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Milí čitatelia,

slovo, ktoré asi najvýraznejšie charakterizuje posledné pandemické obdobie, je spo-
lupráca. Vďaka spolupráci sme dokázali za veľmi krátke obdobie dostať novodobú 
pandémiu pod kontrolu, zachrániť veľké množstvo ľudských životov a zmierniť socio-
ekonomické následky v rôznych kútoch našej planéty. Tento úspech ešte viac potvr-
dil dôležitosť spolupráce vo vede, ale aj v zdravotníctve. Pandémia akcelerovala spá-
janie oblastí vedy, ktoré sme si v minulom desaťročí vedeli predstaviť len veľmi stroho. 

Akým smerom sa budeme vo vede a verejnom zdravotníctve posúvať v najbližších rokoch? Túto odpoveď naznačujú naj-
novšie projektové výzvy na poli výskumu a inovácií v oblasti zdravia. Program Horizont Európa kladie veľký dôraz na spoluprá-
cu, najmä medzi štátmi Európskej únie. Program má vyplniť rozdiely vo výskume a inováciách medzi centrálnou, východnou 
a západnou Európou. Hlavným nástrojom majú byť dáta, ich dostatočná kvantita a kvalita, ale najmä dostupnosť. Výsledkom 
projektov má byť posun v personalizovanej medicíne a cieľom má byť pacient ako jednotlivec. 

Vo všeobecnosti vidíme čoraz väčší prienik IT a zdravotníctva. Kombináciou digitalizácie, umelej inteligencie a klinických 
dát vieme dosiahnuť kvalitnejšie zdravotníctvo pre každého pacienta. Kým v minulých rokoch bolo najdôležitejšou komodi-
tou samotné množstvo klinických analýz, v súčasnosti sú to konečné dáta, ich množstvo a potenciálne využitie. Spoločnos-
ti, ktoré disponujú takýmito dátami, sa vyznačujú veľkou mierou flexibility a kooperácie a sú čoraz častejšie lídrom v riešení 
medzinárodných projektov v oblasti výskumu a vývoja. Novovznikajúce programy Európskej komisie na podporu digitalizácie 
v zdravotníctve dokážu spájať potenciálnych partnerov prostredníctvom aktívnej online komunity, vytvárať zdravú konkuren-
ciu a akcelerovať vývoj nových technológií. 

Nemenej dôležité sú výzvy v oblasti boja proti civilizačným chorobám či zabezpečenie prístupu k inovatívnej, udržateľnej 
a vysokokvalitnej zdravotnej starostlivosti pre rizikové skupiny populácie, ako aj kvalitné vzdelanie pre mladú generáciu. Pod-
pora vzdelávania je ďalším pilierom európskych grantových programov. Dáva šancu vzniku novým startupom, malým aj veľ-
kým inovačným firmám. Sústredí sa na vznik vedeckých inkubátorov či konferencií. Spolupráca a vzdelávanie majú byť naj-
silnejším prostriedkom európskych štátov vo vede na globálnej úrovni a najväčšou výzvou bude schopnosť vytvárať nové 
partnerstvá nielen na národnej, ale aj na medzinárodnej úrovni. Preto verím, že sa inšpirujete našimi súčasnými vedeckými 
výsledkami, ktoré boli kvalitne spracované do aktuálneho vydania a v budúcnosti nájdeme spoločné témy do plánovaných vý-
ziev grantových schém.

Prajem vám príjemné čítanie.

RNDr. Andrej Minich, PhD.
MEDIREX GROUP ACADEMY n. o.
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Histopatologické nálezy v obličke u pacientov s COVID-19

Vanessa Katharina Seibert1, Pavol Janega1,2,3, Lucia Krivošíková1, 
Kristína Mikuš-Kuracinová1,2Andrea Janegová1, Pavel Babál1,2

1Ústav patologickej anatómie, Lekárska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
2MEDIREX GROUP ACADEMY n. o., Nitra
3Centrum experimentálnej medicíny, Ústav normálnej a patologickej fyziológie, 
Slovenská akadémia vied, Bratislava

Pandémia spôsobená infekciou vírusom SARS-CoV-2 spôsobila ochorenie COVID-19, ktoré postihlo milióny ľu-
dí. Dominantný klinický prejav súvisí s postihnutím pľúcneho tkaniva, ale môže dôjsť k narušeniu viacerých ďal-
ších orgánových systémov. Patologické zmeny v tkanivách sú spôsobené priamou vírusovou infekciou, reakciou 
imunitného systému a aplikovanými terapeutickými zásahmi. Cieľom práce je zhodnotiť morfologické zmeny 
v obličkovom tkanive pacientov s COVID-19 vo vzťahu ku klinickým údajom. Vzorky obličkového tkaniva od 42 
pacientov, ktorí zomreli v dôsledku COVID-19 v 1. a 2. vlne na Slovensku v období od marca 2020 do februára 
2021, boli histopatologicky vyhodnotené svetelnou mikroskopiou. Morfologické zmeny boli korelované s klinic-
kými údajmi (diabetes mellitus, artériová hypertenzia, akútne a chronické ochorenie obličiek), ako aj s laboratór-
nymi údajmi, ako sú hladiny kreatinínu a dĺžka hospitalizácie. Súvislosti sa hodnotili analýzou rozptylu. Skupi-
nu tvorilo 42 pacientov (priemerný vek 74,4 roka; 22 žien; 20 mužov). Morfologické zmeny, ktoré možno spájať 
s klinickými údajmi, sa týkajú nekrózy kanálikov a intervalu medzi smrťou a pitvou (p < 0,01), artériosklerózy veľ-
kých ciev a maximálnej hladiny kreatinínu (p < 0,01), intersticiálneho zápalového infiltrátu a maximálnej hladiny 
kreatinínu (p < 0,05). Akútnu aj chronickú renálnu insuficienciu možno spájať s glomerulosklerózou (p < 0,05), 
obezitu s kanálikovou nekrózou epitelu (p < 0,05). Pacienti s diabetom mellitom (DM) mali arteriolosklerózu (p 
< 0,05), zhrubnutie mezangia (p < 0,05) a intersticiálny zápalový infiltrát (p < 0,01). Existuje významná korelá-
cia patologických zmien v obličkovom tkanive so systémovými ochoreniami a niektorými klinickými údajmi zo-
snulých pacientov s COVID-19.
Kľúčové slová: SARS-CoV-2, obličky, histopatológia, kanalikulárny 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; roč. 13 (2): 53 – 57

Úvod
Pandémia ochorenia COVID-19 sa dotkla každého. Na jej 

začiatku koncom r. 2019, málokto predpokladal celosvetový 
dosah tejto vírusovej infekcie. SARS-CoV-2 vírusová infekcia 

postihuje predovšetkým dýchaciu sústavu. Vyvoláva aj sys-
témové reakcie, ktoré poškodzujú rôzne orgánové systémy. 
Navyše po prekonaní akútnej infekcie môže viesť k rozvoju 
„long COVID“ syndrómu(1,2).
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V  priebehu pandémie sa postupne hromadili poznatky 
o patogenéze a klinickej symptomatológii COVID-19, viaceré 
otázky však zostávajú aj v súčasnosti nezodpovedané. Do-
minantné je postihnutie respiračného systému s poškode-
ním pľúcneho tkaniva, ktoré v mnohých prípadoch vedie až 
k smrti(3,4). Trombembolizmus je častým sprievodným preja-
vom SARS-CoV-2 infekcie(5). Systémové prejavy ochorenia 
často zahŕňajú poškodenie rôznych orgánov, osobitne obli-
čiek, na ktorých patológii sa podieľajú viaceré faktory vráta-
ne globálnej ischémie, ako aj vírusová infekcia kanalikulár-
neho epitelu(6).

V predkladanej práci vyhodnocujeme morfologické zme-
ny v tkanive obličiek u pacientov, ktorí zomreli na následky 
ochorenia COVID-19. Osobitnú pozornosť venujeme pacien-
tom s niektorými komorbiditami, ako je diabetes mellitus, 
hypertenzná choroba a preexistujúce renálne choroby.

Materiál a metódy
Vyšetrili sme nekroptické vzorky tkaniva obličiek odobra-

té pacientom, ktorí zomreli v období od apríla 2020 do febru-
ára 2021 so základnou príčinou smrti stanovenou COVID-19. 
Infekcia SARS-CoV-2 bola potvrdená PCR testom výteru no-
sohltana.

Súbor 42 pacientov tvorilo 22 žien a 20 mužov s priemer-
ným vekom 74,4 r. Vzorky tkaniva odobraté pri pitve boli ru-
tinne spracované formol-parafínovou technológiou, zaliate do 
parafínových bločkov, narezané na 5 μm hrubé rezy a zafar-
bené hematoxylínom a eozínom. Preparáty sme vyhodnotili 
vo svetelnom mikroskope (Leica DM2000, Wetzlar, Germany).

Jednotlivé časti nefrónu boli hodnotené so zameraním na 
nasledovných 8 charakteristík: semikvantitatívne sme vyhod-
nocovali prítomnosť glomerulosklerózy, glomerulovú kapilár-
nu trombózu, trombózu veľkých ciev, nekrózu kanálikovej epi-
telovej výstelky a  intersticiálny zápalový infiltrát. Prítomná 
artérioskleróza, arterioloskleróza a zhrubnutie mezangia bo-
li hodnotené ako mierne, stredne ťažké, až závažné, Rozsah 
postihnutia bol mierny (do 10 %), stredný (do 50 %) a závaž-
ný (nad 50 %). Nálezy boli zaznamenané v tabuľke a podro-
bené analýze.

Základné klinické dáta pacientov zahŕňali vek, pohlavie, 
komorbidity. Osobitnú pozornosť sme venovali artériovej 
hypertenzii, obezite, diabetu mellitu, preexistujúcim oblič-
kovým chorobám ako akútna a  chronická renálna insufi-
ciencia.

Ďalej sme zaznamenávali údaje o dĺžke hospitalizácie, in-
tervale medzi smrťou a patologickoanatomickou pitvou. Z la-
boratórnych dát sme zaznamenávali úroveň kreatinínu a od-
had GFR použitím rovnice s CKD-EPI.

Zozbierané dáta boli následne štatisticky vyhodnotené 
metódou analýzy variácií.

Výsledky
Priemerná dĺžka hospitalizácie vyšetrovaných pacientov 

až po úmrtie bola 9 dní. Interval medzi úmrtím a pitvou bol 
priemerne 31,2 hodiny.

Výskyt komorbidít bol nasledovný: 73,8 % pacientov ma-
lo artériovú hypertenziu, 33,3 % malo diabetes mellitus (DM) 
a 30,9 % bolo obéznych. Akútnu renálnu insuficienciu mala 
jedna tretina (33,3 %) a chronické renálne zlyhanie bolo uve-
dené u 30,9 % pacientov. U 4 pacientov z vyšetrovaného sú-
boru nebola v klinickej dokumentácii žiadna z spomenutých 
chorôb.

Histologické vyšetrenie odhalilo artériosklerózu veľkých 
artérií u všetkých pacientov, v 6 prípadoch hodnotenú ako 
závažnú. Arterioloskleróza bola v 80,9 % prípadov, glomeru-
loskleróza v 76,2 % a zhrubnutie mezangia v 71,4 % pacien-
tov. V 7 prípadoch bola arterioloskleróza stredne závažné-
ho stupňa. Glomeruloskleróza bola v 4 prípadoch stredného 
a u 2 pacientov závažného rozsahu. Zhrubnutie mezangia 
bolo v  5 prípadoch stredného rozsahu. Nálezy sú zhrnuté 
v grafickej forme na obrázku 1.

Nekrózu kanalikulárneho epitelu sme zistili u 27 pacientov 
(64,3 %), z toho u 11 stredného a u 11 závažného rozsahu. 
U týchto 11 pacientov sme vo všetkých prípadoch zistili arté-
riosklerózu veľkých ciev a u 7 aj arteriolosklerózu. Zhrubnu-
tie mezangia, glomeruloskleróza a intersticiálny zápalový in-
filtrát boli v 45,5 % týchto prípadov (obrázok 2). U 10 z týchto 
11 prípadov s rozsiahlou tubulárnou nekrózou bola artériová 

Obrázok 1. Sumárne zhrnutie histologických zmien vo vyhodnocovaných vzorkách tkaniva obličky u pacientov s COVID-19.
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hypertenzia, u 3 diabetes mellitus, dvaja pacienti mali akút-
ne a traja chronické renálne zlyhanie.

Štatistická analýza variácií ukázala veľmi významnú aso-
ciáciu nálezu kanalikulárnej nekrózy s  dĺžkou intervalu od 
smrti po pitvu, s nálezom artériosklerózy veľkých ciev a hla-
diny kreatinínu. Akútna aj chronická renálna insuficiencia 
boli asociované s glomerulosklerózou, obezita s kanalikulár-
nou nekrózou, nálezy arteriolosklerózy a zhrubnutého me-
zangia s diabetom mellitom. Hranične významne korelovali 
nálezy arteriolosklerózy s artériovou hypertenziou, glomeru-
loskleróza s úrovňou GFR a diagnóza diabetes mellitus s ná-
lezmi kanalikulárnej nekrózy, arteriolosklerózy a sklerózy veľ-
kých ciev. Korelácie sú prehľadne zhrnuté v tabuľke 1.

Diskusia
Post mortem štúdie predstavujú nenahraditeľný zdroj po-

znatkov o dôsledkoch SARS-CoV-2 vírusovej infekcie. Väčši-
na štúdií je zameraných na zmeny v pľúcach, tkanivá iných 

Obrázok 2. Tkanivo obličky u pacienta s COVID-19 a klinicky di-
agnostikovanou hypertenznou chorobou a  diabetom mellitom. 
Mikroskopický nález odhalil arteriolosklerózu so zhrubnutím 
stien arteriol (šípka) a zhrubnutím mezangia (hrot šípky), počet-
né glomeruly boli fibrotické (*), ložiskovo boli prítomné lymfocy-
tové intersticiálne infiltráty (#). Epitelová výstelka proximálnych 
tubulov niekde obsahovala zachované jadrá (otvorená šípka vpra-
vo), väčšina buniek bola nekrotická bez identifikovateľných jadi-
er (otvorená šípka vľavo).

orgánov však môžu tiež byť značne poškodené a prispieva-
jú k nepriaznivému koncu ochorenia. Predkladaná štúdia vy-
chádza z pitevných nálezov 42 pacientov, ktorí zomreli na 
COVID-19 v priebehu rokov 2020 a 2021. Nekroptické nálezy 
v obličkovom tkanive koreluje s klinickými údajmi a komor-
biditami pacientov. Výsledky štúdie môžu poskytnúť dôleži-
té informácie pre ďalší výskum ochorenia COVID-19 a sprie-
vodného poškodenia obličiek.

Jedným zo závažných nálezov je silný súvis nekrózy 
kanalikulárneho epitelu s  dĺžkou intervalu medzi úmrtím 
a  pitvou. Táto signifikantná korelácia sa dá vysvetliť iba 
čiastočne ako dôsledok autolýzy. Vzhľadom na podobné 
histomorfologické črty akútnej tubulárnej nekrózy rozlíše-
nie medzi nimi je ťažké. Túto skutočnosť uvádzajú aj San-
toriello a spol.(7) v štúdii s posmrtným intervalom priemer-
ne 21,8 hod. a nálezom, že akútne tubulárne poškodenie je 
prekryté posmrtnou autolýzou. Podobný nález akútneho tu-
bulárneho poškodenia však ukazuje aj čínska štúdia, v kto-
rej interval medzi smrťou a pitvou bol 1 – 6 hod., a teda spo-
jenie nálezu tubulárnej nekrózy s posmrtnou autolýzou je 
nepravdepodobné(8). Aj výsledky ďalšej retrospektívnej ana-
lýzy s posmrtným intervalom do 24 hod. ukazujú poškode-
nie tubulárneho epitelu ako najzávažnejší nález(9). Je teda 
zrejmé, že autolýza sa podieľa na histologickom obraze tu-
bulárnej nekrózy, ale základnou príčinou je poškodenie zá-
kladným ochorením COVID-19.

Viaceré štúdie dokumentujú rozšírené mezangium, arté-
riosklerózu artérií stredného kalibru a fokálnu segmentálnu 
glomerulosklerózu. Častý je nález glomerulových a peritubu-
lárnych oklúzií erytrocytmi bez doštičiek alebo trombov. Štú-
dia Su a spol.(8) s pacientmi s vekovým priemerom 69 rokov 
je podobná nášmu súboru, kde 11 z 26 vyšetrených prípa-
dov bolo s diagnostikovaným diabetom mellitom, artériovou 
hypertenziou alebo obidvoma chorobami a aj nálezy v oblič-
kách boli podobné tým v našej štúdii.

Maximálne hladiny kreatinínu v našej štúdii zodpoveda-
li miere intersticiálneho zápalového infiltrátu, ako aj arté-
rioskleróze veľkých artérií. V  jednej práci zo Slovinska bo-
la taktiež potvrdená asociácia hladiny sérového kreatinínu 
so stupňom artériosklerózy koronárnych artérií. Práca takis-
to odhalila, že zvýšené hladiny sérového kreatinínu môžu byť 
spojené so stenózou renálnych artérií(10). Ich závery, že kre-

Tabuľka 1. Korelácia morfologických nálezov v obličkách s vybratými sledovanými klinickými údajmi. Úroveň glomerulovej filtrácie bo-
la hodnotená ako pomer CKD-EPI

Morfologické nálezy Asociované klinické údaje Štatistická významnosť 
Nekróza kanalikulárneho epitelu Interval úmrtie – pitva p < 0,01
Artérioskleróza veľkých ciev max. hladina kreatinínu p < 0,01
Intersticiálny zápalový infiltrát Max. hladina kreatinínu p < 0,05
Glomeruloskleróza Akútna renálna insuficiencia p < 0,05
Glomeruloskleróza Chron. renálna insuficiencia p < 0,05
Intersticiálny zápalový infiltrát Diabetes mellitus p < 0,01
Zhrubnutie mezangia Diabetes mellitus p < 0,05
Arterioloskleróza Diabetes mellitus p < 0,05
Nekróza kanalikulárneho epitelu Obezita p < 0,05
Arterioloskleróza Hypertenzná choroba p = 0,083
Nekróza kanalikulárneho epitelu Diabetes mellitus p = 0,063
Artérioskleróza veľkých ciev Diabetes mellitus p = 0,057
Glomeruloskleróza max. CKD-EPI p = 0,1
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atinín môže byť znakom nefrovaskulopatie so štrukturálny-
mi zmenami tkaniva obličky, súhlasia aj s našimi zisteniami.

V našom súbore sa potvrdilo, že pacienti s diabetom mel-
litom majú často chronickú intersticiálnu zápalovú infiltráciu, 
ako aj artériosklerózu a zhrubnuté mezangium glomerulov. 
Tieto nálezy súhlasia s nálezmi v predchádzajúcich štúdiách, 
v ktorých väčšina glomerulov mala štrukturálne zmeny u pa-
cientov s komorbiditami ako diabetes mellitus a dlhodobú 
hypertenznú chorobu(11). Náš nález intersticiálnych zápalo-
vých infiltrátov iné štúdie neprezentovali.

Naša práca poukázala na súvislosť medzi obezitou 
a nekrózou kanalikulárneho epitelu, ktorá nebola dosiaľ uve-
dená v  iných prácach. Viacerí uviedli, že obezita je jedným 
zo závažných faktorov rozvoja chronického postihnutia obli-
čiek, osobitne glomerulopatií a nefrolitiázy(12). Vzhľadom na 
skutočnosť, že obezita je príčinne spojená s rozvojom kar-
diovaskulárnych chorôb a úzko súvisí s diabetom mellitom, 
náš nález korelácie obezity s morfologickým obrazom akút-
neho renálneho zlyhania s nekrózou kanalikulárneho epitelu 
nie je neočakávaný(13).

Predkladané výsledky je treba interpretovať s určitou opa-
trnosťou. Počet 42 vyšetrovaných prípadov COVID-19 rela-
tívne nie je rozsiahly, ale v porovnaní s inými štúdiami dosta-
točne reprezentatívny. Vzhľadom na skutočnosť, že prípady 
pochádzajú z rôznych centier na Slovensku, klinické dáta CO-
VID-19 infikovaných pacientov možno zovšeobecniť.

Je potrebné pamätať aj na rôzne typy liekov, ktoré pacienti 
dostávajú počas liečenia v nemocnici vzhľadom na ich nefro-
toxicitu a možnosť participácie na rozvoji opísaných morfo-
logických zmien. Nielen medikamentózna liečba, ale aj dia-
lýza sa mohla podieľať na osude pacienta. Tieto faktory je 
potrebné vziať do úvahy pri určení terapeutických prostried-
kov, osobitne pri zvážení ich možného dosahu na funkčné 
a morfologické postihnutie obličiek.

Záver
Pandémia, ktorá vznikla koncom r. 2019, sa stala výzvou 

pre celosvetovú populáciu. Osobitne sektor zdravotníctva bol 

výrazne zasiahnutý. SARS-CoV-2 infekcia nepredstavuje iba 
respiračné ochorenie, ale postihuje aj oné orgány a tkanivá. 
Vzhľadom na zvýšenú úmrtnosť na túto infekciu choroba CO-
VID-19 sa stala najčastejšou príčinou smrti v mnohých kraji-
nách, osobitne v USA(14). Viaceré štúdie poukázali na dôležitosť 
celkového zdravotného stavu a komorbidity, ktoré predstavujú 
závažné rizikové faktory nepriaznivého vývoja infekcie. U pa-
cientov so závažnými zdravotnými problémami je potreba hos-
pitalizácie šesťnásobná v porovnaní s bežnou populáciou(15). 
Osobitne postihnutie obličiek pri infekcii SARS-CoV-2 je čas-
té(16). Dokumentované nálezy post mortem často uvádzajú 
epitelovú nekrózu a akútne tubulárne poškodenie(11,17).

Naša práca dokumentuje morfologické zmeny renálneho 
tkaniva u pacientov, ktorí umreli na následky COVID-19. Pre-
ukázala priamy vzťah vírusovej infekcie a špecifických zmien 
v obličkovom tkanive. Navyše poukázala na úlohu komorbidít 
a klinických nálezov, ktoré treba vziať do úvahy.

Najzávažnejším nálezom sa ukázala korelácia kanaliku-
lárnej nekrózy a  intervalu medzi pitvou a úmrtím. Napriek 
faktoru autolýzy sa potvrdila akútna tubulárna nekróza ako 
jeden z kľúčových nálezov pri COVID-19. Zvýšený sérový kre-
atinín je súčasťou artériosklerotického postihnutia renálnych 
ciev. Potvrdil sa súvis nálezov zhrubnutého mezangia a arté-
riosklerózy s ochorením diabetu mellitu. Navyše, preukázala 
sa súvislosť medzi obezitou a nekrózou kanalikulárneho epi-
telu. Keďže obezita sa spája s diabetom mellitom ako nezá-
vislý rizikový faktor kardiovaskulárnych chorôb, má svoj po-
diel aj na rozvoji kanalikulárnej nekrózy.
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Zavedenie a automatizácia vyšetrenia SARS-CoV-2 v Spadia Lab, a. s.

