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Editorial

Mili citatelia,

v sucCasnosti Zijeme fascinujucu dobu, ktora vyznamnym spdsobom ovplyvni vSet-
ky oblasti zivota, tak ako ich dnes pozname. Stojime doslova na prahu Stvrtej techno-
logickej revolucie, ktora zmeni zivot, akym zijeme, pracujeme, komunikujeme. Prichod
umelej inteligencie (angl. artificial intelligence, Al), jej rozvoj, aplikacia budi znamenat
vyznamny posun pre cell populaciu. Hoci si momentalne nevieme ani len predstavit
vSetky mozné aplikacie Al, uz teraz je jasné, ze reakcia roznych sektorov spolo¢nosti
musi byt integrovana a komplexna. Ako prichod Al ovplyvni vedu a vyskum v biomedicine? Biomedicinsky vyskum je kltico-
vy nastroj pre ziskanie kvalitnych biologickych vzoriek a dat nevyhnutnych na realizaciu experimentalnych a datovych analyz,
ktorych vysledky prispievaju k novym objavom a vzniku inovacii. Biobanky su podporné platformy pre vyskum, zaru¢uju pri-
sun tychto vzoriek v dostatoc¢nej kvalite, mnoZstve, zabezpeduiju ich adekvatne fyzické uskladnenie a vd'aka vyuzivaniu infor-
macnych systémov ukladanie informdcii o vzorkach a Gdajov o pacientoch, ¢im sa stdvaju kl'i¢ovym nastrojom Uspechu tran-
slaéného vyskumu. Biobanky su zvy¢ajne stcastou kooperativnych pracovnych sieti, ¢im sa vyrazne zvy$uje ich schopnost
poskytovat biologické zdroje. Slovensko patri medzi posledné krajiny Eurdpskej Unie, ktoré nemaiju zriadend vlastni narodnu
biobanku. Hoci existuju viaceré lokalne projektové biobanky alebo nemocni¢né biobanky, tie nepostacuju, pretoze su vacsi-
nou Uzko zamerané na niektoré konkrétne typy biologického materialu alebo na pacientov s vybranymi diagn6zami a nema-
ju k dispozicii potrebnu technickd infrastruktdru na ukladanie asociovanych klinickych alebo experimentalnych dét. Vybudo-
vanie narodnej biobanky je preto velmi potrebné a je dlhodobym cielfom viacerych statnych, ale aj sikromnych subjektov na
Slovensku. V krajinach, kde vyskumna platforma v podobe sieti biobank existuje, je vdaka dostupnosti obrovského objemu
klinickych tdajov a biomedicinskych dét jednoduchsie zaviest metddy Al. Aplikdcia metéd Al moze vyrazne prispiet k zlep-
Seniu klinického rozhodovania a personalizovanej zdravotnej starostlivosti. Najma pristupy strojového (angl. maschine lear-
ning, ML) a hibkového ugenia (angl. deep learning, DL) mdzu pomoct identifikovat mechanizmy vzniku ochoreni, vyhodno-
covat prognézu ochoreni, zamerat sa na zlep$enie terapeutickych stratégii, predvidanie klinickych vysledkov, monitorovanie
pacientov v redlnom ¢ase, odhadovanie rizikovych faktorov a znizovanie chyb lekdrov v zdravotnickych zariadeniach. Napri-
klad pomocou informacii z elektronickych zdravotnych zaznamov, ako je anamnéza, lieCba alebo laboratérne vysledky, méze
Al predpovedat, ¢i by pre pacienta bol prinosny konkrétny lekarsky postup (napr. chirurgicky zakrok) alebo terapia (napr. che-
moterapia) a odhadnut potencidlne riziko poopera¢nych komplikacii, rozvoja $pecifickych ochoreni, prezitia septického Soku
a potreby opatovného prijatia do nemocnice alebo dokonca predpovedat imrtnost hospitalizovanych pacientov. Aj ked sme
len v pocCiatocnom Stadiu vyuzivania Al v biologickych vedach, mnohé vyspelé krajiny budd schopné tuto technoldgiu apli-
kovat prakticky ihned vdaka vybudovanej vyskumnej infrastruktire a dostupnosti potrebnych dat. Slovensko este stéle stoji
pred vyzvou tuto Struktdru dobudovat, preto je aktudlne skvelou investi¢nou prilezitostou plan obnovy, ktorého hlavnym cie-
lom je podporit reformy a investicie, ktoré Slovensku umoznia opat dobiehat Zivotnu Grovef priemeru EU. Cielom je podpo-
rit transforméciu kltcovych sektorov ekonomiky s vysokym inovaénym potencidlom, ktorym sektor biomediciny jednoznac-
ne je. Osobne preto verim a didfam, Ze tato finanénd podpora bude vyuzita aj na vznik a budovanie siete biobank, ¢o umozni
vedcom realizovat kvalitnejs$i vyskum, ddfajme v budicnosti vyuZzivajlci Al, aj na Slovensku.

Prajem vam prijemné Citanie.

Mgr. Petra Hirjakova
MEDIREX GROUP ACADEMY n. o.
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Povodné prace

Analyza lipofilnych kvasiniek Malassezia spp. v klinickych vzorkach

Martina Cupajova’, Martina Sladekova', Veronika Kadli¢ekova', Silvia Bokorova?3,
Miroslava Péczova', Tomas Szemes??3

"Medirex Group, a. s., ¢len MEDIREX GROUP, usek mykoldgie, Bratislava

2Geneton, s. . 0., Bratislava

%Vedecky park Univerzity Komenského, Bratislava

Lipofilné kvasinky Malassezia spp. patria medzi komenzalne mikroorganizmy na povrchu koze zdravého ¢lo-
veka aj zvierat. Pre ich rast su esencialne lipidy, ktoré musia prijimat z vonkajsieho prostredia, preto kolonizuju
najma tie Casti koze, kde je obsah mastnych kyselin vyssi. Vplyvom endo- a exogénnych faktorov ¢asto docha-
dza k ich premnozeniu, pripadne az k ochoreniu Pityriasis versicolor. Identifikacia spociva najma v mikroskopic-
kej analyze vzoriek a ich naslednej kultivacii. Cieflom prace bol nas zaujem a pokus o uréenie druhového zastu-
penia lipofilnych kvasiniek v 48 nahodne vybranych vzorkach. Klinické vzorky pochadzali od pacientov z celého
Slovenska. Metédou MALDI-TOF sa nam z vybranych izolatov podarilo druhovo urcit len 1 vzorku, sekvenova-
nim podla Sangera to bolo 84 % izolatov. K najcastejsie izolovanym druhom patrili: M. sympodialis, M. globosa,
M. slooffiae, M. restricta a M. furfur.

Klucové slova: Malassezia spp., Pityriasis versicolor, MALDI-TOF, sekvenovanie

The analysis of the lipophilic yeasts Malassezia spp. in the clinical samples

Lipophilic yeasts Malassezia spp. are normal inhabitants of the superficial epidermis of healthy humans and
animals. The external lipids are essential for their growth. Therefore, they mainly colonize those parts of the
skin where the content of fatty acids is higher. Endo and exogenous factors can cause their proliferation, even
Pityriasis versicolor disease. The main part of identification is the microscopic analysis of the samples and their
cultivation. The aim of the work was our interest and the attempt to determine the species of lipophilic yeasts
in 48 randomly selected samples. The clinical samples were isolated from patients from almost the whole of
Slovakia. Using the MALDI-TOF method, we determined the species of only 1 sample from the selected isolates.
By Sanger sequencing, it was 84 % of the isolates. The most frequently isolated species included: M. sympodialis,

M. globosa, M. slooffiae, M. restricta and M. furfur.

Keywords: Malassezia spp., Pityriasis versicolor, MALDI-TOF, sequencing

Newslab, 2023; ro¢. 14 (1): 5-9

Uvod

Povrchové mykdzy su bezne rozsirené na celom svete.
Predpoklada sa, ze postihuju 20 — 25 % svetovej populdcie,
pricom sa ich vyskyt stéle zvysuje®. Su to ochorenia koze
a koznych adnexov. Vyvolavatelmi tychto dermatomykéz
sU 3 hlavné skupiny mikromycét: dermatofyty, oportinne
hyfomycéty a kvasinky vratane lipofilnych. Lipofilné kvasinky
Malassezia spp. st si¢astou normalneho kozného mikrobio-
mu. Vyskytuju sa prirodzene na povrchu zdravej koze nielen
Cloveka, ale aj mnohych zvierat®. Kozna kolonizacia do urci-
tej miery variruje v zavislosti od veku. Vplyvom mnohych en-
do a exogénnych faktorov moze tak dojst k ich premnoZeniu
a naslednému rozvoju ochorenia. Su to lipofilné kvasinky, ¢o
znamena zavislé od exogénnych lipidov, pretoze im chybaju
gény syntézy mastnych kyselin, okrem druhu M. pachyderma-
tis®4. V stcasnosti je do rodu zaradenych 18 druhov, ktoré
boli izolované zo zdravej aj chorej fudskej a zvieracej koze®.,

Bunky Malassezia spp. sa vyznacuju réznym tvarom —
gulovité, ovalne alebo cylindrické. Pucanie je zvyCajne mo-
nopolarne. Bunkova stena je viacvrstvova, pomaéha chranit
pred ré6znymi environmentalnymi vplyvmi a tiez vyhybat sa

fagocytoze. Hlavnymi zlozkami bunkovej steny su sachari-
dy (70 %), proteiny (10 %), lipidy (15 — 20 %) a malé mnoz-
stva dusika a siry®. Patofyzioldgia koZnych ochoreni spo6-
sobenych Malassezia spp. je do znacnej miery nezndma
vzhladom na komplexné interakcie tohto komenzala s ko-
zou. V zdravej pokozke sa nachadzaju kvasinky Malassezia
spp. bez klinickej zmeny. Ked' d6jde k pdsobeniu exo- alebo
endogénnych faktorov na rast kvasiniek, tie sa prispésobuju
modifikaciou expresie enzymov podielajicich sa na ziskava-
ni energie (lipazy, fosfolipazy)®.

Hodnotenie antifungdlnych mikrobiologickych profilov
pre tieto kvasinky je naro¢né, a doteraz nebola vyvinuta re-
ferenc¢na metdda. Velkost inokula, inkubacny ¢as a kritéria
pouzité na uréenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC)
sa v jednotlivych Stddiach liSia. Vo vSeobecnosti, Malasse-
Zia spp. su citlivé na lokalne a peroralne pripravky s keratoly-
tickymi vlastnostami, ako aj antifungalnym Gc¢inkom. Medzi
prvé a Casto Ucinné lieCebné preparaty patria Sampény a kré-
my so solami selénu a zinku, s propylénglykolom a so sirovy-
mi zli¢eninami. Topicka liecba moze tiez obsahovat Speci-
fické antimykotika vratane azolov a terbinafinu. VSetky druhy
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Povodné prace

Obrazok 1. Klinické prejavy Pityriasis versicolor (i1)

tohto rodu su prirodzene rezistentné proti echinokandinom
a griseofulvinu. Niektoré druhy tiez vykazuju vysoké hodnoty
MIC pre ketokonazol, ktory je odporucany ako lie€ivo pri koz-
nych ochoreniach®.

Klinické infekcie spdsobené lipofilnymi kvasinkami posti-
huju prevazne kozu, pricom najc¢astejSim prejavom je ocho-
renie Pityriasis versicolor (PV). Dalie kozné ochorenia, pri
ktorych hraju dlohu druhy Malassezia spp., su seboroicka
dermatitida, atopickd dermatitida, rozne folikulitidy, spolu-
posobia aj pri prejavoch akné, rozacei®'%', Vo v§eobecnos-
ti plati, Ze kozné infekcie vyvolané Malassezia spp. su ¢asto
chronické a u citlivejSich jedincov sa vyskytuju opakovane.
Imunosupresivni pacienti maju vy$siu mieru recidivy. Speci-
fické environmentalne expozicie mézu rovnako zleps$it alebo
zhor$it symptomy(12,

Pityriasis versicolor (PV) je chronicka superficialna kozna
infekcia postihujuca rohovu vrstvu koze — stratum corneum.
V patogenéze sa ako predispozi¢né faktory uplatiuju naj-
ma zvydenad potivost, natieranie koze mastnymi pripravkami
(oleje, krémy...), celkova liecba kortikoidmi a imunosupresi-
vami, nedostato¢na vyziva a mnohé dalSie. Ochorenie je pre-
nosné z ¢loveka na ¢loveka bud priamym kontaktom, alebo
aj nepriamo. Kontagiéznost je vSak nizka, pre vznik a rozvoj
infekcie je potrebna aj uréita individualna vnimavost®. Ob-
last vyskytu ochorenia je od mierneho klimatického pasma
az po tropické podnebie, pricom v teplom a vihkom prostredi
sa PV vyskytuje CastejSie. Uvadza sa, Ze v tychto oblastiach
na ochorenie trpi az 50 % populacie. Nie suU pozorované vy-
raznejSie rozdiely medzi pohlaviami. Podl'a vekového rozlo-
Zenia su CastejSie postihnuti dospievajuci a mladi dospeli,
ale ochorenie sa moze vyskytnut v akomkolvek veku(3'4. PV
sa vo vSeobecnosti vyskytuje aj u zdravych jedincov. Okrem
toho existuju Udaje o asociacii medzi PV a dalSimi ochore-
niami, napr. diabetes mellitus, poruchy Cinnosti Stitnej zlazy
a iné. PV sa vyznacuje velmi typickym mikroskopickym ob-
razom $upin z koznych |ézii"9.

Ochorenie sa prejavuje splyvajucimi, Supinatymi, tmavymi
alebo depigmentovanymi Skvrnami nachddzajucimi sa v hor-
nej Casti trupu siahajicimi na krk, brucho, chrbat a ramen3,
zriedka inde®. PV sa m0ze prejavit aj v axilach, na slabinach,
stehnéch &i genitaliach a takisto moze ochorenie postihovat
predlaktia a chrbty rdk. Primarne lézie su dobre ohrani¢ené

makuly, ktoré mézu byt mierne erytematdzne a pokryté jem-
nymi Supinami. Tie mézu byt v8ak viditelné aZ po Skriaba-
ni povrchu lézie. M6Zu sa spdjat a vytvarat rozptylené skvr-
ny hypo- alebo hyperpigmentécie alebo splyvat do vacsich
mapovitych lozisk (obrazok 1)(®.

Lézie m6zu pod UV (Woodovym) svetlom vykazovat svet-
lozltd fluorescenciu. Zakladom je priama mikroskopia. V pre-
parate mozno pozorovat mycélium, kratke hyfy spolu s gulo-
vitymi hrubostennymi kvasinkami (obrazok 2). Zriedka mézu
byt pozorované len ovélne kvasinky. Charakteristicky vzhlad
pod mikroskopom bol opisany ako ,meatballs and spaghet-
ti“. Druhova identifikdcia Malassezia spp. kultivaénymi alebo
molekuldarnymi metédami nie je sucastou bezného diagnos-
tického vysetrenia PV(7).

Material a metody

V praci sme pouzili klinické vzorky pacientov pochadzaju-
cich takmer z celého Slovenska. Vzorky z koznych Supin (naj-
ma z oblasti trupu, hlavy, ramien atd’) boli zozbierané v obdo-
bi jun az december 2022.

VSetky vzorky sme v prvom kroku analyzovali mikrosko-
picky — nativnhym liGhovym prepardtom s 20 % hydroxidom
draselnym. Nasledne sme vzorky kultivovali na selektivnej
poéde ZOT (obsahujlca ZIg, olivovy olej a TWEEN) pri 30 °C
pocas 7 — 10 dni. Z pozitivnych kultivaénych nalezov potvrde-
nych mikroskopicky laktofenolovym preparatom sme nahod-
ne vybrali 48 izolatov, ktoré sme pouzili na druhovu identifi-
kaciu metédami MALDI-TOF a sekvenovanim podla Sangera.

MALDI-TOF - je metdda identifikacie mikroorganizmov
pomocou laserovej desorpcie/ionizacie za ucasti matrice.
Princip metddy spociva v generovani hmotnostnych spektral-
nych profilov ribozémovych proteinov mikroorganizmov, kto-
ré sa nasledne porovnavaju s hmotnostnymi spektrami v da-
tabaze(®. Pri analyze mikromycét je okrem Standardného
postupu potrebny medzikrok s pouzitim kyseliny mravcej?.

Sekvendcia enzymatickou metédou podl'a Sangera — me-
téda je zalozend na selektivnej inkorporacii dideoxynukleo-
tidov pomocou DNA polymerazy v priebehu replikdcie DNA,
¢im dochéadza k terminacii polymerizacnej reakcie®. Na izo-
laciu DNA zo vzoriek sme pouzili komercne dostupny kit —
Fungi/Yeast Genomic DNA isolation kit (NORGEN, Biotec
Corporation). Z metdéd molekulérnej bioldgie sme aplikova-
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Povodné prace

Obrézok 3. Malassezia spp. na ZOT 10 dni/30 °C (autor)

li klasickd polymerazovu retazovu reakciu (PCR) s pouZitim
primerov Specifickych na konzervované useky DNA - ITS gé-
ny. Nasledne sme PCR produkty elektroforeticky separovali
v 1,5 % agar6ézovom géli pri napati 120 V 20 — 30 min s cie-
lom zistit velkost produktu s pouzitim fluorescencénej farbic-
ky Serva DNA stain G. Vzorky sme po precisteni ExoSapom
fluorescenéne kvantifikovali.

Na Sanger PCR sme pouzili BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific) modifikova-
ny Vedeckym parkom UK.

Ziskané .ab1 subory sme analyzovali v programe Chro-
mas Lite a ziskané sekvencie sme porovndvali s dostupny-
mi zndmymi sekvenciami pomocou databazy BLAST (i2).

Vysledky

V nativhom ldhovom preparate s 20 % hydroxidom dra-
selnym sme pozorovali v 17 vzorkach obraz typicky pre Pity-
riasis versicolor. V 4 vzorkach sme nepozorovali ziadne ko-
nidie Malassezia spp. a v ostatnych vzorkach boli pritomné
len konidie. VSetky kultivacné nalezy sme overili mikrosko-
pickou analyzou v laktofenolovom preparate s 200- a 400-na-
sobnym zvacsenim. Makroskopicky sa koldnie izolatov lisili
Struktarou (hladké, zvrasnené), velkostou (1 — 5 mm), fareb-
ne (svetlokrémové az tmavsie) (obrazok 3). Bunky Malasse-
zia spp. tiez vykazovali rozdielnu velkost a tvar. Velkostne
boli v rozmedzi 2,5 — 4,5 pm a ich tvar sme opisali ako gulo-
vity, ovalny az cylindricky. Bezne sme pozorovali aj monopo-
larne pucanie.

Graf 1. Vysledky druhového zastipenia Malassezia spp.

B M. sympodialis
B M. globosa

M. slooffiae

M. restricta
M. furfur

H bez identifikdcie

Tabulka 1. Vysledky sekvenovania

Vzorka

Vysledok

Referencny

kmen

Pokrytie
sekvencie

)

% identifi-
kacie

DE 10866 | M. sympodialis ATCC 42132 100 99,9
DE 10934 | Bez identifikacie
DE 11090 | M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 11238 | M. sympodialis ATCC 42132 100 99,9
DE 11460 | M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 11646 | M. sympodialis KS292 100 100
DE 12164 | M. slooffiae CBS 7956 100 95,14
DE 12452 | M. sympodialis ATCC 42132 100 100
DE 12816 | M. furfur CBS14141 99 98,64
DE 13218 | M. furfur CBS14141 100 99,9
DE 19724 | M. restricta KCTC 27527 99 98,82
DE 19786 | M. globosa CBS7966 100 98,73
DE 19860 | M. globosa CBS7966 100 98,1
DE 19862 | M. globosa CBS7966 100 98
DE 19952 | M. sympodialis KS292 100 99,56
DE 20012 | M. slooffiae CBS:7956 81 99,87
DE 20090 | M. sympodialis KS292 100 99,69
DE 20178 | M. globosa CBS7966 100 96,7
DE 20240 | M. globosa CBS7966 100 98,02
DE 20406 | M. sympodialis KS292 100 99,89
M. restricta, KCTC 27527 99 88,24
DE 20444 | v/ giobosa / ame | &0 81 ,54/
DE 20498 | M. globosa CBS7966 100 97,16
DE 20506 | M. sympodialis ATCC 42132 100 100
DE 20554 | Bez identifikéacie
DE 20612 | M. slooffiae CBS:7956 78 99,73
DE 20614 | M. sympodialis ATCC 42132 100 99,78
DE 20644 | M. restricta CBS 7877 99 99,65
DE 20774 | M.slooffiae CBS:7956 78 93,76
DE 20890 | M. restricta CBS 7877 100 99,78
DE 20896 | M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 21130 | Bez identifikacie
DE 21302 | M. sympodialis ATCC 42132 100 99,49
DE 21456 | M. sympodialis KS292 100 99,9
DE 21560 | M. globosa CBS7966 100 97,93
DE 21574 | M. sympodialis KS292 100 99,89
DE 21690 | M. sympodialis KS292 100 99,9
DE 21702 | M. sympodialis ATCC 42132 100 100
DE 21704 | M. sympodialis KS292 100 99,59
DE 23066 | M.sympodialis KS292 99 94,85
DE 23166 | Bez identifikacie
DE 23310 | Bez identifikacie
DE 23318 | Bez identifikacie
DE 23382 | M. sympodialis KS292 100 99,69
DE 23546 | M. sympodialis KS292 100 99,69
DE 23942 | M. sympodialis ATCC 42132 100 99,58
DE 24242 | Bez identifikacie
DE 24376 | M. furfur CBS14141 100 99,36
DE 24748 | Bez identifikacie

Metédou MALDI-TOF sme druhovo identifikovali len 1 izo-
Iat. Bola to vzorka Supin z oblasti trupu a mikroskopicky sme
v nativnom lihovom preparate pozorovali obraz typicky pre PV.
Vysledkom identifikacie bol druh M. furfur s identifikacnym
skore 1,83, o predstavuje Uspesnu identifikaciu, kedze tento
interval sa pri kvasinkach pohybuje v rozmedzi 1,7 a vy$sie®",
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Povodné prace

Vysledky sekvencnej metddy podl'a Sangera su zobrazené
v tabulke 1. V nasom subore pacientov sme izolovali 5 r6z-
nych druhov Malassezia spp.

Percentualne zastipenie jednotlivych druhov mézeme vi-
diet na grafe 1. Najpocetnejsim druhom v nasom subore bo-
la M. sympodialis, tvori takmer polovicu vSetkych kmenov.
Za fou nasleduje M. globosa vyskytujica sa v patine izola-
tov. Druhy M. slooffiae, M. restricta a M. furfur su zastupené
priblizne rovnako v 6 — 8 %. Z grafu je zrejmé, ze az 16 % izo-
latov sa ndm nepodarilo urcit.

Diskusia a zaver

V tejto praci sme za zamerali na analyzu lipofilnych kva-
siniek Malassezia spp. v klinickych vzorkach. Hoci su tieto
kvasinky beznou sucastou koze, vlasov, chlpov, uz ich rodo-
va identifikacia je pomerne naro¢na. Bezna identifikacia spo-
Civa v dvoch krokoch — mikroskopia a kultivacia. Prvym bola
mikroskopicka analyza koznych Supin lithovym preparatom.
Preparaty sme hodnotili pri 200-, 400- a 1 000-nasobnom
zvacseni. V mikroskopickom obraze sme pozorovali bud' len
modrasté Casto aj puciace konidie Malassezia spp., alebo aj
kratke hyfy. Typicky obraz PV sme vyhodnotili v 35 % vzoriek.
Naopak, negativnu mikroskopiu sme mali priblizne v 8 % vzo-
riek. Podl'a Rhodoplu a kol. (2014) je miera pozitivity priamej
mikroskopickej analyzy v rozmedzi 46,65 — 100 %. Nasa mie-
ra pozitivity 92 % sa nachadzala v danom rozmedzi. Kultiva-
ciu sme hodnotili po 7 = 10 diloch a pozitivitu potvrdili lakto-
fenolovym preparatom pritomnostou konidii.

Cielom tejto prace bol nas zadujem a pokus o druhové za-
stupenie lipofilnych kvasiniek, ktoré sa v rutinnej klinickej
diagnostike nevykonava. Pokusili sme sa o iu dvomi metodi-
kami. Metédou MALDI-TOF, bezne vyuzivanou na identifika-
ciu baktérii a CiastoCne aj kvasiniek a metédou sekvenovania
podla Sangera uskuto¢nenou vo Vedeckom parku Univerzi-
ty Komenského.

