych e automatizacia cyklery Bio-Rad prenos vysledkov do
Yiadaniek do LIS vzoriek do 96 guléckach Biomek i5 CFX96/ CFXOPUS  laboratérneho

e administrativni jamkovej izolalnej e 4x KingFisher Flex

eprenos izolatov NK

96 informacného

pracovnici platnicky do MMX pomocou systému a dalej
edostato¢ny potet  *3X Biomekis Bravo pacientovi/lekarovi,

PC ¢ 1x Biomek i7 ISIN
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Obrazok 2. Mesacné pocty vysetrenych vzoriek SARS-CoV-2 v SPADIA LAB, a. s. marec 2020 - november 2022.

300000

250000

200000

150000

100000

Pocet vySetrenych vzoriek

50000

0 CR |

Obrazok 3. Denné pocty vysetrenych vzoriek v januari 2027 a 2022.
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nom zhodnoteni dat bolo potrebné vysledky vySetreni pre-
niest do laboratérneho informacného systému a priradit ich
k pacientskym zaznamom.

Aby takto nastaveny proces vySetrenia vzoriek mohol fun-
govat, musel sa nastavit i prenos dat medzi jednotlivymi za-
riadeniami. Prenos dat z réznych pipetorov, izolatorov az
k cyklerom z cyklerov do LIS a z LIS do databazy ISIN (Infor-
macni systém infekénich nemoci) nastavili kolegovia z IT od-
delenia a vyznamne tym prispeli k urychleniu celého procesu.

Priechod vzoriek laboratériom je schematicky znazorne-
ny na obrazku 1.

Kapacita laboratoria po zavedeni automatizacie

Kapacita laboratéria sa s pribudajucim po¢tom zariade-
ni a s prechodom na dvojzmenny rezim postupne zvySovala.
ZvySovanie pocCtu zariadeni — pipetorov, izolatorov a cykle-
rov si ¢asom vyzadovalo nové priestorové usporiadanie la-
boratdria.

Na obrazku 2 su uvedené pocty vySetrenych vzoriek
za jednotlivé mesiace od zaciatku pandémie SARS-CoV-2 po
slcasnost. PoCty vzoriek sa v jednotlivych mesiacoch po-
stupne zvySovali. Suvisi to so zvySujucou sa kapacitou od-
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delenia a s rasticim poc¢tom spracovavanych odberovych
miest. Maximalnu kapacitu nase laboratérium dosiahlo v ob-
dobi november 2021 az januar 2022, ked sme mesacne vy-
Setrili okolo 250 000 vzoriek, teda priemerne kazdy den asi
11 900 vzoriek.

Obrazok 3 porovndava pocty vySetrenych vzoriek v jednotli-
vych dioch s odstupom jedného roku v januari 2021 a 2022.
Maximalny dosiahnuty pocet vykonanych RT-gPCR testov po-
Cas 24-hodinovej zmeny bol 17 672 testov v januari 2022
(26. 1. 2022).

Alternativhe metody zvySovania kapacity
SARS-CoV-2 testovania

Jednou z moznosti, ako dalej zvysit kapacity laboratoria,
bolo spracovavat vzorky spajanim, resp. poolovanim. Zna-
mena to, Ze sa pripravi pool zmieSanim viacerych pévodnych
vzoriek, ktory sa nasledne vySetri ako jedna vzorka a v pri-
pade detekcie pozitivity sa takyto pool vzoriek testuje opa-
kovane, ale uz kazdu vzorku v samostatnej analyze. Viaceré
Studie publikované v odbornych ¢asopisoch oznacuju poolo-
vanie ako velmi Gc€inny nastroj zvySenia testovacich kapacit
a zaroven vyvracaju obavu z faloSne negativnych vysledkov
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analyz poolu v désledku zriedenia pozitivnych vzoriek®?. Ta-
to metdda spracovania vzoriek sa vSak da pouzit len v situa-
cii, ked je prevazna vacsina vzoriek negativnych, teda najma
pri testovani oddelene zijucich skupin oso6b, napr. v Skolach.
Pri vy§Som percente pozitivnych vzoriek hrozi, ze sa bude
zvySovat i pocet pozitivnych poolov, ktoré je nutné roztes-
tovat.

Dal$ou alternativou je zabezpe&enie $pecidlnych jed-
nolcelovych (tzv. uzavretych) automatizovanych laboratér-
nych systémov. Prikladom je platforma od spolo¢nosti LGC
(Biosearch Technologies’ SARS-CoV-2 testing system)®, kto-
rd umoznuje realizadciu az 150 000 testov v ramci jedného
dna s minimalizaciou potrebnych manudlnych dkonov. Sa-
mostatnou kapitolou je moznost vybudovat $pecialne mobil-
né jednolcelové laboratoéria (Huo-Yan Air Laboratory), ktoré
sa pri testovani na SARS-CoV-2 Uspesne vyuzivali v ¢inskych
velkomestach®. Ich kapacita presahovala 10 000 vzoriek
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Vyhodnotenie pocetnosti a pozitivity SARS-CoV-2 testovania
na Slovensku v ¢ase pandémie COVID-19 — vysledky laboratorii
Medirex, a. s.

Nikola Janostiakova'?, Andrej Gnip?, Dominik Kodada'?, Gabriela Blandova', Emilia Mikova?,
Elena Tibenska?, Vanda Repiska', Gabriel Minarik3
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Pandémia ochorenia COVID-19 trvala na Slovensku od marca 2020, pricom trva dodnes, ale intenzivne labora-
torne testovanie sa ukoncilo v oktobri 2022, ked' pocty testov vyznamne poklesli. Za celé toto obdobie bolo len
v laboratériach spolo¢nosti Medirex, a. s., ktoré vykonavali vyznamnu c¢ast diagnostickych laboratérnych testov
na Slovensku, spravenych viac ako 1,3 milidna testov. Ich distribucia z pohl'adu poctu realizovanych testov, ako
aj podiel pozitivhych pripadov sa lisil v zavislosti od konkrétneho regiénu, pricom vieme, Ze pocas pandémie sa
lokalne loziska spravali z pohl'adu premorenosti odliSne a prave s ciefom €o najpresnejsSej identifikacie pozitiv-
nych pripadov sa v danom regione v danom c¢ase zintenzivnilo testovanie. Prave charakterizacia a vizualizacia
regionalnych rozdielov v tychto dvoch parametroch vychadzajucich z testovania je naplnou tejto prace.
Klicové slova: SARS-CoV-2, COVID-19, pandémia, Slovensko, regionalna charakterizacia

Evaluation of the frequency and positivity of SARS-CoV-2 testing in Slovakia during the COVID-19 pandemic -
results of Medirex a.s. laboratories

The COVID-19 pandemic lasted in Slovakia from March 2020 and continues to these days, but intensive laboratory
testing ended in October 2022, when the number of tests dropped significantly. During this entire period, more
than 1.3 million tests were performed only in the laboratories of Medirex a.s., which performed a significant part
of diagnostic laboratory tests in Slovakia. Their distribution in terms of the number of tests carried out, and the
proportion of positive cases differed depending on the specific region. At the same time, we know that local
foci behaved differently during the pandemic from the point of view of disease spread. As a consequence of the
increase in the positiveness of tests, the number of tested samples also increased. The characterization and

visualization of regional differences in these two parameters of testing is the aim of this work.
Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, pandemic, Slovakia, regional differences

Newslab, 2022; ro¢. 13 (2): 62 - 67

Uvod

Pandémia ochorenia COVID-19 zapriCinend virusom
SARS-CoV-2 vyustila do celosvetovej zdravotnickej krizy v do-
sledku vysokej chorobnosti a umrtnosti infikovanych. Stcas-
tou kazdodenného Zivota obyvatelov Slovenska sa stala for-
malne 6. marca 2020, ked' bol potvrdeny prvy pripad infekcie
SARS-CoV-2 u slovenského obc¢ana s cestovatel'skou anam-
nézou®, pricom prvé protipandemické opatrenia boli prijaté
takisto v tento den®.

Prisne pravidla a opatrenia prijaté na Slovensku na za-
Ciatku pandémie udrziavali poCet nakazenych relativne pod
kontrolou, letné mesiace dokonca priniesli aj dni s nulovym
po&tom PCR pozitivnych testov. Dalsia vina pandémie po-
¢as zimy 2020/2021 vSak priniesla vyrazné zhorsSenie situa-
cie®. Toto zhorsenie bolo z velkej miery zapricinené aj rozsi-
renim nového variantu alfa (B.1.1.7) do slovenskej populécie
a dokonca presiahlo o¢akavania odbornikov krizového $ta-
bu®. Ako je véak zndme, koronavirusy maju vo vSeobecnos-

ti schopnost vysokej frekvencie rekombinécie genému vedu-
cej k nepredvidatelnym zmenam ich virulencie®.

0 variante alfa, ktory bol prvykrat detegovany v Spojenom
kralovstve na jesen v roku 2020, sa zistilo, Ze je 0 43 — 90 %
viac infekény ako predtym existujlce varianty®. Zo 17 mu-
tacii aminokyselin detegovanych v alfa variante sa predpo-
kladalo, Ze mutacia N501Y méze urychlovat prenos virusu,
pretoze v doméne viazucej receptor spike proteinu zvysSuje
vazbu na ludskeé receptory enzymu konvertujiceho angioten-
zin 20, Toto je tieZ bezna mutdcia najdena v beta® a gama
variante®. Na druhej strane, delta variant obsahuje mutaciu
P681R v mieste Stiepenia furinu v spike proteine a mutaciu
R203M v nukleokapsidovom proteine, ¢o dalej zvySuje in-
fekcnost virusu®?. Delta variant je tieZ spojeny so zvysenou
zéavaznostou ochorenia a s dlhSou pritomnostou virusu v or-
ganizme pacienta®.

Na Slovensku aj vo svete je diagnostika ochorenia CO-
VID-19 najcastejSie vykondvana detekciou nukleovej kyse-
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liny SARS-CoV-2 vo vzorkach z nazofaryngedlnych vyterov
pomocou reverzne transkriptdzovej kvantitativnej polyme-
razovej retazovej reakcie (RT-gPCR)("2. RT-qPCR zabezpe-
Ci prepis virusovej RNA do cDNA a kvantifikuje sledovany
usek z genému virusu v redlnom ¢ase. Monitorovanie am-
plifikacie je zaloZzené na principe fluorescencie pomocou
sond, resp. prob (oznackovanych fluorescencnymi latkami),
ktoré sa Specificky alebo nesSpecificky viazu na amplifikova-
nu DNA. Pre kazdu vySetrovanu vzorku je na zdklade name-
ranych zmien fluorescencnych signdlov vytvorena amplifi-
kacna krivka(®. Pre kazdu amplifikaénu krivku sa potom
urci prahovy cyklus, oznacovany ako Ct (threshold cycle),
Co je priesec¢nik medzi amplifikacnou krivkou a hrani¢nou
hodnotou, a ur€uje pozitivitu testu. Hodnota Ct predstavu-
je pocet cyklov PCR potrebnych na to, aby fluorescencny
signal generovany inkorporaciou fluorescen¢ne oznackova-
nych sond do PCR produktu prekrocil uroven fluorescencie
pozadia v kontexte s hrani¢nou hodnotou. | ked je hodno-
ta Ct relativna veliCina, jej nizke hodnoty naznacuju vysoku
virusovu zataz a potencialne vysoku uroven infekénosti je-
dinca. Vysoké hodnoty Ct naznacuju velmi skoré alebo ne-
skoré stadium infekcie, a teda potencidlne nizku droven in-
fekcnosti jedinca®.

Neschopnost predpovedat mieru zmeny infekénosti
SARS-CoV-2 bréania schopnosti efektivne reagovat na krizu
nielen na Slovensku, ale aj vo svete. Pre efektivnejsie a udr-
ZatelnejSie riadenie pandémie je potrebné predvidat zlep-
Senie/zhorsenie epidemiologickej situacie a predchadzat
jej zhorSeniu sledovanim suboru epidemiologickych krité-
rii na regionadlnej, narodnej, ale aj medzinarodnej drovni, aby
boli opatrenia sprisfiované a uvolfiované na zaklade objek-
tivnych kritérii"®. Cielom prace bolo sumarizovat vysledky
SARS-CoV-2 diagnostického testovania na Slovensku na re-
gionalnej Urovni s rozsahom definovanym mierou realizova-
nych testov v laboratériach Medirex, a. s., a s vazbou na prie-
beh pandémie hodnotenej na narodnej urovni.

Metédy

Studia analyzovala data poskytnuté akreditovanym labo-
ratériom Medirex. Udaje predstavuji vysledky RT-qPCR tes-
tov vzoriek pacientov a beznej populacie vyhodnotené od
marca 2020 do oktébra 2022 v Centralnom laboratériu Brati-
slava, KoSice a Nitra. Pocas tohto obdobia laboratéria zana-
lyzovali 1 384 368 testov. Vzorky boli prijaté zo 74 (93,7 %)
okresov Slovenska. Sledovanie vyvoja mnozstva a pozitivi-
ty testovanych vzoriek v jednotlivych regiéonoch Slovenska
si vyzadovalo urciti pocetnost vzoriek, preto by pouzitie ka-
tegdrii podla okresov nebolo vypovedné, kedZe v niektorych
bol vySetreny prili§ maly pocet vzoriek. Rozdelenie na kraje
by v§ak neukazalo Uzemnu variabilitu v tych miestach, kde
bol pocet vzoriek dostato¢ny aj na sledovanie rozdielov me-
dzi mensimi tzemnymi celkami. Preto boli na Ucel Statistiky
vytvorené regiony pozostavajuce z réznych poctov okresov
podla hustoty testovania, aby na Uzemi s vac¢sSou hustotou
mohli byt sledované aj rozdiely medzi mensimi tzemnymi
celkami a zaroven aby na Uzemi s nizkou hustotou nevznik-
li regidny s extrémne nizkymi po¢tami vySetrenych vzoriek.
Analyzované vzorky boli preto rozdelené do 17 regiénov a ob-
dobie bolo rozdelené do 19 ¢asovych usekov v 7-tyzdriovych
intervaloch.

Pritomnost SARS-CoV-2 bola stanovena z nazofaryngeal-
nych a slinnych vyterov. Automatizovana izolacia nukleove;j
kyseliny (RNA) na magnetickych casticiach sa uskutocnila
pomocou sUprav Sera-Xtracta Virus/Pathogen Kit (Cytiva)
a Zybio Nucleic Acid Extraction Kit (Zybio) s pouzitim sys-
tému KingFisher™ Flex Purification System (Thermo Scien-
tific)/Zybio EXM 3000 Nucleic Acid Isolation System/Zybio
EXM 6000 Nucleic Acid Isolation System (Zybio). Testova-
nie sa uskuto¢nilo metdédou RT-gPCR s pouzitim suprav CO-
VID-19 Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Labsystems Diag-
nostics)/SARS-CoV-2 Nucleic Acid Detection Kit (Zybio)/
Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Liferiver) pomocou qPCR
platforiem ABI 7500 (Fast) Real-Time PCR System (Applied
Biosystems)/QuantStudio 5/QuantStudio 6 Real-Time PCR
System (ThermoFisher). Udaje ziskané pre kazdy test zahf-
nali denné Cislo vzorky, datum odberu, ID pacienta, vek, po-
hlavie, miesto odberu vzorky, vysledok testu a v pripade pozi-
tivneho vysledku aj hodnotu Ct virusového génu E — hrani¢na
hodnota do 40 (pre kit SARS-CoV-2 Nucleic Acid Detection
Kit (Zybio))/41 (pre kity Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Lab-
systems Diagnostics), Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Life-
river)) — 1. j. sekvencia nukleovej kyseliny bola identifikovana
v Case, ked PCR presla 39/40 cyklami.

Vysledky

Zaradenie okresnych miest do 17 regiénov Slovenska je
znazornené v tabulke 1.

Grafické zobrazenie meniaceho sa poc¢tu vykonanych tes-
tov v regionoch Slovenska (regiony 1 — 17) v 7-tyzdiovych in-
tervaloch od marca 2020 do oktébra 2022 (Casové intervaly
1 - 19) je znazornené na obrazku 1. NajpocetnejSie zastu-
penie vyhodnotenych RT-gPCR testov mal pocas celého ana-
lyzovaného obdobia regién 1 (okresy Bratislava, Pezinok, Se-
nec), a to 622 089 vyhodnotenych RT-gPCR testov. Najvyssi
pocet testov bolo vyhodnotenych v éasovom intervale 03-02-
2022 - 23-03-2022, ato 201 618 testov spolu vo vSetkych 17
regionoch Slovenska.

Podobné mapy s hodnotami pozitivity v regiénoch Slo-
venska (regiény 1 - 17) v 7-tyzdiiovych intervaloch od mar-
ca 2020 do oktébra 2022 (Casové intervaly 1 — 19) su zo-
brazené na obrazku 2, farebna skala determinuje pozitivitu
od 0 do 75 %. Najviac pozitivne vyhodnotenych RT-gPCR
testov mal pocas celého analyzovaného obdobia regién 1
(okresy Bratislava, Pezinok, Senec), a to 112 493 pozitiv-
nych RT-qPCR testov, ¢o predstavuje viac ako 18 % pozitivi-
tu zo vSetkych vykonanych testov v regiéne 1 pocas analy-
zovaného obdobia. Najvyssi pocet pozitivnych testov bolo
zaznamenanych v ¢asovom intervale 03-02-2022 - 23-03-
2022, a to 122 282 testov spolu vo vSetkych 17 regidonoch
Slovenska, o predstavuje pozitivitu takmer 35 % pre dany
datumovy interval.

Diskusia

Vzorky pochdadzajlice zo 74 okresnych miest Slovenska
boli na tcely studie zlu¢ené a zaradené do 17 regiénov Slo-
venska z dovodu Co najefektivnejSieho odseparovania okre-
sov s extrémne nizkym po¢tom vykonanych RT-qPCR testov.
Vdaka vytvoreniu 19 ¢asovych intervalov sme takisto predisli
nizkemu zastudpeniu testov v urcitych tyzdnoch nami skima-
ného obdobia, a to najma v mesiacoch prvého polroka od
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vypuknutia pandémie predstavujucich prvu fazu zavadza-
nia rutinného testovania, ktord bola obdobim zefektiviiova-
nia procesov(',

Pocetnost RT-qPCR testov vykonanych na Slovensku vo
velkej miere ovplyviuje aj preplacanie testov poistoviiami.
Velka zmena nastala od mdja 2022, odkedy na bezplatné
vykonanie RT-qPCR testu nestaci, aby mal pacient priznaky
ochorenia COVID-19, no je potrebné aj odporucanie od le-
kara (vSeobecného alebo Specialistu). Vynimkou su pacien-
ti nad 60 rokov, ktori sa mozu aj nadalej hlasit na testovanie
prostrednictvom Statneho portalu pri priznakoch ochore-
nia®. Nizsia pocetnost testov v regidonoch Slovenska v ¢aso-
vom intervale zahfiiajucom prelom april/maj 2022 (obrazok
1P) je detegovana aj v nasej Studii. Vyrazne zniZzenda pocet-
nost testov je nasledne detegovana od polovice maja 2022
az do kone¢ného datumu zanalyzovanych dat Studie (obra-
zok 1R, 1S, 1T).