Zuzana Dindová1,2, Ondřej Kwaśný1,2

1SPADIA LAB, a. s., oddelenie molekulárnobiologických metód, Laboratórium klinickej 
mikrobiológie, Ostrava, Česká republika
2MEDIREX GROUP ACADEMY n. o., Nitra

S útlmom pandémie COVID-19 v Európe sa rutinná detekcia infikovaných SARS-CoV-2 vírusom dostáva do úza-
dia. Nie je to však tak dávno, keď boli na diagnostické laboratóriá kladené extrémne nároky v požiadavkách na 
zvyšovanie ich denného výkonu, pričom v ideálnom prípade bolo potrebné kompletne vybudovať nové alebo vý-
znamnou mierou upraviť existujúce laboratóriá a zabezpečiť aspoň čiastočnú mieru automatizácie laboratórnych 
procesov. Keďže na vývoj automatizovaných riešení bol len minimálny čas, bolo nevyhnutné prepojiť výskumné 
a rutinné klinické pracovné skupiny, ktoré spoločnými silami dokázali vzniknuté požiadavky riešiť v expresnom 
režime, a to aj v medzinárodnom meradle.
Cieľom projektu bolo zaviesť a  realizovať laboratórne analýzy s cieľom detegovať infikovaných SARS-CoV-2 
v rutinnom laboratórnom prostredí v režime laboratórií s ultravysokým výkonom. Súčasťou bol výber, optimalizácia 
a rutinná prevádzka do čo najväčšej miery automatizovaného laboratórneho systému spracovania klinických 
vzoriek získaných od suspektných jedincov prostredníctvom nazofaryngálneho výteru, prípadne odberu slín. 
Z praktických dôvodov bol tento projekt realizovaný v spoločnosti SPADIA LAB, a. s., v Českej republike, ktorá 
bola jedným z najväčších laboratórií poskytujúcich SARS-CoV-2 testovanie v stredoeurópskom regióne.
Kľúčové slová: SARS-CoV-2, COVID-19 testovanie, automatizácia

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
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Úvod
Diagnostika extrahumánneho genómu vrátane SARS-

CoV-2 prebieha v SPADIA LAB, a. s., na oddelení molekulár-
nobiologických metód (OMBM), ktoré patrí pod Laboratórium 
klinickej mikrobiológie v Ostrave. Oddelenie ponúka široké 
spektrum PCR vyšetrení, napr. stanovenie prítomnosti nukle-
ových kyselín (NK) herpetických vírusov, hepatitíd, pôvodcov 
sexuálne prenosných ochorení, respiračných infekcií a ďal-
šie.

Pandémia COVID-19 a začiatok laboratórneho 
testovania SARS-CoV-2

Pandémia COVID-19 so sebou priniesla bezprecedentnú 
situáciu na poli rutinného laboratórneho testovania infekč-

ných ochorení, keď bolo potrebné na lokálnej úrovni analyzo-
vať vzorky v populačnej škále. Bolo potrebné v krátkom čase 
vybrať a do rutinného klinického režimu zaviesť vysokosen-
zitívne a vysokovýkonné metódy pre laboratórnu diagnostiku 
SARS-CoV-2 suspektných pacientov, a to na pozadí prebieha-
júcej krízy s obmedzenou dostupnosťou mnohých predtým 
bežne dostupných, v tomto testovaní potrebných laboratór-
nych komponentov od odberových súprav až po výkonné la-
boratórne automaty. V krátkom slede za sebou sa mnohé ve-
decké tímy po celom svete zaoberali podobnými otázkami, 
od výberu typu odberového materiálu cez identifikáciu v ruti-
ne použiteľných laboratórnych metód detekcie vírusovej nuk-
leovej kyseliny až po možnosti automatizácie laboratórnych 
procesov(1-3).
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Pred vypuknutím COVID-19 sme v rámci rutinnej diagnos-
tiky mali v našich laboratóriách k dispozícii len jeden auto-
matický izolátor NK, ktorý je v  jednom behu schopný izolo-
vať maximálne 16 vzoriek v priebehu asi 1 hodiny. Vzorky sa 
štandardne spracovávali manuálne pomocou kolónkových 
izolačných kitov. S rozhodnutím zaviesť vyšetrenie na SARS-
CoV-2 a následným získaním povolenia od Štátneho zdravot-
ného ústavu Praha na vyšetrovanie COVID-19 sa situácia na 
OMBM začala veľmi rýchlo meniť. Prvé vzorky na vyšetrenie 
COVID-19 prišli do nášho laboratória 16. marca 2020 v poč-
te 10 kusov. I takýto malý počet vzoriek však v tom čase do-
kázal preveriť našu pripravenosť. Otázok a problémov oko-
lo spracovania vzoriek neustále pribúdalo a celá pozornosť 
a energia sa musela sústrediť na ich zodpovedanie a riešenie.

Bolo nutné čo najrýchlejšie vymyslieť efektívny spôsob 
spracovania SARS-CoV-2 suspektných vzoriek, ktorý by 
umožnil čo najrýchlejšie sa dopracovať k správnemu výsled-
ku vyšetrenia, teda čo najviac skrátiť čas potrebný na mani-
puláciu so vzorkami, spracovanie a vyšetrenie vzoriek aj hod-
notenie výsledkov vyšetrení. Spolupráca Charles University 
Innovations Prague, s. r. o. (prof. Ing. Stanislav Kmoch, CSc.), 
SPADIA LAB, a. s., GENERI BIOTECH, s. r. o., a ZKV Career, 
s. r. o. (Ing. Michal Pohludka, PhD. MBA LLM.), dala základ 
vzniku spoločnosti GeneSpector, s. r. o., vďaka ktorej sa na 
OMBM postupne zavádzal systém umožňujúci vyšetriť vyso-
ké počty vzoriek v pomerne krátkom čase. Zmeny a úpravy 
procesov vedúce k vysokopriepustnému laboratórnemu rie-
šeniu boli nevyhnutné v každom z krokov od odberu vzoriek 
až po vydanie výsledku.

Automatizácia laboratórnych procesov a laboratórne 
nadväznosti

Prvým krokom bol výber špeciálneho inaktivačného od-
berového média, čo pomohlo odstrániť problém so sklado-
vaním vzoriek v chladenom režime a s balením vzoriek do 
trojobalu, čím sa pri manipulácii a vybaľovaní vzoriek ušetri-
lo množstvo času. Zároveň v dôsledku inaktivácie vírusových 
častíc to umožnilo jednoduchší režim v  laboratóriu, keďže 
nebolo nevyhnutné celý proces prvotnej manipulácie so vzor-
kami po extrakciu RNA (alikvotovanie, poolovanie) realizovať 
v prostredí pracovných boxov s laminárnym prúdením v re-
žime BSL-2. Vybrané médium zároveň muselo byť dostup-
né prakticky v neobmedzenom množstve a ideálne vyrábané 
lokálne z dôvodu celosvetového akútneho nedostatku a ob-
medzení týkajúcich sa exportu všetkých komponentov pou-

žívaných v diagnostickom reťazci pri tomto type klinického 
testovania. Vybrané bolo preto médium od lokálneho výrob-
cu umožňujúce inaktiváciu vírusov bez narušenia genetickej 
informácie. Navyše vybraný typ média udrží vzorku v stave 
použiteľnom pre testovanie, pri izbovej teplote a bezpečne 
neutralizovanú počas 6 dní (viRNAtrap, GeneSpector, s. r. o.), 
na rozdiel od iných komerčne dostupných médií, ktoré vyža-
dujú skladovanie pri –20 °C alebo pri 2 – 8 °C a vírus po od-
bere v týchto médiách ostáva aktívny. Unifikácia procesov sa 
realizovala aj pri označovaní vzoriek, keď sa už na odbero-
vých miestach zaviedlo označovanie vzoriek čiarovými kód-
mi, čo eliminovalo čas potrebný na prácne párovanie vzoriek 
v laboratóriu. Zároveň nezávisle od laboratórneho spracova-
nia vzoriek prebiehalo nahrávanie pacientskych informácií 
do laboratórneho informačného systému (LIS).

Aby sa urýchlil i samotný priechod vzorky laboratóriom, 
bolo potrebné všetky kroky, pri ktorých to bolo možné, au-
tomatizovať. Vzorky sa po príchode do laboratória najskôr 
preformátovali z  odberových skúmaviek do 96-jamkových 
platničiek, kde sa spracovávali v platničkách po 94 vzoriek 
(posledné dve pozície v platničke boli určené pre negatívnu 
a pozitívnu kontrolu). Vzorky sa v prvotnej verzii automati-
zácie do platničiek pipetovali pomocou pipetora Evolis (Bio-
Rad) – 20 minút/1 platničku, neskôr pomocou rýchlejších 
Biomek i5 (Beckman Coulter) platforiem – 5 minút/1 plat-
ničku. Najdôležitejšie bolo, že obidva pipetory boli schopné 
skenovať čiarové kódy na skúmavkách a následne vytvoriť 
zoznam vzoriek spolu s pozíciou vzoriek v platničke. Vytvo-
rený zoznam vzoriek sa následne použil na krížovú identifi-
káciu vzoriek v DNA extrakčnej a RT-qPCR reakčnej platničke 
a tiež na následné spojenie výsledku analýz s pacientskym 
záznamom v LIS. Druhým krokom automatizovaného labora-
tórneho spracovania bola izolácia nukleových kyselín (NK), 
ktorá prebiehala prostredníctvom kitov využívajúcich magne-
tické guľôčky v izolátoroch KingFisher Flex (Thermo Scienti-
fic). Platničky s roztokmi potrebné na izoláciu NK sa pripra-
vovali pomocou systému Biomek i7 (Beckman Coulter), ktorý 
dokázal v  jednom pracovnom cykle predpripraviť až 6 plat-
ničiek (napr. lyzačný roztok, magnetické guľôčky, premývací 
roztok, etanol, elučný roztok, RT-qPCR mastermix). V posled-
nom kroku laboratórneho spracovania sa na prenášanie izo-
látov NK do RT-qPCR mastermixu (MMX) použilo automatic-
ké pipetovacie zariadenie Bravo (Agilent Technologies), ktoré 
dokáže preniesť 96 izolátov NK do mastermixu naraz a za 
pár sekúnd. Po skončení amplifikácie v cykleroch a násled-

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

Aby takto nastavený proces vyšetrenia vzoriek mohol fungovať, musel sa nastaviť i 

prenos dát medzi jednotlivými zariadeniami. Prenos dát z rôznych pipetorov, izolátorov až 

k cyklerom z cyklerov do LIS a z LIS do databázy ISIN (Informační systém infekčních nemocí) 

nastavili kolegovia z IT oddelenia a významne tým prispeli k urýchleniu celého procesu.  

Priechod vzoriek laboratóriom je schematicky znázornený na obrázku 1. 
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Obrázok 2. Mesačné počty vyšetrených vzoriek SARS-CoV-2 v SPADIA LAB, a. s. marec 2020 – november 2022.
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nom zhodnotení dát bolo potrebné výsledky vyšetrení pre-
niesť do laboratórneho informačného systému a priradiť ich 
k pacientskym záznamom.

Aby takto nastavený proces vyšetrenia vzoriek mohol fun-
govať, musel sa nastaviť i prenos dát medzi jednotlivými za-
riadeniami. Prenos dát z  rôznych pipetorov, izolátorov až 
k cyklerom z cyklerov do LIS a z LIS do databázy ISIN (Infor-
mační systém infekčních nemocí) nastavili kolegovia z IT od-
delenia a významne tým prispeli k urýchleniu celého procesu.

Priechod vzoriek laboratóriom je schematicky znázorne-
ný na obrázku 1.

Kapacita laboratória po zavedení automatizácie
Kapacita laboratória sa s pribúdajúcim počtom zariade-

ní a s prechodom na dvojzmenný režim postupne zvyšovala. 
Zvyšovanie počtu zariadení – pipetorov, izolátorov a cykle-
rov si časom vyžadovalo nové priestorové usporiadanie la-
boratória.

Na obrázku 2 sú uvedené počty vyšetrených vzoriek 
za jednotlivé mesiace od začiatku pandémie SARS-CoV-2 po 
súčasnosť. Počty vzoriek sa v  jednotlivých mesiacoch po-
stupne zvyšovali. Súvisí to so zvyšujúcou sa kapacitou od-

Obrázok 3. Denné počty vyšetrených vzoriek v januári 2021 a 2022.
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24-hodinovej zmeny bol 17 672 testov v januári 2022 (26. 1. 2022). 
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delenia a  s  rastúcim počtom spracovávaných odberových 
miest. Maximálnu kapacitu naše laboratórium dosiahlo v ob-
dobí november 2021 až január 2022, keď sme mesačne vy-
šetrili okolo 250 000 vzoriek, teda priemerne každý deň asi 
11 900 vzoriek.

Obrázok 3 porovnáva počty vyšetrených vzoriek v jednotli-
vých dňoch s odstupom jedného roku v januári 2021 a 2022. 
Maximálny dosiahnutý počet vykonaných RT-qPCR testov po-
čas 24-hodinovej zmeny bol 17 672 testov v  januári 2022 
(26. 1. 2022).

Alternatívne metódy zvyšovania kapacity  
SARS-CoV-2 testovania

Jednou z možností, ako ďalej zvýšiť kapacity laboratória, 
bolo spracovávať vzorky spájaním, resp. poolovaním. Zna-
mená to, že sa pripraví pool zmiešaním viacerých pôvodných 
vzoriek, ktorý sa následne vyšetrí ako jedna vzorka a v prí-
pade detekcie pozitivity sa takýto pool vzoriek testuje opa-
kovane, ale už každú vzorku v samostatnej analýze. Viaceré 
štúdie publikované v odborných časopisoch označujú poolo-
vanie ako veľmi účinný nástroj zvýšenia testovacích kapacít 
a zároveň vyvracajú obavu z falošne negatívnych výsledkov 
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analýz poolu v dôsledku zriedenia pozitívnych vzoriek(4-7). Tá-
to metóda spracovania vzoriek sa však dá použiť len v situá-
cii, keď je prevažná väčšina vzoriek negatívnych, teda najmä 
pri testovaní oddelene žijúcich skupín osôb, napr. v školách. 
Pri vyššom percente pozitívnych vzoriek hrozí, že sa bude 
zvyšovať i počet pozitívnych poolov, ktoré je nutné roztes-
tovať.

Ďalšou alternatívou je zabezpečenie špeciálnych jed-
noúčelových (tzv. uzavretých) automatizovaných laboratór-
nych systémov. Príkladom je platforma od spoločnosti LGC 
(Biosearch Technologies’ SARS-CoV-2 testing system)(8), kto-
rá umožňuje realizáciu až 150 000 testov v rámci jedného 
dňa s minimalizáciou potrebných manuálnych úkonov. Sa-
mostatnou kapitolou je možnosť vybudovať špeciálne mobil-
né jednoúčelové laboratóriá (Huo-Yan Air Laboratory), ktoré 
sa pri testovaní na SARS-CoV-2 úspešne využívali v čínskych 
veľkomestách(9). Ich kapacita presahovala 10  000 vzoriek 

denne a veľkou výhodou je možnosť vybudovať ich v pod-
state na „zelenej lúke“ a v expresnom čase (24 hodín). Vyu-
žitie takýchto systémov a laboratórií v regionálnom meradle 
je však limitované a v prípade, že sa skokovo znížia počty 
vzoriek, ktoré je potrebné v krátkom čase analyzovať, je ich 
prevádzka extrémne neflexibilná a ekonomicky nerentabilná.
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Vyhodnotenie početnosti a pozitivity SARS-CoV-2 testovania 
na Slovensku v čase pandémie COVID-19 – výsledky laboratórií 
Medirex, a. s.
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Pandémia ochorenia COVID-19 trvala na Slovensku od marca 2020, pričom trvá dodnes, ale intenzívne labora-
tórne testovanie sa ukončilo v októbri 2022, keď počty testov významne poklesli. Za celé toto obdobie bolo len 
v laboratóriách spoločnosti Medirex, a. s., ktoré vykonávali významnú časť diagnostických laboratórnych testov 
na Slovensku, spravených viac ako 1,3 milióna testov. Ich distribúcia z pohľadu počtu realizovaných testov, ako 
aj podiel pozitívnych prípadov sa líšil v závislosti od konkrétneho regiónu, pričom vieme, že počas pandémie sa 
lokálne ložiská správali z pohľadu premorenosti odlišne a práve s cieľom čo najpresnejšej identifikácie pozitív-
nych prípadov sa v danom regióne v danom čase zintenzívnilo testovanie. Práve charakterizácia a vizualizácia 
regionálnych rozdielov v týchto dvoch parametroch vychádzajúcich z testovania je náplňou tejto práce.
Kľúčové slová: SARS-CoV-2, COVID-19, pandémia, Slovensko, regionálna charakterizácia

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; roč. 13 (2): 62 – 67

Úvod
Pandémia ochorenia COVID-19 zapríčinená vírusom 

SARS-CoV-2 vyústila do celosvetovej zdravotníckej krízy v dô-
sledku vysokej chorobnosti a úmrtnosti infikovaných. Súčas-
ťou každodenného života obyvateľov Slovenska sa stala for-
málne 6. marca 2020, keď bol potvrdený prvý prípad infekcie 
SARS-CoV-2 u slovenského občana s cestovateľskou anam-
nézou(1), pričom prvé protipandemické opatrenia boli prijaté 
takisto v tento deň(2).

Prísne pravidlá a  opatrenia prijaté na Slovensku na za-
čiatku pandémie udržiavali počet nakazených relatívne pod 
kontrolou, letné mesiace dokonca priniesli aj dni s nulovým 
počtom PCR pozitívnych testov. Ďalšia vlna pandémie po-
čas zimy 2020/2021 však priniesla výrazné zhoršenie situá-
cie(3). Toto zhoršenie bolo z veľkej miery zapríčinené aj rozší-
rením nového variantu alfa (B.1.1.7) do slovenskej populácie 
a dokonca presiahlo očakávania odborníkov krízového štá-
bu(4). Ako je však známe, koronavírusy majú vo všeobecnos-

ti schopnosť vysokej frekvencie rekombinácie genómu vedú-
cej k nepredvídateľným zmenám ich virulencie(5).

O variante alfa, ktorý bol prvýkrát detegovaný v Spojenom 
kráľovstve na jeseň v roku 2020, sa zistilo, že je o 43 – 90 % 
viac infekčný ako predtým existujúce varianty(6). Zo 17 mu-
tácií aminokyselín detegovaných v alfa variante sa predpo-
kladalo, že mutácia N501Y môže urýchľovať prenos vírusu, 
pretože v doméne viažucej receptor spike proteínu zvyšuje 
väzbu na ľudské receptory enzýmu konvertujúceho angioten-
zín 2(7). Toto je tiež bežná mutácia nájdená v beta(8) a gama 
variante(9). Na druhej strane, delta variant obsahuje mutáciu 
P681R v mieste štiepenia furínu v spike proteíne a mutáciu 
R203M v  nukleokapsidovom proteíne, čo ďalej zvyšuje in-
fekčnosť vírusu(10). Delta variant je tiež spojený so zvýšenou 
závažnosťou ochorenia a s dlhšou prítomnosťou vírusu v or-
ganizme pacienta(11).

Na Slovensku aj vo svete je diagnostika ochorenia CO-
VID-19 najčastejšie vykonávaná detekciou nukleovej kyse-
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liny SARS-CoV-2 vo vzorkách z nazofaryngeálnych výterov 
pomocou reverzne transkriptázovej kvantitatívnej polyme-
rázovej reťazovej reakcie (RT-qPCR)(12). RT-qPCR zabezpe-
čí prepis vírusovej RNA do cDNA a kvantifikuje sledovaný 
úsek z genómu vírusu v reálnom čase. Monitorovanie am-
plifikácie je založené na princípe fluorescencie pomocou 
sond, resp. prób (označkovaných fluorescenčnými látkami), 
ktoré sa špecificky alebo nešpecificky viažu na amplifikova-
nú DNA. Pre každú vyšetrovanú vzorku je na základe name-
raných zmien fluorescenčných signálov vytvorená amplifi-
kačná krivka(13). Pre každú amplifikačnú krivku sa potom 
určí prahový cyklus, označovaný ako Ct (threshold cycle), 
čo je priesečník medzi amplifikačnou krivkou a hraničnou 
hodnotou, a určuje pozitivitu testu. Hodnota Ct predstavu-
je počet cyklov PCR potrebných na to, aby fluorescenčný 
signál generovaný inkorporáciou fluorescenčne označkova-
ných sond do PCR produktu prekročil úroveň fluorescencie 
pozadia v kontexte s hraničnou hodnotou(14). I keď je hodno-
ta Ct relatívna veličina, jej nízke hodnoty naznačujú vysokú 
vírusovú záťaž a potenciálne vysokú úroveň infekčnosti je-
dinca. Vysoké hodnoty Ct naznačujú veľmi skoré alebo ne-
skoré štádium infekcie, a teda potenciálne nízku úroveň in-
fekčnosti jedinca(15).

Neschopnosť predpovedať mieru zmeny infekčnosti 
SARS-CoV-2 bránia schopnosti efektívne reagovať na krízu 
nielen na Slovensku, ale aj vo svete. Pre efektívnejšie a udr-
žateľnejšie riadenie pandémie je potrebné predvídať zlep-
šenie/zhoršenie epidemiologickej situácie a  predchádzať 
jej zhoršeniu sledovaním súboru epidemiologických krité-
rií na regionálnej, národnej, ale aj medzinárodnej úrovni, aby 
boli opatrenia sprísňované a uvoľňované na základe objek-
tívnych kritérií(16). Cieľom práce bolo sumarizovať výsledky 
SARS-CoV-2 diagnostického testovania na Slovensku na re-
gionálnej úrovni s rozsahom definovaným mierou realizova-
ných testov v laboratóriách Medirex, a. s., a s väzbou na prie-
beh pandémie hodnotenej na národnej úrovni.

Metódy
Štúdia analyzovala dáta poskytnuté akreditovaným labo-

ratóriom Medirex. Údaje predstavujú výsledky RT-qPCR tes-
tov vzoriek pacientov a  bežnej populácie vyhodnotené od 
marca 2020 do októbra 2022 v Centrálnom laboratóriu Brati-
slava, Košice a Nitra. Počas tohto obdobia laboratóriá zana-
lyzovali 1 384 368 testov. Vzorky boli prijaté zo 74 (93,7 %) 
okresov Slovenska. Sledovanie vývoja množstva a pozitivi-
ty testovaných vzoriek v  jednotlivých regiónoch Slovenska 
si vyžadovalo určitú početnosť vzoriek, preto by použitie ka-
tegórií podľa okresov nebolo výpovedné, keďže v niektorých 
bol vyšetrený príliš malý počet vzoriek. Rozdelenie na kraje 
by však neukázalo územnú variabilitu v tých miestach, kde 
bol počet vzoriek dostatočný aj na sledovanie rozdielov me-
dzi menšími územnými celkami. Preto boli na účel štatistiky 
vytvorené regióny pozostávajúce z rôznych počtov okresov 
podľa hustoty testovania, aby na území s väčšou hustotou 
mohli byť sledované aj rozdiely medzi menšími územnými 
celkami a zároveň aby na území s nízkou hustotou nevznik-
li regióny s extrémne nízkymi počtami vyšetrených vzoriek. 
Analyzované vzorky boli preto rozdelené do 17 regiónov a ob-
dobie bolo rozdelené do 19 časových úsekov v 7-týždňových 
intervaloch.

Prítomnosť SARS-CoV-2 bola stanovená z nazofaryngeál- 
nych a slinných výterov. Automatizovaná izolácia nukleovej 
kyseliny (RNA) na magnetických časticiach sa uskutočnila 
pomocou súprav Sera-Xtracta Virus/Pathogen Kit (Cytiva) 
a Zybio Nucleic Acid Extraction Kit (Zybio) s použitím 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 uskutočnilo metódou RT-qPCR s použitím súprav 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). Údaje získané pre každý test zahŕ-
ňali denné číslo vzorky, dátum odberu, ID pacienta, vek, po-
hlavie, miesto odberu vzorky, výsledok testu a v prípade pozi-
tívneho výsledku aj hodnotu Ct vírusového génu E – hraničná 
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)) – t. j. sekvencia nukleovej kyseliny bola identifikovaná 
v čase, keď PCR prešla 39/40 cyklami.

Výsledky
Zaradenie okresných miest do 17 regiónov Slovenska je 

znázornené v tabuľke 1.
Grafické zobrazenie meniaceho sa počtu vykonaných tes-

tov v regiónoch Slovenska (regióny 1 – 17) v 7-týždňových in-
tervaloch od marca 2020 do októbra 2022 (časové intervaly 
1 – 19) je znázornené na obrázku 1. Najpočetnejšie zastú-
penie vyhodnotených RT-qPCR testov mal počas celého ana-
lyzovaného obdobia región 1 (okresy Bratislava, Pezinok, Se-
nec), a to 622 089 vyhodnotených RT-qPCR testov. Najvyšší 
počet testov bolo vyhodnotených v časovom intervale 03-02-
2022 – 23-03-2022, a to 201 618 testov spolu vo všetkých 17 
regiónoch Slovenska.