Vysledky metédy MALDI-TOF su zaloZzené na porovnava-
ni hmotnostnych spektier ribozémovych proteinov mikroor-
ganizmov s databazou. Druhové spektrum lipofilnych kvasi-
niek v tejto databdaze je vSak velmi Uzke, obsahuje len dva
druhy — M. furfur a lipidovo nezavisly druh M. pachyderma-
tis. Z tohto dévodu sme metdédou MALDI-TOF signifikantne
urcili len jeden izolat.
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Molekularnobiologickou metédou sekvenovania podla
Sangera sa nam nepodarilo urcit ani vsetkych 48 izolatov.
Sanger PCR sme druhovo urcili 84 % izolatov. Najpocetnej-
Sie zastlpenie mala M. sympodialis v 45 % izolatov. Romano
a kol. (2013) vo svojej praci uvadza, Ze najcastejsie izolova-
nym druhom v Taliansku je M. globosa priblizne v 65 % vzo-
riek. Rozdiely v druhovom zastupeni mozu suvisiet s klima-
tickymi rozdielmi, metdédou odberu (zoskrab, ster), zlozenim
kultivatného média, pripadne spdsobom identifikacie. V 47
pripadoch sme izolovali 1 druh, iba v jednej vzorke bola izo-
lovana zmesova kultura 2 druhov Malassezia spp. Tento udaj
nam nekoreluje so Stidiou Romano a kol. (2013), ktora opi-
suje az v 38 % vyskyt dvoch druhov Malassezia spp. izolova-
nych z rovnakej lézie. Nelispesna druhova identifikacia bo-
la pri 8 izolatoch, ¢o predstavuje priblizne patinu vzoriek. Pri
tychto izolatoch sme sa pokusili jednotlivé metédy modifi-
kovat: opakovana izolacia DNA, pouzitie inych master mixov,
opatovné precistovanie vzoriek a vyuzitie vysokospecifickej
DNA polymerdzy. Kmene sa nam vS§ak napriek tymto snaham
nepodarilo urcit. D6vodom moze byt, Ze kvasinky ako euka-
ryotické mikroorganizmy maju zlozitejSiu Strukturu bunkovej
steny. Z tohto dévodu méze byt problematicka uz prvotna
izolacia DNA, najma v procese lyzy bunky.

Pre vys$siu Uspesnost identifikacie by bolo potrebné op-
timalizovat podmienky reakcii. KedZe je druhové urcenie li-
pofilnych kvasiniek ¢asovo aj financne velmi naro¢né, v ru-
tinnej klinickej praxi nie je potrebné ani sa bezne nevyuziva.
Touto pracou sa nam potvrdil fakt, Ze molekuldrne meté-
dy su v druhovej detekcii Malassezia spp. jednoznacne cit-
livejsie ako kultivacné (fenotypové). Na zaklade nasich vy-
sledkov sme ziskali aspon orientacnu predstavu, aké druhy
Malassezia spp. su v nasich klimatickych podmienkach pre-
vladajuce.
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Povodné prace

Mikrobialna biodiverzita z nazofaryngalnych vyterov na podklade
metatranskriptomovej analyzy: pilotna studia

Michaela Hyblova', Dominik Hadzega', Klaudia Babisova’, Patrik Krumpolec', Andrej Gnip',
Peter Sabaka?, Gabriel Minarik’

'"MEDIREX GROUP ACADEMY, Nitra, Slovakia

2Department of Infectology and Geographical Medicine, Faculty of Medicine, Comenius University
in Bratislava, Bratislava, Slovakia

Celosvetovy vyskyt pandémie SARS-CoV-2 urychlil vyskum vo viacerych oblastiach vedy, ktorého cenné vystupy
a zistenia pom6zu v budicnosti riesit zdravotné vyzvy v pripade vyskytu novych virusov. Spravili sme metatran-
skriptomovu analyzu z nazofaryngalnych vyterov pacientov s roznou zavaznostou ochorenia COVID-19 a nega-
tivneho kontrolného suboru na porovnanie rozdielov v bakteridlnom spektre a pritomnosti virusov sekvenova-
nim RNA nezavislého od kultivacie. Pozorovali sme vyrazné zvysSenie diverzity mikrobialnych druhov u pacientov
s COVID-19 bez ohladu na zavaznost ochorenia. Bakterialny kmen Actinobacteria je vyrazne viac zastipeny
u zdravych ludi ako u infikovanych, zatial ¢o kmen Bacteroides je zastupeny vyrazne menej. Infikovani ludia
bez ohladu na zavaznost a priznaky maju v rovhakom pomere zastipené kmene Firmicutes, Proteobacteria, Ac-
tinobacteria, Bacteroidetes a Fusobacteriales. Okrem SARS-CoV-2 a poc¢etnych skupin fagov sme v niekolkych
vzorkach identifikovali sekvencie klinicky vyznamnych virusov, ako je Human Herpes Virus 1, Human Mastade-
novirus D, Molluscum Contagiosum Virus a Rhinovirus A. Analyzy boli realizované retrospektivne, preto su v pri-
pade SARS-CoV-2 zastipené rozne varianty (WHO klasifikacia) ako je alpha (B.1.1.7), delta (B.1.617.2), omicron
(B.1.1.529) a 20C.

Kl'Gcové slova: metatranskriptém, mikrobiom, SARS-CoV-2, virom

Microbial biodiversity from nasopharyngeal swabs based on metatranscriptome analysis: a pilot study

The global emergence of the SARS-CoV-2 pandemic has accelerated research in several areas of science, the
valuable outputs and findings of which will help to address future health challenges in the case of emerging
viruses. We performed metatranscriptome analysis of nasopharyngeal swabs from patients with varying severity
of COVID-19 disease and a negative control cohort to compare differences in the bacterial spectrum and viral
presence via culture-independent RNA sequencing. We observed a significant increase in microbial species
diversity in COVID-19 patients regardless of disease severity. Some bacterial phyla, such as Actinobacteria, are
significantly more abundant in healthy subjects than in infected subjects, whereas the Bacteroides phyla are less
abundant. Infected people, regardless of severity and symptoms, have Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, and Fusobacteriales represented in equal proportions. In addition to SARS-CoV-2 and numerous
phage groups, we identified sequences of clinically significant viruses such as Human Herpes Virus 1, Human
Mastadenovirus D, Molluscum Contagiosum Virus, and Rhinovirus A in several samples. The analyses were
performed retrospectively; therefore, different variants (WHO classification) are represented in SARS-CoV-2, such
as Alpha (B.1.1.7), Delta (B.1.617.2), Omicron (B.1.1.529) and 20CKey words: metatranscriptome, microbiome,
SARS-CoV-2, virome.

Keywords: metatranscriptome, microbiome, SARS-CoV-2, virome
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Uvod

Denne do seba vdychneme asi milion mikrobialnych
Castic. Horné dychacie cesty su hlavnou vstupnou branou
pre velké mnozstvo virusov, a to nielen respiracnych. Slizni-
canosovej dutiny je zaroven kolonizovana Sirokym spektrom
mikroorganizmov, ktorych Specificky vyznam nie je dobre
objasneny. Pod vplyvom neddvnej pandémie COVID-19 sa
do popredia dostal zaujem o to, ako virusova infekcia ovplyv-
nuje celkovy mikrobiém dychacich ciest. V sucasnosti sa
intenzivne Studuje mikrobialna diverzita v kontexte zdvaz-

nosti ochorenia COVID-19, zial, ¢asto s kontroverznymi vy-
sledkami(-9,

Spomedzi baktérii prevladaju vo vacsine skimanych ana-
tomickych oblasti vratane hornych dychacich ciest (HDC)
kmene Bacteroidetes a Firmicutes, ktoré su najviac skiima-
nymi zlozkami fudského mikrobiomu®.

Mikrobiém nosovej dutiny zdravého Cloveka je zlozeny
predovsetkym z kmenov Actinobacteria, Bacteroidetes, Fir-
micutes a Proteobacteria s prevahou zdstupcov rodov Bifido-

10
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Tabulka 1. A. Studovana kohorta, charakteristika vek a pohlavie; B. Ct (len taZki, mierni, asymptomaticki pacienti)

A pocet M z vek (median) SD M SD z SD
negatine kontroly 72 26 46 37 (25-75) 10,59 42 (25-58) 9,05 35 (25-75) 11,45
tazki 30 16 14 68 (32-90) 13 69.5(3290) | 136 64 (41-77) 11,7
mierni 25 13 12 37 (17-57) 11,83 38 (17-57) 12,77 32.5(19-57) 10,54
asymptomaticki 24 14 10 42 (20-49) 7,86 39 (21-49) 9,35 43 (36-48) 3,72

151 69 82 39,5 40,5 39

45,70 % 54,30 %

B Ct hodnoty E gén (median) SD
tazki 28.06 (13.9-37.3) 7,34
mierni 24.89 (15-38.77) 3,32 M - muzi, Z - Zeny, SD - §tandardné odchylka (standard
asymptomaticki 28.56 (19.24-33.59) 472 deviation), Ct - threshold cyklus v RT-PCR

bacterium, Corynebacterium, Staphylococcus, Streptococcus,
Dolosigranulum a Moraxella>®).

0 nie¢o menej znamym faktom je, Ze ludia su tiez kolonizo-
vani pozoruhodnym mnozstvom DNA a RNA virusov, ktoré moz-
no oznacit ako virom. Mnohé z nich st schopné spésobovat
akutnu, perzistentnu alebo latentnu infekciu hostitela. Ludsky
virom pozostava hlavne z bakteriofagov (fagov), ktoré infikuju
baktérie, archealnych virusov, eukaryotickych virusov, ktoré in-
fikuju ludské bunky, a virusov prechodne sa vyskytujicich v po-
travinach®. Spomedzi identifikovanych virusovych genémov
sa v hornych dychacich cestach najviac vyskytuju pikornaviru-
sy, anellovirusy a bakteriofagy z celade Siphoviridae®.

Vo vSeobecnosti existuju na identifikaciu mikroorganiz-
mov dva hlavné sekvencné pristupy: amplikonové sekveno-
vanie 16S rRNA a metagenomické shotgun sekvenovanie.
Prvé z nich je atraktivne niz8§imi nakladmi, uprednostiuje sa
v prostredi s nizSou mikrobidlnou diverzitou, a identifikuje
najméa dominantné mikroorganizmy(%. Druha metoda sa vy-
znacuje robustnejsim rozliSenim a pokryva metagendémovu
komunitu vratane l'udského gendmu, virusov a hub, ktord nie
je mozné zachytit amplikonovym sekvenovanim(. V nasej
studii sme nahradili analyzu metagenému metatranskripto-
mom, aby sme pokryli RNA virusy, medzi ktoré patri aj SARS-
CoV-2. Nesekvenovali sme celkovi RNA, ale v pociato¢nych
krokoch pripravy kniznice sme odstranili dominantnd ludsku
18S rRNA, aby sme zvysili relativne mnozstvo rezidudlnej
ludskej a mikrobidlnej, resp. virusovej RNA. Vo vSeobecnosti
sa odhaduje, Ze 18S rRNA tvori priblizne 80 — 90 % celkovej
RNA v typickej bunke cicavcov(?.

Material a metédy

Pacienti a vzorky

Studia sa uskutognila so stihlasom Etickej komisie Brati-
slavského samospravneho kraja pod identifikatnym cislom
03228/2021/HF zo dna 12. januara 2021. VSetci pacienti
podpisali informovany suhlas a dostali dotazniky s relevant-
nymi otdzkami tykajicimi sa ich anamnézy a zdravotného
stavu vo vztahu ku COVID-19. VSetkych 151 pacientov bolo
zo Slovenska a boli rozdeleni do Styroch skupin: asymptoma-
ticki (n = 24), pacienti s miernym/so stredne tazkym (n = 25),
s tazkym/so zavaznym COVID-19 (n = 30) a negativna kon-
trolna skupina (n =72). Skupina pacientov so zavaznou for-
mou COVID-19 pochadzala z dvoch univerzitnych nemocnic
v Bratislave: Ruzinov a Kramaére (Slovensko). Charakteristika

kohorty ohladom veku a pohlavia t¢astnikov Studie je zhrnu-
ta v tabulke 1A. Vytery z nosohltana boli odoberané od mar-
ca 2021 do oktobra 2022 do transportného média viRNAtrap
(GeneSpector, Ceska republika) a do spracovania boli ucho-
vavané pri teplote 4 °C v chladnicke.

Izolacia RNA, RT-PCR a priprava knizZnice

RNA bola izolovana retrospektivne zo zberného média
(z nosohltanového vyteru) pomocou stpravy Sera-XtractaTM
virus/Pathogen Kit (Cytiva, UK) na stolnom automatizovanom
zariadeni KingFisher Flex (ThermoFisher Scientific, UK). Mnoz-
stvo RNA sa meralo fluorometricky pomocou QubitTM RNA
High sensitivity (Invitrogen, USA). Izolaty RNA sa az do spraco-
vania skladovali pri teplote —80 °C. Genomické kniznice sa pri-
pravili pomocou supravy Kapa HyperPrep s RiboErase Kit (Ro-
che, USA) s depléciou eukaryotickej RNA pre 18S rRNA podla
odporucani vyrobcu. Sucastou pripravy kniznice je reverzny
prepis RNA do cDNA v dvoch krokoch: 1. syntéza prvého vldk-
na cDNA pomocou nahodnych primeroy, 2. syntéza komple-
mentarneho vlakna na ds cDNA pomocou dUDP. Na indexova-
nie vzoriek sa pouzili dualne adaptéry TruSeq CD spoloc¢nosti
lllumina. Vysledné kniznice sa kvantifikovali fluorometrickou
analyzou pomocou supravy QubitTM dsDNA HS Assay (Invit-
rogen, USA) a fragmentovou analyzou pomocou stpravy Cini-
diel High Sensitivity DNA (Agilent Technologies, Litva).

VSetky RNA sa podrobili RT-PCR na potvrdenie alebo vylu-
Cenie pozitivity SARS-CoV-2 pomocou suipravy COVID-19 Re-
al-Time Multiplex RT-PCR Kit (Labsystems Diagnostics, Fin-
sko) a platformy ABI QuantStudio 6 Real-Time PCR System
RT-gPCR (ThermoFisher, USA) s pouzitim originalnych proto-
kolov vyrobcu. Na vyhodnotenie vzorky ako pozitivnej sa vy-
zadovala hodnota Ct < 40.

Sekvenovanie a bioinformaticka analyza

Parové sekvenovanie — 2x 75 a 2x 100) sa realizovalo
na platformach NextSeq500/550 a NextSeq2000 (lllumi-
na, USA). Vysledné ¢itania sa mapovali na ludsku referen-
ciu hg38 (GRCh38) pomocou algoritmu BWA-MEM(3), Nena-
mapované citania dlhsie ako 50 bp boli dalej analyzované
s cielom identifikacie mikrobiému. Na identifikaciu a kvanti-
fikaciu bakteriadlnych druhov sme pouZzili Kraken 2 v2.1.204.

Na skladanie virusu SARS-CoV-2 sme pouzili nastroj de
novo assembly coronaspades.py zo Spades v3.15.5(9, Prira-
d'ovanie linii SARS-CoV-2 sa uskutocnilo podla Maier a Ba-
tut, 202309,
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Obrazok 1. Kolacové grafy relativnej pocetnosti baktérii vo vsetkych 4 skupindch A. Zastdpenie hlavnych bakteridlnych taxénov naprie¢

vSetkymi 4 skupinami B.
A.

B Asymtomaticki

B. Asymtomaticki

H Firmicutes M Proteobacteria M Actinobacteria

Bacteroidetes M Fusobacteriales

Mierni

B Firmicutes B Proteobacteria M Actinobacteria

Bacteroidetes M Fusobacteriales

Statistickd analyza

Pocty Citani sa normalizovali delenim celkovym poctom
Citani v danej analyze a ndsledne sa vynasobili priemernym
poctom Citani. Rozdiel v pocte zistenych bakteridlnych tran-
skriptov medzi skupinami sa Statisticky analyzoval pomo-
cou nastroja LefSE (Galaxy verzia 1.0)). Na porovnanie
distribucie bakteridlnych rodov a druhov medzi jednotlivy-
mi skupinami sme pouzili Statisticky ndstroj PERMANOVA.
Mannov-Whitneyho U test (Wilcoxonov test) sa pouzil na po-
rovnanie poctov Citani zhodujucich sa so sekvenciami z da-
tabdzy Kraken2 medzi jednotlivymi dvojicami skupin. Tento
test sa pouzil aj na porovnanie hodnét Ct medzi kazdou dvo-
jicou pozitivhych skupin.

Vysledky

Prokaryoticky mikrobiom

Metatranskriptomovym sekvenovanim sme analyzovali
151 vzoriek rozdelenych do 4 hlavnych skupin: asymptoma-
ticki (24, A), mierni (25, M), tazki (30, T) a kontrolna skupina

B Negativne kontroly ~ ® Mierni

—<

azki

Tazki

M Firmicutes MW Proteobacteria M Actinobacteria

Bacteroidetes M Fusobacteriales

Negativne kontroly

M Firmicutes MW Proteobacteria M Actinobacteria

Bacteroidetes M Fusobacteriales

(72, NK). Priemerny pocet ¢itani na vzorku bol 45,3 M (27,7
- 133 M). Podiel mikrobiému, distriblcia a zasttupenie bak-
teridlnych taxénov boli vo vSetkych 4 skupinach odlisné. Re-
lativna pocéetnost baktérii podla mapovanych sekvenénych
Citani bola vyrazne vys$sSia u asymptomatickych a miernych
pacientov, zatial ¢o v tazkych a negativnych skupinéch bola
len 1,1 %, resp. 0,1 % (obrazok 1A). Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria a Fusobacteriales boli najpo-
CetnejSie kmene medzi COVID pozitivhymi vzorkami. Nao-
pak, v kontrolnej skupine boli najpocetnejSou skupinou Acti-
nobacteria, Proteobacteria a Firmicutes, zatial' Co Bacteroides
a Fusobacteriales mali len zanedbatelny podiel (obrazok 1B).
V tejto suvislosti je dblezité spomendt, Ze u znacnej Casti pa-
cientov so zavaznym COVID-19 z nemochnic uz bola podava-
nd antibioticka liecba (ATB), ¢o malo za nasledok znizenie
celkového mnozstva baktérii, ale pomer jednotlivych bakte-
ridlnych taxénov sa napriek tomu zachoval.

Identifikovali sme celkovo 944 druhov, 531 rodov, 218 Ce-
I'adi, 110 radov, 28 tried a 25 kmenov. Najvyssi pocet dru-
hov bol v skupine s tazkym (725), asymptomatickym (692)
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Obrézok 2. Stipcové grafy znazorriujiice relativnu poéetnost vo vsetkych 4 skupindch A. bakteridlnych rodov B. bakterialnych druhov

A.
Streptococcus Veillonella 100%
Stenotrophomonas Prevotella
B Mycobacterium B Pseudomonas 90% -
M Corynebacterium o Gemella
M Staphylococcus M Cutibacterium
Halomonas i Pasteurella 80% 4
Moraxella Haemophilus
Clostridium = Paracoccus 70% -
B Schaalia H Klebsiella
M Porphyromonas W Campylobacter .
B Fusobacterium B Actinomyces 60% - _
Neisseria Megasphaera [E—
Lactobacillus Rothia 50% - E—
Granulicatella W Candidatus Nanosynbacter
B Micrococcus H Brevundimonas
u Acinetobacter u Leptotrichia 40% -
M Pseudoprevotella M Selenomonas
W Porphyrobacter u Lancefieldella 30% |
Bacteroides Sphingomonas
[ Phocaeicola H Hathewaya
M Burkholderia M Bacillus 20% A
B Anaerococcus H Bulleidia
® Hymenobacter M Lawsonella 10% |
u Nocardioides H Brevibacterium
Liberibacter W Bradyrhizobium
M Spirosoma M Other 0% -
Control
B.
100%

Stenotrophomonas maltophilia
Prevotella melaninogenica

M Gemella haemolysans

m Halomonas sp. JS92-SW72

M Porphyromonas sp. oral taxon 275
Pasteurella multocida
Granulicatella adiacens
Moraxella osloensis

M Lancefieldella parvula

M Haemophilus parainfluenzae

M Rothia mucilaginosa
Streptococcus parasanguinis
Campylobacter concisus
Streptococcus sp. LPB0220

M Actinomyces pacaensis

i Prevotella sp. oral taxon 299

m Bulleidia sp. zg-1006

[ Streptococcus pneumoniae

Neisseria mucosa Prevotella nigrescens 30% 1
m Streptococcus oralis m Veillonella rodentium
M Lachnoanaerobaculum umeaense M Schaalia meyeri 20% -
M Porphyromonas endodontalis M Leptotrichia sp. oral taxon 212
® Fusobacterium nucleatum u Veillonella nakazawae
W Streptococcus salivarius M Staphylococcus aureus 10% 1
Streptococcus sp. oral taxon 431 i Prevotella herbatica
m Veillonella sp. $12025-13 m Other 0%

Veillonella atypica

i Cutibacterium acnes

B Mycobacterium canettii

m Schaalia odontolytica

o Veillonella parvula

1 Pseudoprevotella muciniphila
Megasphaera stantonii

W Prevotella jejuni

W Streptococcus mitis

M Klebsiella pneumoniae

M Porphyrobacter sp. GA68
Prevotella intermedia
Prevotella oris

W Prevotella histicola

B Gemella sanguinis

M Prevotella sp. oral taxon 475

m Veillonella dispar

i Clostridium tetani

90% -

80% -

70% -

60% -

50% -

40% -

FI\I | I

Asymtomatic Mild Severe

Control

a miernym (574) ochorenim COVID-19 a viac ako desatna-
sobne niz§im po&tom v skupine negativnych kontrol (58). Da-
lej sme profilovali mikrobialne zloZenie na Urovni rodov a dru-
hov v zdravych kontroldch a réznych skupinach COVID-19.
Najpocetnejsimi rodmi vo vzorkdch nazofaryngalnych vyte-
rov v miernej a asymptomatickej skupine je Streptococcus,
Prevotella a Veillonella, (obrazok 2A). V skupine s tazkym CO-
VID-19 (TP) dominuji rody Stenotrophomonas, Staphylococ-
cus a Corynebacterium. V COVID negativnej skupine je opat
prekvapivo najpocetnejsi rod Stenotrophomonas, d'alej Myco-
bacterium a Pseudomonas. Na urovni druhov boli pri tazkych
najviac zastupené druhy Stenotrophomonas maltophilia, Cu-
tibacterium acnes a Halomonas sp. JS92-SW72. Veillonella
atypica a Prevotella melaninogenica boli najviac zastipené
pri miernych a asymptomatickych a celkové zastipenie os-

Asymtomatic Mild Severe

tatnych druhov rodu Prevotella (P. jejuni, P. histicola, P. inter-
media, P. oris) a Streptococcus (S. parasanguinis, S. mitis, S.
sp. LPB0220) bolo u oboch velmi podobné (obrazok 2B).
V kontrolnej skupine zdravych, ako aj v skupine s tazkym
priebehom boli najviac zastlipené Stenotrophomonas malto-
philia, Halomonas sp. JS92-SW72 a Mycobacterium canettii.
Z klinicky relevantnych oportinnych bakterialnych druhov
boli vo vSetkych Styroch skupindch pritomné napr. baktérie
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococ-
cus pneumoniae a Haemophilus parainfluenzae, hoci v Ziad-
nej zo skupin vyrazne nedominovali a rozdiely medzi skupina-
mi neboli Statisticky vyznamné; ich vyskyt bol skor podobny
v dvojiciach tazki a negativni verzus mierni a asymptomatic-
ki. Mimoriadne zaujimava bola pritomnost bakterialnych dru-
hov vo v§etkych skupinach, ktoré nie su Gplne typické pre mik-
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robiém hornych dychacich ciest ¢loveka. Moraxella osloensis
sa z klinickych vzoriek izoluju len velmi zriedkavo a Pasteu-
rella multocida je suc¢astou normalnej fléry nosohltana mno-
hych divych a domdcich zvierat vratane maciek a psov.

Analyza viromu

Zo 79 RT-PCR pozitivnych vzoriek bolo metatranskripto-
movym sekvenovanim zostavenych 41 kompletnych a 19
Ciastocne kompletnych genémov SARS-CoV-2, o predsta-
vuje 62 % (51/79) zo vsetkych. Okrem toho sme neidentifi-
kovali sekvencie SARS-CoV-2 v Ziadnej zo vzoriek kontrolnej
skupiny (SARS-CoV-2 RT-PCR negativny). V asymptoma-
tickej, miernej a tazkej skupine sme identifikovali varianty
SARS-CoV-2: alpha (B.1.1.7) — 20I, delta (AY.4; AY.43; AY.43.9;
AY.122; AY.9.2;) — 211 a 21 J, omicron (BA.1.1; BA.2.9; BA.2;
BA.2.67;BA.5) — 21L a 22 B av jednej vzorke variant 20C. Va-
rianty alpha a delta prevladali v skupine s tazkym ochorenim,
avs$ak v 30 % analyz sa nepodarilo zostavit geném z dévodu
nedostatocného poctu ¢itani mapovanych na referen¢ny ge-
ném SARS-CoV-2. V skupine s miernym priebehom domino-
val variant alpha, zatial' o v asymptomatickej skupine SARS-
CoV varianty omicron a delta.

Okrem SARS-CoV-2 sme identifikovali sekvencie dalSich
ludskych RNA virusov, napr. z ¢elade Picornaviridae (Rhino-
virus A). Podla o¢akavania to boli hlavne DNA fagy z Cela-
di Pedoviridae, Rountreeviridae a Siphoviridae. V niekolkych
jednotlivych vzorkach sme identifikovali sekvencie ludského
herpesvirusu 1, HSV-1 (Alphaherpesviridae), ludského masta-
denovirusu D (Adenoviridae) a virusu Molluscum Contagio-
sum (Poxviridae).

Z hladiska distribucie veku boli rozdiely najma medzi pa-
cientmi s tazkym COVID-19 z nemocnice (median 68 rokov)
a ostatnymi skupinami (M-37, A-42, N-37) (tabulka 1).