Pri detekcii regionalnej pozitivity si na mapach v urcitych
Casovych intervaloch zobrazené aj sivé regiony, resp. regiény
bez priradenej Skaly pozitivity — tymto spésobom su odsepa-
rované nereprezentativne regiony s nizkym poc¢tom vykona-
nych testov pre dany ¢asovy interval (menej ako 50 testov)
(obrazok 2). Najvyssie percentudlne zastupenie pozitivity bo-
lo zaznamenané v regione 8 (okresy Nové Mesto nad Vahom,
Trencin, llava, Puchov) v ¢asovom intervale 30-06-2022 — 17-
08-2022, a to 75 % (obrazok 2S). Tento Udaj je vSak zrejme
nereprezentativny, pretoze v danom ¢asovom intervale bol
vyhodnoteny nizky pocet vzoriek (80 testov) a susedné re-
giény s vys$Sim poctom vykonanych testov podobnu poziti-
vitu nezaznamenali. Zaroven moéze byt dévodom stratégia
testovania, ked' sa v laboratériach analyzovali prioritne vzor-
ky zo zdravotnickych zariadeni, pripadne zo zariadeni social-
nych sluzieb, ak vzniklo podozrenie na lokalne Sirenie v ko-
munite, a v kombinacii s nizkym po¢tom testov ziskanych

v danom regiéne v danom ¢asovom rozsahu to mohlo sp6-
sobit vyskyt extrémnych hodnét pozitivity.
Reprezentativnym obdobim by v§ak mohol byt ¢asovy in-
terval 03-02-2022 — 23-03-2022, 7-tyzdnovy interval s najvys-
§im poctom vyhodnotenych testov, pocas ktorého bola v re-
gione 4 (okresy Nové Zamky, Levice) detegovana takmer 70 %
pozitivita, pricom pozitivita vSetkych susednych regiénov do-
sahovala takisto asi 65 % (obrazok 20). Predpoved' Sirenia
pandémie na okresnej Urovni bola CiastoCne rieSend po zave-
denitzv. COVID automatu — systému na monitorovanie vyvoja
epidémie a prijimania protiepidemickych opatreni v zavislos-
ti od intenzity Sirenia SARS-CoV-2 na Slovensku, ktory nado-
budol platnost 8. februara 202109, COVID automat zohl'ad-
nuje dynamiku ochorenia na uzemi okresu. Zahfiia viacero
ukazovatelov a disponuje Specifickym algoritmom pre vypo-
Cet tzv. okresného skére, na zaklade ktorého je okresu prira-
dena farba (zelena predstavujlica monitoring — Cierna pred-
stavujuca 3. stupen ohrozenia). S narastajucim skére vzrasta
stupen rizika a aplikované su prisnejsSie opatrenia. Susedné
okresy sa nemozu lisit o viac ako 1 stupen (farbu), okolité
okresy konverguju k farbe rizikovejSieho okresu, aby rozdiel
medzi nimi bol maximalne 1 stupen oproti kalkulovanej trov-
ni rizika. COVID automat sa zapina, ked Svetova zdravotnicka
organizacia (WHO) vyhldsi pandémiu. Naopak, ked WHO vy-
hlasi pandémiu za ukonéend, resp. ked UVZ vyhlasi epidémiu
na Slovensku za ukon&enu, COVID automat sa vypne®. Stat-
ny portal informuje o pozastaveni COVID automatu ku driu
25. 11. 2021, s odévodnenim priaznivej epidemiologickej si-
tudcie v case jeho pozastavenia®’. Nase data vSak preukazu-
ju stupajici trend pozitivity v regidonoch Slovenska prave v ¢a-
sovych intervaloch, ked bol COVID automat pozastaveny a po
jeho pozastaveni. Pre budtcnost by bolo mozné prave data
z vysledkov tejto nasej prace zohladnit pri tvorbe aktualizo-
vanej podoby COVID automatu, ak by takato potreba vznikla.

Tabulka 1. Zaradenie jednotlivych okresnych miest do regiénov 1 - 17.

Region 1 Region 2 Region 3
Bratislava Malacky Dunajska Streda
Pezinok Senica Komarno
Senec Skalica
Myjava
Region 7 Region 8 Region 9
Prievidza Nové Mesto Povazska Bystrica
Partizanske nad Vdhom Bytéa
Béanovce nad Bebravou Trencin Zilina
llava Kysucké Nové Mesto
Puchov Cadca
Turéianske Teplice
Martin
Dolny Kubin
Némestovo
TvrdosSin
Region 13 Region 14 Regién 15
Poprad KoSice Levoca
Kezmarok Kosice-okolie Presov
Stara Lubovna Gelnica Sabinov
SpiSska Nova Ves Bardejov
Svidnik

Region 4 Region 5 Region 6
Nové Zamky Trnava Nitra
Levice Piestany Topol¢any
Hlohovec Zlaté Moravce
Galanta
Sala
Region 10 Region 11 Region 12
Liptovsky Mikulas Zarnovica Roznava
Ruzomberok Ziar nad Hronom Revica
Banska Bystrica Zvolen Rimavska Sobota
Brezno Banska Stiavnica Poltar
Krupina Lucenec
Velky Krti§
Detva

Region 16 Region 17
Stropkov Sobrance
Medzilaborce Michalovce
Vranov nad Toplou Trebisov
Humenné
Snina
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Obrézok 1. Pocéetnost vykonanych RT-gPCR testov v regiénoch Slovenska meniaca sa v ¢ase. Na mape Slovenska ma kaZdy regidn fare-
bné zobrazenie zodpovedajlce poctu vykonanych testov v danom ¢asovom intervale. Regidény s 0 vykonanymi testami su zobrazené
tmavomodrou farbou, ervend farba predstavuje region s najvyssim po¢tom vyhodnotenych testov.
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Obrazok 2. Percentudlne zastupenie pozitivnych RT-gPCR testov v regidnoch Slovenska meniace sa v ¢ase. Na mape Slovenska ma
kazdy regidn farebné zobrazenie zodpovedajuce percentu pozitivnych testov zo vsetkych vykonanych RT-qPCR testov danom ¢asovom
intervale. Regidny s 0 % pozitivitou su zobrazené tmavomodrou farbou, ¢ervena farba predstavuje region so 75 % pozitivitou. Siva far-

ba predstavuje region s menej ako 50 vykonanymi testami.
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A 19-03-2020 - 06-05-2020 B 07-05-2020 - 24-06-2020

E 01-10-2020 - 18-11-2020 F 19-11-2020 - 06-01-2021

115-04-2021 - 02-06-2021 J 03-06-2021 - 21-07-2021

R 12-05-2022 - 29-06-2022 S 30-06-2022 - 17-08-2022

Podakovanie

Tato publikdcia vznikla vdaka podpore v ramci Operac-
ného programu Integrovand infrastruktdra pre projekt:
Vyskum progresivnych metéd diagnostiky COVID-19
a biomarkerov umoznujucich skoru detekciu jedincov
so zvysSenym rizikom tazkého priebehu ochorenia, kéd
ITMS: 313011ATA2, spolufinancovany zo zdrojov Eurdp-
skeho fondu regionalneho rozvoja a s podporou Agentu-
ry na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢. PP-
-COVID-20-0056.

C 25-06-2020 - 12-08-2020 D 13-08-2020 - 30-09-2020

G 7-01-2021 - 24-02-2021

K 22-07-2021 - 08-09-2021

"

s .

0 03-02-2022 - 23-03-2022 P 24-03-2022 - 11-05-2022

Y & Ukazka
o farby Pozitivita

75%
70 %
65 %
60 %
55 %
50 %
45 %
40 %
35%
30 %
25%
20 %
15%
10 %
5%
0%
< 50 testov

T 18-08-2022 - 05-10-2022

Doplinkové informacie

Tabulka so v§etkymi vzorkami zahrnutymi do analyzy je do-
stupnd v podobe .xls stboru (ST — Supplementary table) na
vyziadanie od autora.

66

2/2022
newsla




Povodné prace

LITERATURA

1. http s://www.health.gov.sk/Clanok?koronavirus-pripad-prvy-opatre-
nia, dostupné dna 23. 11. 2022

2. https://www.health.gov.sk/Clanok?koronavirus-krizovy-stab-opatre-
nia, dostupné dna 23. 11. 2022

3. https://mapa.covid.chat/, dostupné dna 23. 11. 2022

4. https://www.uvzsr.sk/index.php?option=com_content&view=ar-
ticle&id=4590:britska-mutacia-bola-na-slovensku-u-v-novembri-v-tre-
nine-mohla-pred-sviatkami-dominova&catid=250:koronavirus-2019-nc-
ov&ltemid=153, dostupné dna 23. 11. 2022

5. Srivastava S, Banu S, Singh P, et al. SARS-CoV-2 genomics: An Indian
perspective on sequencing viral variants. Journal of Biosciences 2021;
46(1): 22.

6. Davies NG, Abbott S, Barnard RC, et al. Estimated transmissibili-
ty and impact of SARS-CoV-2 lineage B.1.1.7 in England. Science 2021;
372(6538): eabg3055.

7. Starr TN, Greaney AJ, Hilton SK, et al. Deep Mutational Scanning of
SARS-CoV-2 Receptor Binding Domain Reveals Constraints on Folding
and ACE2 Binding. Cell 2020; 182(5): 1295-1310. e20.

8. Tegally H, Wilkinson E, Giovanetti M, et al. Detection of a SARS-CoV-2
variant of concern in South Africa. Nature 2021; 592(7854): 438-443.

9. Faria NR, Mellan TA, Whittaker C, et al. Genomics and epidemiology of
the P.1 SARS-CoV-2 lineage in Manaus, Brazil. Science 2021; 372(6544):
815-821.

10. Syed AM, Taha TY, Tabata T, et al. Rapid assessment of SARS-CoV-
2-evolved variants using virus-like particles. Science 2021; 374(6575):
1626-1632.

11. Ong SWX, Chiew CJ, Ang LW, et al. Clinical and Virological Features of
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) Variants of
Concern: A Retrospective Cohort Study Comparing B.1.1.7 (Alpha), B.1.351
(Beta), and B.1.617.2 (Delta). Clin Infect Dis 2022; 75(1): e1128-e1136.

12. XuY, Cheng M, Chen X, et al. Current approaches in laboratory testing
for SARS-CoV-2. Int J Infect Dis 2020; 100: 7-9.

13. Mackay I. Real-time PCR in Microbiology: From Diagnosis to Charac-
terization. Norfolk, England: Caister Academic Press 2007: 440.

14. Rao SN, Manissero D, Steele VR, et al. A Systematic Review of the Clin-
ical Utility of Cycle Threshold Values in the Context of COVID-19. Infect
Dis Ther 2020; 9(3): 573-586.

15. Tom MR, Mina MJ. To Interpret the SARS-CoV-2 Test, Consider the Cy-
cle Threshold Value. Clin Infect Dis 2020; 71(16): 2252-2254.

16. https://korona.gov.sk/wp-ontent/uploads/2021/11/covid_automat_
signalizacny_system_4v3.pdf, dostupné dna 19.12.2022

17. https://www.medirexgroupacademy.sk/wp-content/uploads/
2021/06/Zavedenie-a-vyvoj-molekuloveho-testovania-SARS-CoV-2.pdf
dostupné dna 19.12.2022

18. https://www.dovera.sk/aktuality/4897-na-pcr-test-uz-treba-vymen-
ny-listok, dostupné dna 19.12.2022

19. https://www.vlada.gov.sk/od-pondelka-zacne-platit-covid-automat/,
dostupné dna 19.12.2022

20. https://korona.gov.sk/wp-content/uploads/2021/08/covid-automat_
signalizacny-system_4v1.pdf, dostupné dna 19.12.2022

21. https://korona.gov.sk/covid-automat-na-slovensku/, dostupné dna
19.12.2022

Mgr. Nikola Janostiakova

Ustav lekarskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky, LF UK Bratislava

Spitalska 24, 811 08 Bratislava
e-mail: n.janostiakova@gmail.com

2/2022
ewslab

67



https://archive.org/details/realtimepcrmicro00mack
https://archive.org/details/realtimepcrmicro00mack
https://archive.org/details/realtimepcrmicro00mack/page/n449

Prehladové prace

Myeloproliferativne neoplazie a s nimi suvisiace mutacie

Miroslava Eckertova'?, Renata Lukackova'?, Lubica Majerova'2
'"MEDIREX GROUP ACADEMY n.o., Nitra
2Medirex, a.s., Oddelenie lekarskej genetiky, Bratislava

Myeloproliferativne neoplazie (MPN) su skupinou ochoreni hematopoetickej kmenovej bunky, pre ktoré je cha-
rakteristicka zvySena proliferacia jedného alebo viacerych vyvojovych radov krviniek a tendencia leukemickej
transformdcie. Na zaklade klasifikacie Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) z roku 2016 sa medzi MPN
bez pritomnosti Philadelphia (Ph) chromozému a jeho produktu, t. j. fizneho génu BCR-ABL 1, zaraduje polycyté-
mia vera (PV), esencialna trombocytémia (ET) a primarna myelofibr6za (PMF). Mutéacia v jednom z troch génov
- JAK2 (mutdcia génu pre Janus kindzu 2), MPL (mutéacia v géne pre trombopoetinovy receptor) a CALR (muta-
cia v géne pre kalretikulin) je pritomna vo velkej vac¢sine pacientov s klasickou Ph-MPN. Tieto kli¢ové somatic-
ké mutacie st zodpovedné za fenotypovy prejav ochorenia a ich spolo¢nou ¢rtou je nadmerna aktivacia JAK/
STAT signalnej drahy, a to aj vratane ,triple” negativhych pacientov, u ktorych nie je dokdzana ziadna z uvede-
nych somatickych mutacii.

Klicové slova: myeloproliferativne neoplazie, polycytémia vera, esencidlna trombocytémia, primarna
myelofibréza, molekularna diagnostika

Myeloproliferative neoplasms and detection of calreticulin detection

Myeloproliferative neoplasms (MPN) are clonal haematological disorders that lead to the overproduction of one
or more myeloid lineages and contribute to disease progression to leukemic transformation. The World Health
Organization (2016) includes in Philadelphia — chromosome (Ph) negative MPN diagnosis of polycythemia vera
(PV), essential thrombocythemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF). Mutations of JAK2 (gene for Janus
Kinase 2), MPL (gene for Thrombopoietin Receptor) and CALR (gene for Calreticulin) are related to MPN in
the majority of patients with classical Ph-MPN. These driver somatic mutations are responsible for disease
phenotype and constitutive activation of the JAK/STAT signalling pathway as ,triple” negative patients were
termed MPN patients lacking driver mutations, although the JAK/STAT signalling cascade is preserved.
Keywords: myeloproliferative neoplasms, polycythemia vera, essential thrombocythemia, primary myelofibrosis,

molecular diagnostics

Newslab, 2022; ro¢. 13 (2): 68 — 71

Uvod

Ph (BCR-ABLT) negativne myeloproliferativne neoplazie
(MPN) st podskupinou ochoreni hematopoetickej kmerio-
vej bunky, pre ktoré je charakteristicka nasledna proliferacia
erytrocytovej, granulocytovej alebo megakaryocytovej linie
a zvySena tendencia leukemickej transformacie. S hyperpro-
liferaciou kostnej drene koreluje myeloproliferacia v perifér-
nej krvi a/alebo v slezine. Pre Ph-MPN s typické zlozité mo-
lekuldrne zmeny, ktoré spdsobuiju klinicky réznorody priebeh
ochorenia s nepriaznivym vplyvom na kvalitu a dizku Zivota.

NajcCastejSie, tzv. klasické Ph-MPN tvori polycytémia vera
(PV), esencialna trombocytémia (ET) a primarna myelofibro-
za (PMF). S zname arteridlnymi a vendznymi trombdzami,
cytopéniou, vyraznou splenomegaliou a najma rizikom pre-
chodu do akutnej leukémie. Somatické mutacie vyskytujuce
sa vo vacsine tychto MPN, zahffiaju JAK2 mutaciu, MPL mu-
taciu a mutéciu v géne pre CALR. Specifickd skupinu tvoria
pacienti, ktori nevykazuju ziadnu z kl'd¢ovych mutacii, na za-
klade ¢oho sav literature radia k ,triple” negativnym. Napriek
tejto skutocCnosti je u nich rovnako ako v pripade MPN pa-
cientov s riadiacimi mutdciami stimulovana JAK/STAT sig-

nalna kaskada. Vdaka vyznamnym objavom tykajlucim sa
mutacnych zmien a ovplyvneni JAK/STAT drahy sa v posled-
nych desatrociach vyrazne zlepsila diferencialna diagnosti-
ka a teda aj samotna liecba pacientov s MPN.

Ako vysledok objavenia mutdcii v exéne 9 génu pre kal-
retikulin, je diagnostika na molekularnej drovni schopna od-
halit priblizne 75 = 90 % klonalnych MPN. Zaradenie skri-
ningu CALR mutdacii do rutinnej praxe sa stava esencialnym
z hl'adiska diferencidlnej diagnostiky JAK2 negativhych MPN
a prispieva k odhaleniu fenotypovych charakteristik spoje-
nych s mutaciami typu 1 a typu 2 génu pre CALR.

Diagnostické kritéria MPN

Kritéria pre diagnostiku MPN boli vytvorené a zosumari-
zované WHO v roku 2016 a rozdelené na velké ,major“ a ma-
|é ,minor” kritéria (tabulka 1). Pre diagnostikovanie PV mu-
sia mat pacienti splnené vsetky tri body velkych kritérii alebo
prvé dva z velkych a malé kritérium. Pre ET musia platit vSet-
ky Styri hlavné kritéria alebo prvé tri z hlavnych kritérii a malé
kritérium. Pre skupinu pacientov s PMF musia byt v platnos-
ti vSetky velké kritéria a minimalne jedno malé kritérium®.
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Tabulka 1. Diagnostické kritéria pre MPN podla WHO.

Polycytémia vera
Velké ,major” kritéria
1. HGB > 16,5 g/dl (muzi), > 16 g/dI (Zeny) alebo HGB > 49 % (muzi)
a > 48 % (Zeny), alebo zvyseny pocet erytrocytov
2. hypercelularita KD, zvy$ena proliferacia erytrocytového,
granulocytového radu a maturovanych megakaryocytov
3. pritomnost JAK2V$'7F alebo JAK2 exdn 12 mutécie

Malé ,minor*” kritéria
+ nefyziologickd hladina EPO

Esencialna trombocytémia

Velké ,major” kritéria

1. pocet trombocytov = 450 x 10%/I

2. v KD prevazuje proliferdcia megakaryocytového radu, velmi raritne
sa moze vyskytovat retikulinova fibréza?

3. nesplnené WHO kritéria pre iné myeloidné neoplazie

4. pritomnost JAK2V6"7F, CALR alebo MPL mutacie

Malé ,minor” kritéria

+ pritomnost klonalneho markera® alebo absencia trombocytézy

Primarna myelofibréza

Velké ,major” kritéria

1. pritomnost megakaryocytovej proliferacie sprevadzana retikulino-
vou fibrézou® 2. alebo 3. stupna

2. nesplnené WHO kritéria pre iné myeloidné neoplazie

3. pritomnost JAK2V6'”, CALR alebo MPL mutdcie alebo v pripade ich
absencie, pritomnost iného klonalneho markera®, alebo nepritom-
nost retikulinovej fibrézy* v KD

Malé ,minor" kritéria

+ anémia bez suvislosti s komorbiditami

+ leukocytdza = 11 x 10%/1

+ palpacény nalez splenomegalie

+ zvy$end hodnota LDH

Vysvetlivky: *retikulinova fibréza - siet retikulinovych viékien s pre-
krizeniami (stupne retikulinovej fibrézy: 1. 2. a 3. stupeni), °klonainy
marker — mutdcie ASXL1, EZH2, TETZ2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1

Skratky: HGB — hemoglobin, KD — kostna dreri, EPO — erytropoetin,
LDH - laktatdehydrogenaza

Mutacie sprevadzajiice myeloproliferativne
neoplazie

Mutacie sprevadzajuce MPN sa rozdeluju na klu¢ové ale-
bo riadiace (oznacované v literature aj ako ,driver” mutéacie)
a na pridavné mutacie.

Kltcové (riadiace) mutacie myeloproliferativnych neoplazii

KliGové mutdcie su pritomné vo velkej vacsine pacien-
tov s klasickou Ph-MPN. Somatické mutdcie v jednom z 3
génov, t. j. JAK2 (mutécia v géne pre Janus kinazu 2), MPL
(mutécia v géne pre trombopoetinovy receptor) a CALR (mu-
tacia v géne pre kalretikulin), st zodpovedné za Specificky fe-
notyp ochorenia. Nadmerne aktivovana signalna draha JAK/
STAT je spolo¢nou patogenetickou ¢rtou Ph-MPN, a to aj vra-
tane ,triple” negativnych pacientov, u ktorych nie je dokazana
Ziadna z uvedenych somatickych mutacii®.

Somaticka bodova mutacia JAK2 génu sa predpoklada
takmer u vSetkych pacientov s PV a v 50 — 60 % pacientov
s ET a PMF. Priblizne 25 % pacientov s ET a 36 % pacientov
s PMF ma pozitivnu mutaciu v géne pre CALR. Mutacia v gé-
ne MPL bola zistena v 4 % pacientov s ET a v 6 % pacientov
s PMF, zatial ¢o ,triple” negativhych pacientov je asi 5 % pri
diagnézach PV a PMF a 12 % pri ET (obrazok 1)®.