Podobné mapy s hodnotami pozitivity v  regiónoch Slo-
venska (regióny 1 – 17) v 7-týždňových intervaloch od mar-
ca 2020 do októbra 2022 (časové intervaly 1 – 19) sú zo-
brazené na obrázku 2, farebná škála determinuje pozitivitu 
od 0 do 75 %. Najviac pozitívne vyhodnotených RT-qPCR 
testov mal počas celého analyzovaného obdobia región 1 
(okresy Bratislava, Pezinok, Senec), a  to 112 493 pozitív-
nych RT-qPCR testov, čo predstavuje viac ako 18 % pozitivi-
tu zo všetkých vykonaných testov v regióne 1 počas analy-
zovaného obdobia. Najvyšší počet pozitívnych testov bolo 
zaznamenaných v časovom intervale 03-02-2022 – 23-03-
2022, a to 122 282 testov spolu vo všetkých 17 regiónoch 
Slovenska, čo predstavuje pozitivitu takmer 35 % pre daný 
dátumový interval.

Diskusia 
Vzorky pochádzajúce zo 74 okresných miest Slovenska 

boli na účely štúdie zlúčené a zaradené do 17 regiónov Slo-
venska z dôvodu čo najefektívnejšieho odseparovania okre-
sov s extrémne nízkym počtom vykonaných RT-qPCR testov. 
Vďaka vytvoreniu 19 časových intervalov sme takisto predišli 
nízkemu zastúpeniu testov v určitých týždňoch nami skúma-
ného obdobia, a  to najmä v mesiacoch prvého polroka od 
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vypuknutia pandémie predstavujúcich prvú fázu zavádza-
nia rutinného testovania, ktorá bola obdobím zefektívňova-
nia procesov(17).

Početnosť RT-qPCR testov vykonaných na Slovensku vo 
veľkej miere ovplyvňuje aj preplácanie testov poisťovňami. 
Veľká zmena nastala od mája 2022, odkedy na bezplatné 
vykonanie RT-qPCR testu nestačí, aby mal pacient príznaky 
ochorenia COVID-19, no je potrebné aj odporúčanie od le-
kára (všeobecného alebo špecialistu). Výnimkou sú pacien-
ti nad 60 rokov, ktorí sa môžu aj naďalej hlásiť na testovanie 
prostredníctvom štátneho portálu pri príznakoch ochore-
nia(18). Nižšia početnosť testov v regiónoch Slovenska v časo-
vom intervale zahŕňajúcom prelom apríl/máj 2022 (obrázok 
1P) je detegovaná aj v našej štúdii. Výrazne znížená počet-
nosť testov je následne detegovaná od polovice mája 2022 
až do konečného dátumu zanalyzovaných dát štúdie (obrá-
zok 1R, 1S, 1T).

Pri detekcii regionálnej pozitivity sú na mapách v určitých 
časových intervaloch zobrazené aj sivé regióny, resp. regióny 
bez priradenej škály pozitivity – týmto spôsobom sú odsepa-
rované nereprezentatívne regióny s nízkym počtom vykona-
ných testov pre daný časový interval (menej ako 50 testov) 
(obrázok 2). Najvyššie percentuálne zastúpenie pozitivity bo-
lo zaznamenané v regióne 8 (okresy Nové Mesto nad Váhom, 
Trenčín, Ilava, Púchov) v časovom intervale 30-06-2022 – 17-
08-2022, a to 75 % (obrázok 2S). Tento údaj je však zrejme 
nereprezentatívny, pretože v danom časovom intervale bol 
vyhodnotený nízky počet vzoriek (80 testov) a susedné re-
gióny s vyšším počtom vykonaných testov podobnú poziti-
vitu nezaznamenali. Zároveň môže byť dôvodom stratégia 
testovania, keď sa v laboratóriách analyzovali prioritne vzor-
ky zo zdravotníckych zariadení, prípadne zo zariadení sociál-
nych služieb, ak vzniklo podozrenie na lokálne šírenie v ko-
munite, a v kombinácii s nízkym počtom testov získaných 

v danom regióne v danom časovom rozsahu to mohlo spô-
sobiť výskyt extrémnych hodnôt pozitivity.

Reprezentatívnym obdobím by však mohol byť časový in-
terval 03-02-2022 – 23-03-2022, 7-týždňový interval s najvyš-
ším počtom vyhodnotených testov, počas ktorého bola v re-
gióne 4 (okresy Nové Zámky, Levice) detegovaná takmer 70 % 
pozitivita, pričom pozitivita všetkých susedných regiónov do-
sahovala takisto asi 65 % (obrázok 2O). Predpoveď šírenia 
pandémie na okresnej úrovni bola čiastočne riešená po zave-
dení tzv. COVID automatu – systému na monitorovanie vývoja 
epidémie a prijímania protiepidemických opatrení v závislos-
ti od intenzity šírenia SARS-CoV-2 na Slovensku, ktorý nado-
budol platnosť 8. februára 2021(19). COVID automat zohľad-
ňuje dynamiku ochorenia na území okresu. Zahŕňa viacero 
ukazovateľov a disponuje špecifickým algoritmom pre výpo-
čet tzv. okresného skóre, na základe ktorého je okresu prira-
dená farba (zelená predstavujúca monitoring – čierna pred-
stavujúca 3. stupeň ohrozenia). S narastajúcim skóre vzrastá 
stupeň rizika a aplikované sú prísnejšie opatrenia. Susedné 
okresy sa nemôžu líšiť o viac ako 1 stupeň (farbu), okolité 
okresy konvergujú k farbe rizikovejšieho okresu, aby rozdiel 
medzi nimi bol maximálne 1 stupeň oproti kalkulovanej úrov-
ni rizika. COVID automat sa zapína, keď Svetová zdravotnícka 
organizácia (WHO) vyhlási pandémiu. Naopak, keď WHO vy-
hlási pandémiu za ukončenú, resp. keď ÚVZ vyhlási epidémiu 
na Slovensku za ukončenú, COVID automat sa vypne(20). Štát-
ny portál informuje o pozastavení COVID automatu ku dňu 
25. 11. 2021, s odôvodnením priaznivej epidemiologickej si-
tuácie v čase jeho pozastavenia(21). Naše dáta však preukazu-
jú stúpajúci trend pozitivity v regiónoch Slovenska práve v ča-
sových intervaloch, keď bol COVID automat pozastavený a po 
jeho pozastavení. Pre budúcnosť by bolo možné práve dáta 
z výsledkov tejto našej práce zohľadniť pri tvorbe aktualizo-
vanej podoby COVID automatu, ak by takáto potreba vznikla.

Tabuľka 1. Zaradenie jednotlivých okresných miest do regiónov 1 – 17.

Región 1 Región 2 Región 3 Región 4 Región 5 Región 6
Bratislava
Pezinok
Senec

Malacky
Senica
Skalica
Myjava

Dunajská Streda
Komárno

Nové Zámky
Levice 

Trnava
Piešťany
Hlohovec
Galanta

Šaľa

Nitra
Topoľčany

Zlaté Moravce

Región 7 Región 8 Región 9 Región 10 Región 11 Región 12
Prievidza

Partizánske
Bánovce nad Bebravou

Nové Mesto  
nad Váhom

Trenčín
Ilava

Púchov

Považská Bystrica
Bytča
Žilina

Kysucké Nové Mesto
Čadca

Turčianske Teplice
Martin

Dolný Kubín
Námestovo

Tvrdošín

Liptovský Mikuláš
Ružomberok

Banská Bystrica
Brezno

Žarnovica
Žiar nad Hronom

Zvolen
Banská Štiavnica

Krupina
Veľký Krtíš

Detva

Rožňava
Revúca

Rimavská Sobota
Poltár

Lučenec

Región 13 Región 14 Región 15 Región 16 Región 17
Poprad

Kežmarok
Stará Ľubovňa 

Košice
Košice-okolie

Gelnica
Spišská Nová Ves 

Levoča
Prešov
Sabinov
Bardejov
Svidník

Stropkov
Medzilaborce

Vranov nad Topľou
Humenné

Snina

Sobrance
Michalovce

Trebišov
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Obrázok 1. Početnosť vykonaných RT-qPCR testov v regiónoch Slovenska meniaca sa v čase. Na mape Slovenska má každý región fare-
bné zobrazenie zodpovedajúce počtu vykonaných testov v danom časovom intervale. Regióny s 0 vykonanými testami sú zobrazené 
tmavomodrou farbou, červená farba predstavuje región s najvyšším počtom vyhodnotených testov.

A 19-03-2020 – 06-05-2020 B 07-05-2020 – 24-06-2020 C 25-06-2020 – 12-08-2020 D 13-08-2020 – 30-09-2020

E 01-10-2020 – 18-11-2020 F 19-11-2020 – 06-01-2021 G 7-01-2021 – 24-02-2021 H 25-02-2021 – 14-04-2021

I 15-04-2021 – 02-06-2021 J 03-06-2021 – 21-07-2021 K 22-07-2021 – 08-09-2021 L 19-09-2021 – 27-10-2021

M 28-10-2021 – 15-12-2021 N 16-12-2021 – 02-02-2022 O 03-02-2022 – 23-03-2022 P 24-03-2022 – 11-05-2022

R 12-05-2022 – 29-06-2022 S 30-06-2022 – 17-08-2022 T 18-08-2022 – 05-10-2022

Ukážka 
farby

Počet  
testov

  131 072
  65 536
  32 768
  16 384
  8 192
  4 096
  2 048
  1 024
  512
  256
  128
  64
  32
  16
  8
  4
  2
  1
  0
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Obrázok 2. Percentuálne zastúpenie pozitívnych RT-qPCR testov v regiónoch Slovenska meniace sa v čase. Na mape Slovenska má 
každý región farebné zobrazenie zodpovedajúce percentu pozitívnych testov zo všetkých vykonaných RT-qPCR testov danom časovom 
intervale. Regióny s 0 % pozitivitou sú zobrazené tmavomodrou farbou, červená farba predstavuje región so 75 % pozitivitou. Sivá far-
ba predstavuje región s menej ako 50 vykonanými testami.

A 19-03-2020 – 06-05-2020 B 07-05-2020 – 24-06-2020 C 25-06-2020 – 12-08-2020 D 13-08-2020 – 30-09-2020

E 01-10-2020 – 18-11-2020 F 19-11-2020 – 06-01-2021 G 7-01-2021 – 24-02-2021 H 25-02-2021 – 14-04-2021

I 15-04-2021 – 02-06-2021 J 03-06-2021 – 21-07-2021 K 22-07-2021 – 08-09-2021 L 19-09-2021 – 27-10-2021

M 28-10-2021 – 15-12-2021 N 16.-12-2021 – 02-02-2022 O 03-02-2022 – 23-03-2022 P 24-03-2022 – 11-05-2022

R 12-05-2022 – 29-06-2022 S 30-06-2022 – 17-08-2022 T 18-08-2022 – 05-10-2022

Ukážka 
farby Pozitivita

  75 %
  70 %
  65 %
  60 %
  55 %
  50 %
  45 %
  40 %
  35 %
  30 %
  25 %
  20 %
  15 %
  10 %
  5 %
  0 %
  < 50 testovPoďakovanie
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ry na podporu výskumu a vývoja na základe zmluvy č. PP-
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Doplnkové informácie
Tabuľka so všetkými vzorkami zahrnutými do analýzy je do-
stupná v podobe .xls súboru (ST – Supplementary table) na 
vyžiadanie od autora.
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Myeloproliferatívne neoplázie a s nimi súvisiace mutácie
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2Medirex, a.s., Oddelenie lekárskej genetiky, Bratislava

Myeloproliferatívne neoplázie (MPN) sú skupinou ochorení hematopoetickej kmeňovej bunky, pre ktoré je cha-
rakteristická zvýšená proliferácia jedného alebo viacerých vývojových radov krviniek a tendencia leukemickej 
transformácie. Na základe klasifikácie Svetovej zdravotníckej organizácie (WHO) z roku 2016 sa medzi MPN 
bez prítomnosti Philadelphia (Ph) chromozómu a jeho produktu, t. j. fúzneho génu BCR-ABL1, zaraďuje polycyté-
mia vera (PV), esenciálna trombocytémia (ET) a primárna myelofibróza (PMF). Mutácia v jednom z troch génov 
– JAK2 (mutácia génu pre Janus kinázu 2), MPL (mutácia v géne pre trombopoetínový receptor) a CALR (mutá-
cia v géne pre kalretikulín) je prítomná vo veľkej väčšine pacientov s klasickou Ph-MPN. Tieto kľúčové somatic-
ké mutácie sú zodpovedné za fenotypový prejav ochorenia a ich spoločnou črtou je nadmerná aktivácia JAK/
STAT signálnej dráhy, a to aj vrátane „triple“ negatívnych pacientov, u ktorých nie je dokázaná žiadna z uvede-
ných somatických mutácií.
Kľúčové slová: myeloproliferatívne neoplázie, polycytémia vera, esenciálna trombocytémia, primárna 
myelofibróza, molekulárna 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
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Úvod
Ph (BCR-ABL1) negatívne myeloproliferatívne neoplázie 

(MPN) sú podskupinou ochorení hematopoetickej kmeňo-
vej bunky, pre ktoré je charakteristická následná proliferácia 
erytrocytovej, granulocytovej alebo megakaryocytovej línie 
a zvýšená tendencia leukemickej transformácie. S hyperpro-
liferáciou kostnej drene koreluje myeloproliferácia v perifér-
nej krvi a/alebo v slezine. Pre Ph-MPN sú typické zložité mo-
lekulárne zmeny, ktoré spôsobujú klinicky rôznorodý priebeh 
ochorenia s nepriaznivým vplyvom na kvalitu a dĺžku života.

Najčastejšie, tzv. klasické Ph-MPN tvorí polycytémia vera 
(PV), esenciálna trombocytémia (ET) a primárna myelofibró-
za (PMF). Sú známe arteriálnymi a venóznymi trombózami, 
cytopéniou, výraznou splenomegáliou a najmä rizikom pre-
chodu do akútnej leukémie. Somatické mutácie vyskytujúce 
sa vo väčšine týchto MPN, zahŕňajú JAK2 mutáciu, MPL mu-
táciu a mutáciu v géne pre CALR. Špecifickú skupinu tvoria 
pacienti, ktorí nevykazujú žiadnu z kľúčových mutácií, na zá-
klade čoho sa v literatúre radia k „triple“ negatívnym. Napriek 
tejto skutočnosti je u nich rovnako ako v prípade MPN pa-
cientov s riadiacimi mutáciami stimulovaná JAK/STAT sig-

nálna kaskáda. Vďaka významným objavom týkajúcim sa 
mutačných zmien a ovplyvnení JAK/STAT dráhy sa v posled-
ných desaťročiach výrazne zlepšila diferenciálna diagnosti-
ka a teda aj samotná liečba pacientov s MPN.

Ako výsledok objavenia mutácií v exóne 9 génu pre kal-
retikulín, je diagnostika na molekulárnej úrovni schopná od-
haliť približne 75 – 90 % klonálnych MPN. Zaradenie skrí-
ningu CALR mutácií do rutinnej praxe sa stáva esenciálnym 
z hľadiska diferenciálnej diagnostiky JAK2 negatívnych MPN 
a prispieva k odhaleniu fenotypových charakteristík spoje-
ných s mutáciami typu 1 a typu 2 génu pre CALR.

Diagnostické kritériá MPN
Kritériá pre diagnostiku MPN boli vytvorené a zosumari-

zované WHO v roku 2016 a rozdelené na veľké „major“ a ma-
lé „minor“ kritériá (tabuľka 1). Pre diagnostikovanie PV mu-
sia mať pacienti splnené všetky tri body veľkých kritérií alebo 
prvé dva z veľkých a malé kritérium. Pre ET musia platiť všet-
ky štyri hlavné kritériá alebo prvé tri z hlavných kritérií a malé 
kritérium. Pre skupinu pacientov s PMF musia byť v platnos-
ti všetky veľké kritériá a minimálne jedno malé kritérium(1).
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Tabuľka 1. Diagnostické kritériá pre MPN podľa WHO.

Polycytémia vera
Veľké „major“ kritériá
1.	HGB > 16,5 g/dl (muži), > 16 g/dl (ženy) alebo HGB > 49 % (muži)  

a > 48 % (ženy), alebo zvýšený počet erytrocytov
2.	hypercelularita KD, zvýšená proliferácia erytrocytového, 

granulocytového radu a maturovaných megakaryocytov
3.	prítomnosť JAK2V617F alebo JAK2 exón 12 mutácie
Malé „minor“ kritériá  
•	 nefyziologická hladina EPO

Esenciálna trombocytémia
Veľké „major“ kritériá
1.	počet trombocytov ≥ 450 x 109/l
2.	v KD prevažuje proliferácia megakaryocytového radu, veľmi raritne 

sa môže vyskytovať retikulínová fibrózaa

3.	nesplnené WHO kritériá pre iné myeloidné neoplázie
4.	prítomnosť JAK2V617F, CALR alebo MPL mutácie
Malé „minor“ kritériá  
•	 prítomnosť klonálneho markerab alebo absencia trombocytózy

Primárna myelofibróza
Veľké „major“ kritériá
1.	prítomnosť megakaryocytovej proliferácie sprevádzaná retikulíno-

vou fibrózoua 2. alebo 3. stupňa
2.	nesplnené WHO kritériá pre iné myeloidné neoplázie
3.	prítomnosť JAK2V617F, CALR alebo MPL mutácie alebo v prípade ich 

absencie, prítomnosť iného klonálneho markerab, alebo neprítom-
nosť retikulínovej fibrózya v KD

Malé „minor“ kritériá  
•	 anémia bez súvislosti s komorbiditami
•	 leukocytóza ≥ 11 x 109/l
•	 palpačný nález splenomegálie
•	 zvýšená hodnota LDH

Vysvetlivky:  aretikulínová fibróza – sieť retikulínových vlákien s pre-
kríženiami (stupne retikulínovej fibrózy: 1. 2. a 3. stupeň), bklonálny 
marker – mutácie ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1

Skratky: HGB – hemoglobín, KD – kostná dreň, EPO – erytropoetín, 
LDH – laktátdehydrogenáza

Mutácie sprevádzajúce myeloproliferatívne 
neoplázie

Mutácie sprevádzajúce MPN sa rozdeľujú na kľúčové ale-
bo riadiace (označované v literatúre aj ako „driver“ mutácie) 
a na prídavné mutácie.

Obrázok 1. Zastúpenie JAK2, MPL a CALR mutácií v Ph-myeloproliferatívnych neopláziách(3).

Kľúčové (riadiace) mutácie myeloproliferatívnych neoplázií
Kľúčové mutácie sú prítomné vo veľkej väčšine pacien-

tov s klasickou Ph-MPN. Somatické mutácie v  jednom z 3 
génov, t. j. JAK2 (mutácia v géne pre Janus kinázu 2), MPL 
(mutácia v géne pre trombopoetínový receptor) a CALR (mu-
tácia v géne pre kalretikulín), sú zodpovedné za špecifický fe-
notyp ochorenia. Nadmerne aktivovaná signálna dráha JAK/
STAT je spoločnou patogenetickou črtou Ph-MPN, a to aj vrá-
tane „triple“ negatívnych pacientov, u ktorých nie je dokázaná 
žiadna z uvedených somatických mutácií(2).

Somatická bodová mutácia JAK2 génu sa predpokladá 
takmer u všetkých pacientov s PV a v 50 – 60 % pacientov 
s ET a PMF. Približne 25 % pacientov s ET a 36 % pacientov 
s PMF má pozitívnu mutáciu v géne pre CALR. Mutácia v gé-
ne MPL bola zistená v 4 % pacientov s ET a v 6 % pacientov 
s PMF, zatiaľ čo „triple“ negatívnych pacientov je asi 5 % pri 
diagnózach PV a PMF a 12 % pri ET (obrázok 1)(3).

JAK2 (Janus kináza 2)
Janus kinázy (JAK) patria do rodiny nereceptorových ty-

rozínkináz, ktoré asociujú so širokou škálou cytokínových re-
ceptorov zahrnutých v bunkovom raste, hematopoéze a imu-
nitnej odpovedi. Za fyziologických podmienok, t. j. za stavu, 
keď nie je prítomná mutácia, JAK kináza asociuje s receptoro-
vými monomérmi, ktoré po naviazaní ligandu dimerizujú a ve-
dú k fosforylácii a aktivácii JAK kináz. Tie následne fosfory-
lujú špecifické tyrozínové zvyšky cytokínových receptorov, čo 
má za následok fosforyláciu ďalších signálnych molekúl vrá-
tane STAT (signálny transduktor a aktivátor transkripcie), fo-
sfatidylinozitol-3-kinázy (PI3K), proteínkinázy B (známej tiež 
ako AKT) a MAPK (proteínkináza aktivovaná mitogénom)(4). 
JAK2 kináza je zapojená do signálnej dráhy receptorov he-
matopoetických rastových faktorov, ako je napr. trombopo-
etínový receptor, receptor pre erytropoetín a mnohé ďalšie. 
Tyrozínkináza JAK2 je aktivovaná celou škálou špecifických 
cytokínov a pôsobí ako aktivátor JAK/STAT signálnej dráhy, 
ktorá následne reguluje bunkovú proliferáciu a diferenciáciu 
najmä hematopoetických a imunitných buniek(5).

V patogenéze myeloproliferatívnych neoplázií sa najčas-
tejšie vyskytuje somatická mutácia JAK2 génu vedúca k zá-
mene bázy G za T na nukleotide 1849 v exóne 14 pseudoki-
názovej domény JH2, čo predstavuje zámenu aminokyseliny 
valín za fenylalanín v kodóne 617 (JAK2V617F)(6,7). Mutácia ve-
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die ku konštitutívnej aktivácii JAK2 s následnou hypersen-
zitivitou na  cytokíny a  k  aktivácii cytokínových receptorov 
nezávisle od väzby ligandu, a teda k nekontrolovanej hema-
topoetickej transformácii a proliferácii(6).

Na báze mutácie JAK2V617F a  deregulácie JAK/STAT 
kaskády je objasnených približne 60  % BCR-ABL negatív-
nych MPN(7). Frekvencia homozygotných mutácií JAK2 va-
ríruje medzi 25 – 30 % v prípade PV a PMF, zatiaľ čo pri ET 
je zastúpenie homozygotných mutácií raritné a predstavuje 
približne 2-4 % všetkých prípadov ET. Prítomnosť homozy-
gotných mutácií pri PV a ET je asociovaná s vyšším rizikom 
progresie do myelofibrózy(8).

MPL 
Napriek tomu, že v myeloproliferatívnych neopláziách do-

minuje mutácia JAK2V617F, s nižšou frekvenciou sa vyskytujú 
aj mutácie iných génov spriahnutých s myeloproliferáciami. 
Jednou z nich je mutácia v géne MPL, ktorý kóduje trom-
bopoetínový receptor (MPL) viažuci na seba trombopoetín 
(TPO). Ich väzba vedie k homodimerizácii receptora, aktivá-
cii JAK2, fosforylácii MPL a stimulácii signalizačnej kaskády 
JAK/STAT, regulujúcej proliferáciu a diferenciáciu buniek(9).

Doposiaľ bolo identifikovaných viacero mutácií MPL génu, 
pričom dve najčastejšie, t. j. mutácia v kodóne 515, označo-
vaná ako MPLW515L (zámena tryptofánu za leucín) a MPLW515K 
(zámena tryptofánu za lyzín), sa vyskytujú v exóne 10. Výsled-
ným efektom MPL mutácií je aktivácia trombopoetínového 
receptora bez prítomnosti ligandu. Výsledkom je mobilizácia 
tyrozínkináz a stimulácia JAK/STAT signálnej cesty(10). Mutá-
cie sú väčšinou v heterozygotnom stave, homozygotný stav 
sa spája s progresiou ochorenia a fibrózou kostnej drene(11).

Prítomnosť MPL mutácií súvisí s ET a PMF, preto sa diag-
nostika daných mutácií odporúča u pacientov s negatívnou 
mutáciou JAK2V617F. V raritných prípadoch bola preukázaná 
prítomnosť oboch typov, t. j. MPL i JAK2V617F mutácií(12).