Diskusia

V nasej studii sme porovndvali mikrobidm vratane viré-
mu nosohltana medzi Styrmi skupinami na zdklade zavaz-
nosti virusového ochorenia dychacich ciest a pozitivity na
SARS-CoV-2: negativna (bez priznakov ochorenia, RT-PCR ne-
gativny), mierna (nevyrazné priznaky, nevyZzadujuce hospita-
lizaciu), asymptomatickd (bez priznakov ochorenia, RT-PCR
pozitivny) a skupina tazko chorych pacientov s COVID-19
(dychacie tazkosti, pneumodnia, hospitalizovani) pomocou
metatranskriptémového sekvenovania. V texte na zjednodu-
Senie pouzivame pocetnost baktérii alebo virusov, hoci v sku-
tocnosti stale hovorime o transkriptoch, ktoré vSak vyjadru-
ju zastupenie aktivnej ¢asti mikrobiému. Relativna pocetnost
baktérii je vyrazne vys$Sia v miernej a asymptomatickej sku-
pine, zatial ¢o v tazkej a negativnej kontrole je pritomna len
mala Cast (obrazok 1A). Nizka pocetnost baktérii u tazkych
pacientov je l'ahko vysvetlitelna uzivanim antibiotik. Pouziva-
nie antibiotik bez jasnej indikacie bakteridlnej superinfekcie
je kontroverzné, zda sa vsak, Ze v niektorych zdravotnickych
centrach bolo beznou praxou bez ohladu na rizika vzniku re-
zistencie. Podl'a zdvaznosti ochorenia su Firmicutes najcas-
tejsie u asymptomatickych, miernych a tazkych pacientoyv,
zatial ¢o u zdravych kontrol su vyrazne menej pocetné a pro-
porcne zastupené. U tazkych pacientov sme pozorovali vy-
razny pokles pocetnosti, nie vSak diverzity bakterialnych ta-
xénov a ich zastuipenia.

Rozdelenie na dve skupiny COVID pozitivhych miernych
a asymptomatickych bolo motivované cielom zistit, Ci exis-
tuje nejaky rozdiel medzi mikrobiomom ludi s priznakmi
respiracnych ochoreni, ako je nadcha, horicka, kasel, a u-
di, ktori st sice infikovani (RT-PCR pozitivni), ale nevyka-
zuju ziadne priznaky. Nase vysledky naznacuju, ze pocet-
nost baktérii aj pomerné zastipenie jednotlivych taxénov
sU v oboch skupinach vel'mi podobné. Hoci sa mediano-
vé hodnoty Ct v miernej (24,89) a asymptomatickej skupi-
ne (28,56) zdali dost odli§né, neboli Statisticky vyznamné
(Wilcoxonov test, p = 0,017) (tabulka 1B). Velkost oboch
skupin (25 vs 24) a vekové rozlozenie (37 vs 42) boli inak
podobné (tabulka 1A). Na urovni rodov a druhov sme neza-
znamenali Ziadne vyznamné rozdiely, ¢o potvrdila aj Statis-
ticka analyza (PERMANOVA; p = 0,053 a 0,024, vypocitana
hrani¢na hodnota p bola 0,0023). Najviac zastipenymi rod-
mi v oboch skupinach boli Streptococcus, Veillonella (oba
kmen Firmicutes) a Prevotella (kmen Bacteroidetes), pricom
najpocetnejsimi druhmi boli Veillonella atypica a Prevotella
melaninogenica (bakterialne druhy a rody, obrazky 2A,B).
Toto pozorovanie je v sulade so zisteniami inych stadii mik-
robiomu hornych dychacich ciest('®-29, P melaninogenica je
gramnegativny obligatne anaerdbny kokobacil, ktory méze
pbsobit ako oportinny patogén, pricom existuju protichod-
né hypotézy o jeho vplyve na dychacie cesty. Napriklad sa
zistilo, ze P melaninogenica je ,prospesnym” ¢lenom mikro-
biému dychacich ciest, pretoze zvySuje ochranu pred bak-
teridlnou pneumoniou spdsobenou najma Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae). Dalej bola P melaninogeni-
ca zaradena medzi najvyraznejSie odliSujuce bakteridlne
druhy u pacientov s pneuméniou spésobenou S. pneumo-
niae (s mensim mnozstvom P. melaninogenica) a zdravymi
kontrolami (s vd¢$im mnozZstvom P. melaninogenica)®V. Za-
ujimavé je, ze zdvazna skupina so ziskanou pneuméniou ne-
zndmeho bakteridlneho pévodu v nasom subore mala vy-
znamne menej P melaninogenica (obrazok 2B).

Analyzovali sme 72 negativnych zdravych kontrol, vSetky
boli dodato¢ne overené/testované pomocou RT-PCR (gény E,
ORF1ab, N) a vyhodnotené ako negativne. Relativna pocet-
nost baktérii na zaklade po¢tu namapovanych ¢itani a tran-
skriptov predstavovala u nich najnizsi podiel (0,1 %) zo vset-
kych skupin (asymptomaticka 68,8 %; mierna 30 % a tazka
1,1 %) (obrazok 1A). Nie je to az také prekvapujuce, kedZe
kazda virusova infekcia vratane infekcie SARS-CoV-2 zvy-
Suje pravdepodobnost sekundarnej bakterialnej superinfek-
cie. U zdravych dospelych ludi su v nosovej dutine zvycaj-
ne baktérie bezne pritomné na kozi, prevazne zastupcovia
rodu Actinobacterium (napr. Corynebacterium spp., Propioni-
bacterium spp.), dalej Firmicutes (napr. Staphylococcus spp.)
a Proteobacteria®. V negativnych kontrolach sme identifiko-
vali 58 druhov z viac ako 900 druhov, ¢o zodpoveda na urov-
ni mikrobialnej diverzity len priblizne 6 %.

Zastupenie roznych variantov SARS-CoV-2 z nazofaryn-
galnych vyterov u asymptomatickych, miernych a tazkych
pacientov korelovalo s obdobim vyskytu jednotlivych kme-
nov na Slovensku. Senzitivita detekcie SARS-CoV-2 prostred-
nictvom sekvenovania metatranskriptému bola len priblizne
60 %, na druhej strane subor SARS-CoV-2 pozitivnych vzo-
riek pozostaval z réznych hodnét Ct zodpovedajicich réz-
nym drovniam virusovej naloze. Na individualnej arovni sme

14

1/2023
newsla




Povodné prace

zo vSetkych vzoriek, ktoré mali Ct 20 alebo menej, o zodpo-
veda vyssej virusovej nalozi, dokazali zostavit cely genom vi-
rusu SARS-CoV-2. Vzorky od tazkych pacientov v nemocnici
boli odobrané ¢asto 3 az 7 dni po zaradeni do Studie a tito
pacienti boli lieceni Sirokou skalou liekov (antibiotika, korti-
koterapia, imunomodulacna liecba, antivirotika), ktoré mohli
medzitym ovplyvnit virusovu néloz. Jednoznacnou vyhodou
transkriptomového pristupu je jeho schopnost zachytit nie-
len RNA, ale aj DNA virusy (ich transkripty). Okrem SARS-
CoV-2 boli neprekvapivo najCastejSie identifikované sekven-
cie pochdadzajlice z DNA virusov baktérii, t. j. fagov z ¢eladi
Pedoviridae, Rountreeviridae a Siphoviridae.

Sekvencie mapované na ludsky transkriptdm tvorili neza-
nedbatelnu cast analyzy, ale nie st predmetom tohto ¢lanku
a zasluhuju si osobitn pozornost.

Zaver

Identifikovali sme rozdiely v mikrobiome medzi r6znymi
skupinami COVID pozitivnych a negativnou skupinou. Na-
priek rozdielom v pocetnosti bola relativna pocetnost jed-
notlivych taxénov v skupinach pozitivnych na COVID-19 po-
dobna bez ohladu na zavaznost a pouzitu liecbu. Skupinu
zdravych negativnych kontrol definoval najmensi pocet mik-
roorganizmov. Sekvenovanie metatranskriptému je ndstroj
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Hodnotenie pocetnosti, pozitivity a Ct hodnot SARS-CoV-2 detekcie
na Slovensku v ¢ase pandémie COVID-19 - deti verzus dospeli jedinci

Nikola Janostiakova', Andrej Gnip?, Dominik Kodada', Gabriela Blandova', Emilia Mikova?,
Elena Tibenska?, Vanda Repiska', Gabriel Minarik®

Univerzita Komenského v Bratislave Lekarska fakulta, Ustav lekarskej bioldgie,
genetiky a klinickej genetiky, Bratislava

’Medirex, a. s., Pezinok

SMEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Nitra

Vplyv infekcie SARS-CoV-2 na detsku populdciu v porovnani s dospelymi nie je doteraz presne objasneny. Dete-
gované prahové hodnoty cyklu (Ct) pri RT-gPCR SARS-CoV-2 diagnostike st nepriamolimerné virusovej zatazi
- test nepriamo kvantifikuje pocet képii virusovej RNA vo vzorke. Cielom tejto Stidie bolo determinovat a sta-
tisticky podlozit moznu korelaciu medzi rozdielnymi priemernymi Ct hodnotami a vekom pozitivne testovanych
jedincov v kategorizovanych skupinach maloletych a dospelych.

Klticové slova: SARS-CoV-2, COVID-19, pandémia, Slovensko, Ct hodnoty, deti, virusova zataz

Evaluation of the frequency, positivity and Ct values of SARS-CoV-2 detection in Slovakia during the COVID-19
pandemic - children versus adults

The impact of SARS-CoV-2 infection on the pediatric population compared to adults is not yet clearly understood.
The detected cycle threshold values (Ct) in RT-qPCR SARS-CoV-2 diagnostics are inversely proportional to the
viral load - the test indirectly quantifies and determines the number of viral RNA copies in the sample. This study
aimed to determine and statistically substantiate a possible correlation between different average Ct values and

the age of positively tested individuals in the categorized groups of children, adolescents and adults.
Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, pandemic, Slovakia, Ct values, children, viral load

Newslab, 2023; roc. 14 (1): 17 - 20

Uvod

Ako je uz v sucasnosti zname, ochorenie COVID-19 vyvo-
lané virusom SARS-CoV-2 spdsobilo celosvetovu pandémiu,
ktora viedla ku globdlnej nidzovej situacii v oblasti verejné-
ho zdravotnictva z dovodu vysokej rychlosti Sirenia infekcie,
Sirokého spektra klinickych prejavov vo vSetkych vekovych
skupinach a vysokej imrtnosti najma u dospelych os6b®.

Takisto je zndame, ze prvotne boli kontrolné opatrenia na
Slovensku aj vo svete zamerané na detekciu a naslednu izo-
laciu potvrdenych pripadov a taktiez karanténu kontaktnych
0s0b pozitivnych pripadov®. Sekvenovanie genému SARS-
CoV-2 umoznilo vyvoj testu reverznej transkripcnej polyme-
razovej retazovej reakcie v redlnom ¢ase (RT-gPCR) na detek-
ciu arelativnu kvantifikaciu virusovej naloze. Tato technika je
aktualne stale zlatym Standardom pre diagnostiku ochorenia
COVID-19. RT-gPCR diagnostika deteguje rozne Strukturalne
oblasti kédované génmi: S (Spike), E (Envelope), N (Nucleoca-
psid), RARp (RNA-dependent RNA polymerase) a ORF1ab (po-
lyprotein). Vo véeobecnosti boli RT-gPCR diagnostické supra-
vy primarne navrhnuté pre kvalitativhu detekciu SARS-CoV-2
(,detegovand” alebo ,nedetegovana” pritomnost SARS-CoV-2
transkriptov), no uvadzané prahové hodnoty cyklu (Ct) repre-
zentujuce pocet cyklov amplifikacie potrebnych na to, aby
fluorescencny signal prekrocil Uroven pozadia, je mozné vy-
uzit na semikvantitativny odhad virusovej naloze®.

Ct hodnoty su nepriamoumerné virusovej ndlozi a po-
skytuju moznost kvantifikacie poc¢tu kopii virusovej nukleo-
vej kyseliny (RNA) vo vzorkach®9, Hodnoty st ovplyvnené
preanalytickymi, analytickymi a postanalytickymi premen-
nymi. Spravna interpretacia tychto faktorov je rozhodujlca
pre odhad korelacie medzi virusovou zatazou a zdvaznos-
fou ochorenia. Systematicky prehlad klinickej uzitocnosti
prahovych hodnét cyklu naznagil, ze Ct hodnoty su uzito¢né
na predpovedanie klinického vysledku u pacientov s ocho-
renim COVID-1969),

Uz na zaciatku pandémie existoval predpoklad, ze do-
speli jedinci budd mat zavaznejsi priebeh SARS-CoV-2 in-
fekcie ako deti, informacie o etioldgii choroby u deti vSak
boli obmedzené. To prinieslo dlhé obdobia karantén, zatva-
rania $kol, prechodov na online vyuc¢bu, ¢oho nésledkom
boli/si pocetné psychologické a socidlno-emocionalne
komplikacie u maloletych”®. Okrem problémov s dusev-
nym zdravim boli u Ziakov s distan¢nou vyu¢bou zazna-
menané zmeny tykajlce sa nezdravého priberania na véhe,
oneskorenej imunizacie ¢i prudkého narastu poctu novo-
vzniknutého diabetu 2. typu. Tieto priame dosledky zatvo-
renia $kol mozu byt predzvestou dlhodobych komplikacii
vratane znizenej priemernej dizky Zivota $koldkov®. Po-
chopenie charakteristik a klinickych prejavov ochorenia
COVID-19 u deti je preto klucové.
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Nedavny systematicky prehl'ad a metaanalyza zahfiaju-
ca 37 studii o ochoreni COVID-19 u deti potvrdila predcha-
dzajuce tvrdenia o relativne miernom priebehu ochorenia
u mladsich deti, ktorych symptémy zahffaju najcastejsie
horicku (48,5 %) a kasel (40,6 %), ¢o pravdepodobne su-
visi s nizSou virusovou zatazou u detskych pacientov v po-
rovnani s dospelymijedincami(®. Uz v ivode pandémie bolo
preukazané, ze SARS-CoV-2 vyuziva na vstup do hostitel'skej
bunky protein pritomny na jej povrchu, enzym konvertujaci
angiotenzin 2 (ACE2). Studie naznacuju, Ze expresia ACE2 je
zavisla od tkaniva aj veku, pricom najvyssia expresia ACE2
je v nosovom epiteli zdravych dospelych jedincov. NizSia
expresia ACE2 je, naopak, detegovand v hornych a dolnych
dychacich cestach u deti, na zdklade ¢oho sa predpokla-
da, ze tieto rozdiely prispievaju k znizeniu zavaznosti ocho-
renia u deti. Autori Yoshida a kol. vysledkami ich nedavne-
ho vyskumu naznacuju, ze za obmedzenu replikaciu virusu
a progresiu ochorenia COVID-19 u deti zodpovedaju vyssie
detské vrodené interferonové reakcie"". Doteraz v§ak nie je
uplne jasné, preco ma ochorenie COVID-19 u deti zvyCajne
miernejsi charakter.

Cielfom tejto $tudie bolo posudit korelaciu medzi epide-
miologickymi znakmi u deti a dospelych jedincov. Vysled-
ky zahffaju data z diagnostického testovania SARS-CoV-2
na Slovensku s rozsahom definovanym mierou vykonanych
testov v laboratériach Medirex, a. s. PoCet udajov z tejto Stu-
die je robustny a predstavuje viac ako 1,4 miliona hodnote-
nych RT-gPCR testov. Datumovy vyber idajov zahfiia celu ¢a-
sovl os masivnej SARS-CoV-2 detekcie v ramci Slovenskej
republiky. Zaujimali nds najma parametre z hladiska rozdie-
lov v pozitivite a vo virusovej zatazi (odhadované pomocou
hodno6t Ct) medzi charakterizovanymi vekovymi podskupina-
mi. NaSe poznatky o trendoch pandémie v kontexte vekovych
podskupin v slovenskej populacii mozno vyuzit na efektivnej-
Sie nastavenie diagnostiky aj manazmentu opatreni pri pri-
padnych buducich epidémiach/ pandémiach.

Metédy

Studia analyzovala déata poskytnuté akreditovanym labo-
ratériom Medirex, a. s. Udaje predstavuiju vysledky 1 420 572
RT-qPCR testov jedincov pred planovanou hospitalizaciou, je-
dincov s priznakmi ochorenia a/alebo kontaktom s pozitivne
testovanou osobou, jedincov po pozitivnom vysledku anti-
génového testu('?, samoplatcov bez selekcie; z datumového
obdobia od marca 2020 do septembra 2022.

Automatizovana izolacia nukleovej kyseliny (RNA) na mag-
netickych ¢asticiach bola uskuto¢nena pomocou suprav Se-
ra-Xtracta Virus /Pathogen Kit (Cytiva) a Zybio Nucleic Acid
Extraction Kit (Zybio) s vyuzitim systému KingFisher™ Flex

Purification System (Thermo Scientific) a Zybio EXM 3000
Nucleic Acid Isolation System/ Zybio EXM 6000 Nucleic Acid
Isolation System (Zybio). Testovanie sa uskutocnilo meté-
dou RT-gPCR s pouzitim suprav COVID-19 Real Time Mul-
tiplex RT-PCR Kit (Labsystems Diagnostics), SARS-CoV-2
Nucleic Acid Detection Kit (Zybio) a Real Time Multiplex
RT-PCR Kit (Liferiver) pomocou gPCR platforiem ABI 7500
(Fast) Real-Time PCR System (Applied Biosystems), Quant-
Studio 5 a QuantStudio 6 Real-Time PCR System (Thermo-
Fisher). Udaje ziskané pre kazdy test zahffiali denné &islo
vzorky, datum odberu, ID pacienta, vek, pohlavie, miesto od-
beru vzorky, vysledok testu a v pripade pozitivheho vysledku
aj hodnotu Ct virusového génu E — hrani¢na hodnota do 40
(pre kit SARS-CoV-2 Nucleic Acid Detection Kit (Zybio) ale-
bo 41 (pre kity Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Labsystems
Diagnostics) a Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Liferiver) -
1. j. sekvencia nukleovej kyseliny bola identifikovand v Case,
ked PCR presla 39 alebo 40 cyklami. Hodnota Ct bola spo-
lu s pozitivnym vysledkom testu laboratériom Medirex, a. s.,
uvadzanad a archivovana od 3. decembra 2020, ¢o vysvetluje
nizsiu pocetnost pozitivnych PCR testov s uvedenou Ct hod-
notou v porovnani s celkovym poctom pozitivnych PCR tes-
tov v rdmci tejto Studie.

Udaje boli kategorizované do 5 skupin podla veku, resp.
urovne navstevovanej Skoly: novorodenci + batol'ata + deti
predskolského veku (0 - 5r.), Ziaci ZS (6 — 13 r.), Ziaci SS (14
- 19r.), $tudenti VS + dospeli (20 - 65 r.) a seniori (> 65T.).

Na porovnanie kategorii Udajov a kontrolu korelacii tdajov
boli vyuzité Statistické testy. Na porovnanie hodnét pozitivi-
ty bol pouzity Fisherov exaktny test a na porovnanie hodno6t
Ct Welchov t-test medzi vekovymi kategériami. Spolu bolo
vykonanych 20 Statistickych testov, na zdklade tohto poctu
bola aplikovana Bonferroniho korekcia pre upravu prahu vy-
znamnosti p-hodnoty — ako prahova hodnota bola vyuzita
hodnota 0,0025 namiesto 0,05.

Vysledky

Celkova pozitivita analyzovanych testov predstavovala
24,64 % (350 067 testov), pricom najvyssiu mieru pozitivi-
ty (nad 30 %) dosiahli vekové kategorie: 6 — 13,14 - 19 .
(tabulka 1). Na zaklade Fisherovho exaktného testu bolo
preukazané, ze rozdiely v pozitivite medzi vSetkymi dvojica-
mi vekovych skupin boli signifikantne vyznamné (p-hodno-
ta < 0,0025).

Obrazok 1 zndzornuje rozdelenie Ct hodnot v zavislosti
od veku jedincov. Huslovy graf preukazuje postupné znizo-
vanie hodnot medianu Ct spolu so zvySujucim sa vekom ka-
tegorizovanych skupin, vynimkou je vekova skupina seniorov
> 65 r. NajvySsia hodnota medidnu Ct bola zistena vo veko-

Tabulka 1. Pocet pozitivnych/negativnych RT-gPCR testov a celkova pozitivita pre jednotlivé vekové kategdrie.

Vekova skupina

| Pocet pozitivnych testov | Pocet negativnych testov |

Celkovy pocet testov | Pozitivita (%)

18

0-5r. 6 563 23 474 11,079 21,85 %

6-13r. 36 882 63 656 18,958 36,69 %

14-19r. 28 822 55 511 31,801 34,18 %

20-65r. 244 965 793 982 68,737 23,58 %

>65T. 32835 133 882 27,951 19,70 %

Celkovo 350 067 1070 505 1420 572 24,64 %
1/2023
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vej skupine 0 — 5., rovnd sa ¢Cislu 29,79. NajnizSia hodnota
medianu Ct bola zistena v skupine 20 - 65 r,, rovna sa Cislu
26,67. Vo vekovej skupine seniorov > 65 r. bola preukazana
hodnota medianu Ct 26,70. Signifikantné rozdiely v mediane
Ct boli preukdzané na zaklade Welchovho t-testu medzi vSet-
kymi dvojicami vekovych skupin (p-hodnota < 0,0025) s vy-
nimkou dvojice 20 — 65r. a > 65 1. (p-hodnota 0,17).

Diskusia

Existuje niekolko faktorov, ktoré mozu potencialne ovplyv-
nit zistené Ct hodnoty vratane typu vzorky (napr. nosohlta-
nova, predna sliznica nosa, sliny, sputum) alebo ucinnos-
ti odberu (neinvazivne odbery mozu viest k nepresnostiam
vysledkov)(®. Detekcia nizsich hodnot Ct u deti mbze su-
visiet s kvalitou odberu(®. Odbery slin sa zaviedli do praxe
prave pre komplikacie odberov z nosohltana v urc€itych sku-
pinach jedincov — vyraznu bolest pri vyteroch z nosohltana
opisalo 58 % mladych ludi oproti Ziadnej pri odbere slin, pri-
¢om 90 % deti preferuje odber vzoriek slin®. Vysledky via-
cerych studii demonstruju, ze detekcia SARS-CoV-2 zo vzo-
riek slin funguje rovnako alebo dokonca lepSie ako vytery
z nosa a hltana®'9, no priemerna Ct hodnota v slinach mo-
Ze byt vyssia v porovnani s priemernou Ct hodnotou z nazo-
faryngalnych vyterov®®. Preto sa ako vhodnejSia vzorka na
diagnostiku RT-gPCR zvycajne odporuc¢a kombinovany vyter
z nosa a hrdla(®. Ked'ze sme do tejto $tadie chceli zahrnat
vSetky vzorky od marca 2020 do septembra 2022 poskyt-
nuté laboratériom Medirex s priradenym pozitivnym/nega-
tivnym vysledkom, Udaje zahffiaju nazofaryngalne vytery aj
vzorky slin. Vysledky reprezentujlce detekciu SARS-CoV-2 zo
vzoriek slin vS§ak predstavuju menej ako 5 % vSetkych vzo-
riek, a preto nepredpokladame, Ze by tato skuto¢nost mohla
ovplyvnit celkovl vypovednu hodnotu priemernych hodn6t Ct
pre Udaje tejto Studie.

Predbezné ddkazy naznacuju, ze u deti infikovanych
SARS-CoV-2 je nizsia pravdepodobnost, Ze sa u nich rozvi-
nu symptomy alebo zavazny priebeh ochorenia COVID-19@",
Z hladiska virusovej zataze odhadovanej na zaklade dete-
govanej Ct hodnoty boli preukdzané signifikantne nizsie Ct
hodnoty u dospievajicich a dospelych jedincov v porovna-
ni s detmi mlads$imi ako 10 rokov®??, ¢o naznacuje, ktoré
vekové kategorie mozu viac, resp. menej prispievat k Sire-
niu infekcie. V nasej studii sme analyzovali, ¢i a ako stredné
Ct hodnoty RT-qPCR koreluji s vekom a vyskytom infekcie
SARS-CoV-2 v subpopuldacii slovenskych obyvatelov testova-
nych v jednom akreditovanom laboratériu.

Skutocna lokalna prevalencia a pocet vykonanych testov
ovplyviuju hodnotu miery pozitivity. Vo vSeobecnosti, ¢im
viac testov je zrealizovanych, tym sa miera pozitivity bude
priblizovat ku skutocnej prevalencii®. Analyzované testy tej-
to Studie predstavuju > 19 % vSetkych diagnostickych PCR
testov na Slovensku (za dany datumovy interval), takZe by
mali byt reprezentativne pre populaciu.

Biomedicinsky vyskum sa aktudlne spolieha na p-hodno-
ty ako deterministicki mieru pri rozhodovani zalozenom na
udajoch, kde sa zo vzoriek dat vypocitava jedna p-hodnota,
aby sa urcili Statisticky vyznamné rozdiely medzi pozorova-
nymi skupinami. Pretoze odhadovana p-hodnota ma tenden-
ciu klesat so zvysujucou sa velkostou vzorky, aplikacia tej-
to metodiky na subory tGdajov s velkou pocetnostou vzoriek

Obrdzok 1. Distribucia Ct pozitivnych diagnostickych tes-
tov v kategorizovanych vekovych skupindch. Udaje su zo-
brazené ako huslové grafy, jednotlivé boxploty st dopl-
nené o prislusné medidny Ct (oranZové usecky).
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vedie k vysSej pravdepodobnosti zamietnutia nulovej hypo-
tézy®9, ¢o sa odrazilo aj v nasich udajoch (viac ako 1,4 mil.
RT-gPCR testov). Tato skutocnost pravdepodobne prispela
k preukazaniu vyraznych rozdielov v pozitivite a priemernych
hodnotach Ct medzi takmer vSetkymi kategorizovanymi ve-
kovymi skupinami. To v§ak neznamenag, ze pozorovany vyz-
nam nie je skuto¢ny. Naopak, nizke p-hodnoty su pritomné
pri velkych velkostiach vzoriek, pretoze robustnost tdajov
znamena, ze aj maly rozdiel s va¢sou pravdepodobnostou
odrdza skutocny zakladny rozdiel medzi dvoma subormi
udajov. Graf na obrazku 1 determinuje, Ze pokles medianu
Ct bol v sulade so zvySujucim sa vekom v kategorizovanych
podskupinach, ¢o je podlozené aj zistenim, ze SARS-CoV-2
pozitivne deti su zriedkavo ,pripadom indexu” v prenoso-
vych retazcoch v rodinach, resp. domacnostiach®. Hoci na-
Se vysledky nie je mozné priamo pouzit pri analyze efektu
zatvarania $kél ako potencidlnych ohnisk komunitného Sire-
nia COVID-19, poukazuju na to, Ze na Sireni pandémie sa deti
Skolského veku podielali mensou mierou ako dospeli. K po-
rovnatelnym vysledkom dospeli autori z partnerskych labo-
ratorii Spadia, a. s., pricom v ich pripade bolo mozné tuto
domnienku s ohladom na désledné sledovanie Sirenia pan-
démie prdve so zameranim na otvaranie a zatvaranie sSkol
v Ceskej republike potvrdit@®).
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Doplnkové informacie

Tabulka so vsetkymi vzorkami zahrnutymi do analyzy je dostupna v podobe .xls stboru (ST — Supplementary table) na vyZia-

danie od autora.