JAK2 (Janus kinaza 2)

Janus kinazy (JAK) patria do rodiny nereceptorovych ty-
rozinkinaz, ktoré asociuju so Sirokou Skdlou cytokinovych re-
ceptorov zahrnutych v bunkovom raste, hematopoéze a imu-
nitnej odpovedi. Za fyziologickych podmienok, t. j. za stavu,
ked nie je pritomnd mutdcia, JAK kinaza asociuje s receptoro-
vymi monomérmi, ktoré po naviazani ligandu dimerizuju a ve-
du k fosforylacii a aktivacii JAK kinaz. Tie nasledne fosfory-
luju Specifické tyrozinové zvysky cytokinovych receptorov, ¢o
ma za nasledok fosforylaciu dalsich signalnych molekdl vra-
tane STAT (signalny transduktor a aktivator transkripcie), fo-
sfatidylinozitol-3-kinazy (PI3K), proteinkinazy B (zname;j tiez
ako AKT) a MAPK (proteinkinaza aktivovana mitogénom)®.
JAK2 kinaza je zapojena do signalnej drahy receptorov he-
matopoetickych rastovych faktorov, ako je napr. trombopo-
etinovy receptor, receptor pre erytropoetin a mnohé dalSie.
Tyrozinkindza JAK2 je aktivovana celou skalou Specifickych
cytokinov a posobi ako aktivator JAK/STAT signdlnej drahy,
ktord nasledne reguluje bunkovu proliferaciu a diferenciaciu
najméa hematopoetickych a imunitnych buniek®.

V patogenéze myeloproliferativnych neoplazii sa najc¢as-
tejSie vyskytuje somatickda mutacia JAK2 génu veduca k za-
mene bazy G za T na nukleotide 1849 v exdne 14 pseudoki-
nazovej domény JH2, Co predstavuje zamenu aminokyseliny
valin za fenylalanin v kodéne 617 (JAK2V617F)®7_ Mutécia ve-

Obrazok 1. Zastupenie JAK2, MPL a CALR mutécii v Ph-myeloproliferativnych neoplaziach®.
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die ku konstitutivnej aktivacii JAK2 s ndslednou hypersen-
zitivitou na cytokiny a k aktivacii cytokinovych receptorov
nezavisle od vazby ligandu, a teda k nekontrolovanej hema-
topoetickej transformadcii a proliferacii®.

Na baze mutacie JAK2V®'"F a deregulacie JAK/STAT
kaskady je objasnenych priblizne 60 % BCR-ABL negativ-
nych MPN®. Frekvencia homozygotnych mutécii JAK2 va-
riruje medzi 25 - 30 % v pripade PV a PMF, zatial' ¢o pri ET
je zastupenie homozygotnych mutdcii raritné a predstavuje
priblizne 2-4 % vsetkych pripadov ET. Pritomnost homozy-
gotnych mutacii pri PV a ET je asociovana s vy$Sim rizikom
progresie do myelofibrézy®.

MPL

Napriek tomu, ze v myeloproliferativnych neoplaziach do-
minuje mutacia JAK25"7F, s nizSou frekvenciou sa vyskytuju
aj mutdcie inych génov spriahnutych s myeloproliferaciami.
Jednou z nich je mutdcia v géne MPL, ktory kdduje trom-
bopoetinovy receptor (MPL) viaZuci na seba trombopoetin
(TPO). Ich vazba vedie k homodimerizacii receptora, aktiva-
cii JAK2, fosforylacii MPL a stimulacii signalizacnej kaskady
JAK/STAT, regulujlcej proliferaciu a diferencidciu buniek®.

Doposial bolo identifikovanych viacero mutdacii MPL génu,
pricom dve najCastejSie, t. j. mutacia v kodéne 515, oznaco-
vana ako MPLYS'St (zamena tryptofanu za leucin) a MPLWS'5K
(zdmena tryptofanu za lyzin), sa vyskytuju v exéne 10. Vysled-
nym efektom MPL mutacii je aktivacia trombopoetinového
receptora bez pritomnosti ligandu. Vysledkom je mobilizacia
tyrozinkinaz a stimuldcia JAK/STAT signalnej cesty('). Muta-
cie su vacsinou v heterozygotnom stave, homozygotny stav
sa spdja s progresiou ochorenia a fibrézou kostnej drene(™.

Pritomnost MPL mutécii stvisi s ET a PMF, preto sa diag-
nostika danych mutacii odporaca u pacientov s negativnou
mutaciou JAK2V6'7F V raritnych pripadoch bola preukazana
pritomnost oboch typov, t. j. MPL i JAK2V6'7F mutacii®'?.

Kalretikulin

V roku 2013 bol identifikovany gén kdédujuci kalretikulin
(CALR), ktorého mutacie boli zistené u pacientov s myeloproli-
ferativnymi neoplaziami, vykazujicich JAK2 negativitu, v 25 %
upacientovs ETav 36 % s PMF(314,V sticasnosti je znamych
priblizne 50 typov mutacii CALR, hoci az 80 % zo vSetkych
predstavuju dve najcastejsie, t. j. delécia 52bp (del52; ¢.1092_
1143del; L367fs*46) a inzercia 5bp (ins5; ¢.1154_1155insTT-
GTC; K385fs*47), oznaCované aj ako typ 1 a typ 2.

Predpoklada sa, Zze mutacie CALR zohravaju kltcovu ulo-
hu vo vyvoji MPN aktivaciou MPL cez JAK/STAT signalnu
cestu®, Mutdacie CALR typu 1 sa vyskytuju ¢astejSie v PMF
a sl spojené s priaznivejSou prognézou, predizenym celko-
vym prezivanim v porovnani s inymi formami PMF, pri kto-
rych nie je pritomnd mutacia CALR. Naopak, mutacie typu
2 sU viac zastupené pri ET a fenotypovo su porovnatelné
s JAK2V®17F mutaciou('®. Pacienti s ET a mutaciou CALR typu
2 maju vyssie mnozstvo trombocytov. Riziko progresie ET do
myelofibrozy je zvysené pri mutaciach typu 109,

Pridavné mutacie myeloproliferativnych neoplazii

Ako pridavné mutacie sa oznacuju tie, ktoré nespada-
ju do kategérie kl'u€¢ovych mutdcii sprevadzajicich ocho-
renie MPN, teda mutdcie iné nez v génoch JAK2, MPL ale-

Tabulka 2. Frekvencia kltic¢ovych a pridavnych mutécii v mye-
loproliferativnych neopldziach a ich vplyv na leukemickd trans-
formdciu®.

Mutacna skupina Gén PV 3] PMF LT
JAK2 98% | 52% | 62% | 60%
CALR 0% 26% | 22% | 21%
MPL 0% 4% 5% 13 %
TET2 22% | 16% | 15% | 19%
DNMT3A| 2% 6 % 9% 3%
IDH1 0% 0% 2% 12 %
IDH2 2% 1% - 7 %
ASXLT | 12% | 11% | 48% | 47 %
EZH2 0% 3% 6 % 15 %
SRSF2 3% 2% 14% | 13%
U2AF1 0% 1% 17 % 5%
SF3B1 3% 5% 13 % 7 %
TP53 1% 2% 6 % 16 %
RUNX1 2% 2% 3% 17 %

,Driver” mutéacie

Metyldcia DNA

Modifikacia chromatinu

Spliceozémovy
komplex

Tumorsupresory
Regulatory transkripcie

Skratky: PV — polycytémia vera, ET — esencialna trombocytémia,
PMF - primdrna myelofibréza, LT — leukemicka transformacia

bo CALR(”. Mutécie boli roztriedené do kategorii podla ich
hlavnej funkcie, t. j. na modifikatory chromatinu, komponen-
ty spliceozémového komplexu, modifikatory DNA metylacie,
tumorsupresory a regulatory transkripcie. Tieto mutacie ma-
ju jednoznacne patogénny charakter, zapajaju sa do progre-
sie ochorenia, leukemickej transformacie, vo zvySenej miere
su exprimované v blastovej faze MPN a negativne ovplyviuju
prezivanie pacientov s MPN(®), Frekvencia a zasttpenie mu-
tacii su znazornené v tabulke 2.

Zaver

Vdaka objavom mutac¢nych zmien a ovplyvneniu JAK/
STAT signalnej cesty v poslednom desatroci nastal vyraz-
ny pokrok v poznani patofyzioldgie a diagnostiky MPN. Ho-
ci v suCasnosti existuju moznosti lieCby, ktoré st schopné do
urcitej miery kontrolovat priebeh ochorenia, stale absentuje
,game changer”, ktory by bol schopny eliminovat ochorenie
u vacsiny pacientov. Leukemickd transformacia zostava na-
dalej hlavnou komplikaciou MPN. Hoci na jednej strane doka-
Zzeme identifikovat rizika transformacie, na strane druhej stale
nedokazeme zabranit prechodu do akutnej leukémie v Spe-
cifickej skupine pacientov s MPN. Diferencialna diagnostika
podtypov MPN je kl'i¢ova pre spravny monitoring pacientov
a znamena Uzku spolupracu klinikov, genetikov a patolégov.
Pohlad na klinicky priebeh ochorenia je vyznamny aj vzhla-
dom na manazment Specialnych situacii, ako je predkoncepc-
na starostlivost, gravidita ¢i predoperacna starostlivost.
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Geneticka analyza abortov
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Spontanny potrat je pomerne Casty jav a postihuje priblizne kazdu 5. Zenu v reprodukénom veku. Spontannym
potratom je ukonéenych priblizne 20 % klinicky potvrdenych tehotenstiev. Castou pri¢inou vnitromaternicovej
retarddcie a nasledného odumretia plodu ¢i abortu st genetické pric¢iny. Polovica spontannych potratov v prvom
trimestri a priblizne 30 % spontannych potratov v neskorsich tyzdnoch tehotenstva vznika nasledkom chromo-
zoémovych aberéacii, najcastejsie aneuploidii. K abortom moze dojst okrem aneuploidii nasledkom struktdrnych
chromozémovych aberacii. Su to rozne delécie, duplikacie, inverzie ¢i vyvazené translokacie. Pomocou réznych
genetickych metdd sa vySetruje mozna pricina spontanneho potratu.

KltGEové slova: spontanny potrat, geneticka analyza, karyotyp, QF-PCR

Genetic analyses of abortions

Miscarriage is a fairly common phenomenon and affects approximately every 5th woman of reproductive age.
Approximately 20% of clinically confirmed pregnancies are terminated by spontaneous abortion. Genetic causes
are a common cause of intrauterine retardation and subsequent death or miscarriage of the foetus. Roughly half
of the miscarriages in the first trimester and roughly 30% of miscarriages in later weeks of pregnancy are caused
by chromosomal aberrations, most often by aneuploidies. In addition to aneuploidies, spontaneous abortion can
also occur due to structural chromosome aberrations, various deletions, duplications, inversions or balanced

translocations. Various genetic methods investigate the possible cause of spontaneous abortion.
Keywords: miscarriages, genetic analysis, karyotype, QF-PCR

Newslab, 2022; ro¢. 13 (2): 72 - 75

Uvod

Castymi priginami abnormalneho vyvinu plodu st okrem ne-
genetickych pricin (infekcie, hematologické pric¢iny, materské
anatomické a fyziologické anomalie, environmentalne vplyvy)
prave genetické priCiny. Vacsie ¢i mensie zmeny v Struktire
chromozému mozu viest k narodeniu postihnutého dietata,
k odumretiu plodu a spontdnnym potratom. Mnohokrat k nim
dochdadza nasledkom numerickych zmien bud' celych chromo-
zémov, alebo ich Casti. R6zne Struktdrne aberacie chromozé-
mov u plodu mézu vzniknuat nasledkom vyvazenej strukturnej
chromozdmovej aberacie u jedného alebo u obidvoch rodicov.
Fenotypovo bezpriznakovi rodiCia su prenasacmi tychto gene-
tickych zmien, ktoré sa v priebehu redukéného delenia mozu
premenit na nebalansovant aberdaciu u plodu. Geneticka ana-
lyza napomaha detekcie tychto genetickych pricin.

Spontanny potrat

Podla vyhlasky MZSR (Ministerstva zdravotnictva Sloven-
skej Republiky) ¢. 22/1988 Zb. ide o samovolny potrat, ak
hmotnost plodu nedosiahne 500 g a prezivanie plodu je ma-
ximalne 24 hodin alebo ak sa plod narodi bez znamok zivota
(dychanie, srdcova ¢innost, pohyby svalstva, pulzacia pupoc¢-
nika) s maximalnou hmotnostou 1 000 g™. Spontanne po-
traty sa podla tyZzdia tehotenstva delia na vcasné, skoré (do
12. tyzdna) a neskoré (medzi 12. — 28. tyzdiiom)®. O izo-
lovanom potrate hovorime, ak k potratu déjde ndhodne len
raz. U Zien s tromi alebo viacerymi potratmi za sebou pred
20. tyzdnom tehotenstva hovorime o habitualnom potraca-
ni, ktoré postihuje asi 2 = 5 % parov.

Genetické priciny porich vnatromaternicového
vyvoja a abortov

Prenatalny vyvoj je obdobie Zivota od oplodnenia az po
narodenie. Pri poruche vnutromaternicového vyvoja mézu
vznikat rozne vrodené chyby. Funk¢né (metabolické ocho-
renia) su diagnostikované vacsinou az po narodeni dietata,
kym Struktdrne uz pocas vnutromaternicového vyvoja. Exis-
tuje cela skala réznych faktorov veducich od poskodenia az
po odumretie plodu.

Genetickeé pri¢iny vnutromaternicovych vyvojovych portch
maju zaklad pri tvorbe gamét. Kazda bunka obsahuje jadro,
v ktorom je ulozena geneticka informacia v podobe chromo-
zémov. Pocas ich mitotického ¢i meiotického delenia méze
dochadzat k porucham v pocte alebo $truktire chromozoé-
mov. Mutdcie konkrétneho génu alebo suboru génov vznika-
ju de novo alebo s zdedené od rodicov®.

Chromozomové aberacie

K abortom dochadza velakrat nasledkom chromozémo-
vych abnormalit plodu. Vznikaju vacsinou de novo nésled-
kom nahodnych chyb. K poruchdm dochadza v Struktare
alebo v pocte uz konkrétnych chromozémov ¢i chromozé-
movych Usekov autozémov alebo gonozémov. Rozdelujeme
ich na numerické a Strukturne.

Numerické chromozémové aberacie su odchylky od
normalneho diploidného poc¢tu 46 chromozémov. Zmeny
v pocte jednotlivych chromozémov nazyvame aneuploidia-
mi a zmeny celych chromozémovych suborov polyploidia-
mi. Polyploidné embryd, najma triploidné (obrazok 1), odu-

72

2/2022
newsla




Prehladové prace

Obrazok 1. Triploidia 69,XXY (Medirex, a. s.)
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mieraju vo vacsine pripadov hned' v pociatkoch tehotenstva.
Numerické aberacie vznikaju najma nondisjunkciou v priebe-
hu . alebo IIl. meidzy (obrazok 2). Homologické pary chromo-
zémov sa neoddelia, vznikaji gaméty s prebyto¢nym alebo
chybajicim chromozémom. PredCasna segregdacia sester-
skych chromatid (PSSC) rovnako patri medzi mechanizmy
chybného rozdelenia chromatid. Vznikaju bunky s nadpocet-
nou alebo chybajicou chromatidou®.

Aneuploidie su najcastejSie chromozdmové aberacie.
Bud' chyba jedna képia chromozému (monozémia), ale-
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Obrazok 3. Monozémia X chromozému - 45,X (Medirex, a. s.)
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bo je pritomny jeden nadpocetny chromozém (trizémia).
K chybnej segregacii dochadza vo vacsej miere pri malych
chromozémoch, najCastejsie 21. chromozdmu, 22. chromo-
zému a Y chromozému®. V pripade intrauterinnych rasto-
vych a vyvojovych retarddcii ¢i spontannych abortov je ich
vyskyt ¢asty. V skorych stadiach tehotenstva (do 10. t. t.),
v embryonalnej faze vnitromaternicového vyvoja, je vyskyt
tychto aberacii vys$si®. Z prvotrimestralnych spontannych
abortov je Cista linia trizdmie 16. chromozdmu najcastejsia
(16 %). Je so zivotom nezlucitelna. Plod s mozaikovou for-
mou trizémie 16. chromozdmu sa mnohokrat narodi s mi-
nimalnymi nasledkami a miernymi malforméaciami®). Dete-
govanymi aberdciami u potratenych plodov su aj trizémie
22.a9. chromozému a so zivotom nezlucitelné trizémie 1.,
19. a 20. chromozému. Monozdmia X chromozému (Turne-
rov syndrém) (obrazok 3) a Klinefelterov syndrém (XXY syn-
drom) patria medzi gonozémové aberacie veduce k pred-
¢asnym potratom.

Struktirne chromozémové aberacie su vysledkom chro-
mozoémového zlomu a ndsledného nespravneho opatovné-
ho spojenia chromozdmovych segmentov ¢i vymenou ne-
homologickych chromozémovych Gsekov (porucha crossing
overu). Vyskytuju sa zriedkavejsie ako numerické chromozé-
mové aberacie. Povod m6zu mat v gamétach, vtedy hovori-
me o zarodocnych aberaciach. O ziskanych aberaciach ho-
vorime, ak maji povod v somatickych bunkach. Dochadza
k strate, ziskaniu ¢i presunu genetického materidlu v ram-
ci chromozému alebo medzi chromozémami. Rozdelujeme
ich na vyvazené (balansované), ked nedochadza k strate
alebo zisku genetického materialu, alebo nevyvazené (ne-
balansované), ked dochadza k zmene mnozstva genetické-
ho materialu. Struktirne balansované (vyvazené) transloka-
cie u rodi¢ov mozu viest az k opakovanym abortom. U parov
s abnormalnym karyotypom sa zvy$uje pravdepodobnost, Ze
sa im narodi dieta s genetickou poruchou. Frekvencia ich
vyskytu u potratenych plodov je zhruba 4 %®. Medzi ne za-
radujeme inverzie, recipro¢né ¢i Robertsonove transloka-
cie (obrazok 4), delécie ¢i duplikacie, izochromozém ¢i ring
chromozdém.
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Obrazok 4. Robertsova translokéacia — 45,XX,rob(13;14)(q10;q10)
(Medirex, a. s.)
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Placentarny mozaicizmus

Mozaicizmus je stav, ked' v organizme si pritomné mini-
malne 2 bunkové linie s odliSnou chromozémovou vybavou.
Vznika genotypova a fenotypova heterogenita medzi roz-
nymi tkanivami®. Mozaiky sa tykaju vacsinou strukturnych
chromozémovych aberacii. Cim je vy$sie percento patolo-
gickej linie, tym su klinické prejavy u nositela tazsie. Placen-
tarny mozaicizmus vznika pri vyvoji embrya. Z aneuploid-
nych buniek vznikne placenta, kym z buniek s normalnym
karyotypom vznikne plod. Fetalne a placentarne bunky maju
odlisné chromozémové zastupenie. Placenta s aberantnou
chromozémovou vybavou svoju funkciu nemusi spravne vy-
konavat, nasledkom toho plod nie je dostato¢ne vyzivova-
ny a odumiera(®.

Submikroskopické pri¢iny spontannych potratov
Pricina opakovanych potratov dlho nebola objasnena.
Skumanim pripadov idiopatickych opakovanych abortov sa
priSlo na to, Ze na vine mozu byt submikroskopické zmeny
genetického materialu. CNV (copy number vatiant) su Struk-
tarne varianty, rozny pocet opakovani tej istej DNA sekven-
cie. Ich velkost variruje od 50 bp po Mb(". Ide o beznu su-
Cast genetickej informacie, ktora je zakladom pre vytvorenie
populacnej diverzity. Délezitd Glohu hraju aj v evoldcii, réz-
nych biologickych procesoch, ale aj v rozvoji roznych ocho-
reniC?, Ide najma o benigne varianty, ktoré nie st kauzalne
pre ziadne ochorenie, v populacii je ich zastlpenie vacsie ako
1 %. Dedia sa medzi generaciami. CNV zdedené od bezpri-
znakového rodi¢a méze pri vyvoji embrya viest k naruseniu
génu Ci viacerych génov. Submikroskopické aberacie su aso-
ciované s kongenitalnymi a neurodegenerativnymi ochore-
niami. M6zu ovplyvnit efekt génovej davky génov ovplyviu-
jucich priebeh skorého tehotenstva, mézu narusit normalnu
segregdciu chromozdmoy, a tym vznik aneuploidii.