Kalretikulín
V  roku 2013 bol identifikovaný gén kódujúci kalretikulín 

(CALR), ktorého mutácie boli zistené u pacientov s myeloproli-
feratívnymi neopláziami, vykazujúcich JAK2 negativitu, v 25 % 
u pacientov s ET a v 36 % s PMF(13,14). V súčasnosti je známych 
približne 50 typov mutácií CALR, hoci až 80 % zo všetkých 
predstavujú dve najčastejšie, t. j. delécia 52bp (del52; c.1092_
1143del; L367fs*46) a inzercia 5bp (ins5; c.1154_1155insTT-
GTC; K385fs*47), označované aj ako typ 1 a typ 2.

Predpokladá sa, že mutácie CALR zohrávajú kľúčovú úlo-
hu vo vývoji MPN aktiváciou MPL cez JAK/STAT signálnu 
cestu(15). Mutácie CALR typu 1 sa vyskytujú častejšie v PMF 
a sú spojené s priaznivejšou prognózou, predĺženým celko-
vým prežívaním v porovnaní s  inými formami PMF, pri kto-
rých nie je prítomná mutácia CALR. Naopak, mutácie typu 
2 sú viac zastúpené pri ET a  fenotypovo sú porovnateľné 
s JAK2V617F mutáciou(16). Pacienti s ET a mutáciou CALR typu 
2 majú vyššie množstvo trombocytov. Riziko progresie ET do 
myelofibrózy je zvýšené pri mutáciách typu 1(16).

Prídavné mutácie myeloproliferatívnych neoplázií
Ako prídavné mutácie sa označujú tie, ktoré nespada-

jú do kategórie kľúčových mutácií sprevádzajúcich ocho-
renie MPN, teda mutácie iné než v génoch JAK2, MPL ale-

bo CALR(17). Mutácie boli roztriedené do kategórií podľa ich 
hlavnej funkcie, t. j. na modifikátory chromatínu, komponen-
ty spliceozómového komplexu, modifikátory DNA metylácie, 
tumorsupresory a regulátory transkripcie. Tieto mutácie ma-
jú jednoznačne patogénny charakter, zapájajú sa do progre-
sie ochorenia, leukemickej transformácie, vo zvýšenej miere 
sú exprimované v blastovej fáze MPN a negatívne ovplyvňujú 
prežívanie pacientov s MPN(18). Frekvencia a zastúpenie mu-
tácií sú znázornené v tabuľke 2.

Záver
Vďaka objavom mutačných zmien a  ovplyvneniu JAK/

STAT signálnej cesty v  poslednom desaťročí nastal výraz-
ný pokrok v poznaní patofyziológie a diagnostiky MPN. Ho-
ci v súčasnosti existujú možnosti liečby, ktoré sú schopné do 
určitej miery kontrolovať priebeh ochorenia, stále absentuje 
„game changer“, ktorý by bol schopný eliminovať ochorenie 
u väčšiny pacientov. Leukemická transformácia zostáva na-
ďalej hlavnou komplikáciou MPN. Hoci na jednej strane doká-
žeme identifikovať riziká transformácie, na strane druhej stále 
nedokážeme zabrániť prechodu do akútnej leukémie v špe-
cifickej skupine pacientov s MPN. Diferenciálna diagnostika 
podtypov MPN je kľúčová pre správny monitoring pacientov 
a znamená úzku spoluprácu klinikov, genetikov a patológov. 
Pohľad na klinický priebeh ochorenia je významný aj vzhľa-
dom na manažment špeciálnych situácií, ako je predkoncepč-
ná starostlivosť, gravidita či predoperačná starostlivosť.
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Tabuľka 2. Frekvencia kľúčových a  prídavných mutácií v  mye-
loproliferatívnych neopláziách a  ich vplyv na leukemickú trans-
formáciu(19).

Mutačná skupina Gén PV ET PMF LT

„Driver“ mutácie
JAK2 98 % 52 % 62 % 60 %
CALR 0 % 26 % 22 % 21 %
MPL 0 % 4 % 5 % 13 %

Metylácia DNA

TET2 22 % 16 % 15 % 19 %
DNMT3A 2 % 6 % 9 % 3 %

IDH1 0 % 0 % 2 % 12 %
IDH2 2 % 1 % - 7 %

Modifikácia chromatínu
ASXL1 12 % 11 % 48 % 47 %
EZH2 0 % 3 % 6 % 15 %

Spliceozómový 
komplex

SRSF2 3 % 2 % 14 % 13 %
U2AF1 0 % 1 % 17 % 5 %
SF3B1 3 % 5 % 13 % 7 %

Tumorsupresory TP53 1 % 2 % 6 % 16 %
Regulátory transkripcie RUNX1 2 % 2 % 3 % 17 %

Skratky: PV – polycytémia vera, ET – esenciálna trombocytémia, 
PMF – primárna myelofibróza, LT – leukemická transformácia
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Genetická analýza abortov
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Spontánny potrat je pomerne častý jav a postihuje približne každú 5. ženu v reprodukčnom veku. Spontánnym 
potratom je ukončených približne 20 % klinicky potvrdených tehotenstiev. Častou príčinou vnútromaternicovej 
retardácie a následného odumretia plodu či abortu sú genetické príčiny. Polovica spontánnych potratov v prvom 
trimestri a približne 30 % spontánnych potratov v neskorších týždňoch tehotenstva vzniká následkom chromo-
zómových aberácií, najčastejšie aneuploidií. K abortom môže dôjsť okrem aneuploidií následkom štruktúrnych 
chromozómových aberácií. Sú to rôzne delécie, duplikácie, inverzie či vyvážené translokácie. Pomocou rôznych 
genetických metód sa vyšetruje možná príčina spontánneho potratu.
Kľúčové slová: spontánny potrat, genetická analýza, 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
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Úvod
Častými príčinami abnormálneho vývinu plodu sú okrem ne-

genetických príčin (infekcie, hematologické príčiny, materské 
anatomické a fyziologické anomálie, environmentálne vplyvy) 
práve genetické príčiny. Väčšie či menšie zmeny v štruktúre 
chromozómu môžu viesť k narodeniu postihnutého dieťaťa, 
k odumretiu plodu a spontánnym potratom. Mnohokrát k nim 
dochádza následkom numerických zmien buď celých chromo-
zómov, alebo ich častí. Rôzne štruktúrne aberácie chromozó-
mov u plodu môžu vzniknúť následkom vyváženej štruktúrnej 
chromozómovej aberácie u jedného alebo u obidvoch rodičov. 
Fenotypovo bezpríznakoví rodičia sú prenášačmi týchto gene-
tických zmien, ktoré sa v priebehu redukčného delenia môžu 
premeniť na nebalansovanú aberáciu u plodu. Genetická ana-
lýza napomáha detekcie týchto genetických príčin.

Spontánny potrat
Podľa vyhlášky MZSR (Ministerstva zdravotníctva Sloven-

skej Republiky) č. 22/1988 Zb. ide o samovoľný potrat, ak 
hmotnosť plodu nedosiahne 500 g a prežívanie plodu je ma-
ximálne 24 hodín alebo ak sa plod narodí bez známok života 
(dýchanie, srdcová činnosť, pohyby svalstva, pulzácia pupoč-
níka) s maximálnou hmotnosťou 1 000 g(1). Spontánne po-
traty sa podľa týždňa tehotenstva delia na včasné, skoré (do 
12. týždňa) a neskoré (medzi 12. – 28. týždňom)(2). O  izo-
lovanom potrate hovoríme, ak k potratu dôjde náhodne len 
raz. U žien s tromi alebo viacerými potratmi za sebou pred 
20. týždňom tehotenstva hovoríme o habituálnom potráca-
ní, ktoré postihuje asi 2 – 5 % párov.

Genetické príčiny porúch vnútromaternicového 
vývoja a abortov

Prenatálny vývoj je obdobie života od oplodnenia až po 
narodenie. Pri poruche vnútromaternicového vývoja môžu 
vznikať rôzne vrodené chyby. Funkčné (metabolické ocho-
renia) sú diagnostikované väčšinou až po narodení dieťaťa, 
kým štruktúrne už počas vnútromaternicového vývoja. Exis-
tuje celá škála rôznych faktorov vedúcich od poškodenia až 
po odumretie plodu.

Genetické príčiny vnútromaternicových vývojových porúch 
majú základ pri tvorbe gamét. Každá bunka obsahuje jadro, 
v ktorom je uložená genetická informácia v podobe chromo-
zómov. Počas ich mitotického či meiotického delenia môže 
dochádzať k poruchám v počte alebo štruktúre chromozó-
mov. Mutácie konkrétneho génu alebo súboru génov vznika-
jú de novo alebo sú zdedené od rodičov(3).

Chromozómové aberácie 
K abortom dochádza veľakrát následkom chromozómo-

vých abnormalít plodu. Vznikajú väčšinou de novo násled-
kom náhodných chýb. K  poruchám dochádza v  štruktúre 
alebo v počte už konkrétnych chromozómov či chromozó-
mových úsekov autozómov alebo gonozómov. Rozdeľujeme 
ich na numerické a štruktúrne. 

Numerické chromozómové aberácie sú odchýlky od 
normálneho diploidného počtu 46 chromozómov. Zmeny 
v počte jednotlivých chromozómov nazývame aneuploidia-
mi a zmeny celých chromozómových súborov polyploidia-
mi. Polyploidné embryá, najmä triploidné (obrázok 1), odu-
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mierajú vo väčšine prípadov hneď v počiatkoch tehotenstva. 
Numerické aberácie vznikajú najmä nondisjunkciou v priebe-
hu I. alebo II. meiózy (obrázok 2). Homologické páry chromo-
zómov sa neoddelia, vznikajú gaméty s prebytočným alebo 
chýbajúcim chromozómom. Predčasná segregácia sester-
ských chromatíd (PSSC) rovnako patrí medzi mechanizmy 
chybného rozdelenia chromatíd. Vznikajú bunky s nadpočet-
nou alebo chýbajúcou chromatídou(4).

Aneuploidie sú najčastejšie chromozómové aberácie. 
Buď chýba jedna kópia chromozómu (monozómia), ale-

bo je prítomný jeden nadpočetný chromozóm (trizómia). 
K chybnej segregácii dochádza vo väčšej miere pri malých 
chromozómoch, najčastejšie 21. chromozómu, 22. chromo-
zómu a Y chromozómu(5). V prípade intrauterinných rasto-
vých a vývojových retardácií či spontánnych abortov je ich 
výskyt častý. V skorých štádiách tehotenstva (do 10. t. t.), 
v embryonálnej fáze vnútromaternicového vývoja, je výskyt 
týchto aberácií vyšší(6). Z prvotrimestrálnych spontánnych 
abortov je čistá línia trizómie 16. chromozómu najčastejšia 
(16 %). Je so životom nezlučiteľná. Plod s mozaikovou for-
mou trizómie 16. chromozómu sa mnohokrát narodí s mi-
nimálnymi následkami a miernymi malformáciami(7). Dete-
govanými aberáciami u potratených plodov sú aj trizómie 
22. a 9. chromozómu a so životom nezlučiteľné trizómie 1., 
19. a 20. chromozómu. Monozómia X chromozómu (Turne-
rov syndróm) (obrázok 3) a Klinefelterov syndróm (XXY syn-
dróm) patria medzi gonozómové aberácie vedúce k pred-
časným potratom.

Štruktúrne chromozómové aberácie sú výsledkom chro-
mozómového zlomu a následného nesprávneho opätovné-
ho spojenia chromozómových segmentov či výmenou ne-
homologických chromozómových úsekov (porucha crossing 
overu). Vyskytujú sa zriedkavejšie ako numerické chromozó-
mové aberácie. Pôvod môžu mať v gamétach, vtedy hovorí-
me o zárodočných aberáciách. O získaných aberáciách ho-
voríme, ak majú pôvod v somatických bunkách. Dochádza 
k strate, získaniu či presunu genetického materiálu v  rám-
ci chromozómu alebo medzi chromozómami. Rozdeľujeme 
ich na vyvážené (balansované), keď nedochádza k  strate 
alebo zisku genetického materiálu, alebo nevyvážené (ne-
balansované), keď dochádza k zmene množstva genetické-
ho materiálu. Štruktúrne balansované (vyvážené) transloká-
cie u rodičov môžu viesť až k opakovaným abortom. U párov 
s abnormálnym karyotypom sa zvyšuje pravdepodobnosť, že 
sa im narodí dieťa s genetickou poruchou. Frekvencia ich 
výskytu u potratených plodov je zhruba 4 %(8). Medzi ne za-
raďujeme inverzie, recipročné či Robertsonove transloká-
cie (obrázok 4), delécie či duplikácie, izochromozóm či ring 
chromozóm.

Obrázok 1. Triploidia 69,XXY (Medirex, a. s.)

Obrázok 2. Nondisjunkcia počas meiotického delenia, typy vzni-
kajúcich gamét

Obrázok 3. Monozómia X chromozómu – 45,X (Medirex, a. s.)
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Placentárny mozaicizmus 
Mozaicizmus je stav, keď v organizme sú prítomné mini-

málne 2 bunkové línie s odlišnou chromozómovou výbavou. 
Vzniká genotypová a  fenotypová heterogenita medzi rôz-
nymi tkanivami(9). Mozaiky sa týkajú väčšinou štruktúrnych 
chromozómových aberácií. Čím je vyššie percento patolo-
gickej línie, tým sú klinické prejavy u nositeľa ťažšie. Placen-
tárny mozaicizmus vzniká pri vývoji embrya. Z aneuploid-
ných buniek vznikne placenta, kým z buniek s normálnym 
karyotypom vznikne plod. Fetálne a placentárne bunky majú 
odlišné chromozómové zastúpenie. Placenta s aberantnou 
chromozómovou výbavou svoju funkciu nemusí správne vy-
konávať, následkom toho plod nie je dostatočne vyživova-
ný a odumiera(10).

Submikroskopické príčiny spontánnych potratov 
Príčina opakovaných potratov dlho nebola objasnená. 

Skúmaním prípadov idiopatických opakovaných abortov sa 
prišlo na to, že na vine môžu byť submikroskopické zmeny 
genetického materiálu. CNV (copy number vatiant) sú štruk-
túrne varianty, rôzny počet opakovaní tej istej DNA sekven-
cie. Ich veľkosť varíruje od 50 bp po Mb(11). Ide o bežnú sú-
časť genetickej informácie, ktorá je základom pre vytvorenie 
populačnej diverzity. Dôležitú úlohu hrajú aj v evolúcii, rôz-
nych biologických procesoch, ale aj v rozvoji rôznych ocho-
rení(12). Ide najmä o benígne varianty, ktoré nie sú kauzálne 
pre žiadne ochorenie, v populácii je ich zastúpenie väčšie ako 
1 %. Dedia sa medzi generáciami. CNV zdedené od bezprí-
znakového rodiča môže pri vývoji embrya viesť k narušeniu 
génu či viacerých génov. Submikroskopické aberácie sú aso-
ciované s kongenitálnymi a neurodegeneratívnymi ochore-
niami. Môžu ovplyvniť efekt génovej dávky génov ovplyvňu-
júcich priebeh skorého tehotenstva, môžu narušiť normálnu 
segregáciu chromozómov, a tým vznik aneuploidií.

Prenatálna genetická diagnostika abortov 
Prenatálna diagnostika je súbor vyšetrovacích metód, kto-

ré slúžia na skoré odhalenie vývojových a chromozómových 
porúch plodu. Rozdeľujeme ju na neinvazívnu a invazívnu.

Neinvazívne metódy zaraďujeme medzi vyšetrenia bez in-
štrumentačného zásahu do tela maternice. Neinvazívny ge-
netický test (NIPT – non-invasive prenatal test) skúma voľ-
nú fetálnu DNA (cfDNA – cell-free DNA) pochádzajúcu z krvi 
matky bez nutnosti odberu plodovej vody(13). Ide o skríningo-
vú metódu, v prípade pozitivity ju treba konfirmovať invazív-
nym odberom plodovej vody a následným genetickým vyšet-
rením.

O invazívnom genetickom testovaní hovoríme, ak sa vy-
konáva zásah do maternice pre zabezpečenie odberu vzor-
ky. Odoberá sa plodová voda v priebehu 2. trimestra (od 16. 
t. t.), alebo choriónové klky v skorších týždňoch (10. – 13. 
t. t.) tehotenstva. Zaraďujú sa medzi diagnostické metódy. 
Indikuje ich lekár genetik po genetickej konzultácii na zák-
lade presne určených kritérií opísaných v metodickom liste 
vydanom Slovenskou spoločnosťou lekárskej genetiky – In-
dikovanie cytogenetických a molekulárno-cytogenetických 
vyšetrení (doplnené 05/2021)(14). V prípade vzoriek spontán-
nych potratov je genetické vyšetrenie indikované, ak sa pred-
pokladá zistenie genetickej príčiny spontánneho potratu ale-
bo úmrtia plodu.

Genetické laboratórne metódy
Metodiky využívané v genetickej diagnostike sa delia na 

celogenómové a chromozómovo špecifické. Medzi celoge-
nómové patrí konvenčná cytogenetika, array-komparatívna 
genómová hybridizácia (array-CGH) a  sekvenovanie novej 
generácie (NGS). Medzi chromozómovo špecifické techni-
ky patrí fluorescenčná in situ hybridizácia (FISH) a kvantita-
tívna fluorescenčná PCR (QF-PCR). Ich kombinácia je najro-
zumnejšia voľba pre dosiahnutie najpresnejšieho výsledku. 
Správny odber vzorky (vzorka samotného plodu) je dôležitý. 
V prípade potratov v skorých štádiách je toto skoro nemož-
né, úplné oddelenie vzorky plodu od ostatného tkaniva je ná-
ročné. V prípade zamlčaného potratu je vhodný odber cho-
riónových klkov (CVS). Materiál sa ďalej spracováva podľa 
vyšetrovacej metodiky. Cytogenetické vyšetrenie karyotypu 
konvenčnou cytogenetikou (karyotypovanie) vyžaduje kulti-
váciu vzorky tkaniva. Molekulovogenetické metódy vyžadujú 
izoláciu DNA plodu aj izoláciu DNA z krvi matky pre násled-
né vylúčenie kontaminácie.

Základnou metódou je cytogenetické karyotypovanie. 
Metodika je založená na G-pruhovaní, pomocou ktorého 
sa zviditeľnia metafázické chromozómy aj ich väčšie pre-
stavby. Rozlišovacia schopnosť štandardnej cytogenetic-
kej metódy je 5-10 Mb. Deteguje balansované aj nebalanso-
vané prestavby chromozómov, a to aj v mozaikovej forme. 
Zaujímavou alternatívou karyotypovania vďaka svojej spo-
ľahlivosti, citlivosti, nízkym nákladom, rýchlosti je metodi-
ka QF-PCR, ktorá rýchlo v  jednej reakcii dokáže amplifiko-
vať, detegovať a analyzovať krátke opakujúce sa sekvencie 
(STR) a konzervatívne sekvencie, ktorých počet a rozloženie 
v genóme sú veľmi variabilné a polymorfné. Deteguje naj-
častejšie numerické aberácie – aneuploidie chromozómov 
13., 15., 16., 18., 21., 22., X a Y v pomerne krátkom časovom 
horizonte (24 – 48 h).

Záver 
Spontánne potraty patria medzi časté a závažné teho-

tenské komplikácie. Uvádza sa, že len 30 % z celkového 

Obrázok 4. Robertsova translokácia – 45,XX,rob(13;14)(q10;q10) 
(Medirex, a. s.)
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počtu splodených plodov sa dožije pôrodu. Hlavne v prí-
pade včasných potratov sú ich príčinami rôzne genetické 
chromozómové aberácie. Práve prenatálna genetická diag-
nostika, či už invazívna, alebo neinvazívna, slúži na sko-
ré odhalenie týchto aberácií. Genetická diagnostika vzor-
ky potrateného plodu je potrebná z pohľadu manažmentu 
ďalších tehotenstiev. Ak sa podarí odhaliť príčinu, prehod-
notia sa možnosti, ako predísť možným potratom v nasle-
dujúcich graviditách.
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Metaplastické zmeny epitelu vybraných lokalít  
v gastrointestinálnom trakte
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1Ústav patologickej anatómie, Lekárska fakulta Univerzity Komenského v Bratislave
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Metaplastické zmeny patria z pohľadu zmien k adaptačným zmenám, ktorých úlohou je zabezpečenie funkcie 
jednotlivých tkanív aj pri zmenených vonkajších či vnútorných podmienkach. Sú to zmeny na mikroskopickej 
úrovni, poväčšine nedetegovateľné zobrazovacími metódami. Ako najčastejší typ metaplázie v GIT sa javí intes-
tinálna metaplázia, za ňou pseudopylorická/pylorická metaplázia. Jednotlivé typy majú svoje mimikry, čo doká-
že sťažiť a predĺžiť čas správne stanovenej diagnózy. Vďaka bežne používaným farbiacim metódam a imunohis-
tochémii dokážeme na základe typov mucínu v metaplastických bunkách odlíšiť jednotlivé typy. Táto prehľadová 
práca zdôrazňuje niektoré morfologické znaky, metaplastické lézie pažeráka, žalúdka a žlčníka, pričom pouka-
zuje na ich diagnostické kritériá a ich ďalší vývoj.
Kľúčové slová: metaplázia, dysplázia, 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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Úvod
Z komplexného pohľadu by sa dalo povedať, že ľudský or-

ganizmus je dokonale funkčným systémom, kde každá bun-
ka má svoje miesto, svoju funkciu. Stavba steny gastrointes-
tinálneho traktu je z histologického pohľadu predvídateľná, 
na povrchu prevažne so žľazovým epitelom. A práve tento 
epitel je vystavovaný veľkému množstvu vonkajších aj vnú-
torných vplyvov, čo za určitých okolností vedie k reverzibil-
ným zmenám povrchového epitelu, ktoré môžu predstavo-
vať diagnostický problém. Táto prehľadová práca zdôrazňuje 
niektoré morfologické znaky, metaplastické lézie pažeráka, 
žalúdka a žlčníka, pričom poukazuje na ich diagnostické kri-
tériá a ich ďalší vývoj.

Pažerák
Ezofág má rovnakú histologickú stavbu steny ako ostat-

né orgány v gastrointestinálnom trakte, až vnútornú výstel-
ku, ktorú tvorí dlaždicový, viacradový, nerohovatejúci epitel. 
Napriek tomu, že tento typ epitelu je odolnejší proti vonkaj-
ším vplyvom, pri chronickej iritácii dochádza k metaplastic-
kej premene, k vzniku Barrettovho pažeráka (BE). Hlavnou 
príčinou vzniku je prolongovaná iritácia skvamózneho epite-
lu žalúdočnými šťavami pri gastroezofágovom refluxe(1). No-

vý metaplastický žľazový epitel je odolnejší proti žalúdočnej 
kyseline, čím plní v prvom rade ochrannú funkciu.

Barrettov ezofág je považovaný za premalígny stav, kto-
rý je pod vplyvom pretrvávajúceho zápalu a iritácie ohrozený 
kumulatívnymi molekulárnymi zmenami, čo sa môže prejaviť 
ako ťažká dysplázia s prechodom do invazívneho adenokar-
cinómu(2). Diagnóza Barrettovho pažeráka sa stanovuje en-
doskopicky, avšak konečné slovo má bioptické vyšetrenie. 
Pri hodnotení biopsií pacientov s BE však patológovia čelia 
rôznym diagnostickým výzvam, ako sú reparačné zmeny, kto-
ré môžu napodobňovať alebo maskovať dyspláziu.

Hodnotenie metaplastických zmien
Metaplastické zmeny pažeráka sú v súčasnosti definova-

né Americkou gastroenterologickou asociáciou ako zmena 
distálneho epitelu pažeráka, pri ktorej pozorujeme sliznicu 
cylindrického typu v kombinácii s nálezom intestinálnej me-
taplázie (IM) (obrázok 1)(5). V rôznych častiach sveta sa však 
stretávame s odlišnými názormi týkajúcimi sa definície Bar-
rettovho pažeráka, čo sa týka prítomnosti IM alebo dĺžky po-
škodenia sliznice. Americká gastroenterologická asociácia 
(AGA), American College of Gastroenterology (ACG) a Európ-
ska spoločnosť gastrointestinálnej endoskopie (ESGE) po-



Prehľadové práce

772/2022

važujú prítomnosť IM za esenciálnu na stanovenie diagnó-
zy BE, zatiaľ čo Britská spoločnosť gastroenterológie (BSG), 
Ázijsko-pacifická pracovná skupina (APWG) a Benign Bar-
rett’s and Cancer Taskforce consensus group (BOB CAT) sa 
zhodli, že prítomnosť IM nie je pre diagnózu potrebná(4). Prí-
tomnosť IM v BE je spojená s vyššou frekvenciou mutácií aj 
s vyšším stupňom rizika premeny na ťažkú dyspláziu až ade-
nokarcinóm(6,7), avšak retrospektívne štúdie uvádzajú, že pa-
cienti s alebo bez IM mali podobné riziko vzniku neoplázie, 
navyše výsledky vyšetrení pri včasných resekciách pažeráka 
ukazujú, že adenokarcinómy sa vyvíjajú aj v teréne BE bez in-
testinálnej metaplázie(12,13).