LITERATURA

1. WuP Hao X, Lau EHY, et al. Real-time tentative assessment of the ep-
idemiological characteristics of novel coronavirus infections in Wuhan,
China, as at 22 January 2020. Euro Surveill. 2020; 25: 2000044.

2. Rattan A, Ahmad H. Can quantitative RT-PCR for SARS-CoV-2 help in
better management of patients and control of coronavirus disease 2019
pandemic. Indian J Med Microbiol. 2020; 38: 284-287.

3. Bustin SA, Mueller R. Real-time reverse transcription PCR (qRT-PCR) and
its potential use in clinical diagnosis. Clin Sci (Lond). 2005; 109: 365-379.
4. Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin Micro-
biol Infect. 2004; 10(3): 190-212.

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

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

7. Hen M, Shenaar-Golan V, Yatzker U. Children and Adolescents’ Men-
tal Health Following COVID-19: The Possible Role of Difficulty in Emotion-
al Regulation. Front Psychiatry. 2022; 13: 865435.

8. Dooley DG, Rhodes H, Bandealy A. Pandemic Recovery for Children—
Beyond Reopening Schools. JAMA Pediatr. 2022; 176(4): 347-348.

9. Qi K, Zeng, W, Ye, M, et al. Clinical, laboratory, and imaging features
of pediatric COVID-19: a systematic review and meta-analysis. Medicine
(Baltimore) 2021; 100(15): €25230.

10. Jones TC, Biele G, Miihlemann B, et al. Estimating infectiousness
throughout SARS-CoV-2 infection course. Science. 2021; 373(6551): ea-
bi5273.

11. Yoshida M, Worlock KB, Huang N, et al. NU SCRIPT Study Investiga-
tors; Reynolds G, Haniffa M, Bowyer GS, Coates M, Clatworthy MR, Cale-
ro-Nieto FJ, Gottgens B, O’'Callaghan C, Sebire NJ, Jolly C, De Coppi P,
Smith CM, Misharin AV, Janes SM, Teichmann SA, Nikoli¢ MZ, Meyer KB.
Local and systemic responses to SARS-CoV-2 infection in children and
adults. Nature. 2022; 602(7896): 321-327.

12. https://www.health.gov.sk/Clanok?test-pcr-ochorenie dostupné dna
5.4.2023

13. Yoo HM, Kim IH, Kim S. Nucleic Acid Testing of SARS-CoV-2. Int. J.
Mol. Sci. 2021; 22, 6150.

14. https://www.aacc.org/science-and-research/covid-19-resources/
statements-on-covid-19-testing/aacc-recommendation-for-reporting-
sars-cov-2-cycle-threshold-ct-values dostupné dna 24. 3. 2023

15. Gagnon F, Bhatt M, Zemek R, et al. Nasopharyngeal swabs vs. saliva
sampling for SARS-CoV-2 detection: A cross-sectional survey of accepta-
bility for caregivers and children after experiencing both methods. PloS
one, 2020; 7(7), €0270929.

16. Huang C, Wang Y, Li X, et al. Clinical features of patients infected
with 2019 novel coronavirus in Wuhan, China. Lancet. 2020; 395(10223):
497-506.

17. Ponti G, Maccaferri M, Ruini C, et al. Biomarker associated with
COVID-19 disease progression. Crit Rev Clin Lab Sci. 2020: 1-11.

18. Zaninotto M, Mion M, Cosma C, et al. Presepsin in risk stratification of
SARS-CoV-2 patients. Clin Chim Acta. 2020; 507: 161-163.

19. Hansen CB, Bayarri-Olmos R, Kristensen MK, et al. Complement relat-
ed pattern recognition molecules as markers of short-term mortality in in-
tensive care patients. J Infect. 2020; 80(4): 378-387.

20. Torres M, Collins K, Corbit M, et al. Comparison of saliva and naso-
pharyngeal swab SARS-CoV-2 RT-qPCR testing in a community setting. J
infect. 2021; 82(4): 84-123.

21. https://stacks.cdc.gov/view/cdc/89980 dostupné dna 25. 4. 2023.
22. Bullard J, Funk D, Dust K, et al.. Infectivity of severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 in children compared with adults. CMAJ. 2021;
193: E601-E606.

23. Montesinos-Lépez JC, Daza-Torres ML, Garcia YE, et al. The Role of
SARS-CoV-2 Testing on Hospitalizations in California. Life 2021; 11(12):
1336.

24. Gomez-de-Mariscal E, Guerrero V, Sneider A. et al. Use of the p-values
as a size-dependent function to address practical differences when ana-
lyzing large datasets. Sci Rep. 2021; 11, 20942.

25. Zhu YS, Bloxham CJ, Hulme KD, et al. Meta-analysis on the Role of
Children in Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 in House-
hold Transmission Clusters. Clin. Infect. Dis. 2021; 72(12): E1146-E53.
26. Musalkova D, Piherova L, Kwasny O, et al. Trends in SARS-CoV-2 cy-
cle threshold values in the Czech Republic from April 2020 to April 2022.
Sci Rep. 2023; 13(1): 6156.

Mgr. Nikola Janostiakova

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

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

20

1/2023
newsla




Povodné prace

Zber klinickych udajov a biologickych vzoriek na vyuzitie v zakladnom
a aplikovanom vyskume

Petra Hirjakova, Marianna Jagelkova, Michal Lichvar, Lubomir Arnold, Gabriel Minarik
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Nitra

Biobanking je neoddelitelnou sticastou mnohych vedeckych alebo klinickych stadii. Cielom ¢lanku je informovat
o aktualnom stave realizovanych studii, sibore tdajov a biologickych vzoriek ziskanych v ramci projektov Me-
direx Group Academy, n. o. (BIOMEDIRES Il., PreveLynch, Promedicov, DIACOVID) na pouzitie v si¢asnom, ale aj
budicom zakladnom a aplikovanom vyskume, ako aj definovat nové perspektivy a rozvojové stratégie pre vznik-
nutd biobanku biologickych vzoriek a klinickych tidajov. V ¢lanku uvadzame priklady zbieranych anamnestickych
a klinickych dat a diskutujeme vyhody, resp. nevyhody sticasne vyuzivaného pristupu zberu vzoriek a udajov pre
lepsSie nastavenie realizacie klinickych stadii v buducnosti.

Klacové slova: klinicka studia, vyskum, biobanka, biologické vzorky

Collection of clinical data and biological samples for use in basic and applied research

Biobanking is an integral part of many scientific or clinical studies. The article aims to inform about the current
state of studies, a set of data and results obtained thanks to the Medirex Group Academy projects (BIOMEDIRES
II., PreveLynch, Promedicov, DIACOVID) for use in current and future basic and applied research and to define
future perspectives and development strategies for the established biobank of samples and clinical data. In
the article, we present examples of collected anamnestic and clinical data and discuss various advantages or
disadvantages of the currently used approach of collecting samples and data for a better adjustment of the

results of studies in the future.

Keywords: clinical study, research, biobank, biological samples

Newslab, 2023; ro¢. 14 (1): 21 - 27

Uvod

Vyber dizajnu Studie je najddlezitejSim krokom v metodo-
l6gii vyskumu?. Vhodny dizajn stldie zarucuje dosiahnutie
cielov vyskumu, preto je pri vybere dizajnu Studie potrebné
zvazit niekolko faktorov: formulovana vyskumna hypotéza,
spOsob vyberu ucastnikov, spésob zberu dat a odberu vzo-
riek?. Najpouzivanejsi dizajn studie na skimanie genetic-
kého a environmentalneho zdkladu komplexného ochorenia
je pripadova kontrolna Stidia. Takéto typy Studii zahfiiaju vy-
Setrenie vSetkych pripadov ochorenia (pripady) v porovnani
s reprezentativnou vzorkou bez ochorenia (kontrolou). Pripa-
dy a kontroly sa zvyCajne skimaju retrospektivne na dokaz
genetickych a inych rizikovych faktorov, ktoré existovali pred
vypuknutim choroby, a tak pravdepodobne prispeli k rozvoju
tohto ochorenia®. Viaceré stidie tohto typu sme realizovali
aj v neziskovej organizacii Medirex Group Academy (MGA, n.
0.) v priebehu rokov 2020 — 2023. Tie su sucastou vedecko-
vyskumnych projektov zameranych predov$etkym na oblast
onkoldgie (BIOMEDIRES II, PrevelLynch) a oblast infekénych
a civilizacnych ochoreni (Promedicov, DIACOVID).

Projekt BIOMEDIRES Il. je Specificky zamerany na prob-
lematiku karcindmu endometria a endometridlnych patolé-
gii veducich k vzniku karcindmu endometria. Cieflom pro-
jektu je najst potencialne nové diagnostické, prognostické
alebo terapeutické biomarkery detegovatelné pomocou te-
kutej biopsie, poukazujice na riziko vzniku/rozvoja rakovi-
ny endometria. Pri hladani biomarkerov sa planuje vyuzitie

umelej inteligencie, ktora bude analyzovat vysledky ziskané
viacerymi laboratérnymi metédami predovsetkym z oblasti
genomiky, proteomiky alebo glykomiky a bude ich porovna-
vat s dostupnymi anamnestickymi, klinickymi a histologicky-
mi idajmi. Stcastou projektu je klinicka studia zamerana na
zisk klinickych vzoriek a dat pacientok s endometrialnou pa-
tolégiou a karcindmom endometria®.

Projekt PreveLynch ma za ciel podrobne preskimat prob-
lematiku dedi¢nych nadorovych ochoreni spésobenych Lyn-
chovym syndromom a preskimat predpokladané genetic-
ké pozadie vysSej prevalencie vybranych typov nadorovych
ochoreni v slovenskej populdcii Specificky so zameranim na
kolorektalny karcindm. Délezitym cieflom projektu je vyvoj
menej invazivhych metdd skriningu rakoviny zalozenych na
tekutej biopsii. Zavedenie neinvazivnych skriningovych tes-
tov zahffiajucich inovativne metddy by zlepSilo véasny zachyt
jedincov s vy$sim rizikom vzniku kolorektalneho karcinému
alebo inych typov karcindmov asociovanych s Lynchovym
syndrémom, ¢o by malo za nasledok celkové zlepsSenie zdra-
votného stavu beznej populacie®.

Studia VA-COVID-19 podporuje dva projekty — Promedi-
cov a DIACOVID. Oba projekty su zamerané na ochorenie
COVID-19 a suvisiace infekéné a civilizatné choroby. Hlav-
nym cielom projektu Promedicov je vytvorenie (univerzal-
neho) systému pre v€asnu a rychlu detekciu, identifikaciu
a diagnostiku novych infekénych ochoreni s pandemickym
potencialom, implementovany v pilotnej faze v priamej su-
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vislosti s aktualnou pandémiou COVID-19. Cielom projektu
DIACOVID je prostrednictvom vyskumu zdvaznych civiliza¢-
nych ochoreni (diabetes mellitus, zapalové crevné ochore-
nia) a ich komplikacii spésobenych akutnymi ochorenia-
mi dychacich ciest zameranych na virusové ochorenia (ako
modelové ochorenie poslizi COVID-19) ziskat také poznat-
ky, ktoré umoznia podporu a rozvoj laboratérnych a klinicky
aplikovatelnych inovativnych postupov pre personalizovanu
diagnostiku a terapiu takychto pacientov®).

Do uvedenych projektov boli pod odbornym dohladom
garantov projektov navrhnuté klinické Stidie s ohladom na
naplnenie stanovenych vedeckych cielov. Ziskané vzorky
pacientov a ich klinické Gdaje boli ulozené v data- a bioban-
ke MGA, z ktorej spolupracujlice vyskumné institucie (Ve-
decky park UK, Slovenska akadémia vied, Geneton, s. 1. 0.)
mohli Ziadat o vydaj tychto vzoriek a dat na vyskum podla
ich stanovenych vedeckovyskumnych aktivit v projekte. Cel-
kovo bolo k dneSnému driu do uvedenych studii zapojenych
4 346 participantov s réznymi diagndézami (endometriélne
patolégie, karcinom endometria, kolorektalny karciném, Lyn-
chov syndrém, COVID-19, diabetes mellitus, zapalové ¢revné
ochorenia, kontrolné skupiny zdravych jedincov) a v bioban-
ke uskladnenych celkovo 18 958 vzoriek rézneho typu ma-
teridlu (vendzna krv, stolica, nazofaryngalny vyter, nativne
tkanivo, FFPE blocky). V ¢lanku opisujeme aktualny stav re-
alizovanych klinickych stadii, uvddzame priklady ziskanych
anamnestickych a klinickych dat, biologickych vzoriek na po-
uzitie v zakladnom a aplikovanom vyskume.

Metédy

Etické komisie a informovany suhlas pacienta

Klinické studie boli pred samotnou realizaciou schvalené
prislusnou multicentrickou a lokalnou etickou komisiou za-
pojenych klinickych pracovisk. Pre vSetky Studie bola muti-
centrickou etickou komisiou Etickd komisia Bratislavského
samospravneho kraja (EK BSK), ktora vydala kladné stano-
viska pod unikatnym cislom pre jednotlivé stidie (BIOME-
DIRES Il. — 06196/2020/HF; PreveLynch — 09834/2020/HF;
VA-COVID-19 (DIACOVID a Promedicov) — 03228/2021/HF).
Medzi zapojené nemocnicné pracoviska patrila Fakultna ne-
mocnica Trencin, Nemocnica Agel, Vychodoslovensky on-
kologicky ustav, Narodny onkologicky ustav, Univerzitna
nemocnica Bratislava, Nemocnica sv. Michala, Univerzitna
nemocnica Milosrdni bratia, VSeobecni fakultni nemocnice
Praha). V$etci pacienti pred zapojenim do stludie podpisali
informovany suhlas, v ktorom boli uvedené vsetky informa-
cie tykajuce sa vyskumu, odberového protokolu a vyuzitia po-
skytnutych informdcii a vzoriek na vyskumné Gcely.

Zber anamnestickych a klinickych udajov

Od participantov zapojenych v stadiach sme ziskavali via-
cero typov informacii. Okrem anamnézy, ktora pozostdvala
zo zakladnych fyziologickych a antropometrickych udajov sa
zbierali aj informacie o zdravotnom stave participanta, jeho
klinickej histérii, uzivani lieciv, rodinnej anamnéze, rézne so-
ciodemografické ukazovatele az po vysledky laboratérnych
a experimentalnych vysetreni. VSetky anamnestické a klinic-
ké Udaje boli ziskavané predovsetkym dotaznikovou formou.
Niektoré ¢asti dotaznikov mohli Gigastnici vypifiat sami, i$lo

najma o Casti, ktoré obsahovali otdzky zamerané na Zivot-
ny Styl participanta, socialnodemografické charakteristiky
participanta. Dalsiu &ast tvorili otdzky zamerané na klinicku
anamnézu participanta a tieto &asti vypliiali spoloéne so za-
radujucim lekarom, pripadne so sestrou. Pri vybranych diag-
ndzach pacientov, napr. v pripade endometridlneho karcino-
mu, kolorektalneho karcindmu, sa zbierali aj Udaje z biopsie,
ktoré boli ziskané z histopatologického vySetrenia realizova-
ného v ramci Standardného diagnosticko-lieCebného postu-
pu u pacienta. Niektorym skupinam pacientov boli urobené aj
odbery na biochemické, sérologické a imunologické vySetre-
nia. Vysledky tychto vySetreni sa taktiez zbierali a zapisova-
li do elektronického systému na spravu a manazment studii.

Odberovy protokol

BIOMEDIRES II.

Odberovy protokol pre pacientky zapojené do Studie BIO-
MEDIRES II. pozostaval z ven6znych odberov krvi a odberu
tkaniva endometria vykonaného v ramci Standardnych diag-
nosticko- lieCebnych postupov na zaklade stanovenej diagné-
zy. Od pacientok s patolégiou endometria bolo pred kyreta-
zou ziskanych 3x 10 ml krvi odobranej do EDTA Vacutainer
skumaviek ur¢enych na proteomické a genomické analyzy
a po kyretazi a ukonceni diagnostického procesu boli z pato-
logického pracoviska ziskané FFPE blocky zdravého a pato-
logického tkaniva. Pacientky s diagnézou, resp. podozrenim
na karcindbm endometria absolvovali odber pred zdkrokom
(hysterektomiou) pozostavajlci z vendzneho odberu krvi (3x
10 ml EDTA Vacutainer) a odberu krvi po zékroku (3x 10 ml
krvi EDTA Vacutainer). Po operacii boli z tkaniva maternice
odobrané vzorky nativnheho zdravého a nadorového tkaniva
endometria do 2 ml skimaviek (Eppendorf) so stabilizacnym
roztokom DNA/RNA Shield (Zymo Research) a po ukonceni
diagnostického procesu boli z patologického pracoviska zis-
kané FFPE blocky zdravého a nadorového tkaniva endometria.

PrevelLynch

Do studie Prevelych boli zapojené 3 skupiny pacientov
— kontrolna skupina zdravych jedincov z populacie, pacien-
ti s primarne diagnostikovanym kolorektalnym karcinémom,
pacienti s Lynchovym syndrémom a ich rodinni prislusnici.
Odberova schéma sa lisila vzhladom na danu skupinu pa-
cientov. Kontrolna skupina absolvovala vendzny odber krvi
3x 10 ml do skimaviek EDTA Vacutainer ur¢eny na proteo-
mické a genomické analyzy a odber stolice 1x 10 ml do sku-
mavky so stabilizacnym roztokom DNA/RNA Shield (Zymo
research). Rovnaku odberovi schému absolvovali aj pacien-
ti s Lynchovym syndrémom a ich rodinni prislusnici. Pacien-
ti s diagnézou kolorektalneho karcinédmu absolvovali odber
krvi pred operaciou a po nej (resekcii ¢reva) v mnozstve 3x
10 ml EDTA Vacutainer, odber stolice 1x 10 ml do skimav-
ky s roztokom DNA/RNA Shield (Zymo research) pred zékro-
kom. Zaroven boli od tychto pacientov ziskané aj vzorky zdra-
vého a nadorového nativneho tkaniva ¢reva a FFPE bloCky.

Promedicov

Pacienti s rozdielnym priebehom COVID-19 boli stic¢astou
Studie VA-COVID-19 a projektu Promedicov. V pripade CO-
VID-19 pozitivhych pacientov bez ohladu na priebeh sa vy-
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konali opakované odbery krvi do biobanky (1x 5 ml krvi do
sérum gélovej skimavky, 1x 10 ml krvi do EDTA skdmavky)
a nazo- a orofaryngalny vyter (1x skimavka s viRNAtrap mé-
diom) v troch terminoch po diagnostikovani infekcie. V tych-
to terminoch im bol zaroven urobeny subor biochemickych,
sérologickych a imunologickych vySetreni na sledovanie vy-
voja infekcie. Pacientom, u ktorych sa infekcia nepotvrdila,
boli odobrané len vzorky vyteru, ktoré ostali po diagnostike
a boli odoslané do biobanky v skimavke s viRNAtrap mé-
diom. Pacienti s postkovidovym syndrémom absolvovali od-
ber 1x 10 ml krvi do EDTA skumavky, ktora bola uskladnena
v biobanke na genomické analyzy.

DIACOVID

Do studie DIACOVID boli zaradeni pacienti, u ktorych bol
primarne diagnostikovany diabetes mellitus (DM) a/alebo z&-
palové crevné ochorenie (IBD) (Ulcerézna kolitida alebo Cro-
hnova choroba). Okrem uvedenych diagnéz bolo pre tychto
pacientov dal§im inkldznym kritériom prekonanie ochorenia
COVID-19. Sucastou studie bol aj nabor jedincov do kontrol-
nej skupiny, u ktorych bol anamnesticky vyli¢eny DM alebo
IBD a ktori prekonali COVID-19. VSetci pacienti absolvovali
vendzny odber krvi 3x 10 ml do EDTA Vacutainer skimavky
a odber stolice 1x 10 ml do skimavky s roztokom DNA/RNA
Shield (Zymo Research). Pacienti s IBD absolvovali navyse
odber nativheho tkaniva, ktoré bolo ziskané biopticky pri en-
doskopickom vySetreni indikovanom v ramci Standardnych
diagnosticko-lie¢ebnych postupov.

Primarne spracovanie a archivacia vzoriek v biobanke
Po doruceni vzoriek do laboratéria boli niektoré vzorky pri-
marne spracované podla standardizovaného protokolu. Krv-

né vzorky odobraté do EDTA Vacutainer skimavky urcené
na proteomické a genomické analyzy boli spracované jed-
nokrokovou (2 200 g, 10 min, 4 °C) a dvojkrokovou (2 200 g,
10 min, 4 °C; 16 000 g, 10 min, 20 °C) centrifugaciou a krv-
né vzorky odobraté do sérum gélovej skimavky boli spraco-
vané jednokrokovou centrifugaciou (3 000 g, 10 min, 4 °C).
Po centrifugdcii boli vzorky uchované v podobe alikvot pinej
krvi (2-3x 500 pl) , plazmy (proteomika — 2x 500 pl, zvy$né
alikvoty po 1 800 pl; genomika — 2x 680 pl, zvy$né alikvoty
po 1 800 pl) alebo séra (2x 1 ml). Vzorky stolic a vyterov boli
pripravené do podoby 1 ml alikvot a uskladnené v biobanke.
Nativne tkaniva a FFPE blocky boli uskladnené bez primar-
neho spracovania.

Vysledky
Aktualny stav naboru pacientov v klinickych Stadiach

BIOMEDIRES 1.

Nabor pacientov do Studie BIOMEDIRES Il. zacal v novem-
bri 2020. Od tohto obdobia sme do Studie postupne zapajali
rozne klinické pracoviska z celého Slovenska. Nabor pacien-
tok do vetvy endometrialne patolédgie (EP) prebiehal v 6 gyne-
kologickych ambulanciach/pracoviskach (Bari group, s. r. 0.,
Gynecare, spol. st. 0., Gyneka, s. 1. 0., GYN. CENTRUM, spol.
sr. 0., Nemocnica Agel Kosice Saca, a. s., Nemocnién3, a. s.
- gynekologicka ambulancia, Univerzitna nemocnica Brati-
slava-Ruzinov — onkogynekologickda ambulancia). Pacient-
ky s diagnézou endometrialneho karcinému boli zaradené
na Specializovanych onkogynekologickych pracoviskach
v 5 nemocniciach (Nemocnica Agel Kosice-Saca, Vychodo-
slovensky onkologicky ustav, Fakultna nemocnica Trencin,

Tabulka 1. Subor vybranych zakladnych fyziologickych a antropometrickych anamnestickych informdacii (pohlavie, vek, vyska, véha, ob-
vod pdsa, BMI) zbieranych u pacientov v realizovanych studidch (aktualizované k 31. 3. 2023).

Poget Pocet Pohlavie Priemerny | Priemerna | Priemerna
. ) zaradenych pauentov'
Skupina pacientov . s kompletnym
pacientov
dotaznikom
N N N % N %

BIOME- | EP 1508 1503 0 | 000% | 1503 [10000%| 48 165 73 X X
DIRESII.  [EC 268 257 0 | 000% | 257 [10000%| 66 164 83 X X
. PS 1034 998 350 |3507%| 648 |6493% | 29 171,5 65,5 78 22
L;:é‘; cc 194 161 84 |5217%| 77 |4783%| 63 170 78 80 26

LF 98 97 32 [3299%| 65 |6701%| 46 168 70 80 24

DM+ 50 48 25 |5208%| 23 |4792%| 495 174 88,5 94 | 275
siacovip B2* 53 52 29 | 5577%| 23 |4423%| 39 176 77,5 90 24

DM+IBD+ 12 11 5 |4545%| 6 |5455%| 555 172 ) 100 | 28

Kontrolna skupina 154 153 37 |2418%| 116 |7582% | 34 170 68 81 22

COVID negat. 288 281 146 | 5196% | 135 |4804% | 40 175 78 80 25
b COVID pozit. - asymptomaticki 46 46 26 56,52 % 20 43,48 % 42 176,5 78 89 25
di’gg’le' COVID pozit. - mierny priebeh 305 305 126 | 4131% | 179 |5869% | 39,5 172 75 88 24

COVID pozit. - tazky priebeh 78 75 43 |5733%| 32 |4267%| 635 170 88 0 29

Postcovidovy syndrém 258 256 138 |5391% | 118 |4609% | 58 172 90 107 | 30
‘s’tsuec:;y 4346 4243 1041 | 2453% | 3202 | 7547% | 48 171 79 81 26

EP - Endometridlna patoldgia; EC-Endometridlny karcindm; PS — Populacna Studia; CC — kolorektalny karcindm, LF — Lynchove rodiny; DM + - pacien-
ti s diabetes mellitus; IBD+ - pacienti so zapalovym Erevnym ochorenim; DM+IBD+ — pacienti s diabetes mellitus a zapalovym ¢revnym ochorenim
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Graf 1. Zastdpenie krvnych skupin u pacientov podla Studie a zaradenia do skupiny v Studii a celkové zastupenie krvnych skupin bez
ohladu na zaradenie do studie pripadne skupiny v studii (aktualizované k 31. 3. 2023).
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EP - Endometridlna patoldégia; EC — Endometridlny karciném; PS — Populacnd stddia; CC - kolorektalny karciném, LF — Lynchove rodiny;
DM + - pacienti s diabetes mellitus; IBD+ — pacienti so zapalovym ¢revnym ochorenim; DM+IBD+ — pacienti s diabetes mellitus a zapa-

lovym ¢revnym ochorenim

Vseobecni fakultni nemocnice Praha, Narodny onkologicky
Ustav). Do konca marca 2023 v $tudii evidujeme zaradenych
1 508 pacientok s endometridlnou patoldgiou a 268 pacien-
tok s karcinomom endometria (tabulka 1).