Prenatalna geneticka diagnostika abortov

Prenatalna diagnostika je subor vySetrovacich metdd, kto-
ré slizia na skoré odhalenie vyvojovych a chromozémovych
poruch plodu. Rozdelujeme ju na neinvazivnu a invazivnu.

Neinvazivne metody zaradujeme medzi vySetrenia bez in-
Strumentacného zdsahu do tela maternice. Neinvazivny ge-
neticky test (NIPT — non-invasive prenatal test) skima vol-
nu fetalnu DNA (cfDNA - cell-free DNA) pochadzajucu z krvi
matky bez nutnosti odberu plodovej vody(®. Ide o skriningo-
vl metddu, v pripade pozitivity ju treba konfirmovat invaziv-
nym odberom plodovej vody a naslednym genetickym vySet-
renim.

0 invazivhom genetickom testovani hovorime, ak sa vy-
konava zdsah do maternice pre zabezpecenie odberu vzor-
ky. Odobera sa plodovéa voda v priebehu 2. trimestra (od 16.
1. t.), alebo choriénové klky v skorsich tyzdnoch (10. — 13.
1. 1.) tehotenstva. Zaraduju sa medzi diagnostické metddy.
Indikuje ich lekar genetik po genetickej konzultacii na zak-
lade presne urCenych kritérii opisanych v metodickom liste
vydanom Slovenskou spolo¢nostou lekarskej genetiky — In-
dikovanie cytogenetickych a molekularno-cytogenetickych
vysetreni (doplnené 05/2021)(4. V pripade vzoriek spontan-
nych potratov je genetické vySetrenie indikované, ak sa pred-
poklada zistenie genetickej priciny spontanneho potratu ale-
bo umrtia plodu.

Genetické laboratérne metédy

Metodiky vyuzivané v genetickej diagnostike sa delia na
celogenédmové a chromozémovo Specifické. Medzi celoge-
némové patri konvencna cytogenetika, array-komparativna
gendmova hybridizacia (array-CGH) a sekvenovanie novej
generacie (NGS). Medzi chromozémovo $pecifické techni-
ky patri fluorescenc¢na in situ hybridizacia (FISH) a kvantita-
tivna fluorescencna PCR (QF-PCR). Ich kombinécia je najro-
zumnejSia volba pre dosiahnutie najpresnejSieho vysledku.
Spravny odber vzorky (vzorka samotného plodu) je dolezity.
V pripade potratov v skorych stadiach je toto skoro nemoz-
né, uplné oddelenie vzorky plodu od ostatného tkaniva je na-
rocné. V pripade zaml¢aného potratu je vhodny odber cho-
ridnovych klkov (CVS). Materiél sa dalej spracovava podla
vySetrovacej metodiky. Cytogenetické vySetrenie karyotypu
konvenénou cytogenetikou (karyotypovanie) vyzaduje kulti-
vaciu vzorky tkaniva. Molekulovogenetické met6dy vyzaduju
izolaciu DNA plodu aj izoldciu DNA z krvi matky pre nasled-
né vylicenie kontaminacie.

Zakladnou metddou je cytogenetické karyotypovanie.
Metodika je zalozend na G-pruhovani, pomocou ktorého
sa zviditelnia metafazické chromozémy aj ich vacsie pre-
stavby. RozliSovacia schopnost Standardnej cytogenetic-
kej metddy je 5-10 Mb. Deteguje balansované aj nebalanso-
vané prestavby chromozdmov, a to aj v mozaikovej forme.
Zaujimavou alternativou karyotypovania vdaka svojej spo-
l'ahlivosti, citlivosti, nizkym nakladom, rychlosti je metodi-
ka QF-PCR, ktora rychlo v jednej reakcii dokaze amplifiko-
vat, detegovat a analyzovat kratke opakujice sa sekvencie
(STR) a konzervativne sekvencie, ktorych pocet a rozloZenie
v genéme su vel'mi variabilné a polymorfné. Deteguje naj-
CastejSie numerické aberacie — aneuploidie chromozémov
13.,15,16.,18.,21.,22., XaY v pomerne kratkom ¢asovom
horizonte (24 - 48 h).

Zaver
Spontanne potraty patria medzi Casté a zavazné teho-
tenské komplikacie. Uvadza sa, ze len 30 % z celkového
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poctu splodenych plodov sa dozZije pérodu. Hlavne v pri-
pade v€asnych potratov su ich priC¢inami rézne genetické
chromozdémové aberdacie. Prave prenatalna geneticka diag-
nostika, ¢i uz invazivna, alebo neinvazivna, slizi na sko-
ré odhalenie tychto aberacii. Genetickad diagnostika vzor-
ky potrateného plodu je potrebna z pohladu manazmentu
dalsich tehotenstiev. Ak sa podari odhalit pric¢inu, prehod-
notia sa moznosti, ako predist moznym potratom v nasle-
dujucich graviditach.
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Metaplastické zmeny epitelu vybranych lokalit
v gastrointestinalnom trakte
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Metaplastické zmeny patria z pohl'adu zmien k adaptacnym zmendm, ktorych tlohou je zabezpecenie funkcie
jednotlivych tkaniv aj pri zmenenych vonkajsich ¢i vnutornych podmienkach. Su to zmeny na mikroskopickej
urovni, povacsine nedetegovatelné zobrazovacimi metédami. Ako najcastejsi typ metaplazie v GIT sa javi intes-
tindlna metaplazia, za nou pseudopyloricka/pylorickd metaplazia. Jednotlivé typy maju svoje mimikry, co doka-
7e stazit a prediZit Gas spravne stanovenej diagnézy. Vd'aka bezne pouzivanym farbiacim metédam a imunohis-
tochémii dokaZzeme na zaklade typov mucinu v metaplastickych bunkach odlisit jednotlivé typy. Tato prehl'adova
praca zdoéraznuje niektoré morfologické znaky, metaplastické lézie pazeraka, zalidka a zl¢nika, pricom pouka-
zuje na ich diagnostické kritéria a ich dalsi vyvoij.

Klicové slova: metaplazia, dysplazia, diagnostika, rozdiely

Metaplastic epithelial changes of selected regions in the gastrointestinal tract

Metaplastic changes belong to adaptive changes, whose role is to ensure the function of individual tissues even
under altered external or internal conditions. These are changes at the microscopic level, mostly undetectable
by imaging methods. The most common type of metaplasia in the GIT appears to be intestinal metaplasia,
followed by pseudopyloric/pyloric metaplasia. The different types have their mimicry, which can complicate and
prolong the time of a correct diagnosis. With commonly used staining methods and immunohistochemistry, we
can distinguish the different types based on the types of mucin in metaplastic cells. This review paper highlights
some morphological features of metaplastic lesions of the oesophagus, stomach and gallbladder, pointing out

their diagnostic criteria and further evolution.

Keywords: metaplasia, dysplasia, diagnostics, differences
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Uvod

Z komplexného pohl'adu by sa dalo povedat, Ze ludsky or-
ganizmus je dokonale funkénym systémom, kde kazda bun-
ka ma svoje miesto, svoju funkciu. Stavba steny gastrointes-
tindlneho traktu je z histologického pohladu predvidatelna,
na povrchu prevazne so zlazovym epitelom. A prave tento
epitel je vystavovany velkému mnozstvu vonkajsich aj vnu-
tornych vplyvov, ¢o za urcitych okolnosti vedie k reverzibil-
nym zmenam povrchového epitelu, ktoré mézu predstavo-
vat diagnosticky problém. Tato prehl'adova praca zdoraznuje
niektoré morfologické znaky, metaplastické lézie pazeraka,
zaludka a zl¢nika, pricom poukazuje na ich diagnostické kri-
téria a ich dalsi vyvoj.

Pazerak

Ezofag ma rovnaku histologicku stavbu steny ako ostat-
né organy v gastrointestindlnom trakte, az vnuatornu vystel-
ku, ktoru tvori dlazdicovy, viacradovy, nerohovatejuci epitel.
Napriek tomu, Ze tento typ epitelu je odolnejsi proti vonkaj-
§im vplyvom, pri chronicke;j iritacii dochadza k metaplastic-
kej premene, k vzniku Barrettovho pazeraka (BE). Hlavnou
pri¢inou vzniku je prolongovana iritdcia skvamozneho epite-
lu Zalidocnymi Stavami pri gastroezofagovom refluxe®™. No-

vy metaplasticky Zl'azovy epitel je odolnejsi proti zalidoCnej
kyseline, ¢im pIni v prvom rade ochrannu funkciu.

Barrettov ezofdg je povazovany za premaligny stav, kto-
ry je pod vplyvom pretrvavajuceho zapalu a iritacie ohrozeny
kumulativnymi molekularnymi zmenami, ¢o sa moze prejavit
ako tazka dysplazia s prechodom do invazivneho adenokar-
cinomu®@. Diagndza Barrettovho paZerdka sa stanovuje en-
doskopicky, avSak konecné slovo ma bioptické vySetrenie.
Pri hodnoteni biopsii pacientov s BE vSak patolégovia Celia
roznym diagnostickym vyzvam, ako su repara¢né zmeny, kto-
ré mozu napodobnovat alebo maskovat dysplaziu.

Hodnotenie metaplastickych zmien

Metaplastické zmeny pazeraka su v sucasnosti definova-
né Americkou gastroenterologickou asociaciou ako zmena
distdlneho epitelu pazerdka, pri ktorej pozorujeme sliznicu
cylindrického typu v kombinacii s nalezom intestinalnej me-
taplazie (IM) (obrazok 1)®. V roznych Castiach sveta sa vSak
stretdvame s odliSnymi ndzormi tykajicimi sa definicie Bar-
rettovho pazerdka, ¢o sa tyka pritomnosti IM alebo dizky po-
Skodenia sliznice. Americkd gastroenterologicka asociacia
(AGA), American College of Gastroenterology (ACG) a Eur6p-
ska spolocnost gastrointestinalnej endoskopie (ESGE) po-
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Obrazok 1. Intestindlna metaplazia paZeraka, HE, 50x (University
of Michigan Virtual slide box)

vazuju pritomnost IM za esenciélnu na stanovenie diagné-
zy BE, zatial o Britska spolo¢nost gastroenterolégie (BSG),
Azijsko-pacificka pracovna skupina (APWG) a Benign Bar-
rett’s and Cancer Taskforce consensus group (BOB CAT) sa
zhodli, Ze pritomnost IM nie je pre diagndzu potrebna®. Pri-
tomnost IM v BE je spojend s vy$$ou frekvenciou mutécii aj
s vy$§im stupriom rizika premeny na tazku dyspldziu az ade-
nokarcindm®?, avSak retrospektivne studie uvadzajy, ze pa-
cienti s alebo bez IM mali podobné riziko vzniku neoplazie,
navysSe vysledky vySetreni pri v€asnych resekciach pazerdka
ukazuju, Zze adenokarcinomy sa vyvijaju aj v teréne BE bez in-
testinalnej metaplazie'3).

Histologické uskalia Barrettovho ezofagu s intestinalnou
metaplaziou

IM pri Barrettovom pazerdku je najCastejSie nekomplet-
ného typu. Epitel sa sklada hlavne z poharikovitych buniek
rozptylenych medzi intermedidarne mucinézne bunky v celej
hrabke sliznice (obrazok 2). Zrelé intestinalne bunky s dobre
definovanym kefkovym lemom su zriedkavé. Spolu s charak-
teristickou intestinalnou sliznicou mozu byt v Barrettovom
pazerdku pritomné dva dalSie typy sliznic, a to typ sliznice
kardie a fundu zaludka, ktorych rozloZenie sa javi ako zonal-
ne(®,

Medzi zmeny, ktoré mozu imitovat poharikovité bunky, pat-
ria poskodené foveolarne bunky obsahujice objemné mnoz-
stvo cytoplazmatického mucinu, vd'aka ¢omu si vysluzili po-
menovanie pseudopohdrikovité bunky (obrazok 3).

Foveolédrne bunky m6zu produkovat dostatoéne kysly mu-
cin, ktory ma modry odtien ako pohdarikovité bunky a stava-
ju sa cylindrickymi modrymi bunkami. Hlavnym rozdielom je
ich morfolégia — mnohovrstvovy epitel vzhladu nezrelych
skvamédznych buniek s povrchovou vrstvou cylindrickych
modrych buniek.

Mnohovrstvovy skvamoidny epitel taktiez méze imitovat
poharikovité bunky.

VSetky tri typy buniek simulujicich poharikovité bunky na-
chdadzame diflizne na povrchu epitelu na rozdiel od pohariko-
vitych buniek, ktoré su typicky roztrisené jednotlivo na poza-
di foveolarneho epitelu.

Pri odliseni pravych pohdrikovitych od pseudopohdriko-
vitych buniek mo6ze byt ndpomocné kombinované farbenie
PAS a AM (ALPAS). Kysly hlien v pravych poharikovitych bun-

Obrazok 2. Barrettov paZerak s intestindlnou metaplaziou
a pohdrikovitymi bunkami. HE 200x, UPA LFUK

kdch sa pritom zndzorni modrofialovo, kym neutralny hlien
v pseudopohdrikovitych bunkdch sa farbi ruzovo. Imunohis-
tochémia méze v spornych pripadoch taktiez prispiet k odli-
Seniu poharikovitych a pseudopoharikovitych buniek, pricom
tie druhé su negativhe na MUC2 a CDX2 na rozdiel do poha-
rikovitych buniek®.

Pri diagnostike BE je vzdy potrebné korelovat nélez
s miestom odberu bioptickej vzorky. Pri nadoroch v oblas-
ti ezofagogastrickej junkcie (EGJ) alebo v proximalnom Za-
ladku je pévod nadoru zriedkavo definovany(. AJCC/UICC
Cancer Staging Manual uvadza, ze vSetky nadory s epicen-
trami do 2 cm od EGJ sa maiju klasifikovat ako karcinom pa-
zeradka, ¢o v podstate nanovo definuje mnohé kardidlne tu-
mory Zalidka ako nadory pazeraka®.

Vyvoj metaplastickych zmien pazeraka

NajzavaznejSou komplikaciou Barrettovho pazeraka je je-
ho progresia do adenokarcinému pazeraka, hoci tato kompli-
kdcia sa vyskytuje len priblizne u 0,5 % pacientov. Tato kom-
plikacia je obzvlast znepokojujica vzhladom na prognézu
pacienta, kedZe sa uvadza len 25 % 5-rocné prezivanie pri
adenokarcinome pazeraka®".

Dysplazia suvisiaca s Barrettovym pazerakom sa hodnoti
pomocou 2-stupriového systému hodnotenia (nizky a vyso-
ky stupen) (obrazok 4). Ddlezité je odliSit BE bez dysplazie
a s dysplastickymi zmenami. Samotny BE vykazuje matura-

Obrazok 3. Metaplazia sliznice pazeraka. Hlava Sipky ukazuje na
pseudopohdrikovité bunky, HE 400x)
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Obrazok 4. Barrettov ezofdg s HG dysplastickymi zmenami, HE,
100x (University of Michigan Virtual slide box)

LB g e e

ciu povrchovych buniek, pricom bunky v spodnych ¢astiach
epitelu mozu mat mierne zvaésené jadra, znaky atypii su
nepocetné. Pri dysplastickych zmenach dochddza celkovo
k zvySeniu poctu Zliazok so stratou povrchovej maturdcie,
podobne ako pri kolorektadlnych adenémoch.

Medzi dysplastickymi zmenami sa objavila aj kategéria
Jneurcity nalez pre dysplaziu“ (IDN). Tento pojem zahfnia vSet-
ky zmeny na sliznici, pri ktorych nie je mozné rozhodndt, Gi
tieto zmeny vznikli na zaklade zapalu alebo regeneracie ale-
bo predstavuju skuto&né neoplastické lézie. Specifické diag-
nostické kritéria pre tuto kategdriu nie su jasne stanovené
a jeho klinicky vyznam a manazment nie su dostatoCne pre-
Studované. Z toho vyplyva, ze diagndza neurcitej dysplazie
by sa mala obmedzit na pripady, v ktorych st zmeny prili$
vyrazné, na negativne, ale nie dostato¢né na dysplaziu (ob-
razok 5)@2,

Na druhom konci stupnice véak moze byt tazké rozlisit
medzi neurcitou kategoériou dysplazie a dysplaziou nizkeho
stupna.

Zalidok

Vzhladom na vysoku zivotnu uroven v zdpadnych Cas-
tiach sveta patri zalidok svojim uloZenim aj funkciou k ¢asto
a tazko skaganym orgdnom. Z anatomického pohladu sa je-
ho stavba vel'mi neliSi od ostatnych organov GIT, vyrazne sa
odlisuje svojou histologickou stavbou sliznice. V zaludku sa
nachdadzaju 3 typy zliaz; zliazky kardie, gastrické a pyloric-
ké, pomenované podla ¢asti zaludka, v ktorej sa nachadzaju.

Patologické stavy sliznice Zalidka

Atrofickd gastritida (obrazok 6) je stav charakterizovany
chronickym zapalom Zalidoéne;j sliznice s atrofiou, so stra-
tou Zliazok a s rozvojom metaplazie®. Existuju dva typy: au-
toimunitna metaplastickd atroficka gastritida (AMAG) a en-
vironmentalna metaplasticka atroficka gastritida (EMAG),
ktoru bezne spdsobuje Helicobacter pylori.

AMAG je forma metaplastickej (chronickej) atrofickej
gastritidy, ktora vedie k nahradeniu normalnej oxyntickej
sliznice atrofickou a metaplastickou sliznicou, ¢o vedie k at-
rofickej gastritide s prevahou v korpuse Zaludka, k zniZeniu
alebo uplnej strate produkcie kyseliny a pepsinu a strate vnu-
torného faktora, ktory méze progredovat do zavaznej formy
anémie s nedostatkom vitaminu B;,@%.

Obrazok 5. Ezofag s reaktivnymi zmenami v kategorii IND. HE,
100x (WebPatholgy)

EMAG sa zac¢ina v antre a neskor sa rozsiruje na telo a fun-
dus, v takomto pripade hovorime o multifokdlnej atrofickej
gastritide. Pricinou tejto atrofie je infekcia H. pylori alebo
nespravne diétne faktory (fajcenie, korenené a slané jedl3,
dusikaté zlGceniny v potravindch)®®. Oba typy metaplazie,
intestinalna aj pyloricka/pseudopyloricka, su asociované so
zvySenym rizikom vzniku karcindmu zaludka.

Histologicky obraz oboch typov atrofickej gastritidy je vel-
mi podobny. Zakladom je pritomnost chronického zapalové-
ho infiltratu v stencenej sliznici, v ktorej nachddzame aj men-
Si pocCet zliazok ¢asto s metaplastickymi zmenami. Hlavné
a parietalne bunky oxyntickej sliznice su nahradzané pseu-
dopylorickym typom sliznice, ktory sa nachadza v oblasti
pyloru. Epitelové bunky antralnej sliznice su nahradzané in-
testinalnym typom buniek — pohérikovité bunky. Casta je aj
hyperplazia G-buniek sliznice.

Atroficka gastritida a gastrickd intestinalna metaplazia su
preukazané prekancerézne lézie pre adenokarcindm Zzalud-
ka ¢revného typu, o priamom spojeni pseudopylorickej me-
taplazie so vznikom zaludoc¢ného karcindmu sa vSak stale
diskutuje®@?”), V spojeni so vznikom IM Zaludka bolo pome-
novanych niekol'ko rizikovych faktorov, medzi ktoré patri in-
fekcia Helicobacter pylori a stvisiaca genomika, genetické
faktory hostitel'a, faktory prostredia, reumatologické poru-
chy, strava a ¢revny mikrobiém®?.

Obrazok 6. Atrofia sliznice tela Zaltidka. HE, 200x. (Pathology out-
lines)
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Obrazok 7. Kompletna intestindlna metapldzia Zaludka. HE,
200x?" (sipka — kefkovy lem buniek, hlava sipky Panethove bunky
na dne krypt

Histolégia metaplastickych zmien Zaltidocnej sliznice

Intestindlna metaplazia je definovana ako zmena Zzalu-
docného epitelu na intestindlny typ sliznice s poharikovitymi
bunkami a kolumndarnymi mucinéznymi bunkami.