Histologické úskalia Barrettovho ezofágu s intestinálnou 
metapláziou

IM pri Barrettovom pažeráku je najčastejšie nekomplet-
ného typu. Epitel sa skladá hlavne z pohárikovitých buniek 
rozptýlených medzi intermediárne mucinózne bunky v celej 
hrúbke sliznice (obrázok 2). Zrelé intestinálne bunky s dobre 
definovaným kefkovým lemom sú zriedkavé. Spolu s charak-
teristickou intestinálnou sliznicou môžu byť v Barrettovom 
pažeráku prítomné dva ďalšie typy slizníc, a to typ sliznice 
kardie a fundu žalúdka, ktorých rozloženie sa javí ako zonál-
ne(18).

Medzi zmeny, ktoré môžu imitovať pohárikovité bunky, pat-
ria poškodené foveolárne bunky obsahujúce objemné množ-
stvo cytoplazmatického mucínu, vďaka čomu si vyslúžili po-
menovanie pseudopohárikovité bunky (obrázok 3).

Foveolárne bunky môžu produkovať dostatočne kyslý mu-
cín, ktorý má modrý odtieň ako pohárikovité bunky a stáva-
jú sa cylindrickými modrými bunkami. Hlavným rozdielom je 
ich morfológia – mnohovrstvový epitel vzhľadu nezrelých 
skvamóznych buniek s  povrchovou vrstvou cylindrických 
modrých buniek.

Mnohovrstvový skvamoidný epitel taktiež môže imitovať 
pohárikovité bunky.

Všetky tri typy buniek simulujúcich pohárikovité bunky na-
chádzame difúzne na povrchu epitelu na rozdiel od poháriko-
vitých buniek, ktoré sú typicky roztrúsené jednotlivo na poza-
dí foveolárneho epitelu.

Pri odlíšení pravých pohárikovitých od pseudopoháriko-
vitých buniek môže byť nápomocné kombinované farbenie 
PAS a AM (ALPAS). Kyslý hlien v pravých pohárikovitých bun-

Obrázok 1. Intestinálna metaplázia pažeráka, HE, 50x (University 
of Michigan Virtual slide box)

Obrázok 2. Barrettov pažerák s  intestinálnou metapláziou 
a pohárikovitými bunkami. HE 200x, UPA LFUK

kách sa pritom znázorní modrofialovo, kým neutrálny hlien 
v pseudopohárikovitých bunkách sa farbí ružovo. Imunohis-
tochémia môže v sporných prípadoch taktiež prispieť k odlí-
šeniu pohárikovitých a pseudopohárikovitých buniek, pričom 
tie druhé sú negatívne na MUC2 a CDX2 na rozdiel do pohá-
rikovitých buniek(7).

Pri diagnostike BE je vždy potrebné korelovať nález 
s miestom odberu bioptickej vzorky. Pri nádoroch v oblas-
ti ezofagogastrickej junkcie (EGJ) alebo v proximálnom ža-
lúdku je pôvod nádoru zriedkavo definovaný(19). AJCC/UICC 
Cancer Staging Manual uvádza, že všetky nádory s epicen-
trami do 2 cm od EGJ sa majú klasifikovať ako karcinóm pa-
žeráka, čo v podstate nanovo definuje mnohé kardiálne tu-
mory žalúdka ako nádory pažeráka(20).

Vývoj metaplastických zmien pažeráka
Najzávažnejšou komplikáciou Barrettovho pažeráka je je-

ho progresia do adenokarcinómu pažeráka, hoci táto kompli-
kácia sa vyskytuje len približne u 0,5 % pacientov. Táto kom-
plikácia je obzvlášť znepokojujúca vzhľadom na prognózu 
pacienta, keďže sa uvádza len 25 % 5-ročné prežívanie pri 
adenokarcinóme pažeráka(21).

Dysplázia súvisiaca s Barrettovým pažerákom sa hodnotí 
pomocou 2-stupňového systému hodnotenia (nízky a vyso-
ký stupeň) (obrázok 4). Dôležité je odlíšiť BE bez dysplázie 
a s dysplastickými zmenami. Samotný BE vykazuje maturá-

Obrázok 3. Metaplázia sliznice pažeráka. Hlava šípky ukazuje na 
pseudopohárikovité bunky, HE 400x(7)
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ciu povrchových buniek, pričom bunky v spodných častiach 
epitelu môžu mať mierne zväčšené jadrá, znaky atypií sú 
nepočetné. Pri dysplastických zmenách dochádza celkovo 
k zvýšeniu počtu žliazok so stratou povrchovej maturácie, 
podobne ako pri kolorektálnych adenómoch.

Medzi dysplastickými zmenami sa objavila aj kategória 
„neurčitý nález pre dyspláziu“ (IDN). Tento pojem zahŕňa všet-
ky zmeny na sliznici, pri ktorých nie je možné rozhodnúť, či 
tieto zmeny vznikli na základe zápalu alebo regenerácie ale-
bo predstavujú skutočné neoplastické lézie. Špecifické diag-
nostické kritériá pre túto kategóriu nie sú jasne stanovené 
a jeho klinický význam a manažment nie sú dostatočne pre-
študované. Z toho vyplýva, že diagnóza neurčitej dysplázie 
by sa mala obmedziť na prípady, v ktorých sú zmeny príliš 
výrazné, na negatívne, ale nie dostatočné na dyspláziu (ob-
rázok 5)(22).

Na druhom konci stupnice však môže byť ťažké rozlíšiť 
medzi neurčitou kategóriou dysplázie a dyspláziou nízkeho 
stupňa.

Žalúdok
Vzhľadom na vysokú životnú úroveň v  západných čas-

tiach sveta patrí žalúdok svojím uložením aj funkciou k často 
a ťažko skúšaným orgánom. Z anatomického pohľadu sa je-
ho stavba veľmi nelíši od ostatných orgánov GIT, výrazne sa 
odlišuje svojou histologickou stavbou sliznice. V žalúdku sa 
nachádzajú 3 typy žliaz; žliazky kardie, gastrické a pyloric-
ké, pomenované podľa časti žalúdka, v ktorej sa nachádzajú.

Patologické stavy sliznice žalúdka
Atrofická gastritída (obrázok 6) je stav charakterizovaný 

chronickým zápalom žalúdočnej sliznice s atrofiou, so stra-
tou žliazok a s rozvojom metaplázie(23). Existujú dva typy: au-
toimunitná metaplastická atrofická gastritída (AMAG) a en-
vironmentálna metaplastická atrofická gastritída (EMAG), 
ktorú bežne spôsobuje Helicobacter pylori.

AMAG je forma metaplastickej (chronickej) atrofickej 
gastritídy, ktorá vedie k  nahradeniu normálnej oxyntickej 
sliznice atrofickou a metaplastickou sliznicou, čo vedie k at-
rofickej gastritíde s prevahou v korpuse žalúdka, k zníženiu 
alebo úplnej strate produkcie kyseliny a pepsínu a strate vnú-
torného faktora, ktorý môže progredovať do závažnej formy 
anémie s nedostatkom vitamínu B12

(24).

Obrázok 4. Barrettov ezofág s HG dysplastickými zmenami, HE, 
100x (University of Michigan Virtual slide box)

Obrázok 5. Ezofág s reaktívnymi zmenami v kategórii IND. HE, 
100x (WebPatholgy)

EMAG sa začína v antre a neskôr sa rozširuje na telo a fun-
dus, v takomto prípade hovoríme o multifokálnej atrofickej 
gastritíde. Príčinou tejto atrofie je infekcia H. pylori alebo 
nesprávne diétne faktory (fajčenie, korenené a slané jedlá, 
dusíkaté zlúčeniny v potravinách)(25). Oba typy metaplázie, 
intestinálna aj pylorická/pseudopylorická, sú asociované so 
zvýšeným rizikom vzniku karcinómu žalúdka.

Histologický obraz oboch typov atrofickej gastritídy je veľ-
mi podobný. Základom je prítomnosť chronického zápalové-
ho infiltrátu v stenčenej sliznici, v ktorej nachádzame aj men-
ší počet žliazok často s metaplastickými zmenami. Hlavné 
a parietálne bunky oxyntickej sliznice sú nahrádzané pseu-
dopylorickým typom sliznice, ktorý sa nachádza v  oblasti 
pyloru. Epitelové bunky antrálnej sliznice sú nahrádzané in-
testinálnym typom buniek – pohárikovité bunky. Častá je aj 
hyperplázia G-buniek sliznice.

Atrofická gastritída a gastrická intestinálna metaplázia sú 
preukázané prekancerózne lézie pre adenokarcinóm žalúd-
ka črevného typu, o priamom spojení pseudopylorickej me-
taplázie so vznikom žalúdočného karcinómu sa však stále 
diskutuje(26,27). V spojení so vznikom IM žalúdka bolo pome-
novaných niekoľko rizikových faktorov, medzi ktoré patrí in-
fekcia Helicobacter pylori a súvisiaca genomika, genetické 
faktory hostiteľa, faktory prostredia, reumatologické poru-
chy, strava a črevný mikrobióm(27).

Obrázok 6. Atrofia sliznice tela žalúdka. HE, 200x. (Pathology out-
lines)
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Histológia metaplastických zmien žalúdočnej sliznice
Intestinálna metaplázia je definovaná ako zmena žalú-

dočného epitelu na intestinálny typ sliznice s pohárikovitými 
bunkami a kolumnárnymi mucinóznymi bunkami.

Intestinálna metaplázia 
Rozoznávame dva typy intestinálnej metaplázie – intesti-

nálna metaplázia typu tenkého čreva a typu kolonickej slizni-
ce. Väčšina prípadov IM sa dá klasifikovať ako kompletná 
alebo nekompletná metaplázia. Kompletný typ IM (obrá-
zok 7) sa podobá epitelu tenkého čreva a je charakterizovaný 
dobre vyvinutými pohárikovitými bunkami rozptýlenými me-
dzi cylindrické absorpčné bunky s charakteristickým kefko-
vým lemom. Panethove bunky nachádzame na dne krýpt(28). 
Pri nekompletnom type IM (obrázok 8) nachádzame pohári-
kovité bunky rôznej veľkosti a intervenujúce cylindrické bun-
ky tvoriace hlien bez kefkového lemu.

IM môže byť rozdelená aj na základe typu hlienu. Tento 
klasifikačný systém založený na type mucínu navrhli patoló-
govia Filipe a Jass, ktorý rozoznáva 3 typy gastrickej IM(29,30). 
Na ich detekciu používa špeciálne farbiace techniky bež-
ne používané v laboratóriách patológií. Farbením alciánová 
modrá (AM) spoločne s PAS (periodic acid schiff) rozlišuje 
neutrálne mucíny, ktoré sa farbia purpurovo a sú fyziologic-
ky prítomné v žalúdku, od kyslých mucínov, ktoré sa farbia 
na modro a bežne sú prítomné v črevnej sliznici. Kyslé mucí-
ny sa nenachádzajú v žalúdočnej sliznici, s výnimkou malého 
počtu buniek v oblasti krčka žliazky v oxyntickej sliznici. Far-
benie zamerané na prítomnosť obsahu diamínu železa (HID) 
v kombinácii AM zasa rozlišuje kyslé mucíny na sialomucí-
ny, ktoré sa farbia na modro a sú prítomné v tenkom a hru-
bom čreve, a na sulfomucíny, ktoré sa farbia do hneda a pre-
vládajú v hrubom čreve(27). Imunohistochemicky kompletná 
metaplázia exprimuje intestinálne typy mucínu, kefkový lem 
môžeme dokázať aj farbením CD10, avšak MUC1, MUC5AC 
a MUC6 má zníženú expresiu. Pri inkompletnej metaplázii vy-
chádzajú v kombinácii gastrický mucín a MUC2(26).

IM typ I predstavuje kompletnú intestinálnu metapláziu, 
IM typ II a  III predstavuje, naopak, inkompletnú, kolononic-
kú metapláziu(26). Keďže vývoj karcinómu žalúdka je poma-
lý a nepredvídateľný proces a práve intestinálna metaplázia 
je ľahko rozpoznateľným markerom atrofie, javí sa subtypi-

Obrázok 7. Kompletná intestinálna metaplázia žalúdka. HE, 
200x(27) (šípka – kefkový lem buniek, hlava šípky Panethove bunky 
na dne krýpt

Obrázok 8. Inkompletná intestinálna metaplázia žalúdka (hlava 
šípky – intracytoplazmatický mucín). HE, 200x(27) 

zácia intestinálnej metaplázie pomocou spomínaného far-
benia výhodná na identifikovanie pacientom s rôznym rizi-
kovým potenciálom. Črevná metaplázia podtypu III sa často 
považuje za prekurzorovú léziu adenokarcinómu žalúdka in-
testinálneho typu(27).

Pylorická/pseudopylorická metaplázia 
Pri kontinuálnom zápale a  postupnej atrofii dochádza 

k progresívnej strate parietálnych buniek, čoho dôsledkom 
dochádza k zmene oxyntickej sliznice. Pylorickú/pseudopy-
lorickú metapláziu tvorí pylorická sliznica nachádzajúca sa 
na mieste, kde by mala byť fyziologická sliznica fundu ža-
lúdka(31).

Pri diagnostike pylorickej a pseudopylorickej metaplázie 
si môžeme pomôcť imunohistochémiou s použitím imuno-
farbiva pepsinogén I (PG I), MUC6 aj TFF2 markerom. Pepsi-
nogén I je exprimovaný v mucinóznych a hlavných bunkách 
fundu žalúdka na rozdiel od antrálnej sliznice. Pylorická me-
taplázia je v základnom farbení H&E morfologicky rovnaká 
ako pôvodná pylorická sliznica a v imunohistochemickom 
farbení je pozitívna na MUC6 a negatívna na PG I. Pseudo-
pylorická metaplázia je tiež v základnom farbení H&E rovna-
ká ako pôvodná pylorická sliznica, ale imunohistochemicky 
vykazuje pozitivitu na PG I, zatiaľ čo pylorická metaplázia 
je negatívna na tento marker(35). Bohužiaľ, v mnohých prá-
cach neboli pylorické a pseudopylorické metaplázie opísa-
né oddelene a často sa považujú za rovnocenné „pylorické 
alebo pseudopylorické metaplázie“(36). Podľa Wada a spol. 
by sa mali jednotky pylorická a pseudopylorická metaplázia 
používať samostatne. Ich zistenia naznačujú, že pseudo-
pylorická metaplázia sa vyskytuje najskôr v procese atro-
fie a potom sa mení na pylorickú metapláziu podľa progre-
sie atrofie(31).

Vývoj metaplázie žalúdka
Metaplázia žalúdka je potenciálne reverzibilnou adaptač-

nou zmenou, ale tak ako pri iných typoch metaplázie za ur-
čitých okolností dochádza k významným cytologickým zme-
nám, čím sa metaplázia posúva do ďalšieho levelu zmien, 
do dysplázie. Nádorové zmeny žalúdka sa vyvíjajú prostred-
níctvom dobre známej prekanceróznej kaskády: od atrofic-
kej gastritídy cez intestinálnu metapláziu, dyspláziu nízkeho 
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stupňa, dyspláziu vysokého stupňa až po vznik karcinómu, 
pričom pravdepodobnosť progresie sa zvyšuje s chronickým 
zápalom či pretrvávajúcou infekciou H. pylori(26).

Žlčník
Stena žlčníka je histologicky veľmi odlišná od zvyšku 

gastrointestinálneho traktu, čo sa stáva dôležitým pri stagin-
gu nádorov. V žlčníku chýba lamina muscularis mucosae aj 
submukóza. V žlčníku sa môžu vyvinúť rôzne typy hyperplas-
tických lézií a metaplastických zmien. K najčastejším typom 
epitelovej metaplázie patrí metaplázia s gastrickým a intes-
tinálnym typom epitelu. Odhliadnuc od diferenciálnodiag-
nostického významu má metaplázia úlohu ako potenciálna 
prekurzorová lézia pre vznik karcinómu. Diagnóza biliárnych 
lézií môže byť náročná, ale je nevyhnutná pre ďalší klinický 
manažment pacientov. Lézie žlčníka vykazujú široké spek-
trum morfologických zmien, ktoré mnohé môžu imitovať ná-
dorové ochorenie.

Histológia metaplastických zmien žlčníka
Metaplastické zmeny epitelu žlčníka sa považujú za 

prekurzory vzniku karcinómu žlčníka. V žlčových cestách 
nachádzame najčastejšie dva typy metaplázie: žalúdoč-
ný a črevný typ. Zriedkavo nachádzame aj iné typy, ako je 
skvamózny a pankreatický acinárny typ. Vznik metaplázií 
je spojený s vyšším vekom a prítomnosťou žlčových kame-
ňov(39). Žalúdočná metaplázia je najbežnejším typom me-
taplázie a nachádza sa asi v 50 % žlčníkov odstránených 
pre chronickú cholecystitídu alebo cholelitiázu(40). Ade-
nomatózna hyperplázia žlčníka je stav charakterizovaný 
hyperpláziou metaplastických žliazok pylorického typu bez 
bunkových atypií.

Gastrická metaplázia žlčníka je definovaná ako prítom-
nosť žliazok gastrického typu, samostatne alebo v skupin-
kách v lamina propria, alebo zriedkavejšie vo svalovine žlč-
níka. Žliazky môžu mať epitel pylorického, antrálneho alebo 
mucinózneho charakteru. Neuroendokrinné bunky sa môžu 
tiež vyskytnúť(41). Frekvencia výskytu gastrickej metaplázie 
po elektívnych cholecystektómiách pre zápal alebo chole-
cystolitiázu sa opisuje v rozsahu od 66 do 80 %(42).

Pylorická metaplázia (tiež nazývaná pseudopylorická) je 
najčastejším typom metaplastickej zmeny v žlčníku (obrá-

zok 9). Morfologicky vytvárajú malé rozvetvené žliazky, kryté 
cylindrickým alebo kubickým epitelom s bohatou svetlou cy-
toplazmou(43). Od pylorickej metaplázie treba odlíšiť adenóm 
z pylorických žliazok (pyloric gland adenoma), ktorý je histo-
logicky podobný, tvorí však makroskopicky identifikovateľ-
nú ohraničenú léziu (> 0,5 cm). Pylorický adenóm, tak ako aj 
metaplázia, vykazuje pozitivitu MUC6, adenóm môže byť na 
rozdiel od metaplázie aj CDX2 pozitívny. Je dôležité si uve-
domiť, že tieto žliazky majú skutočne výzor pylorických žliaz 
a od žliazok žlčníka sa odlišujú histologicky, histochemicky 
aj štrukturálne.

Metaplastické pylorické žliazky môžu byť prítomné v  la-
mina propria, nezriedka ich však nachádzame vo svalovej 
vrstve a pri seróze, môže byť zachytený aj perineurálny rast, 
ktorý imituje adenokarcinóm (obrázok 10)(41). Aj v týchto prí-
padoch sa však musíme vrátiť k hodnoteniu cytologických 
vlastností buniek, ktoré sú, pri tejto metaplázii, spravidla 
blandného vzhľadu.

Intestinálna metaplázia (IM) žlčníka je charakterizovaná 
prítomnosťou oblastí zložených z  črevných cylindrických 
buniek, pohárikovitých buniek, neuroendokrinných buniek 
a Panethových buniek s odlišnou expresiou mucínu (obrá-
zok 11). Tento typ metaplázie je oveľa menej bežný vo vzor-
kách z cholecystektómie ako pylorická metaplázia a bol za-
znamenaný približne v 30 % žlčníkov s cholecystitídou(39). 
Zvyčajne ide o „neúplnú“ metapláziu, pretože bunky zried-

Obrázok 9. Pylorická metaplázia žlčníka, HE, 400x(44) Obrázok 10. Pylorická metaplázia žlčníka v nervovom zväzku HE, 
200x(45)

Obrázok 11. Intestinálna metaplázia žlčníka. HE, 100x.
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Záver k morfologickým zmenám žlčníka
Koncept metaplázia – dysplázia – karcinóm sa dob-

re etabloval vo vývoji karcinómov vo viacerých častiach 
gastrointestinálneho traktu, žlčník nevynímajúc. Odhaduje 
sa zhruba 10-ročné obdobie, v ktorom prebieha táto zme-
na(51). Vzhľadom na úzku súhru medzi rozvojom karcinómu 
a chronickej cholecystitídy môžeme predpokladať, že zápal 
môže byť hlavným faktorom spúšťajúcim včasné metaplas-
tické zmeny v epiteli žlčníka, ktoré môžu postupne progre-
dovať(49,52). Takéto metaplastické zmeny ostávajú klinicky aj 
diagnosticky nemé. Práve absencia spoľahlivých biomarke-
rov a skríningových vyšetrení na rakovinu žlčníka v kombiná-
cii s biologicky agresívnym správaním tohto typu malignity 
vedie k zlej prognóze týchto pacientov(53).

ZÁVER
Mikroskopicky detegovateľné metaplastické zmeny patria 

z pohľadu zmien k adaptačným zmenám, zabezpečujú funk-
ciu jednotlivých tkanív pri zmenených podmienkach. Tieto 
zmeny sú v niektorých lokalitách gastrointestinálneho trak-
tu súčasťou kaskády metaplázia – dysplázia – karcinóm, na 
základe čoho dokáže gastroenterológ v spolupráci s patoló-
gom predvídať vývoj ochorenia a prispôsobovať tomu ma-
nažment pacienta.
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Obrázok 12. Dysplázia epitelu žlčníka. HE 100x (University of 
Michigan Virtual slide box)

kavo vykazujú zreteľný kefkový lem. Počiatočná lézia začí-
na ako niekoľko pohárikovitých buniek na povrchu sliznice, 
nie na dne krýpt. Nasleduje progresia lézie smerom nadol, 
ktorá môže dosiahnuť Rokitansky-Aschoffové sínusy. Imu-
nohistochemicky vykazuje tento typ metaplázie pozitivitu 
MUC2 a CDX2.