PrevelLynch

Nabor pacientov do Studie PreveLynch bol spusteny v ma-
ji 2021 v gastroenterologickom centre v Bratislave (IBD cen-
trum). Toto centrum zabezpecuje nébor pacientov do popu-
laCnej vetvy Studie a tiez do vetvy pacientov s Lynchovym
syndrémom. V populacnej vetve je zaradenych 1 034 pacien-
tov a vo vetve Lynchove rodiny 96 pacientov (stav k 31. mar-
cu 2023). Pacienti s diagnézou kolorektalneho karcinému
boli zaradovani do Stidie na chirurgickych klinikach 6 ne-
mocnic (Nemocnica Agel Kosice-Saca, Univerzitna nemocni-
ca s poliklinikou Milosrdni bratia, Narodny onkologicky Ustav,
Univerzitnd nemocnica sv. Michala, Univerzitnd nemocnica

Bratislava-Kramare, Fakultnd nemocnica Trencin). Stic¢astou
tejto vetvy Studie je 194 pacientov (stav k 31. marcu 2023)
(tabulka 1).

Promedicov

Nabor pacientov s diagnézou COVID-19 zacal v apri-
li 2021. Pacientov s bezpriznakovym a miernym prejavom
ochorenia, pripadne kontrolnd skupinu COVID negativnych
sme ziskavali prostrednictvom odberovych centier Medirex,
a. s., 2 nemocnicné pracoviska zabezpecovali ndbor pacien-
tov s tazkym priebehom COVID-19 (Univerzitna nemocnica
Bratislava-Kramare, Univerzitnd nemocnica Bratislava-Ruzi-
nov). Sanatérium Dr. Guhra v Tatranskej Polianke bolo zapo-
jené do ndboru pacientov s postkovidovym syndromom. Na-
bor pacientov je ukon¢eny a aktualny stav po¢tu zaradenych
pacientov v jednotlivych skupinach predstavuje 288 COVID
negativnych, 48 COVID pozitivhych asymptomatickych, 305
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Graf 2. Najvyssi typ dosiahnutého vzdelania u pacientov
zaradenych v Studidch bez ohladu a typ Studie alebo skupinu
pacientov v studii.

BVE msS mZs

VS - vysoké $kola; SS - stredna $kola; ZS — zékladné skola

COVID pozitivnych s miernym priebehom, 78 COVID pozitiv-
nych s tazkym priebehom a 258 pacientov s postkovidovym
syndromom (tabulka 1).

DIACOVID

Nabor pacientov do Stidie DIACOVID sa zacal v juni 2022
v gastroenterologickom centre IBD a na internej klinike Uni-
verzitnej nemocnice Bratislava-Ruzinov. V tejto stidii aktu-
alne evidujeme 50 pacientov s diagndézou DM, 53 pacientov
s IBD, 11 pacientov s IBD a DM a 154 pacientov v kontrolnej
skupine (stav k 31. marcu 2023) (tabulka 1).

Analyza vybranych anamnestickych a klinickych udajov
Sucastou odberovej schémy u vsetkych pacientov bolo
ziskanie anamnestickych a klinickych informacii prostred-
nictvom anamnestického dotaznika, ktory vypifial samotny
pacient, pripadne lekar s pacientom, ak islo o zlozitejSie typy
otazok ako napriklad klinickd alebo rodinna anamnéza. Pri re-
alizacii bolo nasim cielom ziskat ¢o najkonzistentnejsie data
o pacientoch naprie¢ stidiami, aby sme v pripade potreby ve-
deli tieto data porovnavat aj medzi pacientmi z r6znych stu-
dii a ziskali sme tak viac informacii aj pre pripadné pouzitie
v budidcom vyskume. Prikladom rovnakych dat, ktoré sa zbie-
rali naprie¢ studiami, su zakladné antropometrické a fyziolo-
gické informacie o UcCastnikovi. Na ucely tohto ¢lanku sme
si vybrali na porovnanie niekolko zakladnych Udajov o parti-
cipantovi, ako je pohlavie, vek, vyska, vaha, obvod pasa, BMI.
Detailné vysledky z analyzy tychto udajov u participantov za-
radenych v jednotlivych stadiach a skupinach, ako aj sumar-
ne vysledky za vsetky Studie su zhrnuté v tabulke 1. Hoci
celkovo bolo do Studii zaradenych 4 346 participantov, anam-
nesticky dotaznik k 31. marcu 2023 vyplnilo 4 243 pacientov.
Z analyzovanych informdacii vyplyva, Ze v subore zaradenych
pacientov mame 75,47 % zien a 24,53 % muzov. Priemerny
vek pacientov v subore je 48 rokov. Priemerna vyska pacien-
tov je 171 cm, hmotnost 79 kg, obvod pasa 81 cm a BMI 26.
V §tudii BIOMEDIRES |l. sa Udaje ako obvod pasa, BMI a krvna
skupina nezbierali. Tieto Gdaje planujeme v budlcnosti vyuzit
pri korelaciach s vysledkami experimentalnych analyz a budu
primarne vyhodnocované na urovni jednotlivych stadii.

Graf 3. Priklad vybranych sledovanych klinickych udajov
u pacientov s endometridlnym a kolorektdlnym karcinémom zo
stadie BIOMEDIRES Il. a Prevelynch — Strata expresie proteinov
MMR systému detegovana na zdklade vysledkov imunohisto-
chemického vysetrenia.
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Sucastou zakladnych fyziologickych a antropometrickych
informacii, ktoré sa u pacientov zistovali, bola aj krvna sku-
pina a vzdelanie. V sibore mame najvyssi podiel pacientov
s krvnou skupinou A (27,78 %) a 0 (22,68 %), menej sa vy-
skytuju pacienti s krvnou skupinou B (13,46 %) a najmenej
so skupinou AB (6,89 %). Podrobné rozdelenie vyskytu krv-
nych skupin u pacientov zaradenych v jednotlivych vetvach
$tudii najdete v grafe 1. Dalsim sledovanym parametrom bo-
lo vzdelanie. Z analyzy vyplyva, ze 52 % participantov uvied-
lo ako svoje najvyssie dosiahnuté vzdelanie stredoskolské,
43 % dosiahlo vysokoskolské vzdelanie a 5 % pacientov
ukoncilo zékladné vzdelanie (graf 2).

V §tudiach sme zbierali aj vybrané demografické a klinické
informacie dotaznikovou formou, medzi ktoré patrila podrob-
na klinicka anamnéza pacienta so zameranim na akutne ale-
bo prekonané ochorenia, absolvovanie transfuzie, transplan-
tacie, uzivané lieciva, podrobna rodinna anamnéza. VSetky
tieto informacie budu vyhodnocované a korelované s vysled-
kami jednotlivych studii a niektoré z nich mézu byt v budc-
nosti vyhodnocované medzi Stidiami. Pri kazdej zo Studii sa
zbierali aj Studiovo Specifické data, ktoré sa vztahovali len
na urcitd skupinu/skupiny participantov s danou diagnézou.
Na Ucely tohto ¢lanku sme si vybrali ako priklad zbieranych
klinickych dat vysledky imunohistochemického (IHC) vyset-
renia mismatch repair proteinov (MMR), ktoré bolo realizova-
né u pacientov s kolorektalnym karcinémom a s karcin6mom
endometria v ramci Standardnych diagnosticko-lieCebnych
postupov a vysledky tohto vySetrenia zapisal na Ucely §tu-
die vySetrujuci patolég formou vyplnenia bioptického ndle-
zu do informacného systému. Imunohistochemické vySetre-
nie MMR proteinov sluzi na primarnu selekciu potencialnych
pripadov s Lynchovym syndrémom. NajcastejSie sa vySet-
ruje strata expresie MIh1, Msh6, Msh2 a Pms2 MMR prote-
inov. Nepritomna expresia jedného alebo viacerych MMR
proteinov méze poukazovat na Lynchov syndrom, a preto je
potrebné na potvrdenie/vylicenie diagndzy Lynchovho syn-
dréomu vykonat genetickd analyzu®. V stadii BIOMEDIRES 1.
sme mali k dispozicii vysledky imunohistochemického vySet-
renia 182 pacientov s endometridlnym karcindmom a v $tu-
dii PreveLynch boli tieto vysledky dostupné u 150 pacientov
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Graf 4. Pocet a percentudlne zastupenie primarnych vzoriek v bi-
obanke MGA podla typu biologického materidlu zozbieraného
v priebehu 4Q/2020 - 1Q/2023 z klinickych stadii BIOMEDIRES II.,
PreveLynch, DIACOVID, Promedicov.
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s kolorektalnym karcinomom. Stratu expresie aspon jedného
z proteinov MMR systému sme detegovali u 73 pacientok zo
Studie BIOMEDIRES Il. a u 23 pacientov zo Studie Prevelynch.
Celkovo bola strata expresie niektorého z MMR proteinov de-
tegovana u 28,9 % pacientov z celkového poCtu pacientov
s dostupnym vysledkom IHC. NajCastejSie bola detegova-
na strata expresie proteinu Mlh1 (21,4 %) a proteinu Pms2
(22 %). Menej casta bola strata proteinu Mshé6 (3 %) a Msh2
(2,7 %) (graf 3). Vzorky tychto pacientov boli vybrané na celo-
genoémovu analyzu, ktora sa vykonava v ramci predmetnych
studii. Tato analyza by mala diagn6zu Lynchovho syndrému
potvrdit alebo vylucit.

Aktualny stav vzoriek v biobanke

V stcasnosti (k 31. marcu 2023) je biobanka tloziskom
18 958 roznych biologickych vzoriek (kry, stolica, nazofary-
ngalny vyter, nativne tkanivo, FFPE blocky) uskladnenych vo
forme alikvot ziskanych od 4 346 pacientov zUcastnujlicich
sa na projektoch BIOMEDIRES II., PreveLynch, Promedicov
a DIACOVID. Prvé vzorky sa zacali zbierat v novembri 2020
(Studia BIOMEDIRES I1.), v mdji 2021 (Studia PrevelLynch),
v aprili 2021 (studia Promedicov) a v juni 2022 (studia DIA-
COVID). V biobanke je uskladnenych 13 523 krvnych vzoriek,
1949 FFPE, 1 544 vzoriek stolic, 1 190 vzoriek nazo- a orofa-
ryngalnych vyterov a 752 vzoriek nativnych tkaniv. Percentu-
alne zastupenie vzoriek v biobanke je zndzornené v grafe 4.
Zber a uchovavanie vzoriek v biobanke pokracuje pocas celé-
ho trvania jednotlivych projektov. Archivovany biologicky ma-
terial sa postupne vyuziva na rézne typy analyz (genomika,
proteomika, glykomika, séroldgia, imunoldgia, histoldgia).
Doteraz bolo pre participujuce partnerské vyskumné organi-
z&cie (Slovenska akadémia vied, Vedecky park Univerzity Ko-
menského, Medirex Group Academy, Geneton, s. . 0.) uvol-
nenych viac ako 2 500 alikvot na genomicku a proteomicku
analyzu zo vzoriek vyterov, plazmy, plnej krvi, nativnych vzo-

riek zdravého a nadorového tkaniva. Vysledky realizovanych
experimentdlnych analyz s aktualne vo faze spracovania
a budu sucastou odbornych publikacii, ktoré budu postupne
publikované v priebehu rokov 2023, 2024 a 2025.

Diskusia

Pri realizacii akéhokolvek klinického vyskumu je délezité
zvazit, aké udaje a vzorky ma zmysel zbierat na overenie hy-
potézy a dosiahnutie cielov predmetného vyskumu. Zbierat
prili§ vela udajov je niekedy kontraproduktivhe a méze pred-
stavovat zbytoCnu zataz pre GcCastnikov Stldie, ako aj viest
k zberu udajov, ktoré nebudu pouzité, analyzované a prezen-
tované vo vedeckej publikacii. Preto je dolezité pred zaca-
tim kazdej stadie identifikovat skupiny dat, ktoré st v kontex-
te skimanej problematiky zaujimavé, maju vyznam a prinos
pre naslednu analyzu, a to vyrazne pomoZze nastavit optimal-
ny a efektivny sposob zberu dat(?. Zo skusenosti z realizo-
vanych studii sme zistili, ze najlepSou formou zberu dat pre
klinické studie, ktoré najCastejSie realizujeme, je dotaznikova
forma. Pri niektorych stadidch boli dotazniky pripravené pri-
li§ detailne, zdihavo a odborne, &o negativne ovplyvnilo mie-
ru ich vyplnenia uc¢astnikmi studie. Do budicna by sme sa
chceli zamerat na skratenie a zjednodusenie anamnestic-
kych a klinickych dotaznikov, aby sme ziskali ¢o najviac pod-
statnych informacii v ¢o najlepSej moznej kvalite. Pri reali-
z4cii Studii sa osvedcilo vyuzitie elektronického systému, do
ktorého mali pristup lekari, ktori vedeli dotaznik, ale aj iné in-
formacie vyplnit priamo elektronicky, ¢o umoznilo okamzi-
ty pristup k datam pre koordinatorov jednotlivych stadii, ale
aj participujucich vedcov. S vyuzivanim elektronického sys-
tému by sme chceli pokracovat aj pri dalSich studiach. Pri
nastavovani odberovych schém, ktorych sucastou bol zber
biologického materialu do biobanky, by v buducnosti bolo pri-
nosné prekonzultovat navrh odberovej schémy s odbornikmi,
klinikmi, ktori budu spolupracovat na nabore pacientov tak,
aby boli odbery robené pre vyskum ¢o najviac v sulade so
Standardnymi diagnosticko-lieCebnymi postupmi a tak, aby
bola fyzicka, ale aj Casova zataz pre zapojeného pacienta
a lekara ¢o najmensia a o najmenej narusala ich standardné
postupy. Nasim dlhodobym cielom je pokracovat v budovani
biobanky biologickych vzoriek a klinickych dat, preto planu-
jeme v realizacii dalsich klinickych studii pokracovat a da-
lej pracovat na vylepsovani a optimalizovani procesov zberu
dat, vzoriek a biobankingu.
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Clinically relevant RNA-virus whole genome assembly testing on
metatranscriptomic data gained directly from COVID-19 clinical
samples

Dominik Hadzega, Klaudia Babisova, Patrik Krumpolec, Michaela Hyblova, Oliver Petrovic,
Gabriel Minarik
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Nitra

Recent pandemics of COVID-19 showed importance of modern methods of molecular biology and bioinformatics
in understanding and dealing with such events. In our project, we were sequencing nasopharyngeal swabs from
COVID-19 patients. Here in this study, which is a part of mentioned bigger project, we bring brief report of testing
RNA virus assembly possibilities for short read lllumina sequencing. We were dealing with metatranscriptomic
data from COVID-19 positive patients. There are multiple options of assemblers for RNA genomes. We tested
performance of multiple strategies of genome assembly by SPAdes and Trinity. We were evaluating and compa-
ring quality of assemblies with help of Quast tool. We observed, that outcome of assembly is affected by cho-
sen strategy, but we were able to construct genomes only from our short-read sequencing even de novo without
using reference genome. Additionally, we assigned assembled genomes to SARS-CoV-2 lineage.

Keywords: RNA virus genome assembly, SPAdes, Trinity, SARS-CoV-2, RNA-seq

Skladanie genému klinicky relevantnych RNA virusov z klinickych vzoriek pochadzajicich od COVID-19 pacientov
Pocas pandémie ochorenia COVID-19 sa dostali do popredia viaceré moderné metédy molekularnej biolégie
a bioinformatiky, ktoré nam pomabhali lepsie porozumiet pandémii a pomahali s fniou bojovat. V tejto publikacii,
ktora je sucastou vacsieho projektu sekvenovania nazoferyngalnych sterov s cielom stidie ochorenie COVID-19,
sme sa venovali testovaniu skladania gendmov RNA virusov z kratkych ¢itani z lllumina sekvenovania. Data od
pacientov s COVID-19 analyzované v Studii mali charakter metatranskriptémového sekvenovania. V stii¢asnosti
je k dispozicii niekol'ko softvérov vyvinutych na skladanie RNA gendmov. My sme testovali ispesnost niekolkych
stratégii skladania genémov s nastrojmi SPAdes a Trinity. Vyhodnocovali sme a porovnavali kvalitu poskladanych
gendmov s pomocou nastroja Quast. Ukazalo sa, ze vysledok je naozaj ovplyvneny zvolenou stratégiou, pricom
sme vsak boli z nasich kratkych ¢itani schopni zostavit genémy aj na sposob de novo bez pouzitia referenéného
gendomu. Poskladané genémy sme priradili variantom virusu SARS-CoV-2.

KlGcové slova: skladanie genédmu RNA virusu, SPAdes, Trinity, SARS-CoV-2, RNA sekvenovanie
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Introduction

In this study we aimed to test possibility of assembling
whole genomes of RNA viruses from short reads metatran-
scriptomic sequencing. There are several genome assem-
blers that are commonly used for this purpose. Here we tes-
ted SPAdes and Trinity(?. However, there are other choices,
for example AbySS®, Velvet®, IDBA® or Oases®. Different
assemblers vary depending on the specific characteristics
of the RNA sequencing data and the species being studied.
Holzer and Marz (2019) identified several factors that af-
fects quality of transcriptomic assembly, including read
length, sequencing depth, and transcriptome complexity®.
From these results imply it is necessary to evaluate the per-
formance of different assemblers on a case-by-case basis.

There are multiple parameters that can be evaluated qu-
ality of the assembly. One is Contiguity, which measures the
length of the contigs and scaffolds produced by the assem-
bly. Standard metrics used here are N50, L50 or N90 values.

Other is completeness, measured by the proportion of the
genome that has been assembled. Then there is accuracy,
or in different words - how well the assembled genome mat-
ches the true sequence of the virus.

Here we assembled viral genomes directly from nasopha-
ryngeal swabs samples of COVID-19 patients, evaluated qu-
ality of assemblies and assigned them to SARS-CoV-2 line-
ages.

Methods

Study Approval

Sample collection was performed as part of the clini-
cal study approved by the Ethical committee of Bratislava
Self-Governing District under the identifier 03228/2021/HF
from January 12, 2021. All patients have filled the question-
naires with relevant information regarding their health status
in relation to COVID-19 and signed informed consent.
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Table 1. Strategies of SARS-CoV-2 assembly.

Strategy Reads filtering Assembler Mode
1 mapping on SARS-CoV-2 genome coronaspades.py
2 not mapping on human hg38 genome coronaspades.py
3 not mapping on human hg38 genome Spades -rna
4 not mapping on human hg38 genome Spades --rnaviral
5 mapping on SARS-CoV-2 genome Trinity
Sample preparation were set to default. Same way it was done on SARS-CoV-2
genome.
Samples

Nasopharyngeal swabs from COVID-19 suspected pa-
tients were gained in the two basic regimes. The patients
hospitalized with middle to severe disease symptoms were
recruited to the study in the cooperating hospitals. Patients
with mild or any disease symptoms were recruited in the
SARS-CoV-2 testing facilities of Medirex Inc. routinely col-
lecting and analyzing samples from the population in the CO-
VID-19 pandemic.

Nucleic acid extraction

Nasopharyngeal swabs specimens were collected from
COVID-19 patients and controls and stored in viRNAtrap col-
lection medium (GeneSpector, Czech Republic) at 4 °C. Total
nucleic acid was extracted using Sera-Xtracta Virus/Pathogen
Kit (Cytiva, UK) according to manufacturer instruction. 400 pl
of the nasopharyngeal swab medium was used for nucleic
acid extraction with final elution to 50 pl of nuclease-free wa-
ter. RNA was quantified with the Qubit™ RNA High Sensitivi-
ty Assay Kit (Invitrogen). RNA isolates were stored at -80 °C.

RNA library preparation and sequencing

The metatranscriptomic libraries were prepared using
KAPA RNA HyperPrep Kit with RiboErase (HMR) (Kapa Bio-
systems, South Africa) according to the original protocol of
manufacturer. For quantity and quality control of prepared
libraries a Qubit 1X dsDNA High Sensitivity Assay Kit on Qu-
bit 3.0 (lvitrogen) and Agilent High Sensitivity DNA Kit on
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) instruments were used.
Sequencing of pooled libraries was performed on NextSeq
500 and NextSeq 2000 (lllumina) platforms using 2x75 or
2x100 paired-end sequencing setup, respectively.

Data analysis

Quality Control and Data Preparation for Analysis

First step of any analysis of RNA-seq data is quality con-
trol and this step was done by FastQC v0.11.9®. Reads were
processed by Trimmomatic v0.39 (CROP:96 HEADCROP:10
LEADING:22 TRAILING:22 SLIDINGWINDOW:4:22 MIN-
LEN:25 and our own set of adapter sequences were used in
ILLUMINACLIP step)®. Parameters were chosen according
to FastQC results.

Reads mapping

Reads were mapped to the human genome hg38 by
BWA-MEM algorithm of bwa v0.7.17 package(?. Reads we-
re mapped as paired set, otherwise parameters of mapping

Genome assembly

We performed an assembly of SARS-CoV-2 genome using
coronaspades.py tool from Spades. We tested multiple stra-
tegies of assembly. In 2 strategies we proceeded with reads
mapping on SARS-CoV-2 genome. Reads mapped by BWA-
MEM were extracted using samtools view from samtools
v1.60" and Picard SamToFastq from Picard v2.27.402 Sub-
sequently, Spades and Trinity assemblers were applied?.
In other cases, we tested Spades assembler on reads that
didn't map to human genome hg38. All strategies tested are
shown on the Table 1.

For deeper evaluation and comparison of performance
(resemblance to a reference genome, N50 value and other
values), we used command line (Conda) instance of Quast
software(™,

Scaffolds taxonomy classification

Sacaffolds were classified by Galaxy version 2.10.1. of
Blast, with megablast algorithm(4. Databases NCBI NT, Ref-
SegRNA, SILVA rRNA and Metagenomes & metatranscripto-
mes DB were used as subject database. Number of hits we-
re limited to 1.

SARS-CoV-2 lineage assignment

To assign assembled scaffolds with SARS-CoV-2 lineage,
Nextstrain web-based tool was used (https://clades.next-
strain.org/, accesed on 20.04.2023). For confirmation, we
used Galaxy pipeline - ,Mutation calling, viral genome recon-
struction and lineage/clade assignment from SARS-CoV-2
sequencing data“("¥, with reads mapping on SARS-CoV-2 ge-
nom as an input. First step of the pipeline is variation analy-
sis with key components: BWA-MEM for mapping, Lofreq for
variant calling and SnpEff for variants’ annotation®'”). Then,
next step is variant reporting. The third step is to generate
consensus sequences and then identify SARS-CoV-2 clades/
lineages by Pangolin and Nextclade('8'9),

Results

We sequenced in total 79 samples from COVID-19 positi-
ve human patients. We performed an assembly of the SARS-
CoV-2 genome using Spades and Trinity assemblers. We
used multiple algorithms and strategies of assembly of Spa-
des and compared it between each other and with Trinity as-
sembler.

First, we tested assembly with all advantages we have -
using reference genome and Spades mode for assembly of
SARS-CoV-2 genome. Secondly, we observed if there would
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be difference if we give up advantage of filtering reads by
mapping on SARS-CoV-2, so all reads that didn't map on hu-
man genome were used as an input for an assembly. Howe-
ver, to test the ability of assembling genome of unknown
RNA viruses, we needed to test another strategies - Spades
modes for assembly of transcriptome or RNA viruses (spa-
des with —rna and --rnavirus modes). We also tried another
widely used transcriptome assembler Trinity. To compare its
performance for our purpose to performance of Spades, we
assembled genomes from reads mapping to SARS-CoV-2.