Intestinalna metaplazia

Rozoznavame dva typy intestinalnej metaplazie — intesti-
nalna metapldazia typu tenkého Creva a typu kolonickej slizni-
ce. Vacsina pripadov IM sa da klasifikovat ako kompletna
alebo nekompletna metaplazia. Kompletny typ IM (obra-
zok 7) sa podoba epitelu tenkého ¢reva a je charakterizovany
dobre vyvinutymi poharikovitymi bunkami rozptylenymi me-
dzi cylindrické absorp&né bunky s charakteristickym kefko-
vym lemom. Panethove bunky nachadzame na dne krypt®®.
Pri nekompletnom type IM (obrazok 8) nachadzame pohari-
kovité bunky roznej velkosti a intervenujice cylindrické bun-
ky tvoriace hlien bez kefkového lemu.

IM moze byt rozdelena aj na zaklade typu hlienu. Tento
klasifikany systém zalozeny na type mucinu navrhli patolé-
govia Filipe a Jass, ktory rozoznava 3 typy gastrickej IM®@°30),
Na ich detekciu pouziva Specialne farbiace techniky bez-
ne pouzivané v laboratériach patoldgii. Farbenim alcianova
modra (AM) spoloc¢ne s PAS (periodic acid schiff) rozliSuje
neutrdlne muciny, ktoré sa farbia purpurovo a su fyziologic-
ky pritomné v zalidku, od kyslych mucinov, ktoré sa farbia
na modro a bezne su pritomné v ¢revne;j sliznici. Kyslé muci-
ny sa nenachadzaju v zalidoc¢nej sliznici, s vynimkou malého
poctu buniek v oblasti kréka zliazky v oxyntickej sliznici. Far-
benie zamerané na pritomnost obsahu diaminu Zeleza (HID)
v kombinacii AM zasa rozliSuje kyslé muciny na sialomuci-
ny, ktoré sa farbia na modro a su pritomné v tenkom a hru-
bom ¢&reve, a na sulfomuciny, ktoré sa farbia do hneda a pre-
vladaju v hrubom ¢reve®). Imunohistochemicky kompletna
metapldzia exprimuje intestindlne typy mucinu, kefkovy lem
mébzeme dokazat aj farbenim CD10, avéak MUC1, MUC5AC
a MUC6 ma znizenu expresiu. Priinkompletnej metaplazii vy-
chadzaju v kombinacii gastricky mucin a MUC2@9,

IM typ | predstavuje kompletnu intestinalnu metaplaziu,
IM typ Il a lll predstavuje, naopak, inkompletnu, kolononic-
ki metaplaziu®. Kedze vyvoj karcinomu zaltidka je poma-
ly a nepredvidatelny proces a prave intestindlna metaplazia
je l'ahko rozpoznatelnym markerom atrofie, javi sa subtypi-

Obrazok 8. Inkompletna intestindlna metaplazia Zaludka (hlava
sipky — intracytoplazmaticky mucin). HE, 200x”

z4acia intestindlnej metaplazie pomocou spominaného far-
benia vyhodna na identifikovanie pacientom s réznym rizi-
kovym potencialom. Crevna metaplazia podtypu Ill sa éasto
povazuje za prekurzorovu léziu adenokarcindmu zaltudka in-
testinalneho typu®@.

Pyloricka/pseudopyloricka metaplazia

Pri kontinudlnom zdapale a postupnej atrofii dochadza
k progresivnej strate parietalnych buniek, c¢oho désledkom
dochadza k zmene oxyntickej sliznice. Pyloricku/pseudopy-
loricki metaplaziu tvori pyloricka sliznica nachadzajuca sa
na mieste, kde by mala byt fyziologicka sliznica fundu zZa-
ladka®".

Pri diagnostike pylorickej a pseudopylorickej metaplazie
si mo6zeme pomoct imunohistochémiou s pouzitim imuno-
farbiva pepsinogén | (PG I), MUC6 aj TFF2 markerom. Pepsi-
nogén | je exprimovany v mucindznych a hlavnych bunkach
fundu zaltdka na rozdiel od antrdlnej sliznice. Pylorickd me-
taplazia je v zakladnom farbeni H&E morfologicky rovnaka
ako povodna pyloricka sliznica a v imunohistochemickom
farbeni je pozitivna na MUC6 a negativna na PG I|. Pseudo-
pyloricka metaplazia je tiez v zakladnom farbeni H&E rovna-
kd ako pévodna pyloricka sliznica, ale imunohistochemicky
vykazuje pozitivitu na PG |, zatial' ¢o pylorickd metaplazia
je negativna na tento marker®®. Bohuzial, v mnohych pra-
cach neboli pylorické a pseudopylorické metaplazie opisa-
né oddelene a ¢asto sa povaZzuju za rovnocenné ,pylorické
alebo pseudopylorické metaplazie“®®. Podla Wada a spol.
by sa mali jednotky pyloricka a pseudopylorickd metaplazia
pouzivat samostatne. Ich zistenia naznacuju, ze pseudo-
pylorickd metapldzia sa vyskytuje najskor v procese atro-
fie a potom sa meni na pyloricki metaplaziu podla progre-
sie atrofie®",

Vyvoj metaplazie Zaludka

Metaplazia zaludka je potencialne reverzibilnou adaptac-
nou zmenou, ale tak ako pri inych typoch metaplazie za ur-
¢itych okolnosti dochadza k vyznamnym cytologickym zme-
nam, ¢im sa metaplazia posuva do dalSieho levelu zmien,
do dysplazie. Nadorové zmeny zZaludka sa vyvijaju prostred-
nictvom dobre zndmej prekancerdznej kaskady: od atrofic-
kej gastritidy cez intestinalnu metaplaziu, dysplaziu nizkeho
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Obrazok 9. Pyloricka metaplézia ZI¢nika, HE, 400x“%

Obrazok 10. Pylorickd metapldzia ZI¢nika v nervovom zvézku HE,
200x“s)

4/-3‘ '_' i -

stupna, dysplaziu vysokého stupna az po vznik karcinému,
pricom pravdepodobnost progresie sa zvysuje s chronickym
zapalom ¢i pretrvavajlcou infekciou H. pylori®s).

Zlénik

Stena ZI¢nika je histologicky velmi odlisnd od zvysku
gastrointestinalneho traktu, Co sa stava dolezitym pri stagin-
gu nadorov. V zl¢niku chyba lamina muscularis mucosae aj
submukdza. V ZIéniku sa mo6Zzu vyvinut rézne typy hyperplas-
tickych lézii a metaplastickych zmien. K naj¢astejSim typom
epitelovej metaplazie patri metaplazia s gastrickym a intes-
tindlnym typom epitelu. Odhliadnuc od diferencidlnodiag-
nostického vyznamu ma metaplazia ulohu ako potencialna
prekurzorova lézia pre vznik karcindmu. Diagnéza biliarnych
Iézii moze byt narocn4, ale je nevyhnutna pre dalsi klinicky
manazment pacientov. Lézie ZI¢nika vykazuju Siroké spek-
trum morfologickych zmien, ktoré mnohé mézu imitovat na-
dorové ochorenie.

Histolégia metaplastickych zmien ZI¢nika

Metaplastické zmeny epitelu ZI¢nika sa povazuju za
prekurzory vzniku karcinomu zl¢nika. V zl€ovych cestach
nachadzame najcastejSie dva typy metaplazie: zalidoc-
ny a Crevny typ. Zriedkavo nachadzame aj iné typy, ako je
skvamozny a pankreaticky acinarny typ. Vznik metaplazii
je spojeny s vy$sim vekom a pritomnostou zl¢ovych kame-
Aov®?. Zalido&nd metapldzia je najbeznej$im typom me-
taplazie a nachadza sa asi v 50 % zl¢nikov odstranenych
pre chronickld cholecystitidu alebo cholelitiazu“®. Ade-
nomatézna hyperplazia zZl¢nika je stav charakterizovany
hyperpldziou metaplastickych zliazok pylorického typu bez
bunkovych atypii.

Gastrickd metaplazia zZl¢nika je definovana ako pritom-
nost Zliazok gastrického typu, samostatne alebo v skupin-
kach v lamina propria, alebo zriedkavejsie vo svalovine ZI¢-
nika. Zliazky mézu mat epitel pylorického, antralneho alebo
mucindzneho charakteru. Neuroendokrinné bunky sa mézu
tiez vyskytnat®). Frekvencia vyskytu gastrickej metaplazie
po elektivnych cholecystektémidch pre zapal alebo chole-
cystolitidzu sa opisuje v rozsahu od 66 do 80 %“?.

Pylorickd metapldzia (tiez nazyvana pseudopyloricka) je
najcastejSim typom metaplastickej zmeny v zléniku (obra-

W ey -
&‘yﬁ?!’?e‘.»,

zok 9). Morfologicky vytvaraju malé rozvetvené zliazky, kryté
cylindrickym alebo kubickym epitelom s bohatou svetlou cy-
toplazmou®?. Od pylorickej metaplazie treba odlisit adeném
z pylorickych Zliazok (pyloric gland adenoma), ktory je histo-
logicky podobny, tvori vSak makroskopicky identifikovatel-
nu ohranic¢enu léziu (> 0,5 cm). Pyloricky adenom, tak ako aj
metaplazia, vykazuje pozitivitu MUC6, adendom méze byt na
rozdiel od metaplazie aj CDX2 pozitivny. Je dblezité si uve-
domit, Ze tieto Zliazky maju skutocne vyzor pylorickych Zliaz
a od Zliazok zI¢nika sa odliSuju histologicky, histochemicky
aj Strukturalne.

Metaplastické pylorické Zliazky mézu byt pritomné v la-
mina propria, nezriedka ich v§ak nachadzame vo svalovej
vrstve a pri serdze, moze byt zachyteny aj perineuralny rast,
ktory imituje adenokarciném (obrazok 10)“". Aj v tychto pri-
padoch sa vSéak musime vrétit k hodnoteniu cytologickych
vlastnosti buniek, ktoré su, pri tejto metaplazii, spravidla
blandného vzhladu.

Intestinalna metaplazia (IM) zl¢nika je charakterizovana
pritomnostou oblasti zlozenych z ¢revnych cylindrickych
buniek, poharikovitych buniek, neuroendokrinnych buniek
a Panethovych buniek s odli$nou expresiou mucinu (obra-
zok 11). Tento typ metaplazie je ovela menej bezny vo vzor-
kach z cholecystektomie ako pyloricka metaplazia a bol za-
znamenany priblizne v 30 % ZI¢nikov s cholecystitidou®?.

s

ZvycCajne ide o ,neuplnd“ metaplaziu, pretoze bunky zried-

Obrazok 11. Intestindlna metapldzia ZI¢nika. HE, 100x.
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Obrazok 12. Dysplazia epitelu ZIcnika. HE 100x (University of
Michigan Virtual slide box)

kavo vykazuju zretelny kefkovy lem. PociatoCna lézia zaci-
na ako niekolko pohdrikovitych buniek na povrchu sliznice,
nie na dne krypt. Nasleduje progresia lézie smerom nadol,
ktora méze dosiahnut Rokitansky-Aschoffové sinusy. Imu-
nohistochemicky vykazuje tento typ metaplazie pozitivitu
MUC2 a CDX2.

Vyvoj metaplastickych zmien ZIénika

Ako je spominané aj v predchadzajucich Castiach tejto
prace, ani osud metapldzie zl¢nika nie je odliSny. Dysplazia
Zlénika (obrazok 12) je povaZovana za preinvazivnu biliar-
nu neoplaziu, bola zaznamenana u 40 % az 60 % pacientov
s invazivnym karcinédmom, u 30 % pacientov so sklerotizu-
jucou cholangitidou a nahodne u 1 az 3,5 % vzoriek po cho-
lecystektomii®*#849), Na rozdiel od ostatnych |ézii ZI¢nika je
metaplazia a dysplazia nerozoznatelna pouzitim zobrazova-
cich metod.
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Instabilita kratkych tandemovych repeticii v onkologii:
potencial tekutej biopsie
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Stadie zamerané na inovacie diagnostickych pristupov v oblasti personalizovaného manazmentu onkologic-
kych ochoreni poukazuju na potrebu kontinudlneho progresu analyzy malo prestudovanych genomickych varia-
cii, akou je prave variabilita kratkych tandemovych repeticii (STR)/mikrosatelitov, oznacovana ako mikrosatelito-
vainstabilita (MSI). Do popredia sa dostavaju alternativne skriningové postupy vyuzivajlce analyzu cirkulujtcich
nukleovych kyselin (cfDNA/ctDNA). Doraz sa kladie na vyuzitie potencialu high-throughput technolégii, akou je
masivne paralelné sekvenovanie (MPS). Ukazuje sa, Ze komplexna genomicka analyza mikrosatelitov méze
zefektivnit proces stratifikacie pacientov s MSI asociovanymi nadormi. V predkladanej praci diskutujeme o sp6-
soboch analyzy MSI pomocou inovativnych a menej invazivhych metéd zalozenych na tekutej biopsii, ako aj o ich
benefitoch a limitaciach. Poukazujeme na sicasny stav diagnostiky MSI v onkologickej praxi so zretelom na pre-
sun zo sféry konvenénych stratégii k reaktivnym personalizovanym pristupom a cielenej prevencii.

Klacové slova: kratke tandemové repeticie, mikrosatelitova instabilita, masivne paralelné sekvenovanie, tekuta
biopsia, extraceluldrna DNA

Instability of short tandem repeats in oncology: the potential of liquid biopsy

Studies focused on innovations in diagnostic approaches in the personalized management of oncological
diseases point to the need for continuous progress in the analysis of little-studied genomic variations, such
as variability within short tandem repeats (STR)/microsatellites, referred to as microsatellite instability (MSI).
Alternative screening procedures using the analysis of circulating nucleic acids (cfDNA/ctDNA) are coming
to the fore. Emphasis is placed on utilizing the potential of high-throughput technologies such as massively
parallel sequencing (MPS). It is shown that a comprehensive genomic analysis of microsatellites can streamline
the process of stratification of patients with MSl-associated tumours. In the presented work, we discuss the
methods of MSI analysis using innovative and less invasive methods based on liquid biopsy and their benefits
and limitations. We point out the current status of MSI diagnostics in oncology practice regarding the shift from
the sphere of conventional strategies to reactive personalized approaches and targeted prevention.

Keywords: short tandem repeats, microsatellite instability, massively parallel sequencing, liquid biopsy,
extracellular DNA

Newslab, 2022; ro¢. 13 (2): 83 - 86

Uvod

Kratke tandemové repeticie (STR — z angl. short tandem
repeats)/mikrosatelity patria medzi najrychlejsie mutujtce
oblasti v ludskom genéme a su zdrojom genetickej varia-
cie, ktora bola historicky dlhodobo podcernovana. Dnes je uz
vSeobecne zname, ze sa spdjaju s mnozstvom dobre opisa-
nych fenotypov a patologickych stavov(?. Somaticka STR
variabilita nazyvana aj mikrosatelitova instabilita (MSI), je
charakteristickym znakom niektorych onkologickych ocho-
reni. Je definovana ako zmena v dizke STR motivov (typicky

tvorenych 2 — 6 nukleotidovymi opakovaniami zoradenymi
niekolkokrat za sebou)®. STR lokusy zvyknu akumulovat in-
dely (inzercie a delécie nukleotidov v mensom rozsahu) via-
cerych bazovych parov v dosledku zlyhania opravného mis-
match repair (MMR) mechanizmu®. MSI sa vyskytuje zhruba
v 10 = 15 % kolorektalnych, gastrickych a endometridlnych
karcindmov a menej ¢asto v inych solidnych nadoroch. Ten-
to fenotyp replikacnej chyby je povazovany za pozndavacie
znamenie dedi¢ného predispozi¢ného nadorového ochore-
nia, Lynchovho syndrému (LS)®. Nadory su klasifikované na

2/2022
ewslab

83




Prehladové prace

Tekut4 biopsia

zohladnuje heterogenitu nadoru
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zohladnuje iba zachytend populaciu buniek

Obrazok 1. Tkanivova biopsia analyzuje diskrétnu Gast nddoru a nemusi zachytit komplexnt mieru intratumorovej heterogenity (iba
modré bunky). Je zndme, Ze DNA z celého néddoru je konstantne uvolriovand do krvného obehu. Tekuta biopsia tak dokdZe zachytit
CtDNA z celej populdcie nddorovych buniek (Cervené, modré a zelené bunky). S vyuZitim pristupov na platforme MPS v kombinécii s te-
kutou biopsiou je tak moZné v jednom skriningovom teste analyzovat instabilitu v sirSom spektre STR lokusov (v desiatkach aZ tisickach
STR motivov naprie¢ genémom). Takéto diagnostické stratégie poskytuju najreprezentativnejsiu metédu pre personalizovany, predik-
tivny a cieleny skrining MSI, ktory méZe predstavovat lahko implementovatelny doplnok inych diagnostickych testov vychddzajicich
z podstaty analyzy ctDNA/cfDNA a celogenémového MPS (vytvorené pomocou BioRender.com).

zdaklade proporcie nestabilnych STR motivov do troch tried:
MSI-H tumory a MSI-L tumory (podla podielu instabilnych
motivov) a mikrosatelitovo stabilné tumory (MSS) bez dete-
govatelnej instability v analyzovanych STR motivoch. V su-
Casnosti sa objavuje konsenzus postacujucej bindrnej kla-
sifikacie: MSI a MSS®), vzhladom na podobnost klinickych
aspektov medzi MSI-L a MSS malignitami®). Pacienti s na-
dormi s preukazanou MSI maju v porovnani s MSS lepSiu
prognézu v skorych stadidch ochorenia a znizeny benefit
z adjuvantnej chemoterapie na baze 5-fluorouracilu v II. a lll.
stadiu®. Naopak, MSI predstavuje jeden z hlavnych predik-
torov odpovede pacienta na inovativne protinadorové terapie
prostrednictvom inhibicie imunitnych kontrolnych bodov®.

Metddy detekcie MSI na baze tekutej biopsie
Konvencné metddy detekcie pritomnosti MSI ako imu-
nohistochémia (IHC) a MSI-PCR su stéle najrozsirenejsimi
diagnostickymi a skriningovymi postupmi. Informacny po-
tencial reflektujuci variabilitu v STR motivoch je vSak v tom-
to pripade limitovany dostupnostou nadorového aj referenc-
ného kontrolného tkaniva. Ich aplikacia je preto mozna iba
v pripade uz diagnostikovanych a chirurgicky dostupnych
nadorov. Konvencné a rutinne pouzivané invazivhe metédy
su tak Coraz CastejSie suplované o menej invazivne techni-
ky s moznostou vyuzitia vysoko citlivého sekvenovania frag-
mentov cell-free DNA/cirkulujtcej tumorovej DNA (cfDNA/
ctDNA), extrahovanych z periférnej krvi. Ich benefit spoci-
va prave v detekcii MSI bez potreby predoslej znalosti o pri-
tomnosti, lokalizacii a chirurgickej dostupnosti tumoru. Spo-
loénym menovatelom Standardnych diagnostickych testov

vySetrujucich MSI v onkoldgii je invazivnost, nemoznost
opakovaného monitorovania, nedostupnost alebo obtaz-
nost bioptického vysetrenia pri niektorych formach tumorov
s neadekvatnym nadorovym tkanivom alebo tazko dostup-
nou lokalizaciou®' a v neposlednom rade neschopnost re-
flektovania intratumorovej heterogenity (obrazok 1). Medzi
technické obmedzenia m6zeme zaradit aj moznost falo$ne
pozitivnych, repsektive faloSne negativnych vysledkov IHC
analyz, ktoré vznikaju pri polymorfizmoch v STR lokusoch(2,

Z uvedenych dévodov sa Coraz vacsi pocet laboratérii sna-
Zi zaradit analyzu ctDNA do programov rutinného MSI skri-
ningu4, ctDNA obsahuje genomické alteracie, ktoré umoz-
nuju prekonanie intratumorovej heterogenity a zachytenie
MSI statusu na Urovni celého nadoru>'. Bolo pozorované,
ze disperzia poctu nestabilnych STR lokusov nepriamo ko-
reluje s hustotou mutacii nadmerne zastupenych v aktivne
transkribovanych oblastiach. Relativha deplécia MSI v sta-
bilnych polohach nukleozémov tiez hovori, ze konfiguracia
chromatinu je hlavnym determinantom jej distribtcie(”. Vy-
soka koncentrdcia variability STR lokusov bola pozorova-
na aj v regulacnych génovych oblastiach, ako su prométory
a enhancery, v aktivne transkribovanych oblastiach (euchro-
matin) a v rdmci intergénovych, intronickych a 3’ neprekla-
danych oblastiach (3’ UTR), na rozdiel od neaktivneho kon-
stitutivneho heterochromatinu(®. Komplexna analyza MSI
na urovni celého gendmu ma zaroven potencial transformo-
vat biomedicinsky dosah STR variability nad ramec beznych
vySetreni, s vyraznou pridanou hodnotou pre onkologického
pacienta. V prospech posunu diagnostiky MSI z oblasti reak-
tivnych pristupov k proaktivnemu skriningu na baze celoge-
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némového sekvenovania cirkulujucich cfDNA/ctDNA hovoria
Studie preukazujuce vysokd mieru zhody v porovnani s kon-
venénou tkanivovou biopsiou(%29),

Potencial vyuzitia v manazmente pacientovi?'??, ako aj
testovanie MSI prostrednictvom ctDNA alebo cfDNA je sta-
le v tadiu vyvoja. Pred ich implementaciou je potrebné vy-
riesit viaceré vyzvy. Milnikom, ktory stoji v aktivnejSom intro-
dukovani novych pristupov priamo k pacientovi je absencia
Standardizovanych procedur, protokolov a postupov ohla-
dom odberu, pripravy, spracovania, uskladnenia a validacie
vzoriek v dostupnych studiach. Tieto metodologické aspek-
ty dokazu signifikantne ovplyvnit nésledné analyzy cfDNA/
ctDNA a mozu viest k biasom pri porovnavani postupov na-
prie¢ stidiami®?%, Napriek tomu, Ze tekuta biopsia moze byt
diagnosticky spolahlivou alternativou s preukazatelne vyso-
kou senzitivitou a $pecificitou29, boli opisané aj niektoré jej
limitacie®®. Problémom s najma nadory s nizkou koncen-
traciou cirkulujucich tumorovych buniek a tiez tumory, kto-
ré uvolfuju nizke koncentracie fragmentov ctDNA do krvné-
ho obehu®@®.