Vývoj metaplastických zmien žlčníka
Ako je spomínané aj v  predchádzajúcich častiach tejto 

práce, ani osud metaplázie žlčníka nie je odlišný. Dysplázia 
žlčníka (obrázok 12) je považovaná za preinvazívnu biliár-
nu neopláziu, bola zaznamenaná u 40 % až 60 % pacientov 
s  invazívnym karcinómom, u 30 % pacientov so sklerotizu-
júcou cholangitídou a náhodne u 1 až 3,5 % vzoriek po cho-
lecystektómii(39,48,49). Na rozdiel od ostatných lézií žlčníka je 
metaplázia a dysplázia nerozoznateľná použitím zobrazova-
cích metód.
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3Ústav lekárskej biológie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB, Lekárska fakulta, 
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4MEDIREX GROUP ACADEMY n.o., Nitra
5Ústav klinického a translačného výskumu, Biomedicínske centrum, Slovenská akadémia vied, 
Bratislava

Štúdie zamerané na inovácie diagnostických prístupov v oblasti personalizovaného manažmentu onkologic-
kých ochorení poukazujú na potrebu kontinuálneho progresu analýzy málo preštudovaných genomických variá-
cií, akou je práve variabilita krátkych tandemových repetícií (STR)/mikrosatelitov, označovaná ako mikrosatelito-
vá instabilita (MSI). Do popredia sa dostávajú alternatívne skríningové postupy využívajúce analýzu cirkulujúcich 
nukleových kyselín (cfDNA/ctDNA). Dôraz sa kladie na využitie potenciálu high-throughput technológií, akou je 
masívne paralelné sekvenovanie (MPS). Ukazuje sa, že komplexná genomická analýza mikrosatelitov môže 
zefektívniť proces stratifikácie pacientov s MSI asociovanými nádormi. V predkladanej práci diskutujeme o spô-
soboch analýzy MSI pomocou inovatívnych a menej invazívnych metód založených na tekutej biopsii, ako aj o ich 
benefitoch a limitáciách. Poukazujeme na súčasný stav diagnostiky MSI v onkologickej praxi so zreteľom na pre-
sun zo sféry konvenčných stratégií k reaktívnym personalizovaným prístupom a cielenej prevencii.
Kľúčové slová: krátke tandemové repetície, mikrosatelitová instabilita, masívne paralelné sekvenovanie, tekutá 
biopsia, extracelulárna 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 MSI-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
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Úvod
Krátke tandemové repetície (STR – z angl. short tandem 

repeats)/mikrosatelity patria medzi najrýchlejšie mutujúce 
oblasti v  ľudskom genóme a sú zdrojom genetickej variá-
cie, ktorá bola historicky dlhodobo podceňovaná. Dnes je už 
všeobecne známe, že sa spájajú s množstvom dobre opísa-
ných fenotypov a patologických stavov(1,2). Somatická STR 
variabilita nazývaná aj mikrosatelitová instabilita (MSI), je 
charakteristickým znakom niektorých onkologických ocho-
rení. Je definovaná ako zmena v dĺžke STR motívov (typicky 

tvorených 2 – 6 nukleotidovými opakovaniami zoradenými 
niekoľkokrát za sebou)(3). STR lokusy zvyknú akumulovať in-
dely (inzercie a delécie nukleotidov v menšom rozsahu) via-
cerých bázových párov v dôsledku zlyhania opravného mis-
match repair (MMR) mechanizmu(4). MSI sa vyskytuje zhruba 
v 10 – 15 % kolorektálnych, gastrických a endometriálnych 
karcinómov a menej často v iných solídnych nádoroch. Ten-
to fenotyp replikačnej chyby je považovaný za poznávacie 
znamenie dedičného predispozičného nádorového ochore-
nia, Lynchovho syndrómu (LS)(5). Nádory sú klasifikované na 
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vyšetrujúcich MSI v  onkológii je invazívnosť, nemožnosť 
opakovaného monitorovania, nedostupnosť alebo obťaž-
nosť bioptického vyšetrenia pri niektorých formách tumorov 
s neadekvátnym nádorovým tkanivom alebo ťažko dostup-
nou lokalizáciou(10,11) a v neposlednom rade neschopnosť re-
flektovania intratumorovej heterogenity (obrázok 1). Medzi 
technické obmedzenia môžeme zaradiť aj možnosť falošne 
pozitívnych, repsektíve falošne negatívnych výsledkov IHC 
analýz, ktoré vznikajú pri polymorfizmoch v STR lokusoch(12).

Z uvedených dôvodov sa čoraz väčší počet laboratórií sna-
ží zaradiť analýzu ctDNA do programov rutinného MSI skrí-
ningu(13,14). ctDNA obsahuje genomické alterácie, ktoré umož-
ňujú prekonanie intratumorovej heterogenity a  zachytenie 
MSI statusu na úrovni celého nádoru(15,16). Bolo pozorované, 
že disperzia počtu nestabilných STR lokusov nepriamo ko-
reluje s hustotou mutácií nadmerne zastúpených v aktívne 
transkribovaných oblastiach. Relatívna deplécia MSI v sta-
bilných polohách nukleozómov tiež hovorí, že konfigurácia 
chromatínu je hlavným determinantom jej distribúcie(17). Vy-
soká koncentrácia variability STR lokusov bola pozorova-
ná aj v regulačných génových oblastiach, ako sú promótory 
a enhancery, v aktívne transkribovaných oblastiach (euchro-
matín) a v rámci intergénových, intronických a 3’ neprekla-
daných oblastiach (3’ UTR), na rozdiel od neaktívneho kon-
štitutívneho heterochromatínu(18). Komplexná analýza MSI 
na úrovni celého genómu má zároveň potenciál transformo-
vať biomedicínsky dosah STR variability nad rámec bežných 
vyšetrení, s výraznou pridanou hodnotou pre onkologického 
pacienta. V prospech posunu diagnostiky MSI z oblasti reak-
tívnych prístupov k proaktívnemu skríningu na báze celoge-

základe proporcie nestabilných STR motívov do troch tried: 
MSI-H tumory a MSI-L tumory (podľa podielu instabilných 
motívov) a mikrosatelitovo stabilné tumory (MSS) bez dete-
govateľnej instability v analyzovaných STR motívoch. V sú-
časnosti sa objavuje konsenzus postačujúcej binárnej kla-
sifikácie: MSI a MSS(6), vzhľadom na podobnosť klinických 
aspektov medzi MSI-L a MSS malignitami(7). Pacienti s ná-
dormi s preukázanou MSI majú v porovnaní s MSS lepšiu 
prognózu v  skorých štádiách ochorenia a  znížený benefit 
z adjuvantnej chemoterapie na báze 5-fluorouracilu v II. a III. 
štádiu(8). Naopak, MSI predstavuje jeden z hlavných predik-
torov odpovede pacienta na inovatívne protinádorové terapie 
prostredníctvom inhibície imunitných kontrolných bodov(9).

Metódy detekcie MSI na báze tekutej biopsie
Konvenčné metódy detekcie prítomnosti MSI ako imu-

nohistochémia (IHC) a MSI-PCR sú stále najrozšírenejšími 
diagnostickými a skríningovými postupmi. Informačný po-
tenciál reflektujúci variabilitu v STR motívoch je však v tom-
to prípade limitovaný dostupnosťou nádorového aj referenč-
ného kontrolného tkaniva. Ich aplikácia je preto možná iba 
v  prípade už diagnostikovaných a  chirurgicky dostupných 
nádorov. Konvenčné a rutinne používané invazívne metódy 
sú tak čoraz častejšie suplované o menej invazívne techni-
ky s možnosťou využitia vysoko citlivého sekvenovania frag-
mentov cell-free DNA/cirkulujúcej tumorovej DNA (cfDNA/
ctDNA), extrahovaných z periférnej krvi. Ich benefit spočí-
va práve v detekcii MSI bez potreby predošlej znalosti o prí-
tomnosti, lokalizácii a chirurgickej dostupnosti tumoru. Spo-
ločným menovateľom štandardných diagnostických testov 

Obrázok 1. Tkanivová biopsia analyzuje diskrétnu časť nádoru a nemusí zachytiť komplexnú mieru intratumorovej heterogenity (iba 
modré bunky). Je známe, že DNA z celého nádoru je konštantne uvoľňovaná do krvného obehu. Tekutá biopsia tak dokáže zachytiť  
ctDNA z celej populácie nádorových buniek (červené, modré a zelené bunky). S využitím prístupov na platforme MPS v kombinácii s te-
kutou biopsiou je tak možné v jednom skríningovom teste analyzovať instabilitu v širšom spektre STR lokusov (v desiatkach až tisíckach 
STR motívov naprieč genómom). Takéto diagnostické stratégie poskytujú najreprezentatívnejšiu metódu pre personalizovaný, predik-
tívny a cielený skríning MSI, ktorý môže predstavovať ľahko implementovateľný doplnok iných diagnostických testov vychádzajúcich 
z podstaty analýzy ctDNA/cfDNA a celogenómového MPS (vytvorené pomocou BioRender.com).
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nómového sekvenovania cirkulujúcich cfDNA/ctDNA hovoria 
štúdie preukazujúce vysokú mieru zhody v porovnaní s kon-
venčnou tkanivovou biopsiou(19,20).

Potenciál využitia v  manažmente pacientov(21,22), ako aj 
testovanie MSI prostredníctvom ctDNA alebo cfDNA je stá-
le v štádiu vývoja. Pred ich implementáciou je potrebné vy-
riešiť viaceré výzvy. Miľníkom, ktorý stojí v aktívnejšom intro-
dukovaní nových prístupov priamo k pacientovi je absencia 
štandardizovaných procedúr, protokolov a  postupov ohľa-
dom odberu, prípravy, spracovania, uskladnenia a validácie 
vzoriek v dostupných štúdiách. Tieto metodologické aspek-
ty dokážu signifikantne ovplyvniť následné analýzy cfDNA/
ctDNA a môžu viesť k biasom pri porovnávaní postupov na-
prieč štúdiami(23,24). Napriek tomu, že tekutá biopsia môže byť 
diagnosticky spoľahlivou alternatívou s preukázateľne vyso-
kou senzitivitou a špecificitou(19,20), boli opísané aj niektoré jej 
limitácie(25). Problémom sú najmä nádory s nízkou koncen-
tráciou cirkulujúcich tumorových buniek a tiež tumory, kto-
ré uvoľňujú nízke koncentrácie fragmentov ctDNA do krvné-
ho obehu(26).

Medzi dostupné testy využívajúce cfDNA patrí napríklad 
OncoLBx, vytvorený ako kombinácia jednomolekulového sek-
venovania (SMSEQ) a panela, ktorý pozostáva zo 75 génov 
a 5 homopolymérnych markerov. Validačné testy preukázali, 
že OncoLBx dokáže detegovať variantné alely s frekvenciou 
≥ 0,1 % pre SNV a indely, ≥ 0,5 % pre fúzie, ≥ 4,5 % pre CNV 
a ≥ 2 % pre MSI, pričom vykazuje špecifickosť ≥ 99,99 % pre 
všetky typy variantov(27). Willis et al. demonštrovali robust-
nosť svojho prístupu pre detekciu MSI pomocou FDA schvá-
leného testu Guardant360® CDx (Guardant Health, Redwood 
City, CA, USA). Preukázal vysokú citlivosť v porovnaní s metó-
dami založenými na tkanivovej biopsii(19). Sľubným sa zdá aj 
prístup pre paralelnú a neinvazívnu detekciu MSI a nádorovej 
mutačnej záťaže/nálože, ktorý je vysoko efektívny v predik-
cii protinádorovej odpovede na imunoterapiu. Vo validačných 
analýzach dosiahol 100 % senzitivitu a špecificitu na páro-
vých vzorkách nádorového a zdravého tkaniva(28). Rovnaké 
hodnoty zaznamenal aj FoundationOne® Liquid CDx (Foun-
dation Medicine, Cambridge, MA, USA)(29).

Vzhľadom na vysokú mieru fragmentácie a  nízku frak-
ciu ctDNA v krvi (0,01 % v skorých štádiách rakoviny) spo-
lu s technickými artefaktmi generovanými počas laboratór-
neho spracovania, sú potrebné robustné, validované a veľmi 
citlivé hodnotiace algoritmy a bioinformatické nástroje (26,29). 
S  využitím panela ColonCore a  bioinformatického nástro-
ja bMSISEA (blood MSI signature enrichment analysis) bola 
preukázaná testovacia senzitivita 94,1 % a špecificita 100 % 

s  minimálnou frakciou ctDNA 0,4  %. Daný algoritmus je 
schopný užívateľovi poskytnúť výstup v podobe binárnej kla-
sifikácie vzoriek na MSI, respektíve MSS(30). Nástroj MSIsen-
sor-ct(31) vychádzajúci z MPS dát cfDNA dosiahol 100 % kore-
láciu s konvenčnými prístupmi, a to už pri minimálnej frakcii 
ctDNA nad 0,05 % a hĺbkou pokrytia viac ako 3 000x. Pri tých-
to špecifikáciách je hodnotiaci nástroj MSIsensor-ct schop-
ný spoľahlivej detekcie MSI. Skoré a včasné zachytenie MSI 
pomocou analýzy tekutej biopsie má tak široké klinické vyu-
žitie počas celoživotného sledovania nielen pacientov s ko-
lorektálnym karcinómom. Môže umožniť: (i) efektívnejší ma-
nažment pacientov s LS a ich asymptomatických príbuzných, 
ktorí majú zvýšené celoživotné riziko vzniku asociovaných 
malignít; (ii) lepšiu prognózu z hľadiska indikácie liečby pre 
pacientov s vysokou mierou instabilných STR lokusov; (iii) 
vynechanie fluorouracilovej, karboplatinovej, a cisplatinovej 
adjuvantnej chemoterapie u pacientov s diagnostikovanou 
MSI, a  to z dôvodu preukázateľne nízkej odpovede tumoru 
na dané formy terapie(8); a (iv) predikciu účinnosti inovatív-
nych liečebných prístupov na báze imunoterapie, s cieľom 
identifikovať takých jedincov, pre ktorých môže byť takýto typ 
personalizovanej liečby prospešný(10).

Zhrnutie
Analýza MSI pomocou tekutej biopsie a stratégie vychá-

dzajúcich z MPS predstavuje na základe dostupných štúdií 
sľubný prístup nielen v skorej detekcii, prediktívnej diagnos-
tike a cielenej prevencii, ale taktiež v manažmente protiná-
dorovej terapie a následného monitorovania odpovede. Ta-
kýto skríning ponúka možnosti pacientom so zvýšeným 
rizikom vzniku ochorenia súvisiaceho s MSI aj bez rodinnej 
anamnézy alebo pacientom, ktorých nádorové tkanivo je ne-
dostupné, prípadne môže byť jeho získanie kontraindikova-
né. Vďaka prekonávaniu rôznych technologických a bioinfor-
matických limitácií vychádzajúcich z podstaty repetitívnych 
STR motívov a cfDNA/ctDNA sú prístupy detekcie MSI čoraz 
bližšie k ich plnohodnotnej implementácii do rutinnej klinic-
kej diagnostiky.

Poďakovanie
Táto publikácia vznikla vďaka podpore v rámci Operačné-
ho programu Integrovaná infraštruktúra pre projekt: Cent-
rum pre biomedicínsky výskum – BIOMEDIRES - II. etapa , 
kód ITMS: 313011W428, spolufinancovaný zo zdrojov Eu-
rópskeho fondu regionálneho rozvoja.

LITERATÚRA
1.	 Buglyó G, Styk J, Pös O, et al. Liquid Biopsy as a Source of Nucleic Ac-
id Biomarkers in the Diagnosis and Management of Lynch Syndrome. Int 
J Mol Sci. 2022; 23. doi:10.3390/ijms23084284
2.	 Depienne C, Mandel J-L. 30 years of repeat expansion disorders: What 
have we learned and what are the remaining challenges? Am J Hum Gen-
et. 2021; 108: 764-785.
3.	 Chambers GK, MacAvoy ES. Microsatellites: consensus and contro-
versy. Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol. 2000; 126: 455-476.
4.	 Reyes GX, Schmidt TT, Kolodner RD, Hombauer H. New insights into 
the mechanism of DNA mismatch repair. Chromosoma. 2015; 124: 443-
462.

5.	 Buglyó G, Styk J, Pös O, et al. Liquid Biopsy as a Source of Nucleic Ac-
id Biomarkers in the Diagnosis and Management of Lynch Syndrome. Int 
J Mol Sci. 2022; 23. doi: 10.3390/ijms23084284
6.	 Redford L, Alhilal G, Needham S, et al. A novel panel of short mononu-
cleotide repeats linked to informative polymorphisms enabling effective 
high volume low cost discrimination between mismatch repair deficient 
and proficient tumours. PLoS One. 2018; 13: e0203052.
7.	 Phipps AI, Limburg PJ, Baron JA, et al. Association between molecu-
lar subtypes of colorectal cancer and patient survival. Gastroenterology. 
2015; 148: 77-87.e2.

http://paperpile.com/b/p3nsmx/ZKFA
http://paperpile.com/b/p3nsmx/ZKFA
http://paperpile.com/b/p3nsmx/ZKFA
http://dx.doi.org/10.3390/ijms23084284
http://paperpile.com/b/p3nsmx/u58k
http://paperpile.com/b/p3nsmx/u58k
http://paperpile.com/b/p3nsmx/u58k
http://paperpile.com/b/p3nsmx/vWSs4
http://paperpile.com/b/p3nsmx/vWSs4
http://paperpile.com/b/p3nsmx/QDmbX
http://paperpile.com/b/p3nsmx/QDmbX
http://paperpile.com/b/p3nsmx/QDmbX
http://paperpile.com/b/p3nsmx/96Fa0
http://paperpile.com/b/p3nsmx/96Fa0
http://paperpile.com/b/p3nsmx/96Fa0
http://dx.doi.org/10.3390/ijms23084284
http://paperpile.com/b/p3nsmx/plfVt
http://paperpile.com/b/p3nsmx/plfVt
http://paperpile.com/b/p3nsmx/plfVt
http://paperpile.com/b/p3nsmx/plfVt
http://paperpile.com/b/p3nsmx/L91nC
http://paperpile.com/b/p3nsmx/L91nC
http://paperpile.com/b/p3nsmx/L91nC


Prehľadové práce

86 2/2022

8.	 Battaglin F, Naseem M, Lenz H-J, Salem ME. Microsatellite instabili-
ty in colorectal cancer: overview of its clinical significance and novel per-
spectives. Clin Adv Hematol Oncol. 2018; 16: 735-745.
9.	 Rizzo A, Ricci AD, Gadaleta-Caldarola G. MSI-H/dMMR and cancer 
immunotherapy: current state and future implications. Expert Review 
of Precision Medicine and Drug Development. 2021. pp. 345-347. doi: 
10.1080/23808993.2021.1946391
10.	Lenz H-J, Van Cutsem E, Luisa Limon M, et al. First-Line Nivolumab 
Plus Low-Dose Ipilimumab for Microsatellite Instability-High/Mismatch 
Repair-Deficient Metastatic Colorectal Cancer: The Phase II CheckMate 
142 Study. J Clin Oncol. 2022; 40: 161-170.
11.	Marcus L, Lemery SJ, Keegan P, Pazdur R. FDA Approval Summary: 
Pembrolizumab for the Treatment of Microsatellite Instability-High Solid 
Tumors. Clin Cancer Res. 2019; 25: 3753-3758.
12.	Cohen R, Hain E, Buhard O, et al. Association of Primary Resistance to 
Immune Checkpoint Inhibitors in Metastatic Colorectal Cancer With Mis-
diagnosis of Microsatellite Instability or Mismatch Repair Deficiency Sta-
tus. JAMA Oncol. 2019; 5: 551-555.
13.	Styk J, Buglyó G, Pös O, et al. Extracellular Nucleic Acids in the Di-
agnosis and Progression of Colorectal Cancer. Cancers. 2022; 14. doi: 
10.3390/cancers14153712
14.	Gahan PB. Circulating Nucleic Acids in Plasma and Serum: Proceed-
ings of the 6th international conference on circulating nucleic acids in 
plasma and serum held on 9-11 November 2009 in Hong Kong. Springer 
Science & Business Media; 2010.
15.	Kasi PM. Mutational burden on circulating cell-free tumor-DNA test-
ing as a surrogate marker of mismatch repair deficiency or microsatel-
lite instability in patients with colorectal cancers. J Gastrointest Oncol. 
2017; 8: 747-748.
16.	 Gargalionis AN, Papavassiliou AG. Liquid Biopsies in Colorectal Can-
cer: Monitoring Genetic Heterogeneity. Trends Cancer Res. 2017; 3: 166-168.
17.	Kim T-M, Laird PW, Park PJ. The landscape of microsatellite instability 
in colorectal and endometrial cancer genomes. Cell. 2013; 155: 858-868.
18.	Cortes-Ciriano I, Lee S, Park W-Y, Kim T-M, Park PJ. A molecular por-
trait of microsatellite instability across multiple cancers. Nat Commun. 
2017; 8: 15180.
19.	Willis J, Lefterova MI, Artyomenko A, et al. Validation of Microsatel-
lite Instability Detection Using a Comprehensive Plasma-Based Genotyp-
ing Panel. Clin Cancer Res. 2019; 25: 7035-7045.

20.	Silveira AB, Bidard F-C, Kasperek A, Melaabi S, Tanguy M-L, Rodrigues 
M, et al. High-Accuracy Determination of Microsatellite Instability Com-
patible with Liquid Biopsies. Clin Chem. 2020; 66: 606-613.
21.	Kubiritova Z, Radvanszky J, Gardlik R. Cell-Free Nucleic Acids and 
their Emerging Role in the Pathogenesis and Clinical Management 
of Inflammatory Bowel Disease. Int J Mol Sci. 2019; 20. doi: 10.3390/
ijms20153662
22.	Szilágyi M, Pös O, Márton É, et al. Circulating Cell-Free Nucleic Acids: 
Main Characteristics and Clinical Application. Int J Mol Sci. 2020; 21. doi: 
10.3390/ijms21186827
23.	Pös Z, Pös O, Styk J, et al. Technical and Methodological Aspects of 
Cell-Free Nucleic Acids Analyzes. Int J Mol Sci. 2020; 21. doi:10.3390/
ijms21228634
24.	Neumann MHD, Bender S, Krahn T, Schlange T. ctDNA and CTCs in 
Liquid Biopsy - Current Status and Where We Need to Progress. Comput 
Struct Biotechnol J. 2018; 16: 190-195.
25.	Ding Y, Li W, Wang K, Xu C, Hao M, Ding L. Perspectives of the Appli-
cation of Liquid Biopsy in Colorectal Cancer. Biomed Res Int. 2020; 2020: 
6843180.
26.	Wang L, Ajani JA. Ushering in Liquid Biopsy for the Microsatellite 
Status: Advantages and Caveats. Clinical cancer research: an official 
journal of the American Association for Cancer Research. 2019. pp. 
6887-6889.
27.	Atkins A, Gupta P, Zhang BM, et al. Detection of Circulating Tumor 
DNA with a Single-Molecule Sequencing Analysis Validated for Targeted 
and Immunotherapy Selection. Mol Diagn Ther. 2019; 23: 521-535.
28.	Georgiadis A, Durham JN, Keefer LA, et al. Noninvasive Detection of 
Microsatellite Instability and High Tumor Mutation Burden in Cancer Pa-
tients Treated with PD-1 Blockade. Clin Cancer Res. 2019; 25: 7024-7034.
29.	Woodhouse R, Li M, Hughes J, et al. Clinical and analytical validation 
of FoundationOne Liquid CDx, a novel 324-Gene cfDNA-based compre-
hensive genomic profiling assay for cancers of solid tumor origin. PLoS 
One. 2020; 15: e0237802.
30.	Cai Z, Wang Z, Liu C, et al. Detection of Microsatellite Instability from 
Circulating Tumor DNA by Targeted Deep Sequencing. J Mol Diagn. 2020; 
22: 860-870.
31.	Han X, Zhang S, Zhou DC, et al. MSIsensor-ct: microsatellite instabili-
ty detection using cfDNA sequencing data. Brief Bioinform. 2021; 22. doi: 
10.1093/bib/bbaa402