To evaluate quality of assemblies we used multiple pa-
rameters, as it is shown on the Table 2. To complexly eva-
luate qualities of assemblies, software Quast was used. Re-
sults from strategies using human unmapped reads instead
of SARS-CoV-2 reads are influenced by RNA from other orga-
nisms — some human RNAs left in data and bacterial RNA.
Because of this influence, there are additional contigs in-
fluencing quality metrics. However, “largest alignment” and
“genome fraction” statistic show, that many genomes were
assembled as whole or in large fragments, it is only necessa-
ry to add one more step of cleaning additional contigs. Also,
this is better shown by NGA50 statistic, counting with only re-
ference-aligned contigs. This statistic shows similar values
for all strategies used. In total 42 assemblies covered at le-
ast 98% of the reference genome (some of them fragmented
in more scaffolds). From most of the quality metrics it see-
ms using mapping to the reference genome brings advanta-
ge to assembly procedure as expected. Here, some metrics
were in favour of Spades, others with Trinity. Spades results
were cleaner — with high quality and containing fewer small
fragments not incorporated into genome and contigs of di-
fferent origin (using coronaspades.py). It is also shown the
assembly with filtering out only host reads can produce com-
plete or almost complete genomes too. Here, it is possible
to use modes for coronavirus, RNA or RNA virus. Differen-
ce is in cleanliness of the results, since non-specific assem-
bly modes produce contigs unaligned to the reference geno-
me. The possibility of assembly in all strategies is graphically
shown in the Figure 1.

From scaffolds produced by SPAdes from human-un-
mapped reads, none of the clinically relevant viruses (other
than SARS-CoV-2) were identified by Blast (scaffolds

Figure 1. Quast histograms of genome fractions showing portion
of reference genome being assembled (A) and Complete genom-
ic features in assembled genomes (B) for all strategies used for
genome assembly (1 — Coronaspades on SARS-CoV-2 mapped
reads, 2 — Coronaspades on human unmapped reads, 3 — Spades
-rna on human unmapped reads, 4 — Spades-rnavirus on human
unmapped reads, 5 — Trinity on SARS-CoV-2 mapped reads) as
one of the quality metrics, shown by samples. In the graph, all at
least partially assembled samples are shown. Every column in the
graph represents completeness of assembly in one of the samples.

A. Genome fraction %

B. Complete genomic features

Table 2. Basic stats for assembly qualities for different strategies (As they are numbered in Table 1 in Methods section). For better un-

derstanding of statistics used by Quast, please see the authors’ paper (Gurevich et al., 2013).

Mean of assembly stats strategy1 strategy2 strategy3 strategy4 strategy5
N50 24955.39 13924.6 1438.31 1140.62 23271.15
N90 24098.5 4881.32 617.44 574.74 8583
NGA50 25968.11 26133.12 25561.3 24464.98 24282.3
NG90 26334.36 21637.39 20540.79 17102.78 25019.87
Largest alignment 25179.96 23776.4 23362.27 22285.85 23707.04
Genome fraction 94.86 89.91 90.42 90.11 94.68
GC % deviation from reference 0.16 3.05 8 7.25 0.66
Number of samples with values fitting criteria
Genome fraction > 98 42 39 42 42 46
Genome fraction > 50 44 43 43 43 51
Largest alignment > 28 000 36 35 34 21 37
Largest alignment > 10 000 37 38 38 38 40
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Figure 2. Scaffolds assignment to SARS-CoV-2 lineages / WHO variants.
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> 1000 nt were classified). Other scaffolds were mostly bac-
terial and human origin, some tree plants sequences alig-
ned (Pinus strobus, Picea abies and Picea asperata). In few
samples there were fragments of clinically irrelevant viruses
up to 5000 nt (Pepino mosaic virus, Gallus gallus retrovirus,
Apple mosaic virus, Picobirnavirus).After genome assembly
we were able to look into assembled scaffolds and assign
them to SARS-CoV-2 lineages. Most of the complete geno-
mes assembled by coronaspades.py have been successfully
assigned. The most frequent were variants alpha (clade 20l),
then variants delta (21L) and few omicron variants (21 J).
Assignment of contigs by nextclade is shown on Figure 2.

Discussion

This study is a part of a bigger project about human tran-
scriptome and microbiome of COVID-19 patients. Here, on
data generated for mentioned project, we tested possibility
of assembling SARS-CoV-2 virus from short Illumina sequen-
cing data with properties of metatranscriptomic sequen-
cing (containing mainly human transcripts, but also various

KDﬁ 1 length 29814 custer_1 candidate_1 dorairs, i‘)‘_rrléu

1 ngth URERT cluster 1, candidate 1 domaios 29 nce

et

RIS S ket Lobaming €8 e
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amounts of SARS-CoV-2 and microbial transcripts). We tes-
ted assembly strategies using advantages of available refe-
rence genome of SARS-CoV-2 or advantages of assembler
mode built for the virus (coronaspades.py from SPAdes pac-
kage), but also assembly ignoring these advantages to test
possibilities of assembling unknown RNA virus without pre-
viously assembled genome. Results showed, that filtering re-
ads to keep only those mapping to the virus genome helps to
get cleaner assemblies (with higher quality, with less contigs
from different organisms), so does the use of assembler mo-
de specifically designed for SARS-CoV-2 as expected. More
interesting results were about testing assembly without using
reference genome to separate SARS-CoV-2 reads and with
more general modes of SPAdes (—-rna and --rnaviral). Here, on-
ly human reads were filtered out. Although results are messier
compared to previous, it was still possible to assemble viral
scaffolds covering most of the reference genome. Additio-
nal contigs were the most notable problem, although statistic
NGAS50 ignoring unaligned contigs showed real performance
might not be so bad. Filtering final contigs from human and
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possibly microbial transcripts would be necessary if there wo-
uldn't be reference for assembled virus. We also tested Trini-
ty assembler with SARS-CoV-2 mapped reads. This assem-
bler was not used with any mode or parameters specifically
designed for SARS-CoV-2, so it had disadvantage compared
to coronaspades.py, but results were still very reasonable and
most parameters were comparable to SPAdes, although Qu-
ast detected few missasembled scaffolds and usually small
parts of the genome were assembled fragmented.

We also validated our assemblies by subjecting them to
variant assignment. We validated findings by using pipeline
for galaxy environment, designed by Maier and Batut, 202309,
Here, we identified mix of multiple clades under WHO variant
names alpha, delta, omicron and one sample with clade 20C.

From our results, we argue that de-novo assembly of RNA
virus from short-read Illumina sequencing is possible, althou-
gh adding long reads would be probably ideal strategy for
getting more complete and reliable assemblies.
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Atypické parkinsonské syndrémy predstavuju Siroku Skalu roznorodych a vzajomne sa fenotypovo prekryvaju-
cich ochoreni, ¢o vyrazne komplikuje stanovenie definitivnej diagnézy. Pokrok a rozvoj ¢oraz dokonalejsich vy-
sokokapacitnych sekvenénych metdéd ndm vsSak poskytuje velké mnozstvo informdcii, vdaka ktorym sa dozve-
dame coraz viac o génoch, ktoré by mohli suvisiet s parkinsonizmom. V tejto praci uvadzame sucasny prehlad
zriedkavych foriem atypického parkinsonizmu, pricom zd6raznujeme klticové genetické pokroky, vyzvy a mozné
budice smery veduce k odhaleniu molekularnej komplexnosti, ktora je zakladom tychto ochoreni.

Klacové slova: parkinsonizmus, atypické parkinsonské syndromy, progresivna supranuklearna paralyza,
multisystémova atrofia, frontotemporalna demencia

Genetics of selected rare atypical parkinsonism-related syndromes

Atypical parkinsonism-related syndromes represent a wide range of diverse and phenotypically overlapping
diseases, which significantly complicates determining a definitive diagnosis. However, the progress and
development of increasingly high-throughput sequencing methods provide us with a large amount of information
because we learn more about genes that could be related to parkinsonism. The current review summarizes rare
forms of atypical parkinsonism, highlighting critical genetic advances, challenges, and possible future directions
leading to uncovering the molecular complexity underlying these diseases.

Keywords: parkinsonism, atypical parkinsonism-related syndromes, progressive supranuclear palsy, multiple

system atrophy, frontotemporal dementia

Newslab, 2023; ro&. 14 (1): 33 - 35

Uvod

Parkinsonizmus je suhrnné oznacenie pre heterogénnu
skupinu ochoreni vyznacujucich sa réznorodostou klinic-
kych aj patologickych charakteristik. Spolo¢nym znakom
je vSak parkinsonsky syndrém, zahfiajuci tetrddu motoric-
kych priznakov: bradykinézu, rigiditu, pokojovy tras a po-
sturdlnu nestabilitu. Parkinsonsky syndrom je priblizne
v 70 — 80 % asociovany s Parkinsonovou chorobou, zvys-
nych 20 — 30 % tvori tzv. atypicky parkinsonizmus. Spravna
a presna klasifikacia je pri atypickom parkinsonizme zlozi-
t4, najCastejSie vSak do sucasnej klasifikacie patri multi-
systémova atrofia (angl. Multiple System Atrophy — MSA),
progresivna supranuklearna paralyza (Progressive Supra-
nuclear Palsy — PSP), kortikobazalna degeneracia (Corti-
cobasal Degeneration — CBD), parkinsonské varianty fron-
totemporalnej demencie (Frontotemporal Dementia — FTD)
ainé™. Za moznu pricinu vzniku st povazované faktory von-
kajsieho prostredia aj genetické predispozicie alebo kom-
bindcia tychto faktorov. V suvislosti s parkinsonizmom bol
opisany rad génov, i uz kauzalnych, alebo tych, ktoré pred-
stavujui mozné riziko®.

Progresivna supranuklearna paralyza (PSP)

PSP je zriedkavé neurodegenerativne ochorenie, ktoré je
z patologického hladiska charakterizované ako 4R - tauopa-
tia s inkliziami tvorenymi akumulaciou patologického, hyper-
fosforylovaného tauproteinu®. V&ac¢sina pripadov PSP sa vy-
skytuje sporadicky, av§ak boli opisané aj familiarne formy
s autozomalne dominantnou dedi¢nostou. Za kauzalny je
najCastejSie povazovany gén MAPT®, ktory je lokalizovany
na dlhom ramienku chromozému 17 v pozicii 21.31. Kédu-
je protein tau, ktory je primarne exprimovany v mozgu. D6-
lezitou funkciou tohto proteinu je stabilizacia cytoskeletu
a axonalneho transportu v neurénoch. Mutacie MAPT, kto-
ré vedu k neurodegeneracii na zdklade zmenenej stabiliza-
cie mikrotubulov a zvySenej nachylnosti na agregaciu protei-
nov tau, boli identifikované v exéne 10, ale aj v exénoch 1, 12
a 13®. V suvislosti s familiarnym vyskytom PSP bola opisa-
nd mutacia G2019S v LRRK2 géne®. Okrem tejto mutécie bo-
li s PSP asociované dalSie Styri mutdcie LRRK2, v exéne 30
(A1413T)?, dve mutdcie v exdne 31 (R1441C a R1441H)®
a v exone 41 (T2310M)?, Medzi rizikové gény spojené s vy-
znamnym rizikom rozvoja PSP patri taktiez DCTNT, PARK2,
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Obrazok 1. Vztah prevalencie parkinsonskych syndrémov
a mnoZstva znamych rizikovych genetickych faktorov. So zvacésu-
jucim priemerom kruhu sa zvysuje mnoZstvo zndmych informacii
o rizikovych génoch, ktoré su asociované s danymi ochoreniami.

Frontotempordina
demencia

Parkinsonova choroba
Amyotrofickd

laterdina
skleroza

PREVALENCIA OCHORENIA

Multisystémovd
atrofia

Progresivna supranukledma paralyza

Kortikobazdina degenerdcla

MNOZSTVO ZNAMYCH RIZIKOVYCH GEMETICKYCH FAKTOROV

BSN, GRN, C90RF72, TARDBR, NPC, PGRN a TBK1®. Nedav-
na GWAS Studia opisala gén TRIM11 ako geneticky modifika-
tor fenotypu PSP. TRIM11 zohrava dblezitd dlohu pri odstra-
novani nespravne poskladanych proteinov prostrednictvom
ubikvitinovo-protedzového systému (UPS). V budicnosti sa
predpoklada, Ze prave spojitost medzi UPS a patoldgiou pro-
teinu tau moze predstavovat potencialny ciel terapii PSP®.

Multisystémova atrofia (MSA)

MSA je zriedkavé, rychlo progredujice ochorenie, pricom
zékladnym morfologickym znakom je pritomnost typickych
oligodendroglidlnych cytoplazmatickych inklazii, ktoré po-
zostavaju z nespravne poskladaného, fibrilovaného a ag-
regovaného alfa-synukleinu®®. KedZze MSA je povazovana
za alfa-synukleinopatiu, znaéna pozornost vyskumu rizi-
kovych faktorov je venovana génu SNCA, ktory kéduje pro-
tein alfa-synuklein. Hoci sa zistilo, ze gén SNCA je jednym
z kauzdlnych génov pre rozvoj Parkinsonovej choroby, kau-
zalita s MSA je stale nejasna. Prostrednictvom GWAS bo-
lo opisanych niekolko jednonukleotidovych variantov v SN-
CA géne, ktoré nie su sice kauzalnymi variantmi, ale su
vyznamne asociované so zvySenym rizikom rozvoja MSA.
Za rizikové boli oznacené varianty rs11931074, rs3857059,
rs3822086 a rs37754440112_V populédciach vychodnej Azie
bol identifikovany variant V393A v géne COQ2 a v eurépskej
populécii boli zistené najmenej Styri polymorfizmy (EDN1
rs16872704, MAPT rs9303521, FBX047 rs78523330, a ELO-
VL7 rs7715147) spojené s rizikom rozvoja MSA(®, Uvazu-
je sa aj o tom, ze varianty poctu képii DNA (copy number
variants — CNV) v nekodujucich oblastiach mézu prostred-
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nictvom moduldcie transkripcnej aktivity zvySovat riziko
vzniku MSA®Y,

Frontotemporalna demencia (FTD)

FTD zahfna skupinu heterogénnych neurodegenerativnych
ochoreni s odliSnymi klinickymi fenotypmi, charakterizova-
nych progredujucou atrofiou frontalnych alebo temporalnych
lalokov mozgu. Najvyznamnejsim rizikovym faktorom FTD je
pozitivna rodinna anamnéza. Ta bola zistena az u 30 - 50 %
pacientov, z ktorych az v 40 % pripadoch iSlo o autozomal-
ne dominantny typ dedi¢nosti. Vacsina geneticky podmiene-
nych FTD je spdsobend mutaciami v troch génoch: C9orf72,
GRN a MAPT. Frekvencia tychto mutacii je geograficky va-
riabilna, napriklad v Spojenom kralovstve existuje priblizne
rovnaky pocet mutdcii vo vSetkych troch génoch. Na druhej
strane v Taliansku a Spanielsku je najbeznejsia mutacia GRN
génu, v severnej Eurépe C9orf72('9. NajcastejSou pricinou
dedi¢nej formy FTD je expanzia nekédujucej hexanukleotido-
vej repeticie GGGGCC v géne C9orf72. C9orf72 je asociova-
ny nielen s fenotypom FTD, ale aj s fenotypom amyotrofickej
lateralnej sklerozy (ALS) a CBD (9. Metaanalyza vykonana
v roku 2017 preukazala geneticku suvislost medzi PSP, FTD
a kortikobazalnou degeneraciou (CBD) pricom identifikovala
mnozstvo novych asocidcii vratane rizikovych variantov v gé-
noch MOBP, CXCR4, EGFR a GLDC (7). Je v§ak potrebné po-
znamenat, Ze buduce Studie s va¢sim poctom pacientov su
potrebné na dalSie overenie tychto asociacii.

Zaver

Problematika atypickych parkinsonskych syndrémov je
vel'mi rozsiahla a zlozitd v dosledku ich nizkej individual-
nej frekvencie vyskytu a fenotypovej réznorodosti. V uvede-
nej praci sme sa zamerali predov§etkym na MSA, PSP a FTD
ako na tri zakladné jednotky atypického parkinsonského syn-
drému, pricom sme poukdzali na Sirokd genotypovu rozma-
vanie génovych panelov maju velky potencial vo vyskume
zriedkavych ochoreni, a to aj v pripade neurodegenerativnych
zriedkavych ochoreni. Rozvoj vedomosti, najma v oblasti pa-
tofyzioldgie a genetiky parkinsonskych syndromov je kli¢om
k pochopeniu genetického zakladu tychto ochoreni a azda aj
zdkladnym pilierom na vypracovanie efektivnejsich terapeu-
tickych postupov.
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Neinvazivny skrining onkologickych ochoreni pomocou biomarkerov
vo volne cirkulujicej DNA

Zuzana Holesova', Juraj Gazdarica'?#, Jaroslav Budis'?4, Ondrej Pos™2, Tomas Szemes'23
'Geneton, s. r. 0., Bratislava

2Vedecky park Univerzity Komenského, Bratislava

3Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave

4Centrum vedecko-technickych informacii, Bratislava

V sucasnosti su u¢inné metody skriningu dostupné len pre niektoré nadorové ochorenia a vo vSeobecnosti su re-
lativne komplikované. Preto je potrebné vyvinut jednoduché a presné metddy na vEasnu detekciu ¢o najvacsie-
ho spektra nadorovych ochoreni. Takyto potenciadl ma detekcia genetickych a epigenetickych zmien v DNA vol-
ne cirkulujtcej v plazme (cfDNA), vd'aka ktorej by bolo mozné velmi skoro detegovat nadorové ochorenie a tak
zlepsit prezivanie pacientov. Molekularne vlastnosti fragmentov cfDNA a ich distribicia v genéme poskytuju in-
formacie o tkanivach ich pévodu. Organizacia nukleozémov a obsah nukleaz v pévodnom tkanive ovplyviuju vel-
kost a motiv zakoncenia fragmentov cfDNA. Aj vdaka tymto vlastnostiam je tekuta biopsia jeden z najslubnej-
Sich nastrojov pre budtce klinické vyuzitie.

Kl'Géové slova: tekutda biopsia, cfDNA, ctDNA, biomarker, rakovina

Non-invasive screening of oncological diseases using biomarkers in freely circulating DNA

Effective screening methods are only available for some cancers and are generally relatively complicated.
Therefore, it is necessary to develop simple and accurate methods for early detection of the most extensive
possible spectrum of cancer. The detection of genetic and epigenetic changes in DNA freely circulating in plasma
(cfDNA) has such potential, thanks to which it would be possible to detect cancer very early and thus improve the
survival of patients. The molecular properties of cfDNA fragments and their distribution in the genome provide
information about their tissue of origin. The organization of nucleosomes and the content of nucleases in the
original tissue affect the size and termination motif of cfDNA fragments. These properties make liquid biopsy
one of the most promising tools for future clinical use.

Keywords: liquid biopsy, cfDNA, ctDNA, biomarker, cancer

Newslab, 2023; rog. 14 (1): 36 - 39

Uvod

Rakovina ma vyznamny vplyv na zdravie ludi na celom
svete. Podla Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) je
rakovina hlavnou pri¢inou dmrti v mnohych $tatoch a tento
pocet sa bude v dohl'adnom ¢ase zvacsovat™. V roku 2020
zomrelo na rakovinu viac ako 10 miliénov ludi najma v do6-
sledku nedostato¢ného pristupu k vhodnym diagnostickym
metddam®@. Pri¢inou vzniku nadorov je zmena v génoch ria-
diacich rast a delenie buniek, to sposobi, Ze sa niektoré bun-
ky za¢nu delit bez zastavenia a Siria sa do okolitych tkaniv.
Rakovina tak méze vzniknut takmer v akejkol'vek z miliard bu-
niek v ludskom tele. Pri kazdom type nadoru dochadza k je-
dine¢nej kombindcii genetickych zmien, navyse, ako rastie,
nadalej sa meni. Dokonca v rdmci toho istého nadoru mézu
bunky disponovat réznymi genetickymi zmenami. To je jeden
z dévodov, preco je lieCba rakoviny naro¢na. Preto je velmi
délezité vyvinut jednoduché, presné a ¢o najmenej invaziv-
ne metddy na jej véasné odhalenie, kedze stadium, v ktorom
je diagnostikovana, je jednym z najvyznamnejSich predikto-
rov prezitia.

Jednou z takych metdd je tzv. tekutd biopsia (LB). Jej
prvé aplikacie boli zalozené na detekcii genetickych marke-
rov vo volne cirkulujicej DNA (cfDNA), ako su napr. gene-
tické polymorfizmy alebo mutécie. Stidiom negenetickych
vlastnosti cfDNA — metylacie, fragmentdcie a topoldgie — sa
jej vyuzitie rozsirilo, cfDNA si mozno predstavit ako genetic-
ky rezervoar, ktory obsahuje genetickd informaciu zo vset-
kych buniek v tele® vratane zdravych, chorych i mikroorga-
nizmov, ktoré sa v tele nachadzaju®. Ich pomer sa vzhladom
na aktualny stav jedinca vratane rakoviny méze menit. Kaz-
dy fragment cfDNA nesie molekularne znaky bunky, z kto-
rej pochadza.

Prostrednictvom LB mozno identifikovat rakovinové zme-
ny v cfDNA®, ktora sa uvolni z buniek po ich smrti®. Ked-
Ze vacsina nadorov je v kontakte s krvou, vacsinou sa pri
LB odobera vzorka krvi, je véak mozné analyzovat aj iné te-
lesné tekutiny, napr. pleuralny vypotok, mo¢ a mozgovo-
miechovy mok®. Vd'aka jednoduchosti odberu predstavuje
analyza cfDNA minimalne invazivnu a nizkonakladovu alter-
nativu biopsie nadoru®. Okrem vcasnej detekcie nadorov®
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Obrazok 1. Schematické znazornenie tekutej biopsie. V periférnej krvi sa okrem krvnych komponentov nachddza volnd cirkulujica
DNA (cfDNA), mikroorganizmy (baktérie, virusy, huby), v pripade onkologického pacienta i cirkulujice nddorové bunky a dalsie kompo-
nenty (napr. RNA a vezikuly). Po oddeleni krvnej plazmy centrifugdciou z nej mozno izolovat cfDNA a ndsledne ju analyzovat réznymi
pristupmi. Je moZné sa zamerat na (epi)genetické zmeny a molekulérne vlastnosti fragmentov cfDNA, organizéciu nukleozémov, ob-
sah nukledz v suvislosti so zakon¢enim fragmentov cfDNA a cfDNA pochddzajicu z mitochondrii a mikrobiému.

Nador

Cervena krvinka

=
Rakovinova bunka krvnd plazma 2 Mapovanie na iné gendmy
4 g (mitochondrie, mikroorganizmy)
P Baktéria ] :
\ 7N 7N 7 146167 bp ; w ODOD 31
; Bizke (o] (VNI
(& Virus > ofDNA Dizka fragmentov Metylacny vzor
. i ochadzajica z:
Volne cirkulujica / . ﬁormalny(j:: buniek
DNA; cfDNA /, J e rakovinovjch e 2
buniek S T
/ s B @D D

<

je mozné pomocou LB rychlejSie odhalit recidivu nddorové-
ho ochorenia a na rozdiel od klasickej biopsie ma vyssSiu San-
cu zachytit viaceré mutdcie. Molekuldrnou charakterizaciou
cfDNA je zaroven mozné ziskat informacie o povode a prog-
resii nadoru, ¢o ma velky vyznam pre prevenciu a lieCbu na-
dorového ochorenia.

Modifikacie a aplikacie cfDNA

Rozvoj vysokovykonnych sekvenénych technolégii (NGS)
umoznuje paralelné sekvenovanie miliénov fragmentov DNA
rychlym a ekonomickym sp6sobom. Mnozstvo vygenerova-
nych udajov si vyZzaduje okrem pocitacového vybavenia bio-
informatickd analyzu, ktora vedie od spracovania surovych
udajov cez ich podrobnejsiu analyzu az k interpretacii va-
riantov v klinickom kontexte(?. Vd'aka NGS mozno odhalit
zname i nové mutécie, fazie, abnormalny pocet kdpii génov
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a variantov, zmeny v metyldcii DNA i mutaéni zataz alebo
mikrosatelitovl nestabilitu (obrazok 1). Velkost molekdl
cfDNA, umiestnenie koncov fragmentov a koncové motivy
su ovplyvnené organizaciou nukleozémov, Strukturou chro-
matinu, obsahom nukledz a expresiou génov v tkanive, z kto-
rého pochadza.

Cirkulujuca DNA pochadzajlica z nadoru (ctDNA) tvori
u vacsiny onkologickych pacientov nizky podiel k celkovej
cfDNA, ¢asto < 1 %('?, najmaé v pripade raného stadia. Dispo-
nuje vSak rovnakymi genetickymi i epigenetickymi zmenami,
aké st v samotnom nddore. Od cfDNA pochdadzajlcej z nor-
malnych buniek ju mozno odliit podla pritomnosti bodo-
vych mutdcii, aneuploidie, zmien poctu kopii génoy, odlisnej
metylacie alebo pritomnosti virusovych sekvencii DNA(314),
Vzhladom na jej nizku koncentraciu je potrebné jej spolahli-
vé odliSenie od cfDNA zdravych buniek.
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Metylacia DNA je nevyhnutnd pre normalny vyvoj a zo-
hrava délezitu ulohu v epigenetickej kontrole aktivity génov.
Zmeny v metylacii DNA sa povaZzuju za najCastejSie mole-
kularne zmeny v procese onkogenézy(®. Je zndme, Ze kaz-
dé tkanivo ma svoj charakteristicky vzor metyldcie, ktory sa
odliSuje medzi nadorovymi a normalnymi bunkami(®. Preto
profilovanie metylacie celého gendmu z cfDNA moze byt po-
tencialne Gucinnym nastrojom na zistovanie pritomnosti kon-
krétneho nadorového ochorenia.