Medzi dostupné testy vyuzivajlice cfDNA patri napriklad
OncoLBx, vytvoreny ako kombindcia jednomolekulového sek-
venovania (SMSEQ) a panela, ktory pozostava zo 75 génov
a 5 homopolymérnych markerov. Valida¢né testy preukazali,
Ze OncolLBx dokaze detegovat variantné alely s frekvenciou
> 0,1 % pre SNV a indely, = 0,5 % pre fuzie, = 4,5 % pre CNV
a =2 % pre MSI, pricom vykazuje Specifickost = 99,99 % pre
vSetky typy variantov®. Willis et al. demonstrovali robust-
nost svojho pristupu pre detekciu MSI pomocou FDA schva-
leného testu Guardant360® CDx (Guardant Health, Redwood
City, CA, USA). Preukazal vysokau citlivost v porovnani s meto-
dami zaloZenymi na tkanivovej biopsii®. Sfubnym sa zda aj
pristup pre paralelnu a neinvazivnu detekciu MSI a nadorovej
mutacnej zataze/naloze, ktory je vysoko efektivny v predik-
cii protinadorovej odpovede na imunoterapiu. Vo validacnych
analyzach dosiahol 100 % senzitivitu a Specificitu na paro-
vych vzorkach nadorového a zdravého tkaniva®®. Rovnaké
hodnoty zaznamenal aj FoundationOne® Liquid CDx (Foun-
dation Medicine, Cambridge, MA, USA)®@.

Vzhl'adom na vysoku mieru fragmentacie a nizku frak-
ciu ctDNA v krvi (0,01 % v skorych stadiach rakoviny) spo-
lu s technickymi artefaktmi generovanymi pocas laborator-
neho spracovania, su potrebné robustné, validované a velmi
citlivé hodnotiace algoritmy a bioinformatické nastroje 629,
S vyuzitim panela ColonCore a bioinformatického néstro-
ja bMSISEA (blood MSI signature enrichment analysis) bola
preukazana testovacia senzitivita 94,1 % a Specificita 100 %
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s minimalnou frakciou ctDNA 0,4 %. Dany algoritmus je
schopny uzivatelovi poskytnut vystup v podobe binarnej kla-
sifikacie vzoriek na MSI, respektive MSS®%. Nastroj MSlsen-
sor-ct®) vychadzajuci z MPS déat cfDNA dosiahol 100 % kore-
laciu s konvenénymi pristupmi, a to uz pri minimalnej frakcii
ctDNA nad 0,05 % a hibkou pokrytia viac ako 3 000x. Pri tych-
to Specifikaciach je hodnotiaci nastroj MSlsensor-ct schop-
ny spolahlivej detekcie MSI. Skoré a v€asné zachytenie MSI
pomocou analyzy tekutej biopsie ma tak Siroké klinické vyu-
Zitie pocas celozivotného sledovania nielen pacientov s ko-
lorektalnym karcinomom. M6Ze umoznit: (i) efektivnejsi ma-
nazment pacientov s LS aich asymptomatickych pribuznych,
ktori maju zvySené celozivotné riziko vzniku asociovanych
malignit; (i) lepSiu progndzu z hladiska indikacie liecby pre
pacientov s vysokou mierou instabilnych STR lokusov; (iii)
vynechanie fluorouracilovej, karboplatinovej, a cisplatinovej
adjuvantnej chemoterapie u pacientov s diagnostikovanou
MSI, a to z dévodu preukdazatelne nizkej odpovede tumoru
na dané formy terapie®; a (iv) predikciu Gcinnosti inovativ-
nych lieCebnych pristupov na baze imunoterapie, s cieflom
identifikovat takych jedincov, pre ktorych méze byt takyto typ
personalizovanej lieCby prospesny(9.

Zhrnutie

Analyza MSI pomocou tekutej biopsie a stratégie vycha-
dzajucich z MPS predstavuje na zaklade dostupnych stadii
slubny pristup nielen v skorej detekcii, prediktivnej diagnos-
tike a cielenej prevencii, ale taktiez v manazmente protina-
dorovej terapie a ndsledného monitorovania odpovede. Ta-
kyto skrining ponidka moznosti pacientom so zvySenym
rizikom vzniku ochorenia suvisiaceho s MSI aj bez rodinne;j
anamnézy alebo pacientom, ktorych nadorové tkanivo je ne-
dostupné, pripadne moze byt jeho ziskanie kontraindikova-
né. Vdaka prekonavaniu réznych technologickych a bioinfor-
matickych limitacii vychadzajlcich z podstaty repetitivnych
STR motivov a cfDNA/ctDNA su pristupy detekcie MSI ¢oraz
blizSie k ich plnohodnotnej implementacii do rutinnej klinic-
kej diagnostiky.
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The role of nitric oxide in endometrial carcinoma

Katarina Krajcirova, Pavol Janega, Martina Cebova
Institute of Normal and Pathological Physiology, Centre of Experimental Medicine SAS,
Bratislava

Endometrial carcinoma is the sixth most common type of cancer in women. The constant increase in incidence
is probably related to the increasing prevalence of obesity. Nitric oxide as a signaling molecule is involved in se-
veral diseases, including cancer. It is an important vasodilator, it inhibits platelet aggregation and it is important
in the immune response. A key mediator of immune activation and inflammation is inducible nitric oxide syntha-
se (iNOS) which has a dual role depending on the position and localization of nitric oxide.
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Uloha oxidu dusnatého pri karcinéme endometria

Karcindm endometria je Siestym najcastejSim druhom zhubného ochorenia u Zien. Stale narastanie incidencie
pravdepodobne stvisi so zvysSujlcou sa prevalenciou obezity. Oxid dusnaty ako signalna molekula sa podiela
na viacerych ochoreniach vratane rakoviny. Je d6lezitym vazodilatatorom, inhibuje agregdciu krvnych dostiCiek
ama vyznam pri imunitnej odpovedi. KI'i¢ovym mediatorom imunitnej aktivacie a zapalu je indukovatelna syntaza

oxidu dusnatého (iNOS), ktora ma dvojitu tlohu v zavislosti od koncentracie a lokalizacie oxidu dusnatého.
Kldcové slova: karcindm endometria, oxid dusnaty, induktivha NOS, cyklooxygenaza-2
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Introduction

Endometrial carcinoma is the most common type of can-
cer of the female genital tract in developed countries. Wor-
Idwide, it is the sixth most common malignant disease in
women™. The incidence is still increasing, probably due to
the increasing prevalence of obesity. It is manifested by ab-
normal vaginal bleeding, which complicates the detection of
cancer in premenopausal women. In these women the disea-
seis usually detected in later stages. However, the incidence
of endometrial cancer is greater in postmenopausal women,
in whom early detection is associated with good prognosis.
The currently accepted model of carcinogenesis categori-
zes endometrial carcinoma into two broad classifications:
type | or type Il based on genetic and morphological featu-
res®. The endometrium naturally undergoes structural mo-
difications and changes in specialized cells in response to
fluctuations in estrogen and progesterone levels during the
menstrual cycle. Prolonged exposure of cells to high estro-
gen levels leads to hyperplasia of endometrial cells, which
increases the risk of developing atypical hyperplasia, a thic-
kening of the endometrium which is a precursor of type | en-
dometrial cancer. Type | is generally associated with elevated
estrogen levels that are not suppressed by progesterone®.
It occurs more often (85 %) than type I, it has a higher sur-
vival rate and lower rate of recurrence®. It is often diagno-
sed in the early stages and therefore has a better prognosis.
Risk factors include those that lead to increased estrogen
levels without increasing protective progesterone levels.
These include obesity, in which increased adiposity increa-
ses aromatase activity, leading to the conversion of andro-
genes to estrogenes; treatment with tamoxifen, which bloc-
ks estrogen receptors in the breasts but stimulates them in

the uterus; postmenopausal estrogen therapy without pro-
gesterone; estrogen-producing tumors; nulliparity; chronic
a anovulation and last but not least aging®. Excessive fat
consumption and being overweight (defined as a BMI of at
least 25 kg/m?) is a major risk factor present in almost 50 %
of women with endometrial carcinoma. BMI over 25 kg/m?
doubles the risk of developing endometrial cancer and BMI
over 30 kg/m? even triples the risk®. Obesity remains the risk
factor even when circulating estrogen levels are normal®. On
the other hand, administration of hormonal contraceptions
or multiple births have an effect on reduction the risk of en-
dometrial carcinoma. Type Il endometrial cancer is more ra-
re than type | and isn't linked to estrogen levels. However, it
is more aggressive, manifests itself in advanced stages and
therefore has worse prognosis. It affects women who have
endometrial atrophy, lower body weight and develop later in
life. It is also more common in women of african descent®.

Characteristics, properties and signaling of nitric
oxide

Nitric oxide (NO) is a signaling molecule involved in se-
veral diseases including cancer®. It is a potent vasodilator,
inhibitor of platelet aggregation, neurotransmitter and also
important in the immune response. It is synthesized endoge-
nously in several tissues by converting L-arginine to L-citru-
line in the presence of four isoforms of nitric oxide synthase
(NOS). Endothelial and neuronal NOS are expressed consti-
tutively and they are calcium-dependent and produce NO in
low concentration in pico- and nanomolar range over a short
period of time ranging from a few seconds to minutes to re-
gulate various signaling pathways. Inducible NOS (iNOS) is
calcium-independent and it is induced by cytokines, endoto-
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Figure 1. nNOS expression in endometrium. nNOS did not show striking positivity neither in physiological endometrial tissue (A) nor in
cases of endometroid endometrial carcinoma (B). nNOS Ms Ab, DyLight 594, 400x

xines and hypoxia under oxidative stress. On the contrary, it
produces significant concentrations of NO (in the micromo-
lar range) over a longer period of time ranging from hours
to days. Mitochondrial NOS (mNQOS) is considered as an al-
ternative to neuronal NOS (nNOS) which is produced in mi-
tochondria(®. NOS is expressed differently in obese and no-
nobese individuals and it is overexpressed in many tumors®.
In cancer, NO acts in two ways depending on the concentra-
tion. At pico- and nanomolar concentrations it promotes tu-
morigenesis by activation of angiogenesis, which stimulates
tumor progression by allowing oxygen and nutrients to flow
into the tumor, leading to cell proliferation. It also promotes
invasiveness and the formation of metastases('?. However,
at high concentrations (micro- to millimolar) it has anti-can-
cer effects, causing extensive DNA damage, oxidative and
nitrosative stress, which leads to cytotoxicyty and apopto-
sis of tumor cells("™.

The presence of NOS in the endometrium has been descri-
bed in many species, suggesting a role of NO in normal en-
dometrial functions. In the human endometrium, endothelial
(eNOS) and iNOS have been localized to the glandular epithe-
lium in the nonpregnant uterus. Likewise, NO may be invol-
ved in the initiation and control of menstrual bleeding. In ad-

dition, it may play a role in inhibiting platelet aggregation in
the endometrium, where menstrual hemostasis is thought
to occur primarily through vasoconstriction rather than clot
formation®.

Our analysis (Figure 1-3) shows that regular expression
of eNOS is predominant in endometrial tissue, particularly in
endometrial glandular epithelial cells. INOS shows only focal
irregular positivity in epithelial cells as well as in stroma. In
cases of endometrial carcinoma, we observed a striking in-
crease in nuclear positivity of iNOS in both tumor cells and
stroma.

Angiogenesis and iNOS

Angiogenesis, the process that leads to the formation of
new blood vessels, is a prerequisite for tumor growth due to
the need of oxygen and nutrients. Molecular studies have
shown that susceptibility to gynecological tumors such as
endometrial carcinoma and cervical cancer increases due
to increased inflammatory markers including increased ex-
pression of iNOS and cyclooxygenase-2 (COX-2)('4. COX-2
is a key enzyme in the biosynthesis of prostaglandins and
it is involved in the development of inflammatory processes
and carcinogenesis, including the induction of angiogene-
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Figure 2. iNOS expression in endometrium. iNOS exhibited focal cytoplasmic positivity in both sporadic endometrial glandular cells (A)
and stroma (C) in physiological endometrial tissue. However, there was a striking increase in nuclear positivity of iNOS in cases of en-
dometrial endometrioid carcinoma (B, D). iNOS Ms Ab, DyLight 594, 400x

sis. Immunohistochemical analysis also revealed that COX-2
expression was significantly associated with endometrial
cancer risk and development. Increased production of pros-
taglandins and increased release of COX-2 can induce neo-
vascularization™. However, the prognostic significance of
COX-2 expression in endometrial carcinoma remains contro-
versial. Recently, experimental studies have shown that NO
produced by iNOS increases COX-2 activity. Li et al.’® in their
study investigated the significance of COX-2 and iNOS in thir-
ty woman patients with endometrial carcinoma. They inves-
tigated the relationship of these molecular markers to tumor
characteristics and microvascular density. They showed that
iNOS overexpression in endometrial carcinoma significantly
correlated with microvascular density. In this study, expres-
sion of iINOS was detected in 21 of 30 (73 %) tumors but in
none of the five normal endometrial samples. Microvascular
density was higher in patients with confirmed iNOS expres-
sion than in those without iINOS expression. Thus, iINOS ex-
pression is significantly correlated with microvascular den-
sity. These researchers also confirmed that endometrial
cancer cells are able to modulate NO synthesis. Their results
show that a significant up-regulation of iNOS in endometrial
cancer cells may be responsible for endometrial tumor car-

cinogenesis. The association between iNOS overexpression
and tumor spread could be supported by iNOS- mediated in-
creased ability of invasion. On the other hand, several studies
show that the presence of NO in tumors or their microcircu-
lation has adverse affects on survival of malignant cells®".
Its positive effect can be mediated through the mutagene-
sis of p53, subsequently leading to the loss of its inhibitory
effect and the up-regulation of Bcl-2 expression which has
antiapoptotic effects(®. Typical NO mechanisms mediating
apoptosis include caspase activation, chromatin condensa-
tion and DNA fragmentation. NO can inhibit DNA synthe-
sis by hypoxia or by regulation of the expression of p53 and
other apoptosis-related proteins, which inhibit tumor growth
or kill tumor cells through cytotoxicity@®,

Conclusion

NO plays an important role in tumor initiation, growth and
metastasis in endometrial carcinoma. However, the indu-
cible isoform of NOS appears to play a dual role in cancer
that depends on the concentration and localization of NO. In
cancer cells, it can contribute to increased proliferation, me-
tastasis and even drug resistance. On the other hand, it can
adversely affect the survival of tumor cells.
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Figure 3. eNOS expression in endometrium. eNOS shows strong and regular cytoplasmic expression both in cases of physiological en-
dometrial tissue (A) and in cases of endometrial endometrioid carcinoma (B). eNOS Rb Ab, DyLight 594, 400x
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Oxid dusnaty a jeho vyznam pri poskodeni tkaniva a v reparacii
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'Ustav patologickej anatémie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
’MEDIREX GROUP ACADEMY n. o., Nitra

Oxid dusnaty je molekula s vyznamnym pleotropnym téinkom v organizme, schopna pésobit ako volny radikal
a sucasne aj ako biologicka signalna molekula. Zarad'ujeme ju medzi délezitych mediatorov fyziologickych, ale
i patologickych dejov. Aj ked’ ma klicovy vyznam pri posSkodeni tkaniva a rozvoji zapalu, vyznamny je jej efekt
na aktivaciu reparacnych procesov v tkanive. Regula¢ny u¢inok NO ma svoju tlohu pri obnoveni integrity po-
skodeného tkaniva. Si¢asny vyskum naznacuje budicnost terapeutickych postupov ovplyviujtcich regulacie
sprostredkované NO pri liecbe mnohych chorob vratane ischemicko-reperfliizneho poskodenia tkaniva, ako aj
diabetickej nohy.

Klacoveé slova: oxid dusnaty, poSkodenie tkaniva, reparacia, NO syntazy

Nitric oxide and its importance in tissue damage and repair

Nitric oxide is a molecule with a significant pleiotropic effect in the body, capable of acting as a free radical and
at the same time as a biological signalling molecule. It is one of the critical mediators of both physiological and
pathological processes. Although it is crucial in tissue damage and the development of inflammation, its effect
on the activation of tissue repair processes is significant. The regulatory effect of NO has a role in restoring
the integrity of damaged tissue. Current research suggests a future for therapeutic approaches affecting NO-
mediated regulation in treating many diseases, including ischemia-reperfusion tissue injury and diabetic foot.

Keywords: nitric oxide, tissue damage, repair, NO synthase
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Uvod

Z historického hladiska je za objavitel'a oxidu dusnatého
(NO) povazovany anglicky filozof a chemik Joseph Priest-
ley, ktory uz v roku 1772 identifikoval tito molekulu a opi-
sal jej vlastnosti. AvSak historicky prelom v ére NO nastal az
v 20. storocCi v suvislosti s vyskumom ulohy NO v Zivych or-
ganizmoch. V roku 1992 oznacil ¢asopis Science tito mole-
kulu za ,,molekulu roka“. Dria 10. decembra 1998 sa Robert
Francis Furchgott, Louis Ignarro a Ferid Murad stali nosi-
telmi Nobelovej ceny za objav NO ako signalnej molekuly
v kardiovaskuldarnom systéme. Toto ocenenie vzbudilo vel-
ky zaujem o vyskum tejto molekuly, a tak sa NO, dovtedy
znamy len ako plyn s negativhym vplyvom na zivotné pro-
stredie dostal do popredia odbornych periodik a vyznam-
nych ¢asopisov®.

V sucasnosti je tloha NO v mnohych systémoch vratane
kardiovaskularneho, endokrinného aj centralneho nervového
systému. Molekula ma vyznam v terapii infarktu myokardu
a pri liecbe mnohych ischemickych cievnych choréb vrata-
ne diabetickej nohy. Studie potvrdzuji jeho pozitivny G&inok
v lieCbe chronickych ran a pri ovplyvneni ischemicko-reper-
fuzneho poskodenia myokardu®?.

VsSeobecna charakteristika oxidu dusnatého

NO je molekula, ktora ma dudlny charakter, schopna v or-
ganizme vystupovat ako volny radikal a sti¢asne aj ako biolo-
gicka signalna molekula. Najvyznamnejsou odlisnostou NO
od inych biologickych mediatorov je jeho schopnost I'ahko
difundovat cez membrany. Je schopna priamo ovplyviiovat

bunky v bezprostrednej blizkosti svojej syntézy bez ohladu
na anatomické prepojenie®.