Mgr. Jakub Styk
Vedecký park Univerzity Komenského

Ilkovičova 8, 841 04 Bratislava
e-mail: styk6@uniba.sk

http://paperpile.com/b/p3nsmx/mCffp
http://paperpile.com/b/p3nsmx/mCffp
http://paperpile.com/b/p3nsmx/mCffp
http://paperpile.com/b/p3nsmx/0Aof
http://paperpile.com/b/p3nsmx/0Aof
http://paperpile.com/b/p3nsmx/0Aof
http://dx.doi.org/10.1080/23808993.2021.1946391
http://paperpile.com/b/p3nsmx/9Iz5
http://paperpile.com/b/p3nsmx/9Iz5
http://paperpile.com/b/p3nsmx/9Iz5
http://paperpile.com/b/p3nsmx/9Iz5
http://paperpile.com/b/p3nsmx/A9Z4
http://paperpile.com/b/p3nsmx/A9Z4
http://paperpile.com/b/p3nsmx/A9Z4
http://paperpile.com/b/p3nsmx/2LnE
http://paperpile.com/b/p3nsmx/2LnE
http://paperpile.com/b/p3nsmx/2LnE
http://paperpile.com/b/p3nsmx/2LnE
http://paperpile.com/b/p3nsmx/18n2
http://paperpile.com/b/p3nsmx/18n2
http://dx.doi.org/10.3390/cancers14153712
http://paperpile.com/b/p3nsmx/ryux
http://paperpile.com/b/p3nsmx/ryux
http://paperpile.com/b/p3nsmx/ryux
http://paperpile.com/b/p3nsmx/ryux
http://paperpile.com/b/p3nsmx/xhI2
http://paperpile.com/b/p3nsmx/xhI2
http://paperpile.com/b/p3nsmx/xhI2
http://paperpile.com/b/p3nsmx/xhI2
http://paperpile.com/b/p3nsmx/6dyN
http://paperpile.com/b/p3nsmx/6dyN
http://paperpile.com/b/p3nsmx/pQVA
http://paperpile.com/b/p3nsmx/pQVA
http://paperpile.com/b/p3nsmx/8PlV
http://paperpile.com/b/p3nsmx/8PlV
http://paperpile.com/b/p3nsmx/8PlV
http://paperpile.com/b/p3nsmx/fIWV0
http://paperpile.com/b/p3nsmx/fIWV0
http://paperpile.com/b/p3nsmx/fIWV0
http://paperpile.com/b/p3nsmx/n2AGr
http://paperpile.com/b/p3nsmx/n2AGr
http://paperpile.com/b/p3nsmx/n2AGr
http://paperpile.com/b/p3nsmx/CtXiy
http://paperpile.com/b/p3nsmx/CtXiy
http://paperpile.com/b/p3nsmx/CtXiy
http://dx.doi.org/10.3390/ijms20153662
http://dx.doi.org/10.3390/ijms20153662
http://paperpile.com/b/p3nsmx/iUrhp
http://paperpile.com/b/p3nsmx/iUrhp
http://dx.doi.org/10.3390/ijms21186827
http://paperpile.com/b/p3nsmx/Xm8px
http://paperpile.com/b/p3nsmx/Xm8px
http://paperpile.com/b/p3nsmx/Xm8px
http://dx.doi.org/10.3390/ijms21228634
http://dx.doi.org/10.3390/ijms21228634
http://paperpile.com/b/p3nsmx/yYeJ3
http://paperpile.com/b/p3nsmx/yYeJ3
http://paperpile.com/b/p3nsmx/yYeJ3
http://paperpile.com/b/p3nsmx/RL29
http://paperpile.com/b/p3nsmx/RL29
http://paperpile.com/b/p3nsmx/RL29
http://paperpile.com/b/p3nsmx/nr3dl
http://paperpile.com/b/p3nsmx/nr3dl
http://paperpile.com/b/p3nsmx/nr3dl
http://paperpile.com/b/p3nsmx/nr3dl
http://paperpile.com/b/p3nsmx/Y3H9
http://paperpile.com/b/p3nsmx/Y3H9
http://paperpile.com/b/p3nsmx/Y3H9
http://paperpile.com/b/p3nsmx/yzYqr
http://paperpile.com/b/p3nsmx/yzYqr
http://paperpile.com/b/p3nsmx/yzYqr
http://paperpile.com/b/p3nsmx/Xzrw
http://paperpile.com/b/p3nsmx/Xzrw
http://paperpile.com/b/p3nsmx/Xzrw
http://paperpile.com/b/p3nsmx/Xzrw
http://paperpile.com/b/p3nsmx/I1Az
http://paperpile.com/b/p3nsmx/I1Az
http://paperpile.com/b/p3nsmx/I1Az
http://paperpile.com/b/p3nsmx/CFnT
http://paperpile.com/b/p3nsmx/CFnT
http://dx.doi.org/10.1093/bib/bbaa402
mailto:styk6@uniba.sk


Prehľadové práce

872/2022

The role of nitric oxide in endometrial carcinoma

Katarína Krajčírová, Pavol Janega, Martina Cebová
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.
Key words: endometrial carcinoma, nitric oxide, inducible NOS, cyclooxygenase-2

Úloha oxidu dusnatého pri karcinóme endometria
Karcinóm endometria je šiestym najčastejším druhom zhubného ochorenia u žien. Stále narastanie incidencie 
pravdepodobne súvisí so zvyšujúcou sa prevalenciou obezity. Oxid dusnatý ako signálna molekula sa podieľa 
na viacerých ochoreniach vrátane rakoviny. Je dôležitým vazodilatátorom, inhibuje agregáciu krvných doštičiek 
a má význam pri imunitnej odpovedi. Kľúčovým mediátorom imunitnej aktivácie a zápalu je indukovateľná syntáza 
oxidu dusnatého (iNOS), ktorá má dvojitú úlohu v závislosti od koncentrácie a lokalizácie oxidu dusnatého.
Kľúčové slová: karcinóm endometria, oxid dusnatý, induktívna NOS, cyklooxygenáza-2

Newslab, 2022; roč. 13 (2): 87 – 91

Introduction
Endometrial carcinoma is the most common type of can-

cer of the female genital tract in developed countries. Wor-
ldwide, it is the sixth most common malignant disease in 
women(1). 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-
se is 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 I or type II based on genetic and morphological featu-
res(2). 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 I en-
dometrial cancer. Type I is generally associated with elevated 
estrogen levels that are not suppressed by progesterone(3). 
It occurs more often (85 %) than type II, it has a higher sur-
vival rate and lower rate of recurrence(4). 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(5). Excessive fat 
consumption and being overweight (defined as a BMI of at 
least 25 kg/m2) is a major risk factor present in almost 50 % 
of women with endometrial carcinoma. BMI over 25 kg/m2 
doubles the risk of developing endometrial cancer and BMI 
over 30 kg/m2 even triples the risk(6). Obesity remains the risk 
factor even when circulating estrogen levels are normal(7). On 
the other hand, administration of hormonal contraceptions 
or multiple births have an effect on reduction the risk of en-
dometrial carcinoma. Type II endometrial cancer is more ra-
re than type I 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(8).

Characteristics, properties and signaling of nitric 
oxide

Nitric oxide (NO) is a signaling molecule involved in se-
veral diseases including cancer(9). 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 (mNOS) is considered as an al-
ternative to neuronal NOS (nNOS) which is produced in mi-
tochondria(10). NOS is expressed differently in obese and no-
nobese individuals and it is overexpressed in many tumors(11). 
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(12). 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(13).

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(5).

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)(14). 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(15). 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.(16) 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 iNOS 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 iNOS expression. Thus, iNOS 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(17). 
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(18). Typical NO mechanisms mediating 
apoptosis include caspase activation, chromatin condensa-
tion and DNA fragmentation(19). 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(20).

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.

A B

C D
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Úvod
Z historického hľadiska je za objaviteľa oxidu dusnatého 

(NO) považovaný anglický filozof a chemik Joseph Priest-
ley, ktorý už v roku 1772 identifikoval túto molekulu a opí-
sal jej vlastnosti. Avšak historický prelom v ére NO nastal až 
v 20. storočí v súvislosti s výskumom úlohy NO v živých or-
ganizmoch. V roku 1992 označil časopis Science túto mole-
kulu za ,,molekulu roka“. Dňa 10. decembra 1998 sa Robert 
Francis Furchgott, Louis Ignarro a Ferid Murad stali nosi-
teľmi Nobelovej ceny za objav NO ako signálnej molekuly 
v kardiovaskulárnom systéme. Toto ocenenie vzbudilo veľ-
ký záujem o výskum tejto molekuly, a  tak sa NO, dovtedy 
známy len ako plyn s negatívnym vplyvom na životné pro-
stredie dostal do popredia odborných periodík a význam-
ných časopisov(1).

V súčasnosti je úloha NO v mnohých systémoch vrátane 
kardiovaskulárneho, endokrinného aj centrálneho nervového 
systému. Molekula má význam v terapii infarktu myokardu 
a pri liečbe mnohých ischemických cievnych chorôb vráta-
ne diabetickej nohy. Štúdie potvrdzujú jeho pozitívny účinok 
v liečbe chronických rán a pri ovplyvnení ischemicko-reper-
fúzneho poškodenia myokardu(2,3).

Všeobecná charakteristika oxidu dusnatého 
NO je molekula, ktorá má duálny charakter, schopná v or-

ganizme vystupovať ako voľný radikál a súčasne aj ako biolo-
gická signálna molekula. Najvýznamnejšou odlišnosťou NO 
od iných biologických mediátorov je jeho schopnosť ľahko 
difundovať cez membrány. Je schopná priamo ovplyvňovať 

bunky v bezprostrednej blízkosti svojej syntézy bez ohľadu 
na anatomické prepojenie(4).

Syntéza NO je komplexná chemická reakcia, ktorá je ka-
talyzovaná prostredníctvom bunkových NO syntáz (NOS)(5). 
V súčasnosti je opísaných 5 izoforiem, avšak pre ľudský or-
ganizmus sú najvýznamnejšie tri: neuronálna NOS1, induktív-
na NOS2 a endotelová NOS3(6).

NOS1 bola identifikovaná v bunkách centrálneho a peri-
férneho nervového systému, v bunkách sietnice, myokardu 
a kostrového svalstva(5). Zodpovedá za väčšinu celkovej pro-
dukcie NO v nervovom systéme, ktorá je nevyhnutná pre sy-
naptický prenos a neuroplasticitu. Dnes už existujú dôkazy, 
ktoré naznačujú, že NOS1 sa podieľa na rozvoji niektorých 
patologických procesov v  centrálnom nervovom systéme. 
Závislosť medzi expresiou NOS1 a ochoreniami však ostá-
va dodnes do veľkej miery neznáma a predmetom ďalšieho 
skúmania(7).

NOS3 je veľmi dôležitá pre produkciu NO v bunkách en-
dotelu, a preto má rozhodujúcu úlohu v kardiovaskulárnom 
systéme(6).

Veľké množstvo chorôb má zápalovú zložku, jedným z me-
diátorov aktivácie imunitného systému a  zápalu je NOS2. 
Dysregulácia alebo jej nadmerná aktivácia spôsobí rozvoj 
patologických procesov v organizme. Podieľa sa na vzniku 
a progresii nádorových chorôb, neurodegeneratívnych zmien, 
aterosklerózy, má význam v sepse a pociťovaní bolesti. Sna-
ha ovplyvniť syntézu NO je predmetom výskumu. Bolo obja-
vených mnoho inhibítorov, ktoré sú účinné v štúdiách na zvie-
ratách, avšak nie vždy preukázali svoju účinnosť v humánnej 

Oxid dusnatý a jeho význam pri poškodení tkaniva a v reparácii
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Oxid dusnatý je molekula s významným pleotropným účinkom v organizme, schopná pôsobiť ako voľný radikál 
a súčasne aj ako biologická signálna molekula. Zaraďujeme ju medzi dôležitých mediátorov fyziologických, ale 
i patologických dejov. Aj keď má kľúčový význam pri poškodení tkaniva a rozvoji zápalu, významný je jej efekt 
na aktiváciu reparačných procesov v tkanive. Regulačný účinok NO má svoju úlohu pri obnovení integrity po-
škodeného tkaniva. Súčasný výskum naznačuje budúcnosť terapeutických postupov ovplyvňujúcich regulácie 
sprostredkované NO pri liečbe mnohých chorôb vrátane ischemicko-reperfúzneho poškodenia tkaniva, ako aj 
diabetickej nohy.
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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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medicíne. Pochopenie regulácií tvorby a pôsobenia NO je ne-
vyhnutné pre potenciálne využitie v liečbe(8).

Mechanizmy pôsobenia NO
NO zaraďujeme medzi dôležité mediátory fyziologických, 

ale i patologických procesov. Ide o lipofilnú, chemicky reak-
tívnu molekulu s krátkou životnosťou. NO je molekula, kto-
rá môže pôsobiť priamymi a nepriamymi účinkami. Priame 
účinky sa vyskytujú najmä medzi NO a špecifickými biolo-
gickými molekulami, zatiaľ čo nepriame sú zabezpečené prí-
tomnosťou reaktívnych foriem oxidov dusíka. Štúdie, ktoré 
podrobne opísali mechanizmus priamych a nepriamych účin-
kov na molekulovej úrovni, predstavovali neskôr podklad pre 
lepšie pochopenie zapojenia NO vo fyziologických a patolo-
gických procesoch(9).

Priamy účinok môže byť zabezpečený dvomi mechaniz-
mami, a  to priamou interakciou na bunkovej úrovni alebo 
cestou aktivácie rozpustnej guanylátcyklázy a následne pro-
stredníctvom druhého posla – cyklického guanozínmono-
fosfátu (cGMP)(1). Priamy účinok NO vyplýva z jeho syntézy 

v bunkách a následného uvoľňovania do okolia difúziou. Ten-
to pasívny transport môže byť ovplyvnený viacerými faktor-
mi, ako je napr. pôsobenie rôznych mediátorov alebo depo-
larizácia membrány(10). NO prechádza hlavne cez membrány 
buniek, kde pôsobí ako signálna molekula, a vedie k zme-
ne funkcie cieľových proteínov a  taktiež biologických pro-
cesov(1).

Nepriamy účinok mnohí autori označujú aj ako účinok 
sprostredkovaný voľnými radikálmi, resp. tzv. cytotoxický úči-
nok. V súčasnosti je možné nepriame účinky NO rozdeliť do 
dvoch kategórií, a  to na účinky vyvolané nitrozačným stre-
som a na účinky spôsobené oxidačným stresom(11). Kým nit-
rozačný stres môže za splnenia určitých podmienok vyvolať 
tvorbu karcinogénnych nitrozamínov. oxidačný stres je, nao-
pak, opísaný v patogenéze rôznych chorôb, pre ktoré je cha-
rakteristická prítomnosť chronického zápalu(1). V  ľudskom 
organizme má molekula NO kľúčovú úlohu pri regulácii fy-
ziologických funkcií, akými sú najmä prenos nervových vzru-
chov, udržiavanie homeostázy a  vazodilatácia. Za patolo-
gických podmienok môžu jeho vyššie koncentrácie pôsobiť 

Obrázok 1. Aktivácia NO syntáz v granulačnom tkanive počas reparácie. Počas reparácie dochádza k aktivácii expresie NOS2 tak 
v bunkách sprievodného zápalu (biela šípka), ako aj vo fibroblastoch a endotelových bunkách (žltá šípka) novotvorených ciev. V nesko-
rších štádiách reparácie produkcia NOS2 klesá a je sprevádzaná vzostupom pravidelnej pozitivity NOS3. 
NOS2-IF-DyLight 488 nm (zelená farba), NOS3-IF-DyLight 594 mn (červená farba), jadrá DAPI 358 nm (modrá farba), 400x

A Skoré štádium 
reparácie

B Neskoré štádium 
reparácie
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antibakteriálne, antivírusovo a antiparazitárne. Tieto koncen-
trácie však môžu pôsobiť aj škodlivo v dôsledku prozápalové-
ho účinku NO(1), čo môže mať priamy vplyv na rozvoj mnohých 
chorôb(12). Aby bolo možné ovplyvňovať negatívne a škodli-
vé účinky tohto mediátora, je potrebné dôkladne poznať me-
chanizmus syntézy a pôsobenia NO na jednotlivé orgánové 
systémy, venovať mu dostatočnú pozornosť a tak poznať je-
ho zapojenie vo fyziologických a patologických procesoch(1).

Ischemicko-reperfúzne poškodenie tkaniva
Ischémia a  následná reperfúzia poškodeného tkaniva 

predstavujú procesy, ktoré prispievajú k chorobnosti a zvy-
šovaniu mortality v širokej škále akútnych stavov. Medzi ta-
kéto akútne stavy patrí najmä ischemická cievna mozgová 
príhoda, akútny infarkt myokardu, rôzne traumy, akútne po-
škodenie obličiek a ďalších tkanív(13).

Je známy súvis s rizikovými faktormi ischemického po-
škodenia a  endoteliálnej dysfunkcie spojenej s  nedostat-
kom NO. Fyziologické koncentrácie NO syntetizované NOS3 
regulujú cievny tonus a majú v srdci kardioprotektívny úči-
nok. Avšak počas ichemicko-reperfúzneho poškodenia sa 
v myokarde spúšťa kaskáda procesov, ktorých výsledkom je 
znížená biologická dostupnosť NO syntetizovaného NOS3. 
Cytotoxický účinok produkovaného NO a s N súvisiacich voľ-
ných radikálov je jednou z príčin poškodenia tkaniva(14). Prá-
ve vyčerpanie tetrahydrobiopterínu (BH4), ktorý je dôležitým 
kofaktorom NO-syntáz, vedie k dysfunkcii NOS3 a k zvýšenej 
tvorbe voľných kyslíkových radikálov počas ischemicko-re-
perfúzneho poškodenia. Nekontrolovaná tvorba NO pomo-
cou NOS2 poškodzuje kardiomyocyty priamou cytotoxicitou 
alebo prostredníctvom peroxynitritu, ktorý vzniká reakciou 
NO a superoxidového radikálu(15).

NO má aj priamy vplyv na funkciu myokardu, ovplyvňuje 
koronárny obeh, vedie k vazodilatácii a zníženiu agregability 
trombocytov. NO priamo pôsobí na kardiomyocyty, ovplyvňu-
je apoptózu, zlepšuje prežívanie buniek(16). Kardioprotektívny 
účinok na myokard zabezpečuje NO svojím antihypertrofic-
kým účinkom a zvyšovaním ischemickej tolerancie, znižuje 
kontraktilnú frekvenciu kardiomyocytov, mierne znižuje in-
tenzitu kontrakcie a urýchľuje relaxáciu(1).

Predpokladá sa, že signalizácia NO proti ischemicko-re-
perfúznemu poškodeniu je zameraná na mitochondrie a prá-
ve mitochondrie sú cieľom jeho kardioprotektívneho účin-
ku. Ak je signálna dráha NO inhibovaná alebo nejakým iným 
mechanizmom narušená, tak mechanizmus preconditionin-
gu prostredníctvom NO zmizne(17).

Úloha NO v procesoch reparácie
Aj keď má NO kľúčový význam pri poškodení tkaniva a roz-

voji zápalu, je dobre opísaný aj jeho efekt na aktiváciu re-
paračných procesov v  tkanive. Regulačný účinok NO má 
význam pri obnovení integrity tkaniva. NO uvoľňovaný v re-
parovanom tkanive prostredníctvom NOS2 a NOS3 regulu-
je tvorbu kolagénu a proliferáciu buniek na zvieracích mode-
loch hojenia rán. Delécia génu pre NOS2 spomaľuje hojenie 
a, naopak, experimentálne podávanie arginínu so zvýšenou 
produkciou NO zlepšuje procesy hojenia(18-20). Podávanie ar-
ginínu v potrave zvyšuje pevnosť rany a ukladanie kolagénu, 
čo však neplatí v prípade zvierat s deléciou NOS2 génu. Stra-
ta funkčného génu NOS2 ruší priaznivý účinok arginínu pri 
hojení rán(21).

Aj z týchto dôvodov sa považujú donory NO za potenciálne 
terapeutické látky v procesoch hojenia rán. Synergicky môže 
pôsobiť aj schopnosť oxidu dusnatého regulovať zápal a era-
dikovať bakteriálne infekcie. NO v experimente inhibuje rast 
Stafylococcus aureus (MRSA) a Pseudomonas aeruginosa re-
zistentných proti meticilínu bez toho, aby pôsobil cytotoxic-
ky na ľudské bunky(22). Začlenenie NO do polymérov pri výro-
be polymérových gélov, obväzov a chirurgických materiálov 
má potenciálne výhody pri hojení rán. Štúdie ukazujú, že apli-
kácia NO zlepšuje aj vaskularizáciu rán, pričom toto zistenie 
by mohlo mať výrazný potenciál aj pri liečbe mnohých ďal-
ších chronických chorôb(23). V tejto súvislosti je zaujímavá aj 
možnosť liečby rán spojených s cukrovkou vrátane diabetic-
kej nohy(24). NO môže byť na diabetické rany aplikovaný buď 
ako plynný NO, alebo môžu byť aplikované donory NO v ob-
väzoch alebo polymérových géloch s postupným uvoľňova-
ním NO(3). Cieľom výroby krycích materiálov s obsahom NO 
je využiť jeho potenciál pri hojení rán reparáciou.

Obrázok 2. Schematický nákres úlohy NO v procesoch poškodenia tkaniva a v reparačno-adaptačných zmenách.
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Záver
Oxid dusnatý je molekula s významným pleotropným účin-

kom v organizme. Aj keď sa podieľa na progresii poškodenia 
tkanív, a to najmä v prípadoch jeho nekontrolovanej tvorby 
a aktivácie voľnoradikálového poškodenia prostredníctvom 
voľných radikálov odvodených od dusíka organizmu, pred-
stavuje na druhej strane kľúčovú molekulu regulujúcu proce-
sy obnovy poškodeného tkaniva a reparácie. Mnohé vedecké 
štúdie sú preto zamerané na využitie NO ako účinnej terape-
utickej látky v liečbe ochorení a potvrdzujú pozitívny účinok 
donorov NO v terapii chronických rán a ischemicko-reperfú-
zneho poškodenia.

Poďakovanie
Táto práca vznikla vďaka podpore Agentúry na podporu 
výskumu a  vývoja na základe zmluvy č. APVV-17-0526 
a  vďaka podpore v  rámci Operačného programu Inte-
grovaná infraštruktúra pre projekt: Centrum pre biome-
dicínsky výskum – BIOMEDIRES – II. etapa, kód ITMS: 
313011W428, spolufinancovaný zo zdrojov Európskeho 
fondu regionálneho rozvoja.



Prehľadové práce

96 2/2022

Biopsia dychu: potenciálny zdroj DNA pre biomedicínske aplikácie
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Koncept biopsie dychu s cieľom identifikovať alterácie na úrovni genómu jedinca je v záujme výskumu už nie-
koľko dekád. Rozvoj metodických prístupov záchytu a extrakcie DNA zo vzduchu a zavádzanie výkonných geno-
mických technológií do rutinnej praxe posúva jej využitie v sfére modernej personalizovanej medicíny na úroveň 
neinvazívnej biopsie. Mnohé závažné a časté patológie sa v skorých štádiách prejavujú s minimálnym, prípad-
ne nulovým fenotypom. Vo väčšine týchto prípadov všeobecne platí, že čím neskôr je ochorenie diagnostikova-
né, tým je liečba pacienta menej efektívna. Biopsia dychu tak môže poskytovať včasný spôsob detekcie ocho-
rení vrátane rakoviny už od ich počiatočných štádií. Preukazuje sľubný potenciál stať sa novým diagnostickým 
a skríningovým štandardom preventívnych, prediktívnych a cielených biomedicínskych aplikácií. Analýza vzoriek 
dychu umožňuje okrem identifikácie inovatívnych DNA biomarkerov detekciu infekčných agensov, napríklad ví-
rusových častíc, a hodnotenie ich vplyvu na ľudské zdravie. V danej práci poskytujeme prehľad aktuálnych me-
todických prístupov dychovej biopsie a poukazujeme na jej vysoký potenciál v oblasti biomedicínskych aplikácií.
Kľúčové slová: 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; roč. 13 (2): 96 – 98

Úvod
Koncept odoberania vzoriek vydychovaného vzduchu, 

známy tiež ako dychová biopsia (angl. breath biopsy), pre 
analýzu zmien spojených s patogenézou ochorení nie je úpl-
ne nový. Dávno pred súčasnou diagnostikou bol vydychova-
ný vzduch využívaný na rozpoznávanie niektorých chorôb. 
Napríklad sladký zápach dychu bol spájaný s diabetom mel-
litom, rybí zápach s ochorením pečene a zápach podobný 
moču s ochorením obličiek(1). V súčasnosti je zavedených 
viacero dychových testov, ktoré sa bežne využívajú v praxi, 
napr. meranie vydychovaného oxidu dusnatého pri diagnos-
tike a monitorovaní astmy(2).

Nové technológie a tiež zvýšený dôraz na vysokovýkonnú 
biologickú analýzu a metabolomiku v súčasnej ére genomi-

ky pomohli rozšíriť výskum v oblasti dychovej biopsie, a pre-
to rýchlo rastie záujem o tzv. Breathomiku(3). Vydychovaný 
ľudský vzduch obsahuje tisíce prchavých organických zlúče-
nín (angl. volatile organic compounds; VOC), ktoré majú po-
tenciál ako biomarkery pre diagnostiku ochorení vrátane ra-
koviny(4,5). O viacerých zavedených dychových testoch, ktoré 
využívajú analýzu endogénnych alebo exogénnych VOC, sa 
diskutuje v práci Pham and Beauchamp 2021(6). Avšak vydy-
chovaný vzduch obsahuje okrem volatilných zlúčenín respi-
račné kvapôčky pochádzajúce z pľúc a dýchacích ciest. Tieto 
mikroskopické častice aerosólu v sebe dokážu niesť nevola-
tilnú hmotu, ako sú elektrolyty, sacharidy, enzýmy, nukleové 
kyseliny, zvyšky dehydrovaných epitelových buniek a/alebo 
bielych krviniek(7) a tiež rôzne infekčné agensy (napr. bakté-
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rie, huby a vírusy)(8). Napriek tomu, že vydychovaný vzduch je 
v podstate odpadovým produktom, predstavuje bohatý zdroj 
pre neinvazívne získavanie a analýzu biomarkerov využiteľ-
ných vo výskume a v potenciálnych biomedicínskych apliká-
ciách.