Okrem zmien v metyldcii je fragmentéacia cfDNA a vzorce
obsadenia nukleozémami d'alSimi epigenetickymi znakmi na
sledovanie aktivity génov a pévodu tkaniva. Po¢as bunkovej
smrti dochddza k enzymatickému Stiepeniu DNA nukleaza-
mi. DNA je pocas toho chranend nukleozémami a tak maju
fragmenty cfDNA charakteristicku velkost 167 bp, ¢o zodpo-
veda dizke oto&enia okolo jedného nukleozému(?. Velkost
fragmentov sa v§ak méze u zdravych jedincov a onkologic-
kych pacientov lisit. Fragmenty cfDNA pochadzajlce z na-
dorovych buniek su v porovnani s fragmentmi zo zdravych
buniek kratsie(®. Sekvenovanim s rozliSenim na jeden ba-
Zovy par sa zistilo, ze kratSie fragmenty cfDNA v plazme pa-
cientov s hepatocelularnym karcindmom maju viac zmien
asociovanych s nadormi ako dlhsie fragmenty cfDNAC?), hoci
niektoré konkrétne zriedkavé mutdcie su v dlhsich fragmen-
toch cfDNA®, Zhutnenie nukleozémovych Struktur vytvara
prekazku pre pristup transkripénych faktorov k regulaénym
elementom. Umiestnenie nukleozémov suvisi s aktivaciou
a expresiou génov v zavislosti od vyvinu a konkrétneho tka-
niva®"). Preto m6ze skiimanie polohy nukleozomov v cfDNA
a identifikacia pévodného tkaniva odhalit existenciu $peci-
fického typu nadoru®?,

Okrem velkosti fragmentov cfDNA je zaujimavé i zloZe-
nie koncovych motivov. Fragmentacia molekul cfDNA ne-
vznikd ndhodnym procesom. Preferované konce fragmen-
tov sa vztahuju na Specifické koncové miesta v genéme,
zvyCajne v oblastiach s otvorenym chromatinom (ktoré su
pristupnejsie)®. K fragmentacii cfDNA dochadza aktivitou
deoxyribonukleaz (DNaz), z ktorych kazda rozpoznava inu
sekvenciu®. Pri viacerych onkologickych ochoreniach bol
pozorovany rozny pomer koncovych motivov. Napr. v pripa-
de hepatocelularneho karcinému bol koncovy motiv CCCA
vyrazne menej zastupeny ako pri kontrole, pravdepodobne
pre znizenu expresiu DN-azy1L3. NavysSe profil koncovych
motivov cfDNA pochddzajicej z toho istého organu je vo
véeobecnosti rovnaky®. Dévodom tychto odliSnosti mozu
byt genetické alebo epigenetické zmeny, ktoré mohli sposo-
bit poruchy v expresii endonukledaz DNA®9, Jiang a kol. sku-
mali pritomnost precnievajucich koncov po Stiepeni nuklea-
zami a zistili, ze boli zastipené vo vacsine molekul cfDNA
(~ 90 %)@, V predchadzajlcich stadiach precnievajuce kon-
ce neboli odhalené, pretoze su v procese pripravy sekvenc-
nych kniznic opravené na tupé. PrecCnievanie sa liSilo podla
velkosti fragmentov cfDNA a zda sa, ze suviselo s nukleozé-
movymi vzormi. V pripade pacientov s hepatocelularnym kar-
cindbmom vykazovala cfDNA vy$Sie zastupenie preCnievaju-
cich koncov ako nenadorova cfDNA®®,

Mitochondrie svojim genémom takisto prispievaju k cel-
kovej cfDNA. Mitochondridlna DNA (mtDNA) sa na rozdiel od
jadrovej DNA nachadza v bunke v tisickach kopii@”. Okrem
toho ma vysokud mutacnd rychlost a pri nadorovych ochore-

niach dochadza u nej k zasadnym modifikaciam®@®2%. Obe
tieto vlastnosti ju preduréuju stat sa vhodnym kandidatom
na tekutu biopsiu. To potvrdzuju i niektoré Studie, ktoré pre-
ukazali rozdiel v obsahu i fragmentdcii volne cirkulujucej
mtDNA (mt-cfDNA) prionkologickychochoreniach®3 Velko-
st fragmentov mt-cfDNA bola mensia v porovnani s jadrovou
cfDNA, dévodom mozZe byt to, Ze na rozdiel od jadrovej
cfDNA nie je chrdnena nukleozémami, preto pri nej nie je po-
zorovany ani charakteristicky velkostny pik ako pri jadrovej
cfDNA (167 bp)9. Co sa tyka mnozstva képii, zrejme nejde
o jednoznacny marker, kedZe v pripade hepatocelularneho
karcindmu bol pozorovany v plazme pacientov nizsi®" i vys-
§i pocet kopii mt-cfDNA(9. Pokial ide o dizku mt-cfDNA, bolo
pozorované, Ze nepriamo suvisi s velkostou nadoru i s kon-
centraciou cirkulujlcej nadorovej DNA(930),

Na 10-15 % pripadov vzniku a progresie rakoviny sa podie-
Iaju virusy a baktérie®?. V kontexte onkoldgie je vSak cirkulu-
juca mikrobialna DNA malo preskimana, uplatiiovala sa naj-
ma pri infekénych chorobach a sepse, kde jej sekvenovanie
zlepsilo detekciu tazko kultivovatelnych mikroorganizmov®?),
Suvislost medzi zmenami v ¢revhom mikrobidome, tzv. dys-
biézou a mnohymi neinfekénymi chorobami je relativne dob-
re znama, rakovina nie je vynimkou®43), Charakteristicky
»podpis” cirkulujicej bakteridlnej DNA (cbDNA) pre dany typ
rakoviny bol rovnaky dokonca aj v I. a Il. $tadiu rakoviny a tiez
pri rakovine, v ktorej nedoslo ku genomickym zmenam. Je to
vyznamné zistenie, kedZe sucasna analyza ctDNA sa spolie-
ha prave na zistovanie genomickych zmien, ktoré st pritom-
né v primarnom nadore. Naznacuje to, ze cbhDNA by moh-
la byt citlivejSim a SirSie pouzitelnym biomarkerom rakoviny.

Medzi najCastejSie onkogénne virusy patri virus hepatitidy
B (HBV) a ludsky papilomavirus (HPV), ktoré su pricinou pri-
blizne polovice nadorov vyvolanych virusovou infekciou®®.
Ku karcinogenéze prispievaju produkciou onkogénnych pro-
teinov, moduldciou imunity alebo prostrednictvom integra-
cie virusovej DNA do DNA hostitel'a (vh-DNA)®?). Prave integ-
rované Useky virusovej DNA mézu byt detegované v krvnom
obehu este pred vznikom samotného nadoru. Nie je vSak
mozné pomocou nich identifikovat $tadium nadoru alebo od-
lisit virusov DNA integrovanut do normalnych tkaniv od na-
dorovych tkaniv. Stanovenie hrani¢nej hodnoty na odliSenie
nadorovo Specifickej vh-DNA od vh-DNA uvolnenej z nena-
dorového tkaniva je rozhodujuce na dosiahnutie klinicky vy-
znamnej citlivosti a $pecifickosti®?.

Zaver

Tekuta biopsia v dohl'adnej buduicnosti nenahradi celkom
biopsiu tkaniva, moze ju vSak doplnit. Vzhladom na to, Ze
vacsina sucasnych technik tekutej biopsie nema dostato¢nu
detekénu schopnost, je potrebné jej definiciu rozsirit i o ne-
nadorové informacie. Predpoklada sa, ze po Standardiza-
cii metodickych postupov sa bude viac vyuzivat v rutinnych
podmienkach a pomoéze zachytit nador este pred vznikom
symptomov. Pred jej Uplnym zavedenim je vSak potrebné
zodpovedat niektoré otazky. Napriklad, do akej miery sa pres-
nost testov lisi medzi jednotlivymi typmi nadorov a stadia-
mi ochorenia. Poskytuje tekuta biopsia reprezentativnu vzor-
ku vSetkych genetickych klonov v nddore alebo dochadza ku
skresleniu na Specifické subregiény? Na to je vSak potreb-
nych este vela klinickych Studii.
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Tandem repeat motif characterization for precision medicine:
A brief overview of conventional methods and massive parallel
sequencing approaches
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Repetitive motifs, also known as tandem repeats, are stretches of DNA that are repeated multiple times in a row
within a genome. These motifs have important functional and clinical implications in human genomes, including
their involvement in genetic disorders such as Huntington’s disease, Fragile X syndrome or myotonic dystrophies.
Reliable and accurate characterization of these motifs, especially on genome scales, has remained a challenge
due to their structural complexity and variability. In this review, we explore the possibilities of various molecu-
lar methods for the reliable characterization of clinically-relevant repetitive motifs, including molecular biology
techniques, high-throughput sequencing technologies and bioinformatics tools.
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Charakterizacia tandemovych repetitivhych motivov v preciznej medicine: Struény prehl'ad konvenénych metéd
a masivne paralelného sekvenovania

Repetitivhe motivy, zname aj ako tandemové opakovania, su Useky DNA, ktoré sa v gendme opakuju viackrat
za sebou. Tieto motivy maju v fudskych genémoch délezity funkény a klinicky vyznam vratane ich ucasti na
genetickych poruchach, ako je napriklad Huntingtonova choroba, syndromfragilného X alebo myotonické dystrofie.
Spolahliva a presna charakterizacia tychto motivov, najma na urovni genému, predstavuje vzhladom na ich
$trukturalnu zlozitost a variabilitu vel'kd vyzvu. V tomto prehl'ade sumarizujeme moznosti réznych molekularnych
metdd na spolahliva charakterizaciu klinicky relevantnych repetitivhych motivov vratane klasickych metod
molekuldrnej bioldgie, vysokoparalelnych sekvenénych technoldgii a bioinformatickych nastrojov.
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Introduction

Tandem repeats (TRs) are stretches of DNA sequences,
which contain repeated units several times. The sequence
composition and length of the repeating units may be va-
rious in different TRs, and they can be found in various lo-
cations in the human genome, including in intergenic re-
gions, introns, and exons of genes. Typically the number
of repetitions is highly variable between individuals. Since
they represent extremely variable genomic regions, TRs ha-
ve many important biological roles in several physiologi-
cal and pathophysiological processes. Their proper charac-
terization may, therefore, explain observed phenotypes of
traits in biomedical context, and thus markedly improve in-
formativeness of clinical genomics assays. They also be-

came utilized in several non-biomedical applications, main-
ly in population genetics, forensic as well as genealogical
applications™.

It is generally known and well described, that the num-
ber of repeat units in certain TRs causes a pathogenic effect
when it exceeds certain thresholds. Several studies have lo-
calized more than 50 TRs on the genome, where such patho-
genic expansions cause severe neurological, neurodegenera-
tive and neuromuscular disorders, conventionally known as
repeat expansion disorders (REDs)®. These are, in general,
monogenic diseases, although their inheritance is not always
fully mendelistic and anticipation is commonly described in
such families (e.g. Huntington’s disease, Fragile X syndro-
me or Myotonic dystrophies). In addition, reports started to
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appear which describe the potential role of TRs in the deter-
mination of complex phenotypes®, and very recently, the first
genome-wide association studies of TRs were published, for
example, for Parkinson's disease®. This clearly outlines the
application potential of TR characterisation not only in the
field of diagnostics and complex disease biology, but also in
the possible preventive care against several common com-
plex diseases, through potentially more effective identifica-
tion of at-risk individuals.

Detailed and accurate characterization of TR motifs, in ter-
ms of complexity of either structures or biological effects, is
an absolutely crucial aspect in assessing their clinical rele-
vance, creating a major challenge for methods aimed at the-
ir genotyping. The main challenges of accurate TR charac-
terization include the following factors: 1) The resistance of
long TR motifs to amplification by PCR; 2) The complexity
of some TR regions, in which interruptions of otherwise pu-
re motifs may occur, or interruptions may be lost, or the cli-
nically relevant motifs may be part of more complex repeat
structures; 3) The stutter effect, caused by typical errors of
DNA polymerases in TR regions, which makes it difficult to
identify the correct fragment in a set of multiple non-specific
fragments; and 4) The errors made by classical mapping to-
ols used in sequencing analyses (designed to align sequen-
cing reads containing single nucleotide variants or small
insertion-deletions), which are not adapted to the high va-
riability of TR sequences. Therefore, the success of TR ana-
lysis highly depends on several factors, including the length
and complexity of the repeat sequence and the availability
of specific laboratory technologies. Here we provide a ba-
sic overview of the most commonly used methods for this
purpose. For this review, we decided to split them into two
major categories, i.e. those offering more-or-less detailed
characterisation of individual loci, with limited possibilities
of multiplexing, and those based on sequencing, especially
massively parallel sequencing (MPS), offering genome-wide
high-throughput characterisation of TR motifs.

Conventional low-throughput TR genotyping
methods

For decades, conventional molecular-biology techniques
have been used to identify tandem repeat variations, which
may be particularly helpful in more effective prediction and/
or diagnosis of many human diseases, especially those ha-
ving monogenic phenotype determination. From these, PCR
modifications, and in certain cases also Southern blotting,
are still the most commonly used methods, which are consi-
dered gold standard in DNA based laboratory diagnostics of
TR associated diseases.

Southern blotting

The principle of the method is based on cleavage of DNA
fragments by restriction enzymes, which are subsequently
separated by gel electrophoresis. The next step is to transfer
the DNA fragments to a carrier membrane (usually nylon or
nitrocellulose) followed by detection of the target DNA frag-
ment by hybridisation with a labeled probe specific for the TR
region. The number of repeats can be determined based on
the size of the fragment that hybridizes to the probe. Since it
does not require PCR amplification, Southern blot allows to

determine the size of long, pathogenically expanded TR lo-
ci. On the other hand, it is not suitable for the differentiation
of small alleles, especially those in the healthy and premu-
tational range®. The limitations of this method lie mainly in
its time-consuming and labor-intensive nature, technical dif-
ficulty, and it also requires large amounts of intact high-mo-
lecular-weight genomic DNA.

PCR-based methods

The most commonly used technology for amplification
and characterisation of TR loci is polymerase chain reaction
(PCR), followed by different options of evaluation of ampli-
fied fragments. Historically, several technologies have been
used, such as evaluation based on restriction fragment len-
gth polymorphism (RFLP)®), on denaturing high-performan-
ce liquid chromatography (dHPLC)®, or even based on the
denaturation characteristics and melting temperatures of
the amplified fragments using high-resolution melting analy-
sis (HRM)®. Historically, fragment size analysis by agarose
or polyacrylamide gels (PAGE) are well known approaches,
however, the most commonly used are automated capillary
electrophoresis based separation techniques using genetic
analyzers. Agarose electrophoresis allows efficient separa-
tion of PCR products only for alleles with a sufficiently large
difference or in the case of large alleles. PAGE has a much
higher resolution and can separate even fragments that di-
ffer by only a few base pairs. Capillary electrophoresis repre-
sents the most efficient platform to analyze length profiles
of fluorescently labeled PCR products. The advantage of the
methodology is that it is both affordable and not specifically
labor-intensive, can be automated, and also multiplexed for
certain extents®'9, Conventional PCR is mainly used to de-
tect alleles belonging to normal ranges or premutation len-
gths, up to around 300 - 600 nucleotides. For longer alleles,
i.e. larger repeats, this method is inaccurate and fails. On the
other hand, long-range PCR protocols have been described
too. Long-range PCR is used to characterize TRs that exce-
ed the detection capability of conventional PCR. This metho-
dology uses high-fidelity polymerase and optimized reaction
conditions that include extended annealing time and ele-
vated annealing temperature. Such altered reaction condi-
tions allow an extension of the effective range of allele de-
tection, but still only up to a certain size. For visualization of
larger alleles, hybridization-based detection may be required
too™. Another specific modification of conventional PCR is
the so-called small-pool PCR that was described and used
to resolve discrete bands in samples giving smeared or dif-
fused bands by Southern blotting. This method is based on
partial elimination of preferential amplification and ampli-
fication of too many fragments of different length. This is
achieved by diluting and separating the template molecules
into different individual amplifications. It also allows to incre-
ase the range of detected alleles, however, again only up to
certain lengths limited by the PCR capabilities themselves(?,
Beyond the well known length limitations, conventional PCR
based methods are limited also by the possibilities of get-
ting false results due to: 1) ,stutter effect” caused by DNA
polymerase errors; 2) migration changes due to sequence in-
terruptions(®; or even by 3) allelic dropout due to sequence
changes under the primer binding sites.
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A specific and highly effective method, called repeat-pri-
med PCR (RP PCR), was developed to overcome the main li-
mitation of conventional PCR (and also of the majority of its
modifications which use primer pairs flanking the region of
interest), i.e. the inability to amplify through large and com-
plex motifs. It uses two (flanking primer and repeat-speci-
fic primer) or three primers (flanking primer, repeat-specific
primer and tail primer) per reaction. Flanking primer is fluo-
rescently labeled and it is localized upstream or downstre-
am to the repetitive region. The second primer (repeat-spe-
cific) is designed directly in the region of the repetitive motif,
generating multiple products. The largest of these produ-
cts reflect the size of the entire allele, however, with certa-
in limitations. The reactions may be made more specific if
a third (tail) primer is used that has no complementarity to
the human genome. However, this primer is present in limi-
ted amounts in the reaction, resulting in a third primer ta-
king over after a few PCR cycles. This third primer targets
the PCR products that were produced by the previous two
primers and amplifies them all, generally in a way, in which
the repeat specific primer is modified by a 5" tail that creates
a template for the third primer. The evaluation is also com-
bined with automated capillary electrophoresis. RP PCR is
able to point out single locus expansions(*'9), however, mul-
tiplex versions were also described®'9. The disadvantage is
that it is unable to determine the specific length of the ex-
panded allele and, for certain complex loci, it was determi-
ned to be not 100 % sensitive(”'®, In addition to expansion
detection, RP-PCR is able to identify the presence of sequen-
ce interruptions by other motifs within the base repetition.
Sequence interruptions, on the other hand, may also disrupt
RP-PCR signals to such an extent that they can result in fal-
se negative conclusions(®. Similarly to conventional PCR,
false negative results can also occur in a form of allelic dro-
pout, due to sequence variants in the primer binding site. For
the mentioned limitations, bidirectional RP-PCR, performed
from both ends of the repeat motif, are generally offered to
increase sensitivity®'317),

DNA sequencing methods

Following the introduction and spreading of commer-
cial automatized genetic analyzers, direct DNA sequencing
allowing the characterization of the primary structure of
DNA, became established as a standard method for labo-
ratory diagnostics and remained in this position for deca-
des. However, in the field of TRs characterisation it had no
special role, until second generation sequencing platforms
began to appear. This, however, required also specific bioin-
formatic tools to be developed, which are dedicated to TRs
genotyping from millions of short sequencing reads.

Sanger sequencing

Sanger sequencing represents the most widespread first
generation sequencing method and was considered as a gold
standard among molecular diagnostic techniques allowing
screening and genotyping of several types of sequence va-
riants. For genotyping of TR loci, however, it was not routine-
ly used because of several reasons. The disadvantage of the
methodology lies in the detection limit (up to approximately
1000 nucleotides). Another problem lies in the analysis of al-

leles with a heterozygous constitution, in which based on the
shifted signal, a larger allele cannot be determined®. On the
other hand, it can be used, for example, during standardiza-
tion of other molecular methods, such as conventional and
repeat-primed PCR for the fragment sizing. In addition, it was
also described to be useful in more detailed characterisation
of repeat structures, including sequence interruptions%2",

Massively parallel sequencing

Within MPS applications, we distinguish at least two ge-
nerations of sequencing methods including those having ty-
pically relatively short sequencing reads and requiring clo-
nal amplification before sequencing (second generation)
and those allowing longer reads and allowing single molecu-
le sequencing, i.e. which does not require clonal amplifica-
tion (third generation). From the technical point of view, when
considering for example the target genomic region, sequen-
cing can be aimed at the whole genome (WGS), but also can
be narrowed to its certain parts, such as to smaller gene pa-
nels, larger panels, or even whole exomes (WES). Another
relevant technical feature is, whether the preparation of the
sequencing library is associated with PCR amplifications
(may introduce errors) or are PCR-free (allows reduced er-
ror rate and is typically available for WGS). In addition to la-
boratory and technical aspects, bioinformatic processing of
sequencing data may also be challenging and highly variable,
while still under intensive development and diversification. In
general, actually the most widespread, especially in a routine
clinical setting, are platforms belonging to the second gene-
ration of sequencing supporting short-read sequencing (es-
pecially platforms of the Illumina company). Although still
mainly in research settings, some third generation platfor-
ms (such as the PacBio or nanopore based sequencing) are
appearing as potential tools for more effective TRs characte-
risation, especially when considering the possibilities of de-
tection of large expansions, or the characterisation of highly
repetitive regions. Possibilities and limitations of TR detec-
tion are largely connected to the chosen sequencing genera-
tion, platform, technical details of library preparation as well
as on the applied bioinformatic pipelines.

Second generation platforms generally rely on sequencing
following fragmentation of the DNA into small pieces (alter-
natively on amplicon sequencing), attaching adapters to the
ends of the fragments, and then amplifying and sequencing
the fragments using a next-generation sequencing instru-
ment. These platforms are generally highly accurate and al-
low sequencing of short reads of DNA (up to 2 x 300 base
pairs, yet). These approaches allow high-throughput charac-
terisation of TRs throughout the genome, although with this
regard the main limitations are clear if WES or smaller pa-
nels are used, i.e. the TR loci of interest need to be covered
by reads. Another limitation is represented by the necessi-
ty of PCR amplification, each amplification step introduces
challenges and possible errors to TR genotyping. Another li-
mitation lies in the length of the TR regions, since to detailed
characterisation they need to be covered by reads in their to-
tal length with certain unique flanking regions on their both
ends®23_The presence of repeat expansions, even the lar-
gest ones, may be indirectly identified from different read
characteristics even if they exceed the sizing limit of the re-
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Figure1. Timeline of the evolution of TR locus characterization. Initially, it was possible to genotype TR motifs mainly by methods that
represent the gold standard in molecular diagnostics (classical PCR, repeat-primed PCR, Sanger sequencing, Southern blotting,...), but
they are still used as validation methods. After the spread of second-generation sequencing platforms into mainstream laboratories,
several sophisticated tools have been developed over the last decade specifically for the specific nature of TR motifs (LobSTR, Repeat-
Seq, HipSTR) but also for the detection of expansions (Expansion Hunter, Dante, Straglr) and the number of these tools is still growing.
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Willems et al., 2017 (Nat. Methods)

Gymrek et al., 2012 (Genome Res)

Highnam et al., 2013 (Nucleic Acids Res)

ads (i.e. even if they have no reads sequencing through the
entire motif), such as the presence of partial reads (reads
containing one of the flanking regions and part of the repe-
at region) or the position of read-pairs, if paired and sequen-
cing was used®@29,

On the other hand, larger read lengths and overcoming
amplification to a larger extent allows the use of third gene-
ration sequencing platforms for more effective TR characte-
risation, especially by allowing larger and more complex re-
peats to be directly sequenced by individual spanning reads,
even of those belonging to larger expansions. This method
makes it possible therefore to identify larger TRs that may be
missed by shorter read lengths. These sequencing platfor-
ms have, however, some limitations too, including a relative-
ly high error rate and a relatively high cost per base compared
to other sequencing technologies. They are therefore most
often used in combination with other sequencing technolo-
gies, such as those offered by second generation platforms,
to generate high-quality, high-resolution genomic data.

Bioinformatic tools

TR typing at the genomic level has become possible with
some delay and took longer to catch on, mainly due to cer-
tain technical limitations of the conventionally used bioin-
formatics tools processing MPS data, and high variability in
individual TR loci. The majority of genotyping tools are not
adapted to TR sequence variability, and they tend to ,lose”
some reads in certain specific cases®. In such genotypes,
mapping often fails, which can lead to the loss of reads and

Dolzhenko et al., 2018 (Genome Res)

Budis etal., 2019 (Bicinformatics)

Chiu et al., 2021 (Genome Biol.)

incorrect clinical interpretation of predicted genotypes. Seve-
ral more sophisticated tools have been lately designed spe-
cifically for the specific nature of the TR motifs, or even for
expansion detection. These, such as STRetch, Expansion-
Hunter, Dantel*?728), use complex statistical modeling to es-
timate the underlying genotypes of TR motifs influenced by
the stutter effect (Figure 1).

Conclusion

Tandem repeat genotyping is a challenging task due to se-
veral inherent characteristics of these DNA sequences. The-
se include the repetitive nature itself, creating challenging
sequences for amplification, different and highly variable
lengths of repeating motifs, the possible presence or loss
of sequence interruptions, but also the complexity of motif
structures. Currently, TR motifs are most commonly charac-
terized, in routine practice, by conventional, low-throughput
methods. Within these, conventional PCR and repeat-primed
PCR are likely the most commonly used. Other PCR modifi-
cations, such as long-range PCR or small-pool PCR, or even
Southern blotting, are still used, however, they have some
specificities and limitations. On the other hand, progreding
genomic technologies, such as MPS applications, started to
revolutionize genomics and disease diagnostics. The main
focus in current development is, therefore, on the possibili-
ties of characterization of TR loci by MPS applications and
on improving the accuracy and reliability of TRs genotyping
by more effective integration of molecular biology and bioin-
formatics techniques.
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Zmena expresie génov spojenych s imunitnou odpovedou
u pacientov s COVID-19

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

COVID-19 je multiorganové ochorenie, ktoré je od vypuknutia pandémie subjektom mnohych studii. Klinicka ma-
nifestacia ma siroké spektrum priznakov od asymptomatického priebehu aZ po tazky priebeh, s hlavnymi rizi-
kovymi faktormi ako vyssi vek a komorbidity. Pochopenie interakcii medzi hostitelom a virusom moze poskyt-
nuat pohl'ad na nové potencialne terapeutické ciele v prevencii a lieCbe tychto infekcii. Transkriptémova analyza
je acinny nastroj na identifikaciu imunitnej odpovede hostitel'a po napadnuti virusom SARS-CoV-2. Umoznila
identifikovat zmeny v expresii génov a dysregulované drahy zapojené do aktivacie imunitnych buniek. Niekolko
stadii identifikovalo miRNA a zmeny v ich expresii ako faktor ovplyviujuici priebeh COVID-19. Rovnako aj de-
fenziny ako kli¢ové komponenty vrodenej imunity maji zmeneni expresiu pocas infekcie SARS-CoV-2. Niek-
toré zmeny v expresii genov su vS§ak vekovo a pohlavne Specifické.