Syntéza NO je komplexna chemicka reakcia, ktora je ka-
talyzovana prostrednictvom bunkovych NO syntaz (NOS)®.
V sucasnosti je opisanych 5 izoforiem, av§ak pre ludsky or-
ganizmus su najvyznamnejsie tri: neuronalna NOST, induktiv-
na NOS2 a endotelova NOS3®,

NOS1 bola identifikovana v bunkach centralneho a peri-
férneho nervového systému, v bunkach sietnice, myokardu
a kostrového svalstva®. Zodpoveda za vacsinu celkovej pro-
dukcie NO v nervovom systéme, ktora je nevyhnutna pre sy-
napticky prenos a neuroplasticitu. Dnes uz existuju dokazy,
ktoré naznacuju, ze NOS1 sa podiela na rozvoji niektorych
patologickych procesov v centrdlnom nervovom systéme.
Zavislost medzi expresiou NOS1 a ochoreniami vSak osta-
va dodnes do velkej miery neznama a predmetom dalSieho
skdmania®.

NOS3 je velmi dolezita pre produkciu NO v bunkach en-
dotelu, a preto ma rozhodujucu ulohu v kardiovaskularnom
systéme®,

Velké mnozstvo chor6b ma zdpalovu zlozku, jednym z me-
diatorov aktivacie imunitného systému a zapalu je NOS2.
Dysregulacia alebo jej nadmerna aktivacia spdsobi rozvoj
patologickych procesov v organizme. Podiela sa na vzniku
a progresii nadorovych chordb, neurodegenerativnych zmien,
aterosklerdzy, ma vyznam v sepse a pocitovani bolesti. Sna-
ha ovplyvnit syntézu NO je predmetom vyskumu. Bolo obja-
venych mnoho inhibitorov, ktoré su i¢inné v stidiach na zvie-
ratach, av§ak nie vzdy preukazali svoju u¢innost v humannej
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Obrazok 1. Aktivacia NO syntaz v granulacnom tkanive pocCas repardcie. PocCas repardcie dochddza k aktivdcii expresie NOS2 tak
v bunkdch sprievodného zépalu (biela sipka), ako aj vo fibroblastoch a endotelovych bunkdch (ZIta sipka) novotvorenych ciev. V nesko-
rsich stadidch repardcie produkcia NOS2 klesa a je sprevddzana vzostupom pravidelnej pozitivity NOS3.

NOS2-IF-DyLight 488 nm (zelena farba), NOS3-IF-DyLight 594 mn (Cervena farba), jadré DAPI 358 nm (modra farba), 400x

A Skoré stadium
reparacie

B Neskoré stadium
reparacie

medicine. Pochopenie regulacii tvorby a pdsobenia NO je ne-
vyhnutné pre potencialne vyuzitie v lieCbe®,

Mechanizmy posobenia NO

NO zaradujeme medzi dblezité mediatory fyziologickych,
ale i patologickych procesov. Ide o lipofilnd, chemicky reak-
tivnu molekulu s kratkou Zivotnostou. NO je molekula, kto-
ra moze posobit priamymi a nepriamymi Ucinkami. Priame
ucinky sa vyskytuju najma medzi NO a Specifickymi biolo-
gickymi molekulami, zatial' ¢o nepriame su zabezpecené pri-
tomnostou reaktivnych foriem oxidov dusika. Stadie, ktoré
podrobne opisali mechanizmus priamych a nepriamych G¢in-
kov na molekulovej Urovni, predstavovali neskor podklad pre
lepsie pochopenie zapojenia NO vo fyziologickych a patolo-
gickych procesoch®.

Priamy Ucinok méze byt zabezpeceny dvomi mechaniz-
mami, a to priamou interakciou na bunkovej drovni alebo
cestou aktivacie rozpustnej guanylatcyklazy a nasledne pro-
strednictvom druhého posla — cyklického guanozinmono-
fosfatu (cGMP)™. Priamy ucinok NO vyplyva z jeho syntézy

v bunkach a nasledného uvolfiovania do okolia difiziou. Ten-
to pasivny transport moze byt ovplyvneny viacerymi faktor-
mi, ako je napr. posobenie roznych mediatorov alebo depo-
larizacia membrany(%. NO prechddza hlavne cez membrany
buniek, kde pésobi ako signalna molekula, a vedie k zme-
ne funkcie cielovych proteinov a taktiez biologickych pro-
cesov(,

Nepriamy uc¢inok mnohi autori oznacuji aj ako ucinok
sprostredkovany volnymi radikalmi, resp. tzv. cytotoxicky uci-
nok. V sicasnosti je mozné nepriame ucinky NO rozdelit do
dvoch kategdrii, a to na GcCinky vyvolané nitrozacnym stre-
som a na Ucinky sposobené oxidacnym stresom(". Kym nit-
rozacny stres moze za splnenia urcitych podmienok vyvolat
tvorbu karcinogénnych nitrozaminov. oxidacny stres je, nao-
pak, opisany v patogenéze roznych chordb, pre ktoré je cha-
rakteristicka pritomnost chronického zapalu®™. V fudskom
organizme ma molekula NO kld¢ova dlohu pri regulacii fy-
ziologickych funkcii, akymi st najma prenos nervovych vzru-
chov, udrziavanie homeostdzy a vazodilatacia. Za patolo-
gickych podmienok mo6zu jeho vyssie koncentracie pésobit
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Obrazok 2. Schematicky ndkres ulohy NO v procesoch poskodenia tkaniva a v reparacno-adaptacnych zmendch.
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antibakteridlne, antivirusovo a antiparazitarne. Tieto koncen-
tracie véak mézu posobit aj skodlivo v dosledku prozéapalové-
ho tGc¢inku NO™, ¢o mbze mat priamy vplyv na rozvoj mnohych
choréb(?. Aby bolo mozné ovplyvinovat negativne a skodli-
vé Ucinky tohto mediatora, je potrebné dokladne poznat me-
chanizmus syntézy a pdsobenia NO na jednotlivé organové
systémy, venovat mu dostatocnu pozornost a tak poznat je-
ho zapojenie vo fyziologickych a patologickych procesoch®.

Ischemicko-reperfizne poskodenie tkaniva

Ischémia a nasledna reperfluzia posSkodeného tkaniva
predstavuju procesy, ktoré prispievaju k chorobnosti a zvy-
Sovaniu mortality v Sirokej Skdle akutnych stavov. Medzi ta-
kéto akutne stavy patri najma ischemicka cievha mozgova
prihoda, akutny infarkt myokardu, rézne traumy, akdtne po-
Skodenie oblic¢iek a dalsich tkaniv(®,

Je zndmy suvis s rizikovymi faktormi ischemického po-
Skodenia a endotelidlnej dysfunkcie spojenej s nedostat-
kom NO. Fyziologické koncentracie NO syntetizované NOS3
reguluju cievny tonus a maju v srdci kardioprotektivny Gci-
nok. AvSak pocas ichemicko-reperfizneho poskodenia sa
v myokarde spusta kaskada procesov, ktorych vysledkom je
znizena biologicka dostupnost NO syntetizovaného NOS3.
Cytotoxicky ucinok produkovaného NO a s N suvisiacich vol-
nych radikalov je jednou z pricin poskodenia tkaniva. Pra-
ve vycerpanie tetrahydrobiopterinu (BH4), ktory je dblezitym
kofaktorom NO-syntaz, vedie k dysfunkcii NOS3 a k zvySenej
tvorbe volnych kyslikovych radikalov pocas ischemicko-re-
perfuzneho poskodenia. Nekontrolovana tvorba NO pomo-
cou NOS2 poskodzuje kardiomyocyty priamou cytotoxicitou
alebo prostrednictvom peroxynitritu, ktory vznika reakciou
NO a superoxidového radikalu®.

NO ma aj priamy vplyv na funkciu myokardu, ovplyviuje
koronarny obeh, vedie k vazodilatacii a znizeniu agregability
trombocytov. NO priamo posobi na kardiomyocyty, ovplyviu-
je apoptozu, zlepsuije prezivanie buniek('®. Kardioprotektivny
ucinok na myokard zabezpecuje NO svojim antihypertrofic-
kym ucinkom a zvySovanim ischemickej tolerancie, znizuje
kontraktilna frekvenciu kardiomyocytov, mierne znizuje in-
tenzitu kontrakcie a urychluje relaxaciu®.

Predpoklada sa, Ze signalizdcia NO proti ischemicko-re-
perfuznemu poskodeniu je zamerana na mitochondrie a pra-
ve mitochondrie su cielom jeho kardioprotektivneho ucin-
ku. Ak je signalna draha NO inhibovana alebo nejakym inym
mechanizmom narusend, tak mechanizmus preconditionin-
gu prostrednictvom NO zmizne(?.

Uloha NO v procesoch reparacie

Aj ked' ma NO kl'd¢ovy vyznam pri poskodeni tkaniva a roz-
voji zapalu, je dobre opisany aj jeho efekt na aktivaciu re-
paracnych procesov v tkanive. Regulacny G¢inok NO ma
vyznam pri obnoveni integrity tkaniva. NO uvolfiovany v re-
parovanom tkanive prostrednictvom NOS2 a NOS3 regulu-
je tvorbu kolagénu a proliferaciu buniek na zvieracich mode-
loch hojenia ran. Delécia génu pre NOS2 spomaluje hojenie
a, naopak, experimentalne podavanie argininu so zvySenou
produkciou NO zlepsuje procesy hojenia'®29, Podavanie ar-
gininu v potrave zvysuje pevnost rany a ukladanie kolagénu,
Co vSak neplati v pripade zvierat s deléciou NOS2 génu. Stra-
ta funkéného génu NOS2 rusi priaznivy Ucinok argininu pri
hojeni ran@".

Aj z tychto dévodov sa povazuju donory NO za potencialne
terapeutické latky v procesoch hojenia ran. Synergicky moze
posobit aj schopnost oxidu dusnatého regulovat zapal a era-
dikovat bakteridlne infekcie. NO v experimente inhibuje rast
Stafylococcus aureus (MRSA) a Pseudomonas aeruginosa re-
zistentnych proti meticilinu bez toho, aby p&sobil cytotoxic-
ky na fudské bunky®@?. Zaclenenie NO do polymérov pri vyro-
be polymérovych gélov, obvazov a chirurgickych materialov
ma potencialne vyhody pri hojeni ran. Stidie ukazuju, Ze apli-
kacia NO zlepSuje aj vaskularizaciu ran, pricom toto zistenie
by mohlo mat vyrazny potencial aj pri lieCbe mnohych dal-
sich chronickych chor6b®). V tejto stvislosti je zaujimava aj
moznost lieCby ran spojenych s cukrovkou vratane diabetic-
kej nohy®®. NO moze byt na diabetické rany aplikovany bud
ako plynny NO, alebo m6zu byt aplikované donory NO v ob-
vazoch alebo polymérovych géloch s postupnym uvolfiova-
nim NO®. Cielom vyroby krycich materidlov s obsahom NO
je vyuzit jeho potencial pri hojeni ran reparéciou.
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Zaver

Oxid dusnaty je molekula s vyznamnym pleotropnym ucin-
kom v organizme. Aj ked sa podiela na progresii poskodenia
tkaniv, a to najma v pripadoch jeho nekontrolovanej tvorby
a aktivacie volnoradikdlového poskodenia prostrednictvom
volnych radikalov odvodenych od dusika organizmu, pred-
stavuje na druhej strane kl'ti¢ovu molekulu regulujicu proce-
sy obnovy poskodeného tkaniva a reparacie. Mnohé vedecké
Studie su preto zamerané na vyuzitie NO ako ucinnej terape-
utickej latky v lieCbe ochoreni a potvrdzuju pozitivny uc¢inok
donorov NO v terapii chronickych ran a ischemicko-reperfu-
zneho poskodenia.
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Biopsia dychu: potencialny zdroj DNA pre biomedicinske aplikacie
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Koncept biopsie dychu s cielom identifikovat alteracie na trovni genému jedinca je v zaujme vyskumu uz nie-
kolko dekad. Rozvoj metodickych pristupov zachytu a extrakcie DNA zo vzduchu a zavadzanie vykonnych geno-
mickych technolégii do rutinnej praxe postva jej vyuzitie v sfére modernej personalizovanej mediciny na droven
neinvazivnej biopsie. Mnohé zavazné a casté patoldgie sa v skorych stadiach prejavuju s minimalnym, pripad-
ne nulovym fenotypom. Vo vacsine tychto pripadov vSeobecne plati, ze ¢im neskoér je ochorenie diagnostikova-
né, tym je lieCba pacienta menej efektivna. Biopsia dychu tak moze poskytovat véasny sposob detekcie ocho-
reni vratane rakoviny uz od ich pociatocnych stadii. Preukazuje slubny potencial stat sa novym diagnostickym
a skriningovym standardom preventivnych, prediktivnych a cielenych biomedicinskych aplikacii. Analyza vzoriek
dychu umoznuje okrem identifikacie inovativnych DNA biomarkerov detekciu infekénych agensov, napriklad vi-
rusovych castic, a hodnotenie ich vplyvu na ludské zdravie. V danej praci poskytujeme prehlad aktualnych me-
todickych pristupov dychovej biopsie a poukazujeme na jej vysoky potencial v oblasti biomedicinskych aplikacii.
Klacové slova: biopsia dychu, cfDNA, eDNA, biomarker, rakovina

Breath biopsy: a potential source of DNA for biomedical applications

The concept of breath biopsy to identify alterations in the genome has been in the interest of research for decades.
The development of systematic approaches to collecting and extracting DNA from the breath and the introduction
of powerful genomic technologies into routine practice brings its use in modern personalized medicine to the
level of non-invasive biopsy. Many severe and frequent pathologies manifest in the early stages with a minimal
phenotype or even without manifestation. In most of these cases, it is generally true that the later the disease is
diagnosed, the less effective the patient's treatment. Breath biopsy can thus provide a method of early disease
detection, including cancer, from its initial stages. It shows promising potential to become a new diagnostic and
screening standard for preventive, predictive, and targeted biomedical applications. In addition to identifying
innovative DNA biomarkers, the analysis of breath samples also enables the detection of infectious agents, such
as viral particles, and the assessment of their impact on human health. In this work, we overview the current
methodological approaches to respiratory biopsy and point out its high potential in biomedical applications.
Keywords: breath biopsy, cfDNA, eDNA, biomarker, cancer

Newslab, 2022; ro¢. 13 (2): 96 — 98

Uvod

Koncept odoberania vzoriek vydychovaného vzduchu,
znamy tiez ako dychovéa biopsia (angl. breath biopsy), pre
analyzu zmien spojenych s patogenézou ochoreni nie je Upl-
ne novy. Davno pred sucasnou diagnostikou bol vydychova-
ny vzduch vyuzivany na rozpoznavanie niektorych chorob.
Napriklad sladky zapach dychu bol spajany s diabetom mel-
litom, rybi zapach s ochorenim pecCene a zapach podobny
mocu s ochorenim obliciek®. V stc¢asnosti je zavedenych
viacero dychovych testov, ktoré sa bezne vyuzivaji v praxi,
napr. meranie vydychovaného oxidu dusnatého pri diagnos-
tike a monitorovani astmy®.

Nové technoldgie a tiez zvySeny déraz na vysokovykonnu
biologicku analyzu a metabolomiku v su¢asnej ére genomi-

ky pomohli rozsirit vyskum v oblasti dychovej biopsie, a pre-
to rychlo rastie zaujem o tzv. Breathomiku®. Vydychovany
l'udsky vzduch obsahuije tisice prchavych organickych zlice-
nin (angl. volatile organic compounds; VOC), ktoré maju po-
tencidl ako biomarkery pre diagnostiku ochoreni vratane ra-
koviny™®. O viacerych zavedenych dychovych testoch, ktoré
vyuzivaju analyzu endogénnych alebo exogénnych VOC, sa
diskutuje v praci Pham and Beauchamp 2021©). Av§ak vydy-
chovany vzduch obsahuje okrem volatilnych zlu¢enin respi-
racné kvapocky pochadzajuce z plic a dychacich ciest. Tieto
mikroskopické Castice aerosolu v sebe dokazu niest nevola-
tilnd hmotu, ako su elektrolyty, sacharidy, enzymy, nukleové
kyseliny, zvysky dehydrovanych epitelovych buniek a/alebo
bielych krviniek? a tiez rézne infek¢né agensy (napr. bakté-
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Obrazok 1. Schéma dychovej biopsie. Cielom pristupu je odber vydychovaného vzduchu a jeho nasledna kondenzécia, pricom vznikne
tekuty kondenzat (EBC), z ktorého mozZno extrahovat cfDNA pre genetické analyzy. Ucelom méZu byt biomedicinske aplikdcie, ako je
identifikacia patogénov respiracného traktu alebo skrining, skora diagnostika ¢i monitorovanie nadorovych ochoreni.
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rie, huby a virusy)®. Napriek tomu, Ze vydychovany vzduch je
v podstate odpadovym produktom, predstavuje bohaty zdroj
pre neinvazivne ziskavanie a analyzu biomarkerov vyuzitel-
nych vo vyskume a v potencialnych biomedicinskych aplika-
ciach.

Metddy ziskavania a analyzy DNA z vydychovaného
vzduchu

Jednym z pristupov na ziskanie genetického materia-
lu z dychovej biopsie je kondenzacia vydychovaného vzdu-
chu (angl. exhaled breath condensate; EBC). V $tudiach bo-
li na zber tohto typu vzorky opisané r6zne customizované
aj komercne dostupné systémy, ako su RTube, EcoScreen,
TURBO-DECCS alebo Anacon®. Princip odberu EBC prebie-
ha tak, ze teply vzduch vydychovany z pl'ic zacne kondenzo-
vat, ked pride do kontaktu s chladiacim médiom, respekti-
ve kondenzacénym systémom pristroja. Vydychovany vzduch
sa po kondenzacii meni na kvapalinu zachytdvanu v systé-
me. Na chladenie sa mézu pouzit rézne média, ako je napri-
klad l'ad, suchy l'ad, tekuty dusik alebo elektrické chladiace
systémy a iné. Pri teplotach pod 4 °C dochadza ku konden-
z4acii vydychovaného vzduchu, av§ak samotna teplota kon-
denzéacie méze ovplyvnit koncentraciu biomarkerov v EBC.
Cas potrebny na odber vzoriek je priamotmerny ziskanému
objemu EBC, pricom podla dostupne;j literatiry mozno zis-
kat za 10 = 30 minut priblizne 1-3 ml vzorky. S prihliadnu-
tim na individualnu variabilitu sa vSak méze vysledny objem
EBC pre kazdého jedinca lisit(9. MnoZstvo DNA extrahovanej
z EBC je pomerne nizke a nie vzdy spifia kvantitu pozadova-
nu pre dany typ analyzy™, no v literattre bola opisana prie-
merna koncentrdcia extrahovanej DNA v 100 pl eluatu pribliz-
ne 20 ng/pl(12)0%2.

Aplikacie DNA extrahovanej z ovzdusia a biopsie
dychu

Vzduch obsahuje rozne Castice (napr. spory, pel, prach,
baktérie, virusy, respiracné kvapocky), ktoré mozu zotrvat
v atmosfére aj niekolko dni. V zavislosti od podmienok pro-
stredia (napr. vihkosti vzduchu) a velkosti ¢astic m6zu byt
potom transportované na pomerne velké vzdialenosti(®. Aj
preto sa molekuly DNA uvolfiuju do okolitého ovzdusia v po-

dobe tzv. environmentélnej DNA (eDNA), ktora v stc¢asnos-
ti predstavuje jeden z najrychlejSie sa rozvijajucich pristupov
pre monitorovanie biodiverzity('¥. Fakt, Ze respiracné kvapoc¢-
ky mézu obsahovat virusy, je okrem iného dobrym predpo-
kladom na monitorovanie pritomnosti patogénov(%. Analy-
za eDNA na exponovanych stanovistiach s vysokou hustotou
0s6b by teda mohla predstavovat pristup na monitorovanie
virusov, ktoré sa Siria kvapdckovou infekciou, ako je napriklad
virus SARS-CoV-2 v ¢ase pandémie ochorenia COVID-19.