Metódy získavania a analýzy DNA z vydychovaného 
vzduchu 

Jedným z  prístupov na získanie genetického materiá-
lu z dychovej biopsie je kondenzácia vydychovaného vzdu-
chu (angl. exhaled breath condensate; EBC). V štúdiách bo-
li na zber tohto typu vzorky opísané rôzne customizované 
aj komerčne dostupné systémy, ako sú RTube, EcoScreen, 
TURBO-DECCS alebo Anacon(9). Princíp odberu EBC prebie-
ha tak, že teplý vzduch vydychovaný z pľúc začne kondenzo-
vať, keď príde do kontaktu s chladiacim médiom, respektí-
ve kondenzačným systémom prístroja. Vydychovaný vzduch 
sa po kondenzácii mení na kvapalinu zachytávanú v systé-
me. Na chladenie sa môžu použiť rôzne médiá, ako je naprí-
klad ľad, suchý ľad, tekutý dusík alebo elektrické chladiace 
systémy a iné. Pri teplotách pod 4 °C dochádza ku konden-
zácii vydychovaného vzduchu, avšak samotná teplota kon-
denzácie môže ovplyvniť koncentráciu biomarkerov v EBC. 
Čas potrebný na odber vzoriek je priamoúmerný získanému 
objemu EBC, pričom podľa dostupnej literatúry možno zís-
kať za 10 – 30 minút približne 1-3 ml vzorky. S prihliadnu-
tím na individuálnu variabilitu sa však môže výsledný objem 
EBC pre každého jedinca líšiť(10). Množstvo DNA extrahovanej 
z EBC je pomerne nízke a nie vždy spĺňa kvantitu požadova-
nú pre daný typ analýzy(11), no v literatúre bola opísaná prie-
merná koncentrácia extrahovanej DNA v 100 μl eluátu približ-
ne 20 ng/μl(12)(12).

Aplikácie DNA extrahovanej z ovzdušia a biopsie 
dychu

Vzduch obsahuje rôzne častice (napr. spóry, peľ, prach, 
baktérie, vírusy, respiračné kvapôčky), ktoré môžu zotrvať 
v atmosfére aj niekoľko dní. V závislosti od podmienok pro-
stredia (napr. vlhkosti vzduchu) a veľkosti častíc môžu byť 
potom transportované na pomerne veľké vzdialenosti(13). Aj 
preto sa molekuly DNA uvoľňujú do okolitého ovzdušia v po-

Obrázok 1. Schéma dychovej biopsie. Cieľom prístupu je odber vydychovaného vzduchu a jeho následná kondenzácia, pričom vznikne 
tekutý kondenzát (EBC), z ktorého možno extrahovať cfDNA pre genetické analýzy. Účelom môžu byť biomedicínske aplikácie, ako je 
identifikácia patogénov respiračného traktu alebo skríning, skorá diagnostika či monitorovanie nádorových ochorení.

dobe tzv. environmentálnej DNA (eDNA), ktorá v súčasnos-
ti predstavuje jeden z najrýchlejšie sa rozvíjajúcich prístupov 
pre monitorovanie biodiverzity(14). Fakt, že respiračné kvapôč-
ky môžu obsahovať vírusy, je okrem iného dobrým predpo-
kladom na monitorovanie prítomnosti patogénov(15). Analý-
za eDNA na exponovaných stanovištiach s vysokou hustotou 
osôb by teda mohla predstavovať prístup na monitorovanie 
vírusov, ktoré sa šíria kvapôčkovou infekciou, ako je napríklad 
vírus SARS-CoV-2 v čase pandémie ochorenia COVID-19.

Na druhej strane analýza nukleových kyselín priamo z vy-
dychovaného vzduchu má väčší potenciál pre biomedicín-
ske aplikácie. Môže taktiež poslúžiť na identifikáciu patogé-
nov respiračného traktu, no vydychovaný vzduch poskytuje aj 
neinvazívny prístup ku genetickému materiálu epitelovej vý-
stelky pľúc(9). Biopsia dychu sa preto javí ako vhodná alterna-
tíva pre štúdium genetických zmien spojených s malignitami 
dýchacieho traktu, ako je napríklad rakovina pľúc(16). Štan-
dardné prístupy ako bronchoskopia a biopsia ihlou majú sú-
visiace riziká, a preto nie sú vhodné pre populačný skríning, 
ktorý by umožnil včasnú diagnostiku tohto ochorenia. Diag-
nostika nádoru v pokročilých štádiách však výrazne zhoršu-
je prežívanie pacientov, a preto sú žiaduce nové, neinvazívne 
diagnostické nástroje na skríning a včasnú diagnostiku ra-
koviny pľúc(17). Ako vhodný a ľahko dostupný orgánovošpe-
cifický zdroj biologických informácií sa javí dychová biopsia, 
pretože umožnila identifikáciu genetických zmien spojených 
s karcinogenézou tohto ochorenia v EBC pacientov s nema-
lobunkovým karcinómom pľúc(12).

Pacienti v  pokročilom štádiu rakoviny pľúc nie sú vždy 
schopní absolvovať opakovanú biopsiu na ďalšiu molekulár-
nu analýzu, preto sa aktívne vyvíjajú neinvazívne metódy na 
báze cell-free DNA (cfDNA). V tejto spojitosti Smyth a kol. 
študovali možnosť detekcie mutácie EGFR T790M na vzor-
kách EGFR-pozitívnych pacientov s adenokarcinómom pľúc 
vo IV. štádiu. Výsledky naznačujú, že EBC sú pre zachytenie 
cfDNA s mutáciou EGFR dokonca vhodnejším typom vzorky 
ako krvná plazma. Nedokonalá citlivosť plazmy je pravdepo-
dobne spôsobená vysokými hladinami wild-type genómovej 
DNA, ktorá maskuje menej zastúpenú mutantnú alelu a prí-
činou je tiež vysoká nukleázová aktivita v krvi. EBC je acelu-
lárna tekutina, a preto môže obsahovať nižšie hladiny wild-ty-
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pe DNA, pričom aj hladina endogénnej nukleázy v pľúcach je 
v porovnaní s krvou oveľa nižšia(18).

Nízky výťažok DNA z EBC komplikuje podrobnejšiu analý-
zu mutácií konvenčnými metódami, v dôsledku čoho je ten-
to prístup relatívne slabo preskúmaný. Pozornosť je potreb-
né venovať optimalizácii odberu, uskladneniu a spracovaniu 
vzoriek EBC aj aplikácii citlivejších metód na analýzu gene-
tického materiálu, ako je masívne paralelné sekvenovanie. 
Výsledky štúdie, ktorá skúmala túto problematiku, naznaču-
jú, že DNA z vydychovaného vzduchu zdravých jedincov má 
potenciál na odhalenie mutácií, ktoré by mohli reprezentovať 
veľmi skoré neoplastické zmeny(16). Analýza nukleových ky-
selín z EBC by teda mohla predstavovať sľubný prístup pre 
skríning a včasnú diagnostiku rakoviny pľúc, no keďže je to 
orgánovošpecifická biotekutina, môže mať potenciál aj pri 
vyšetrovaní metastatických ochorení v oblasti hrudníka(18).

Záver
Na rozdiel od konvenčných skríningových prístupov vy-

chádzajúcich predovšetkým z  tkanivovej a  tekutej biopsie, 
ktorých proces získavania predstavuje pre pacienta viac ale-
bo menej stresujúci zákrok, je proces získavania dychovej 
biopsie z pohľadu diagnostickej aplikácie maximálne nein-
vazívnou stratégiou. Vydychovaný aerosól je rezervoárom 
klinicky relevantných genomických informácií, akými sú 
nukleové kyseliny, ale tiež proteínov, signálnych molekúl či 
rôznych vírusových a patogénnych agensov. Množstvo bio-
markerov derivovaných z dychovej biopsie sa do pľúc a ná-

sledne do aerosólu dostáva prostredníctvom systematickej 
cirkulácie a difúzie priamo z krvi. Výskumy prebiehajúce v tej-
to oblasti naznačujú, že pomocou dychovej biopsie možno 
detegovať a následne monitorovať aj ochorenia vzdialených 
orgánových sústav, ako je centrálna nervová sústava, respek-
tíve gastrointestinálny trakt. Z dychu extrahované substan-
cie môžu slúžiť pri skorej detekcii ochorenia v expandujúcej 
oblasti precíznej a personalizovanej biomedicíny. Vznikajú-
ce skríningové testy na báze dychovej biopsie môžu práve 
vďaka svojej jednoduchej implementácii nájsť uplatnenie aj 
v centrách primárnej starostlivosti. Majú veľký potenciál stať 
sa vhodným nástrojom populačných skríningových progra-
mov a dramaticky zlepšiť včasnú detekciu závažných pato-
lógií, a tým aj prežívanie pacientov s mnohými typmi onkolo-
gických a vírusových ochorení.
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Patologická fraktúra progredujúca do subkompletnej osteodeštrukcie 
humeru
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Patologická fraktúra je stav, keď k zlomenine dôjde pri neprimerane nízkom zaťažení kosti, ktorej mechanická re-
zistencia je znížená chorobným procesom. Jednou z najzávažnejších príčin vzniku patologickej fraktúry je kost-
ný nádor, či už primárny, alebo metastatický. Prezentujeme prípad 68-ročného muža s anamnézou adenokarci-
nómu hrubého čreva, u ktorého bol 17 mesiacov po osteosyntéze špirálovitej, dislokovanej fraktúry proximálnej 
časti diafýzy ľavého humeru diagnostikovaný rozsiahly nádor ramena, rádiologicky vzhľadu osteosarkómu, kto-
rý takmer kompletne deštruoval humerus.
Kľúčové slová: patologická fraktúra, kolorektálny adenokarcinóm, osteosarkóm

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; roč. 13 (2): 99 – 103

Úvod
Patologická fraktúra je stav, keď k  zlomenine dôjde pri 

neprimerane nízkom zaťažení kosti, ktorej mechanická re-
zistencia je znížená chorobným procesom. Nastávajú buď 
spontánne, alebo po traume, ktorá by pri normálnej kosti zlo-
meninu nevyvolala(1). Jednou z najzávažnejších príčin vzni-
ku patologickej fraktúry je kostný nádor, či už primárny, ale-
bo metastatický. Časť nádorov (karcinóm prostaty, prsníka, 
pľúc, štítnej žľazy, obličky) je charakteristická tvorbou včas-
ných kostných metastáz, no v pokročilom štádiu sú pozoro-
vané pri mnohých solídnych nádoroch(2). Prezentujeme prí-
pad pacienta s adenokarcinómom hrubého čreva, u ktorého 
sa vytvorila patologická fraktúra vedúca k masívnemu rastu 
nádoru atypického správania.

Prípadová štúdia
Na kliniku internej medicíny bol prijatý 68-ročný muž pre 

progresívnu celkovú slabosť, neprijímanie tekutín a stravy, 
stuhnutosť a poruchu hybnosti končatín, subfebrility a de-
hydratáciu. Pacient bol dlhodobo liečený na diabetes melli-
tus 2. typu inzulínom a perorálnymi antidiabetikami, s dlho-
dobo neuspokojivou kompenzáciou vedúcou k diabetickej 
nefropatii a výraznej generalizovanej ateroskleróze. K rozvo-
ju aterosklerózy prispela aj arteriálna hypertenzia III. stup-

ňa podľa WHO/ISH klasifikácie, aktuálne dekapitovaná. Se-
dem rokov pred hospitalizáciou pacient podstúpil resekciu 
colon sigmoideum Hartmannovou operáciou pre adenokar-
cinóm, so štádiom IIIb, T3N1bM0. V nasledujúcich rokoch 
ochorenie progredovalo metastázovaním do pečene s karci-
nomatózou peritonea, pre ktorú pacient opakovane dostával 
rôzne cykly chemoterapie (XELOX, FOLFOX6, FOLFOX C2...). 
Pre početné nežiaduce účinky pacient odmietol v chemote-
rapii pokračovať.

Pacient bol prijatý na chirurgickú kliniku 17 mesiacov pred 
aktuálnou hospitalizáciou s cieľom osteosyntetického rieše-
nia špirálovitej, dislokovanej fraktúry proximálnej časti diafý-
zy ľavého humeru (obrázok 1). Už počas tejto operácie bolo 
suponované, že môže ísť o patologickú fraktúru pri základ-
nom onkologickom ochorení. Do terajšej hospitalizácie sa na 
celej ľavej hornej končatine rozvinul výrazný lymfedém. Ľavá 
horná končatina sa stala výrazne asymetrickou v porovnaní 
s pravou hornou končatinou, jej obvod v ramene dosahoval 
35 cm, na pohmat bola bolestivá, s tuhými, hrboľatými ma-
sami v mäkkých tkanivách, bez porušenia kožného krytu. Na 
rtg. snímke ľavej hornej končatiny bol vizualizovateľný oste-
osyntetický klinec, no väčšina humeru, až na distálnu časť pri 
lakťovom kĺbe, bola spotrebovaná (obrázok 2). Do diferen-
ciálnodiagnostickej úvahy pre potenciálnu príčinu subkom-
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pletnej osteodeštrukcie humeru prichádzala osteomyelitída 
alebo po chemoterapii sekundárne vzniknutý primárny nádor 
kosti – osteosarkóm, ktorý viac zodpovedal rádiologickému 
aj fyzikálnemu nálezu.

Po krátkej párdňovej hospitalizácii na klinike internej me-
dicíny pacient vyčerpal svoje biologické rezervy pri kachexii 
a napriek komplexnej intenzívnej terapii zomrel pri prízna-
koch kardiorespiračného zlyhania. Na úmrtí sa okrem zák-
ladného onkologického ochorenia s metastatickou disemi-
náciou do pľúc (obrázok 2) spolupodieľala dekompenzovaná 
arteriálna hypertenzia so sekundárnou hypertrofiou myokar-
du ľavej komory srdca, výrazné kalcifikačné zmeny aortálnej 
chlopne a chronická ischemická choroba srdca spôsobená 
aterosklerózou vetiev koronárnych artérií.

Počas následnej pitvy sa našli nádorové metastázy difú-
zne vo všetkých lalokoch pľúc, difúzne v pečeni, v početných 
brušných lymfatických uzlinách, oboch nadobličkách a v pod-
koží na prednej strane hrudníka. Onkológom opisovaná karci-
nomatóza peritonea prítomná nebola – pravdepodobne bola 
eradikovaná cyklami chemoterapie. Histomorfologický ob-
raz nádorových hmôt bol charakteristický pre dobre diferen-
covaný adenokarcinóm pochádzajúci z hrubého čreva. Na re-
ze ľavým ramenom bola difúzne prítomná nádorová masa, 
ktorá infiltrovala mäkké tkanivá aj humerus. Nádorová masa 
mala tuhú až tvrdú konzistenciu, na reze sivožltej farby, s vy-
tekaním zakalenej sivočervenej tekutiny. Mäkké tkanivá bo-
li takmer kompletne spotrebované, nádor prerastal až tesne 
k podkožiu vo všetkých smeroch, so zachovaním iba úzkeho 
lemu svaloviny (obrázok 3). Cievy a nervy sa v tomto teréne 
jednoznačne nepodarilo vizualizovať, no vonkajšia kompre-

sia ciev (a  potenciálne aj invázia) nádorom pravdepodob-
ne viedla k vzniku lymfedému. Humerus bol zachovaný iba 
v drobnej distálnej časti, inak ho nádor kompletne spotrebo-
val, jeho štruktúra ani periost neboli identifikovateľné. V stre-
de ramena sa nachádzal osteosyntetický klinec.

V histologickom obraze nádoru ramena bola riedka fibróz-
na stróma s nepočetnými fibroblastmi, ostrovčeky osteoidu 
kompaktnej kosti s ojedinelými osteocytmi a vzácne osteob-
lastmi fyziologického vzhľadu bez atypií, bez nálezu buniek 
kostnej drene a  tukového tkaniva. Difúzne bola táto masa 
prerastená útvarmi dobre až stredne diferencovaného ade-
nokarcinómu s rozsiahlymi ložiskami nekróz (obrázok 4 a 5). 
Imunohistochemické vyšetrenie spolu s morfológiou nádoru 
potvrdilo origo z hrubého čreva (CK7–, CK20+, EMA+). Imu-
noprofil nádorových buniek vyšetrením na mismatch repair 
proteíny (MMR) bol MHL1-, PMS2+, MSH2+, MSH6+, čo bolo 
potvrdené aj metódou FISH (obrázok 6). Genetické vyšetre-
nie vzhľadom na kvalitu a fixáciu materiálu nebolo úspešné. 
Bunky osteosarkómu sa extenzívnym morfologickým a imu-
nohistochemickým vyšetrením nádoru nenašli (dezmín–, 
CD99–, S100–).

Diskusia
U  pacientov s  kolorektálnym adenokarcinómom sú ty-

pické metastázy do pľúc a pečene, iba u malej časti pacien-
tov sa pozorujú kostné metastázy(3). Ich prítomnosť výraz-
ne zhoršuje prognózu, obzvlášť, ak sú metastázy v kostiach 
včasným alebo jediným prejavom diseminácie ochorenia(3,4). 
Najčastejším prejavom je bolesť kosti, ktorá sa objavu-
je včasne a vedie k zníženej kvalite života pacienta, neraz 

Obrázok 1. Špirálovitá, dislokovaná fraktúra proximálnej časti 
diafýzy ľavého humeru, bez nápadných nádorových zmien v ko-
stiach a parenchýme pľúc.

Obrázok 2. V strede ľavého ramena je prítomný osteosyntetický 
klinec, no štruktúra humeru je až na distálnu časť pri lakťovom 
kĺbe kompletne spotrebovaná nádorovou masou, ktorá infiltruje 
mäkké tkanivá, s opacitou vzhľadu osifikácie. Na pľúcnom pa-
renchýme sú difúzne prítomné nepravidelné zatienenia (meta-
statická progresia základného ochorenia).
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Obrázok 5. Atypické bunky adenokarcinómu s obrazom „špinavej nekrózy“ v lúmene, rastúce v riedkej fibróznej stróme, v tesnej blíz-
kosti kostných trámcov s nepočetnými osteocytmi (HE, 400x).

Obrázok 3. Pitevný nález – nádorová masa difúzne infiltrujúca mäkké tkanivá ľavého ramena, so zachovaním iba úzkeho lemu sval-
oviny a podkožia.

Obrázok 4. Štruktúry dobre až stredne diferencovaného adenokarcinómu, rastúce v riedkej fibróznej stróme v tesnej blízkosti osteoidu 
(HE, 200x).
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s nutnosťou ďalšej liečby (rádioterapia, bisfosfonáty)(4). Kost-
né metastázy kolorektálneho adenokarcinómu bývajú zmie-
šaného typu, osteolytické aj  osteoblastické, s  variabilným 
zastúpením jednotlivých zložiek. Samotná tvorba alebo deš-
trukcia osteoidu osteoklastmi a osteoblastmi býva mediova-
ná cez viaceré signálne dráhy (proteín súvisiaci s parathor-
mónom – PTHrP, NF-kappaB ligand, TGF, endotelín-1)(3).

Extrémne vzácnym javom pri primárnom aj metasta-
tickom adenokarcinóme hrubého čreva, ktorý nepostihuje 
skeletové štruktúry, je kostná metaplázia. Prvýkrát bola opí-
saná v tridsiatych rokoch minulého storočia, s prevažným vý-
skytom v rekte, menej často v colon ascendens a descen-
dens, veľmi vzácne v metastázach v lymfatických uzlinách(5). 
Presný mechanizmus vzniku kostného tkaniva v tomto teré-
ne nie je objasnený, predpokladá sa, že nádorové bunky pro-
dukujú cytokíny (skupina BMP, osteokalcín)(6), ktoré stimulu-
jú kmeňové bunky na transformáciu do preosteoblastov až 
osteoblastov. V žiadnom opisovanom prípade sa však nepo-
zorovala spongiózna kosť ani hemopoetické bunky kostnej 
drene(5,6). Kostná metaplázia nemení prognózu pacienta, no 
histologicky a rádiologicky môže imitovať infiltráciu kosti pri 
lokálne pokročilom nádore(5).

Osteosarkóm je najčastejší solídny, malígny, primárny ná-
dor kostí. Vyskytuje sa vo forme primárneho osteosarkómu, 

kde najčastejšie postihuje detských pacientov, a sekundárne-
ho osteosarkómu ako následok malígnej transformácie oste-
oblastov a osteocytov v už patologicky zmenenom teréne(7). 
Jeho výskyt je zväčša sporadický, býva spájaný s viacerými 
syndrómami (Liho-Fraumeniho, hereditárny retinoblastóm), 
genetickými mutáciami a  alteráciami štruktúry chromozó-
mov (6p21.3, 2p25.2)(7,8). Pri sekundárnom osteosarkóme je 
najdominantnejším rizikovým faktorom predchádzajúca pro-
tinádorová terapia, najmä rádioterapia(9), no prípady boli po-
zorované aj po mnohých rokoch po predchádzajúcej chemo-
terapii(10). Jeho výskyt v diafýze je vzácny (9 %) a humerus je 
treťou najčastejšie postihnutou kosťou(11). V rádiologickom 
obraze je typicky prítomný infiltratívny nádor prerastajúci pe-
riost, so vzhľadom „vychádzajúceho slnka“ a tvorbou Codma-
novho trojuholníka. V pokročilom štádiu je príznačná totálna 
deštrukcia pôvodnej časti kosti a difúzna infiltrácia mäkkých 
tkanív, s  novotvorbou kostného tkaniva v  celej mase ná-
doru(12). Potvrdenie a bližšia špecifikácia nádoru, najmä me-
nej častých subtypov, sú možné až po bioptickom vyšetrení.

V opisovanej kazuistike bola patologická fraktúra hume-
ru spôsobená metastázou adenokarcinómu hrubého čreva. 
Pravdepodobne išlo o mikroskopické ložisko, keďže uniklo 
rádiologickej detekcii a nebolo pozorované ani počas samot-
nej osteosyntézy. Pacient mal v čase vzniku fraktúry gene-

Obrázok 6. FISH expresia MMR proteínov v nádorovom tkanive. Nádorové bunky boli MHL1– (A), PMS2+ (B), MSH2+ (C), MSH6+ (D)

A

C

B

D



Kazuistiky

1032/2022

ralizované metastatické štádium ochorenia a vzhľadom na 
prerušenie protinádorovej liečby nie je progresia výnimočná. 
Zarážajúci je rozsah a vzhľad nádoru po relatívne krátkom 
čase rastu, ktoré svedčia o veľmi agresívnom správaní. Z hľa-
diska rádiologickej aj histopatologickej diagnostiky tohto prí-
padu je zavádzajúca a mätúca prítomnosť kosti v mase ná-
doru. Fragmenty osteoidu sú najpravdepodobnejšie zvyšky 
deštruovaného humeru, proti novotvorbe kostného tkaniva 
svedčí nízka celularita s prevahou osteocytov, bunky majú 
prevažne inaktívny fenotyp. Imunohistochemickým ani histo-
morfologickým vyšetrením sa neodhalili žiadne bunky, ktoré 
by pripomínali osteosarkóm.

Záver
Patologická fraktúra kosti je stav, pri ktorom vždy treba 

pátrať po príčine vzniku. Jej podkladom môžu byť benígne, 

chronické procesy vedúce k  zníženej denzite kosti, ako aj 
primárne a sekundárne nádory. U pacientov s malígnymi ex-
traskeletovými nádormi, kde dôjde k metastatickému postih-
nutiu kostí, býva prognóza zväčša horšia.
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