Na druhej strane analyza nukleovych kyselin priamo z vy-
dychovaného vzduchu ma vacsi potencidl pre biomedicin-
ske aplikacie. M6ze taktiez posluzit na identifikaciu patogé-
nov respiracného traktu, no vydychovany vzduch poskytuje aj
neinvazivny pristup ku genetickému materidlu epitelovej vy-
stelky pl'uc®. Biopsia dychu sa preto javi ako vhodna alterna-
tiva pre studium genetickych zmien spojenych s malignitami
dychacieho traktu, ako je napriklad rakovina plic(®. Stan-
dardné pristupy ako bronchoskopia a biopsia ihlou maju su-
visiace rizika, a preto nie su vhodné pre populacny skrining,
ktory by umoznil véasnu diagnostiku tohto ochorenia. Diag-
nostika nadoru v pokrocilych stadiach vsak vyrazne zhorsu-
je prezivanie pacientov, a preto su ziaduce nové, neinvazivne
diagnostické nastroje na skrining a v€asnu diagnostiku ra-
koviny pltic. Ako vhodny a lahko dostupny organovospe-
cificky zdroj biologickych informacii sa javi dychova biopsia,
pretoze umoznila identifikaciu genetickych zmien spojenych
s karcinogenézou tohto ochorenia v EBC pacientov s nema-
lobunkovym karcindmom pltic(?.

Pacienti v pokrocilom stadiu rakoviny pluc nie su vzdy
schopni absolvovat opakovanu biopsiu na dalSiu molekular-
nu analyzu, preto sa aktivne vyvijaju neinvazivne metddy na
baze cell-free DNA (cfDNA). V tejto spojitosti Smyth a kol.
Studovali moznost detekcie mutacie EGFR T790M na vzor-
kach EGFR-pozitivnych pacientov s adenokarcinémom pltc
vo V. §tadiu. Vysledky naznacuju, ze EBC su pre zachytenie
cfDNA s mutaciou EGFR dokonca vhodnejsim typom vzorky
ako krvna plazma. Nedokonala citlivost plazmy je pravdepo-
dobne spdsobena vysokymi hladinami wild-type genémovej
DNA, ktora maskuje menej zastipenu mutantnd alelu a pri-
¢inou je tiez vysoka nukledzova aktivita v krvi. EBC je acelu-
larna tekutina, a preto méze obsahovat nizsie hladiny wild-ty-
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pe DNA, pricom aj hladina endogénnej nukleazy v plicach je
v porovnani s krvou ovela nizsia("®.

Nizky vytazok DNA z EBC komplikuje podrobnejsiu analy-
zu mutacii konvenénymi metédami, v dosledku ¢oho je ten-
to pristup relativne slabo preskimany. Pozornost je potreb-
né venovat optimalizacii odberu, uskladneniu a spracovaniu
vzoriek EBC aj aplikacii citlivejSich metdd na analyzu gene-
tického materialu, ako je masivne paralelné sekvenovanie.
Vysledky Studie, ktora skiimala tuto problematiku, naznacu-
ju, Ze DNA z vydychovaného vzduchu zdravych jedincov ma
potencial na odhalenie mutacii, ktoré by mohli reprezentovat
velmi skoré neoplastické zmeny(®. Analyza nukleovych ky-
selin z EBC by teda mohla predstavovat sfubny pristup pre
skrining a v€asnu diagnostiku rakoviny pluc, no kedZe je to
organovospecificka biotekutina, méze mat potencial aj pri
vySetrovani metastatickych ochoreni v oblasti hrudnika®®.

Zaver

Na rozdiel od konvenénych skriningovych pristupov vy-
chdadzajucich predovsetkym z tkanivovej a tekutej biopsie,
ktorych proces ziskavania predstavuje pre pacienta viac ale-
bo menej stresujuci zakrok, je proces ziskavania dychovej
biopsie z pohl'adu diagnostickej aplikacie maximalne nein-
vazivnou stratégiou. Vydychovany aerosél je rezervoarom
klinicky relevantnych genomickych informacii, akymi su
nukleové kyseliny, ale tiez proteinov, signdlnych molekul ¢i
roznych virusovych a patogénnych agensov. Mnozstvo bio-
markerov derivovanych z dychovej biopsie sa do pluc a na-
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sledne do aerosdlu dostava prostrednictvom systematickej
cirkulacie a difdzie priamo z krvi. Vyskumy prebiehajtice v tej-
to oblasti naznacuju, ze pomocou dychovej biopsie mozno
detegovat a nasledne monitorovat aj ochorenia vzdialenych
organovych sustayv, ako je centralna nervova sistava, respek-
tive gastrointestinalny trakt. Z dychu extrahované substan-
cie mozu sluzit pri skorej detekcii ochorenia v expandujucej
oblasti preciznej a personalizovanej biomediciny. Vznikaju-
ce skriningové testy na baze dychovej biopsie mbézu prave
vd'aka svojej jednoduchej implementacii najst uplatnenie aj
v centrach primarnej starostlivosti. Maju velky potencial stat
sa vhodnym ndstrojom populaénych skriningovych progra-
mov a dramaticky zlepsit véasnu detekciu zavaznych pato-
16gii, a tym aj prezivanie pacientov s mnohymi typmi onkolo-
gickych a virusovych ochoreni.
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Patologicka fraktura progredujuca do subkompletnej osteodestrukcie
humeru

Samuel Horak', Maria Potocarova?, Pavol Janega'?

Ustav patologickej anatomie, Lekarska fakulta Univerzity Komenského v Bratislave a Univerzitna
nemochnica Bratislava

2|. interna klinika, Lekarska fakulta Univerzity Komenského v Bratislave a Univerzitna nemocnica
Bratislava

SMEDIREX GROUP ACADEMY n. o., Nitra

Patologicka fraktura je stav, ked k zlomenine doéjde pri neprimerane nizkom zatazeni kosti, ktorej mechanicka re-
zistencia je znizena chorobnym procesom. Jednou z najzavaznejsich pric¢in vzniku patologickej fraktury je kost-
ny nador, ¢i uz primarny, alebo metastaticky. Prezentujeme pripad 68-rocného muza s anamnézou adenokarci-
noému hrubého €reva, u ktorého bol 17 mesiacov po osteosyntéze Spiralovitej, dislokovanej fraktiry proximalnej
casti diafyzy l'avého humeru diagnostikovany rozsiahly nador ramena, radiologicky vzhl'adu osteosarkému, kto-
ry takmer kompletne destruoval humerus.

Kldcové slova: patologicka fraktuira, kolorektalny adenokarciném, osteosarkom

Pathological fracture progressing to subcomplete osteodestruction of the humerus

A pathologic bone fracture is when a bone breaks under inadequately low pressure due to decreased mechanical
resistance caused by underlying bone disease. Primary and secondary bone tumours are one of the most
severe causes of pathologic bone fractures. We present a case of a 68-year-old male with a history of colorectal
adenocarcinoma, who has had an osteosynthesis due to a spiral, dislocated fracture of the proximal diaphysis
of the left humerus. Seventeen months later, he manifested with a tumour widely spreading throughout his arm,
which led to subtotal destruction of the entire humerus, with a radiologic appearance similar to osteosarcoma.

Keywords: pathological fracture, colorectal adenocarcinoma, osteosarcoma

Newslab, 2022; roé. 13 (2): 99 — 103

Uvod

Patologicka fraktira je stav, ked k zlomenine déjde pri
neprimerane nizkom zataZeni kosti, ktorej mechanicka re-
zistencia je znizena chorobnym procesom. Nastavaju bud
spontanne, alebo po traume, ktora by pri normalnej kosti zlo-
meninu nevyvolala®. Jednou z najzavaznejsich pricin vzni-
ku patologickej fraktury je kostny nador, ¢i uz primarny, ale-
bo metastaticky. Cast nadorov (karciném prostaty, prsnika,
pltc, stitnej ZI'azy, oblicky) je charakteristicka tvorbou vcas-
nych kostnych metastaz, no v pokrocilom stadiu su pozoro-
vané pri mnohych solidnych nadoroch®. Prezentujeme pri-
pad pacienta s adenokarcindmom hrubého Creva, u ktorého
sa vytvorila patologicka fraktura veduca k masivnemu rastu
nadoru atypického spravania.

Pripadova studia

Na kliniku internej mediciny bol prijaty 68-rocny muz pre
progresivnu celkovu slabost, neprijimanie tekutin a stravy,
stuhnutost a poruchu hybnosti koncatin, subfebrility a de-
hydrataciu. Pacient bol dlhodobo lieCeny na diabetes melli-
tus 2. typu inzulinom a peroralnymi antidiabetikami, s dlho-
dobo neuspokojivou kompenzaciou veduicou k diabetickej
nefropatii a vyraznej generalizovanej ateroskleréze. K rozvo-
ju aterosklerézy prispela aj arteridlna hypertenzia Ill. stup-

na podla WHO/ISH klasifikacie, aktudlne dekapitovana. Se-
dem rokov pred hospitalizaciou pacient podstipil resekciu
colon sigmoideum Hartmannovou operaciou pre adenokar-
cindbm, so stadiom lllb, T3N1bMO. V nasledujucich rokoch
ochorenie progredovalo metastazovanim do pecene s karci-
nomatdézou peritonea, pre ktoru pacient opakovane dostaval
rozne cykly chemoterapie (XELOX, FOLFOX6, FOLFOX C2...).
Pre pocetné neziaduce ucinky pacient odmietol v chemote-
rapii pokracovat.

Pacient bol prijaty na chirurgicku kliniku 17 mesiacov pred
aktualnou hospitalizaciou s cielom osteosyntetického rieSe-
nia $pirdlovitej, dislokovanej fraktury proximalnej ¢asti diafy-
zy lavého humeru (obrazok 1). UZ pocas tejto operacie bolo
suponované, ze moze ist o patologicku fraktiru pri zaklad-
nom onkologickom ochoreni. Do terajSej hospitalizacie sa na
celej lavej hornej koncatine rozvinul vyrazny lymfedém. Lava
horna koncatina sa stala vyrazne asymetrickou v porovnani
s pravou hornou konc¢atinou, jej obvod v ramene dosahoval
35 cm, na pohmat bola bolestivd, s tuhymi, hrbolatymi ma-
sami v makkych tkanivach, bez porusenia kozného krytu. Na
rtg. snimke l'avej hornej konc&atiny bol vizualizovatelny oste-
osynteticky klinec, no va¢sina humeru, az na distalnu ¢ast pri
laktovom kibe, bola spotrebovana (obrazok 2). Do diferen-
cialnodiagnostickej uvahy pre potencidlnu pri¢inu subkom-
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Obréazok 1. Spirdlovitd, dislokovand fraktdra proximélinej &asti
diafyzy lavého humeru, bez ndpadnych nddorovych zmien v ko-
stiach a parenchyme plic.

B e B 2

pletnej osteodestrukcie humeru prichadzala osteomyelitida
alebo po chemoterapii sekundarne vzniknuty primarny nador
kosti — osteosarkém, ktory viac zodpovedal radiologickému
aj fyzikdlnemu nalezu.

Po kratkej pardnovej hospitalizacii na klinike internej me-
diciny pacient vycerpal svoje biologické rezervy pri kachexii
a napriek komplexnej intenzivnej terapii zomrel pri prizna-
koch kardiorespiracného zlyhania. Na umrti sa okrem zak-
ladného onkologického ochorenia s metastatickou disemi-
néciou do pltc (obrazok 2) spolupodielala dekompenzovana
arterialna hypertenzia so sekundarnou hypertrofiou myokar-
du l'avej komory srdca, vyrazné kalcifikacné zmeny aortalnej
chlopne a chronicka ischemicka choroba srdca sp6sobena
aterosklerdzou vetiev koronarnych artérii.

Pocas naslednej pitvy sa nasli nddorové metastazy difu-
zne vo vSetkych lalokoch pltc, difizne v peceni, v pocetnych
brusnych lymfatickych uzlinach, oboch nadobli¢kach a v pod-
kozi na prednej strane hrudnika. Onkolégom opisovana karci-
nomatéza peritonea pritomna nebola — pravdepodobne bola
eradikovana cyklami chemoterapie. Histomorfologicky ob-
raz nadorovych hmot bol charakteristicky pre dobre diferen-
covany adenokarcinédm pochdadzajici z hrubého ¢reva. Na re-
ze lavym ramenom bola difiizne pritomna nddorova masa,
ktord infiltrovala makkeé tkanivd aj humerus. Nadorova masa
mala tuhu az tvrdu konzistenciu, na reze sivozltej farby, s vy-
tekanim zakalenej sivocervenej tekutiny. Makké tkaniva bo-
li takmer kompletne spotrebované, nador prerastal az tesne
k podkoziu vo v§etkych smeroch, so zachovanim iba tzkeho
lemu svaloviny (obrazok 3). Cievy a nervy sa v tomto teréne
jednoznacne nepodarilo vizualizovat, no vonkajSia kompre-

Obrazok 2. V strede lavého ramena je pritomny osteosynteticky
klinec, no Struktira humeru je aZ na distélnu Cast pri laktovom
kibe kompletne spotrebovana nédorovou masou, ktord infiltruje
mé&kké tkanivd, s opacitou vzhladu osifikdcie. Na plicnom pa-
renchyme su difuzne pritomné nepravidelné zatienenia (meta-
staticka progresia zakladného ochorenia).

sia ciev (a potencidlne aj invazia) nadorom pravdepodob-
ne viedla k vzniku lymfedému. Humerus bol zachovany iba
v drobnej distalnej Casti, inak ho nador kompletne spotrebo-
val, jeho $truktura ani periost neboli identifikovatelné. V stre-
de ramena sa nachdadzal osteosynteticky klinec.

V histologickom obraze nddoru ramena bola riedka fibroz-
na strdma s nepocetnymi fibroblastmi, ostrovéeky osteoidu
kompaktnej kosti s ojedinelymi osteocytmi a vzacne osteob-
lastmi fyziologického vzhl'adu bez atypii, bez ndlezu buniek
kostnej drene a tukového tkaniva. Difizne bola tadto masa
prerastend Utvarmi dobre az stredne diferencovaného ade-
nokarcinému s rozsiahlymi loziskami nekr6z (obrazok 4 a 5).
Imunohistochemické vysSetrenie spolu s morfoldgiou nadoru
potvrdilo origo z hrubého ¢reva (CK7—, CK20+, EMA+). Imu-
noprofil nddorovych buniek vysetrenim na mismatch repair
proteiny (MMR) bol MHL1-, PMS2+, MSH2+, MSH6+, ¢o bolo
potvrdené aj metdédou FISH (obrazok 6). Genetické vysetre-
nie vzhladom na kvalitu a fixaciu materidlu nebolo Uspesné.
Bunky osteosarkdmu sa extenzivnym morfologickym a imu-
nohistochemickym vysetrenim nadoru nenasli (dezmin-,
CD99-, S100-).

Diskusia

U pacientov s kolorektalnym adenokarcindmom su ty-
pické metastdzy do plic a pecene, iba u malej Casti pacien-
tov sa pozoruji kostné metastazy®. Ich pritomnost vyraz-
ne zhor$uje progndzu, obzvlast, ak si metastazy v kostiach
véasnym alebo jedinym prejavom disemindcie ochorenia®4.
Najcastej§im prejavom je bolest kosti, ktord sa objavu-
je vCasne a vedie k znizenej kvalite Zivota pacienta, neraz
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Obrazok 3. Pitevny nalez — nddorovd masa difizne infiltrujica mékké tkaniva lavého ramena, so zachovanim iba tuzkeho lemu sval-
oviny a podkoZia.

Obrézok 4. Struktury dobre aZ stredne diferencovaného adenokarcinému, rastice v riedkej fibréznej stréme v tesnej blizkosti osteoidu
(HE, 200x).

Obrazok 5. Atypické bunky adenokarcindmu s obrazom ,Spinavej nekrézy” v limene, rastuce v riedkej fibréznej stréme, v tesnej bliz-
kosti kostnych tramcov s nepocetnymi osteocytmi (HE, 400x).
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Obrazok 6. FISH expresia MMR proteinov v nddorovom tkanive. Nadorové bunky boli MHL1- (A), PMS2+ (B), MSH2+ (C), MSH6+ (D)

s nutnostou dalSej liecby (rddioterapia, bisfosfonaty)®. Kost-
né metastdazy kolorektalneho adenokarcindmu byvaju zmie-
Saného typu, osteolytické aj osteoblastické, s variabilnym
zastupenim jednotlivych zloZiek. Samotna tvorba alebo des-
trukcia osteoidu osteoklastmi a osteoblastmi byva mediova-
na cez viaceré signalne drahy (protein suvisiaci s parathor-
mdnom — PTHrP, NF-kappaB ligand, TGF, endotelin-1)®.

Extrémne vzacnym javom pri primarnom aj metasta-
tickom adenokarcinéme hrubého ¢Creva, ktory nepostihuje
skeletové Struktury, je kostna metapldazia. Prvykrat bola opi-
sana v tridsiatych rokoch minulého storocia, s prevaznym vy-
skytom v rekte, menej ¢asto v colon ascendens a descen-
dens, velmi vzacne v metastazach v lymfatickych uzlinach®.,
Presny mechanizmus vzniku kostného tkaniva v tomto teré-
ne nie je objasneny, predpoklada sa, ze nddorové bunky pro-
dukuiju cytokiny (skupina BMP, osteokalcin)®, ktoré stimulu-
ju kmernové bunky na transformaciu do preosteoblastov az
osteoblastov. V Ziadnom opisovanom pripade sa v§ak nepo-
zorovala spongidzna kost ani hemopoetické bunky kostnej
drene®®. Kostna metaplazia nemeni progndzu pacienta, no
histologicky a radiologicky méze imitovat infiltraciu kosti pri
lokalne pokrocilom nadore®.

Osteosarkdm je najCastejsi solidny, maligny, primarny na-
dor kosti. Vyskytuje sa vo forme primarneho osteosarkému,

kde najcastejSie postihuje detskych pacientov, a sekundarne-
ho osteosarkému ako ndsledok malignej transformdcie oste-
oblastov a osteocytov v uz patologicky zmenenom teréne®.
Jeho vyskyt je zvacsa sporadicky, byva spajany s viacerymi
syndrémami (Liho-Fraumeniho, hereditarny retinoblastém),
genetickymi mutdciami a alterdciami Struktury chromozé-
mov (6p21.3, 2p25.2)7®). Pri sekundarnom osteosarkdéme je
najdominantnejsim rizikovym faktorom predchdadzajica pro-
tinadorova terapia, najma radioterapia®, no pripady boli po-
zorované aj po mnohych rokoch po predchadzajucej chemo-
terapii®®. Jeho vyskyt v diafyze je vzacny (9 %) a humerus je
tretou najcastejsie postihnutou kostou. V radiologickom
obraze je typicky pritomny infiltrativny nador prerastajuci pe-
riost, so vzhladom ,vychadzajuceho sInka“ a tvorbou Codma-
novho trojuholnika. V pokroc¢ilom $tadiu je priznac¢na totdlna
destrukcia povodnej Casti kosti a difuzna infiltracia makkych
tkaniv, s novotvorbou kostného tkaniva v celej mase na-
doru®. Potvrdenie a blizsia $pecifikacia nadoru, najma me-
nej Castych subtypov, si mozné az po bioptickom vysetreni.

V opisovanej kazuistike bola patologicka fraktira hume-
ru spésobend metastazou adenokarcindmu hrubého Creva.
Pravdepodobne islo o mikroskopické lozisko, kedze uniklo
radiologickej detekcii a nebolo pozorované ani poCas samot-
nej osteosyntézy. Pacient mal v Case vzniku fraktdry gene-
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ralizované metastatické Stadium ochorenia a vzhladom na
prerusenie protinddorovej lie¢by nie je progresia vynimocna.
Zardzajuci je rozsah a vzhlad nadoru po relativhe kratkom
Case rastu, ktoré svedcia o velmi agresivnom spravani. Z hla-
diska radiologickej aj histopatologickej diagnostiky tohto pri-
padu je zavadzajlca a métuca pritomnost kosti v mase na-
doru. Fragmenty osteoidu su najpravdepodobnejsie zvySky
destruovaného humeru, proti novotvorbe kostného tkaniva
sved¢i nizka celularita s prevahou osteocytov, bunky maiju
prevazne inaktivny fenotyp. Imunohistochemickym ani histo-
morfologickym vySetrenim sa neodhalili ziadne bunky, ktoré
by pripominali osteosarkom.

Zaver
Patologicka fraktura kosti je stav, pri ktorom vzdy treba
patrat po pricine vzniku. Jej podkladom mo6Zzu byt benigne,
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