Klicové slova: SARS-CoV-2, expresia, cytokiny, miRNA, defenziny

Altered expression of genes associated with the immune response in patients with COVID-19

COVID-19 is a multi-organ disease that has been the subject of many studies since its outbreak. The clinical
manifestation has a broad spectrum from asymptomatic to severe, with older age and comorbidity being the main
risk factors. Understanding host-virus interactions may provide insight into new potential therapeutic targets in
preventing and treating these infections. Transcriptome analysis is a powerful tool to identify the host's immune
response after SARS-CoV-2 infection. Studies identified changes in gene expression and dysregulated pathways
involved in immune cell activation. Several studies have identified miRNAs and changes in their expression as
a factor affecting the course of COVID-19. Likewise, defensins, as crucial components of innate immunity,
have differential expression during SARS-CoV-2 infection. However, some changes in gene expression during

COVID-19 are age-specific and sex-specific.

Keywords: SARS-CoV-2, expression, cytokines, miRNA, defensins

Newslab, 2023; ro¢. 14 (1): 45 - 48

Uvod

Pandémia COVID-19 spdsobena virusom SARS-CoV-2
spbsobila velké pretazenie zdravotného systému po celom
svete. Virus SARS-CoV-2 je jednovlaknovy RNA virus s po-
zitivnou polaritou RNA. Jeho gendm obsahuje minimalne
9 otvorenych ¢itacich rdmcov a 4 Strukturalne proteiny. Po-
Ciatocné kroky infekcie zahfiiaju vazbu povrchového prote-
inu S na bunkovy receptor ACE-2 (angiotenzin konvertujlci
enzym 2). Na samotné naviazanie S-proteinu na ACE-2 re-
ceptor je potrebnd aktivacia S-proteinu hostitelskou bunko-
vou serin protedzou TMPRSS2. Uzavreta forma S proteinu sa
stava otvorenou a pristupnou pre ACE-2 receptor®. ACE-2 je
lokalizovany v mnohych bunkdach a tkanivach, ako je srdce,
oblicky, ¢revny trakt, zICnik, semenniky a, Co je najddlezitej-
Sie, v epiteli dychacich ciest v nose, Gstach a plucach. V pld-
cach je silne exprimovany v pneumocytoch v alveolach®. In-
fekcia SARS-CoV-2 ma u pacientov rézne druhy prejavu, od
asymptomatického az po tazky prejav spojeny s hospitaliza-
ciou. Symptdmy sa liSia od pacienta k pacientovi a zavisia od
roznych faktorov, ako je vek, pohlavie, krvna skupina a dalSie
komorbidity. Niekolko znakov infekcie SARS-CoV-2 skompli-
kovalo efektivnu klinicku liebu, napr. zmena dizky trvania in-
kubacnej lehoty zo 4-5 dni dokonca aj na 8 — 27 dni, virusova

latencia v hostitelovi a taktiez pritomnost SARS-CoV-2 u kli-
nicky zotavenych pacientov®. SARS-CoV-2 inhibiciou klu¢o-
vych hostitelskych proteinov modifikuje bunkové procesy,
ktoré maju za nasledok aktivaciu antivirusovych drah, ako
aj zlepsenie transkripcie a translécie vlastnych proteinov®.
Pre lepsSie pochopenie interakcii medzi hostitelom a virusom
pocas infekcie SARS-CoV-2 hra dbélezitu dlohu zmena v tran-
skripcii génov u hostitela.

Cytokiny a chemokiny

Cytokiny maju doélezita dlohu v reakcii na infekciu koro-
navirusom. Pacienti s COVID-19 vykazovali vysSiu signali-
zaciu interferonu y (IFN-y) v porovnani s pacientmi s pne-
umoniou bez COVID-19, ¢o poukazuje na IFN-y ako jeden
z pociatocnych signalov pri infekcii SARS-CoV-20). Gény ko-
dujuce prozapalové cytokiny (IL12B, IL15, IL6, IL12A a IL1B)
a chemokiny (CXCL9, CXCL11 a CXCL10) mali znizenu ex-
presiu u COVID-19 pacientov. Nadmerna aktivacia proza-
palovych cytokinov a znizena expresia urcitych génov sti-
mulujdcich interferén (IFNA1, APOBEC3G, FADD) moze byt
asociovana s tazkym priebehom COVID-19®). Pocas infekcie
SARS-CoV-2 bola zaznamenana zvysena hladina prozapalo-
vych cytokinov, nazyvana aj ,cytokinova burka“. Cytokinova
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Obrazok 1. Signifikantné rozdiely v expresii podla pohlavia (vlavo) a veku (vpravo) pre vybrané gény a drahy COVID-19. Upravené podla

Liu a kol., 2020.
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burka je zavazny jav pozorovany u pacientov na jednotke in-
tenzivnej starostlivosti, ktory bol identifikovany uz v suvislos-
ti s ochoreniami SARS a MERS. Sposobuje hyperaktivaciu
a hromadenie zapalovych buniek v plticach, ¢o ma za nésle-
dok poskodenie pltic®. Je jednou z moznych pri¢in tazkych
foriem COVID-19 a jeho umrtnosti?”. Okrem toho je u pacien-
tov so SARS-CoV-2 rozdielne exprimovanych 14 génov vrata-
ne MX1,0AST a OAS3, z ktorych vSetky sa podielaju na antivi-
rusovych odpovediach vratane cytokinovej signalizacie. Gén
pre cytotoxicku a regulacnu T-bunkova molekulu (CRTAM) je
zodpovedny za reguldciu aktivacie a diferenciacie niekolkych
podskupin T-buniek, ako si NK bunky. CRTAM mal znizenu
expresiu u pacientov s COVID-19, ale tiez u pacientov s uz
existujucimi pl'dcnymi ochoreniami, ¢o naznacuje jeho moz-
nu ulohu v prognéze COVID-19®. Dolezité signalne drahy, kto-
ré si zodpovedné za imunitné reakcie, ako apoptdza, tvorba
fagozdmov, cytotoxicita sprostredkovand NK bunkami a sig-
nalizacia toll-like receptorov, mali u pacientov s COVID-19 zni-
Zenu expresiu®. Gény suvisiace s aktivaciou neutrofilov vra-
tane ST00A8, ST00A9 a ST00A12 boli u pacientov s tazkym
priebehom COVID-19 exprimované v monocytoch na vys$sej
urovni ako u pacientov s miernym priebehom. Gény suivisiace
s cytokinmi a pre interferén boli downregulované®.

MikroRNA

MikroRNA (miRNA) st malé nekddujice RNA, patria me-
dzi postranskripcné regulatory. Viazu sa na komplemen-
tarne molekuly mRNA, ¢im zabranuju ich transldcii. Zmena
v expresii miRNA moze mat rozliéné vplyvy na hostitel'sky
organizmus. MiRNA, ktoré maju za udlohu inhibiciu expre-
sie S proteinu a replikacie SARS-CoV-2, miR-7-5p, miR-24-
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3p, MiR-145-5p, miR-223-3p, su znizené u starsich pacien-
tov s COVID-1909, U hospitalizovanych pacientov korelovala
znizena expresia miRNA, hsa-miR-146a a hsa-miR-126-3p so
zavaznostou priebehu COVID-190Y. Hladina miR-155, ktora
zohrava ulohu v T-bunkovej a B-bunkovej diferencidcii, bola
zvy$ena u pacientov s miernym priebehom v porovnani s pa-
cientmi s tazkym priebehom COVID-19%©),

Defenziny

Defenziny su antimikrobidlne proteiny, ktoré sa nachadzaju
v zivoCichoch aj v rastlinach. Tieto prvky vrodenej imunity slu-
Zia na ochranu hostitel'a pred baktériami a virusmi. Nachadza-
ju sa v bunkach imunitného systému, napr. neutrofilnych gra-
nulocytoch, a pomahaju zabijat fagocytované bunky tym, Ze sa
viazu na membranu mikrobialnych buniek a vytvaraju v nej ma-
Ié otvory, cez ktoré unikaju zivotne dblezité iony. Ich antiviru-
sova aktivita proti inym virusom naznacuje, Ze maju tlohu nie-
len v obrane proti baktériam. Skuto¢nost, Ze st exprimované
v roznych bunkdch a tkanivéch, poukazuje na moznost ich p6-
sobenia v prvej obrannej linii proti roznym druhom virusov. Na
zéaklade vzoru disulfidovych vazieb klasifikujeme cicavcie de-
fenziny do q, B a 8 podrodiny. a defenziny st produkované pre-
vazne neutrofilmi a pri ich aktivacii su uvolfiované vo velkych
mnozstvach, B defenziny s exprimované najma v dychacich
cestach(?, a @ defenziny su zriedkavé a vyskytujt sa len v le-
ukocytoch makaka rhesusa(™®. Gény pre B defenziny DEFB4A,
DEFB107B, DEFB106B, DEFB4B, DEFB103A a 1 a defenzin gén
DEFA1B boli signifikantne downregulované u pacientov s CO-
VID-19 v porovnani so zdravou kontrolnou skupinou?. Down-
regulacia tychto génov spésobend infekciou SARS-CoV-2 po-
ukazuje na znizenu odpoved vrodenej imunity a taktiez méze
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mat za nasledok zvys$enu kolonizaciu dychacich ciest bakté-
riami veducu k zapalu pltc.

Rozdiely v transkripénom profile u muzov a u Zien

Epidemiologické Studie z roznych Casti sveta naznacuju,
Ze pravdepodobnost nakazenia SARS-CoV-2 je takmer rovna-
k& pre muzov aj Zzeny, avSak poukazuiju na vyssiu chorobnost
a umrtnost muzov(%. MuZzi maju vyssiu expresiu ACE2 a TM-
PRSS2, o pomaha zvySenej nachylnosti na infekciu SARS-
CoV-2. Organom s najvyssou expresiou ACE2 a TMPRSS2 su
obligky(®. Zeny vykazuju vy$siu expresiu INF génov a génov
komplementu C2, C3, C9 a CRP (obrazok 1), na rozdiel od
muzov, ktori maju zvySenu expresiu génov pre prozapalovy
cytokin Th17 a vy$Siu bazalnu expresiu chemokinov CXCLS,
CXCL14, CXCL2 a cytokinov IL2, IL3 a IL22. Tieto vysledky
koreluju aj so zistenim, ze pacienti s primarnou interferéno-
vou odpovedou maju lepsSiu progn6ézu COVID-19 ako pacien-
ti s masivnou aktivaciou cytokinov('®.

Rozdiely v transkripénom profile zalozené
na veku

Analyza vzoriek pacientov s COVID-19 mladSich ako 40
rokov a starsich ako 60 rokov poukdazala na vekovo Speci-
fické zmeny v expresii niektorych génov. Gény stimulované
interferénom, IFIT1, IFIT2 a IFIT3 zodpovedné za inhibiciu
virdlnych procesov ako replikacia a transldcia, boli upregu-
lované vo vzorkach mladych pacientov s COVID-19. U star-
gich pacientov s nizkou virusovou zataZou bola expresia
génov IFITT a IFIT2 znizena. Taktiez gén ADAP2, Co je gén
stimulovany interferénom, a protein kédovany tymto génom
mbze byt schopny blokovat vstup niektorych RNA virusov;
TRIMS5, ktory kéduje retrovirusovy restrikény faktor; a TRIM22
a TRIM38, kédujuce proteiny zapojené vo vrodenej imunite
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trolnou skupinou rovnakého veku. Chemokiny, ktoré hraju doé-
lezita ulohu vo funkcii imunitného systému, CXCL11, CCL4
a CCL4 a receptor CCR5 exprimovany T-bunkami a makro-
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mi, o mozZe viest k zavaznejSiemu priebehu COVID-19 u star-
Sich pacientov. Naopak, u mladych pacientov boli tieto che-
mokiny a receptor upregulované(?,

Zaver

Transkriptémova analyza sa stala jednym z kltiCovych na-
strojov na pochopenie interakcie hostitel'a a virusu SARS-
CoV-2 a molekularnych mechanizmov, ktoré stoja za pa-
togenézou COVID-19. Pocas ochorenia COVID-19 su gény
v bunkach rozdielne exprimované v porovnani so zdravym
stavom. NajcastejSie su rozdielne exprimované gény imunit-
ného systému a drahy spojené s vrodenou imunitnou odpo-
ved'ou. Rozdielne exprimované gény su aj medzi pohlaviami
a réznymi vekovymi kategdriami. Tieto zmeny v expresii mo-
Zu byt jednym z vysvetleni, preco maju Zeny a mladsi ludia
lepsSiu progndzu pri ochoreni COVID-19.
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Skore polygénneho rizika a jeho vyuzitie pre odhad kumulativheho
rizika ochoreni diabetu mellitu a COVID-19

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

Stanovenie miery rizika vyskytu ochoreni je aktualnou témou uz po desatrocia. Velka nadej sa vkladala do progra-
mu Human Genome Project, od ktorého sa o¢akavalo, ze poodhali genetické pozadie ochoreni a ulahéi predikciu
vyskytu ochoreni. Ako sa vsak ukazalo, bola to len iltizia. Namiesto priamych vztahov medzi génmi, resp. skupi-
nami génov a s nimi spajanymi ochoreniami bol odhaleny cely komplex interakcii naprie¢ gendmom, zahfiajlc
stovky az miliény jednonukleotidovych polymorfizmov. Navyse, s nimi asociované ochorenia maju ¢asto poly-
génny charakter a jednotlivé varianty maju samostatne len maly vplyv na vysledny fenotypovy prejav ochorenia.
Vyskum v tejto oblasti sa teda vratil k p6vodnému zameru predikcie na zaklade skoérovania, ktoré by zohl'adni-
lo o najviac faktorov vplyvajucich na rozvoj ochorenia. Neustale sa rozsirujlca siet genetickych databaz v spo-
jeni s modernym hardvérovym vybavenim umoziujicim vyuzitie naro€nych Statistickych analytickych néastrojov
umoznilo vypocet spolocného genetického rizika pre Specifické ochorenia, resp. pre kombindciu ochoreni. Jed-
nou z takychto metéd je skére polygénneho rizika.

Klucové slova: skdre polygénneho rizika, jednonukleotidovy polymorfizmus, COVID-19, diabetes

Polygenic risk score and their utilization for cumulative risk assessment of diabetes mellitus and COVID-19
diseases

Determination of disease risk prediction has been an actual topic over the last decades. A great hope was putin
the Human Genome Project, which was expected to reach insight into the genetic background of diseases that
allow us to predict disease risk. However, these ideas were only illusions. Instead of simple relations between
genes or a set of genes and associated diseases, there was a complex of interactions across the whole genome
involving hundreds to millions of single nucleotide polymorphisms. Moreover, such diseases have a polygenic
character when the genetic variants have only a tiny effect on the disease development. Thus, research was
forced to backtrack to the original idea of scoring, which would incorporate as many factors affecting the disease
process as possible. Expanding genetic-database network with modern hardware equipment for data-intensive
statistical analytical approaches has enabled the calculation of common genetic risks for specific diseases and
their combination. One such method is the polygenic risk score.

Keywords: polygenic risk score, single nucleotide polymorphism, COVID-19, diabetes

Newslab, 2023; ro¢. 14 (1): 49 - 51

Pojmom geneticky variant sa oznacuje rozdiel v nukleo-
tidovej sekvencii na urovni DNA retazca medzi jednotlivca-
mi v populacii. RozliSujeme 5 zakladnych typov genetickych
zmien: a) Strukturalne varianty; b) tzv. jednonukleotidové va-
rianty; c) varianty typu inzercii a delécii; d) varianty v pocte
kopii (z angl. copy number variations); a e) varianty typu tran-
slokacii a inverzii.

Zamena jednej z bdz v bazovom pdre sa oznacuje ako jed-
nonukleotidovy variant (single-nucleotide variation, SNV) na
urovni jednotlivca, resp. jednonukleotidovy polymorfizmus
(single-nucleotide polymorphism, SNP) na trovni celej popu-
lacie. Odhaduje sa, ze kazdy Clovek je nositelom niekolkych
miliénov takychto SNP polymorfizmov, pricom priemerna
nukleotidova diverzita 1 (z angl. average nucleotide diversi-
ty) definovana ako priemerné zastupenie rozdielov v nukleo-
tidoch medzi ndhodne vybranymi jedincami sa pohybuije nie-
kde medzi 1:1000az1:1 50002,

Tieto zmeny na Urovni genému moézu byt jednak dedicné,
ale mo6zu vzniknut aj spontanne pocas bunkového delenia,

pripadne v dosledku pésobenia faktorov vonkajSieho pros-
tredia. Vacsina variantov ma minimalny, resp. ziadny fenoty-
povy prejav, a teda neovplyviuju zdravotny stav ich nositela,
avsak viaceré z nich sa mozu prejavit aj na Grovni fenotypu
nevynimajuc ani zmeny patologického charakteru manifesto-
vatelné az ako ochorenie.

V porovnani s mendelistickou dedi¢nostou, pri ktorej do-
chdadza k zmenam na drovni jedného génu, pripadne malého
poctu génov velkého UcCinku, pri genetickych variantoch ide
o polygénny typ dedi¢nosti zahffajuci zmeny velkého mnoz-
stva génov malého, pripadne stredného ucinku.

Hoci v stiéasnosti su uz jednonukleotidové polymorfizmy
vyuzivané v genetickych analyzach, vyzvou do buducnosti,
stale ostava stanovenie rizika dedi¢nych ochoreni zohl'ad-
nenim viacerych jednonukleotidovych polymorfizmov vzhla-
dom na polygénny typ dedi¢nosti mnohych ochoreni.

Rozsiahle projekty mapovania genomickych variantov ty-
pu HapMap ¢i 1000 Genome Project s podporou mensich
platforiem umoznili realizaciu tzv. Genome-wide association
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Obrazok 1. Riziko polygénneho skére (PRS) vyjadrené ako percen-
til genetického rizika. Jedinci s PRS blizkym populacnému prie-
meru maju odhadované genetické riziko podobné populaénému
riziku. Jedinci s PRS v 91. — 100. percentile maju najvyssie ge-
netické riziko. Jedinci s PRS do 10. percentilu maju najniZsie ge-
netické riziko Ypravené podra(s)

v
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rastice rizike

studies (GWAS) na velkych kohortach®%. GWAS umoznili do-
posial identifikaciu tisicok genetickych variantov (predovset-
kym SNP), ktoré su tzko prepojené s urcitym fenotypovym
prejavom, pripadne priamo s ochorenim. Ziskané poznatky
0 génoch, ich vzajomnych vztahoch a s nimi asociovanych
drahach sa podarilo vyuzit pri zostaveni modelu na odhad ge-
netického rizika. Takymto odhadom vyjadrujicim vplyv ge-
netickych variantov naprie¢ ludskym gendmom do jedného
skore je tzv. skére polygénneho rizika (z angl. polygenic risk
score, PRS).

Skére polygénneho rizika mozno v jednom z najjedno-
duchsich vyjadreni vypocitat ako stcet n jednonukleotido-
vych polymorfizmov (SNP) vazenych mierou ich ucinku B:

n

Z XiiBi

l

kde n je pocet zahrnutych SNP, x; je pocet kopii i-tého SNP
v genotype j-tého jedinca a B vyjadruje mieru ucinku prislus-
ného polymorfizmu vypocitaného z GWAS analyzy.

Riziko polygénneho skdre mozno vyjadrit aj ako percen-
til genetického rizika®. Jedinci s PRS blizkym popula¢nému
priemeru maju odhadované genetické riziko podobné popu-
latnému riziku. Jedinci s PRS do 10. percentilu maju najniz-
Sie genetické riziko, zatial ¢o osoby s PRS v 91. — 100. per-
centile maju genetické riziko najvyssie (obrazok 1).

Na stanovenie PRS sa Standardne vyuzivaju stovky az ti-
sicky SNP, avSak treba si uvedomit, Ze so zvysujlcim sa poc¢-
tom zahrnutych SNP v analyze rastie nielen jej Statisticka si-
la, ale aj miera Sumu. Preto pri navrhovani PRS treba najst
rovnovahu medzi mensim po¢tom analyzovanych SNP s cel-
kovo vysSou presnostou na jednej strane a vyssim poctom
zahrnutych SNP v analyze, ale s nizSou presnostou®. Navy-
Se stanovenie takejto rovnovahy je komplikované aj dalSimi
faktormi, ako napriklad genetické pozadie ochorenia, husto-
ta genotypizacie Ci velkost populacie. Navrhnuty model PRS
si preto vyzaduje optimalizaciu na nezavislom testovacom
subore, ¢im sa eliminuje riziko ,preucenia” (z angl. overfit-
ting). Komplikaciu predstavuje aj vdzbova nerovnovaha suvi-

siaca s tesnou blizkostou identifikovanych génov, ktora mo-
Ze byt pric¢inou falo$ne pozitivnych vysledkov. Vyznamnym
parametrom, na ktory netreba zabudat pri zostavovani aj vy-
uzivani PRS, je rasova homogenita populacie. Priblizne 85
— 90 % genetickych variantov sa vyskytuje v ramci troch za-
kladnych kontinentalnych skupin (eurépskej, azijskej a afric-
kej) a len zvysnych 10 — 15 % variantov mozno najst medzi
nimi®. A hoci situacia sa v poslednom obdobi zlepsila, sta-
le plati, ze va¢sina modelov PRS je konstruovana pre eurdp-
sku populaciu. Napriklad u Eurépanov sa riziko diabetu zvy-
Suje s obezitou, zatial o u obyvatel'ov vychodnej Azie riziko
diabetu rastie uz pri nadvahe, pretoze je potrebné zohladnit
aj rozdiely v sekrécii inzulinu.

Cielom pri navrhovani modelu PRS preto je, aby bolo moz-
né takyto model vyuzit na ¢o najsirSom populacnom vybere.

Napriek znaénému rozsireniu PRS v praxi je k dispozicii
stale len obmedzené mnozstvo priruciek na zostavenie opti-
malneho PRS, ako aj na interpretdaciu vystupnych dat z ana-
lyzy®.

S rastlicim zdujmom o PRS sa zdokonaluju nielen mode-
ly vypoctu, ale aj dostupnost Gdajov z uz existujucich data-
baz. V suCasnosti je mozné uz aj zverejiiovat data potrebné
pre analyzu napr. prostrednictvom platforiem Polygenic Sco-
re Catalog alebo Cancer PRS-Web®19

Sucasnost je ovplyvnena na jednej strane pandémiou ko-
ronavirusu, ale vzhladom na viac ako desatpercentnu pre-
valenciu diabetu ju uz mozno charakterizovat aj ako obdo-
bie pandémie diabetu. Do popredia sa preto dostava potreba
stanovit mieru kumulativneho rizika pre obidve ochorenia,
pretoze pribuda Coraz viac a viac dékazov o vzdjomnom pre-
pojeni obidvoch ochoreni.

Prakticky uz na zacCiatku pandémie COVID-19 sa pri pre-
dikcii vyvoja ochorenia zvazoval vek, pohlavie a pridruzené
komorbidity ako rizikové faktory. V tom ¢ase vSak neboli do-
stupné relevantné data, ktoré by umoznili definovat mieru
ich vplyvu na zavaznost ochorenia, ¢o viedlo k nespravne-
mu odhadu rizika samotnej infekcie, ako aj zavazného prie-
behu ochorenia.

Z laboratérnych hlaseni bolo pomerne skoro zname, ze
takmer vSetci kriticky chori pacienti vykazuju zdvaznu hyper-
glykémiu, ktora sa zacala vyuzivat ako marker zavaznosti
priebehu ochorenia. A hoci eSte ani dnes nie je jasné, Ciinfek-
cia SARS-CoV-2 indukuje diabetogénny stav podobnym me-
chanizmom, aky sa uplatiiuje v patogenéze diabetu 1. a 2. ty-
pu alebo ide o atypicku formu diabetu, je znamych viacero
mechanizmov spolo¢nych pre obidve ochorenia. Patri medzi
ne chronicky zapalovy stav manifestovatelny zvySenou kon-
centraciou prozapalovych cytokinov IL-11, 1I-6 a TNF-q, ako aj
zvys$enou hladinou C-reaktivneho proteinu (CRP) a adhéziou
monocytov k cievnemu endotelu?'3). Pozorované su aj zvy-
$ené hladiny chemokinov CCL1, CCL2, CCL4 a CXCL10. No-
rouzi a kol. opisali u pacientov s ochorenim COVID-19 signifi-
kantne zvysené hladiny zapalovych cytokinov a chemokinov
v stave akutnej hyperglykémie s ndslednym zvySenym rizi-
kom multiorganového zlyhania(¥.

Branou vstupu virusu SARS-CoV-2 do organizmu su recep-
tory enzymu konvertujiceho angiotenzin (ACE 2), ktoré su
hojne rozsirené vo viacerych typoch tkaniv a ktoré zohravaju
vyznamnu ulohu aj pri diabete. Po infekcii sa virus replikuje
v endokrinnych a exokrinnych sekre¢nych bunkach pankrea-
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su s naslednym poskodenim pankreatickych B-buniek. Uva-
Zuje sa o vzdjomnom vztahu systémovej zapalovej odpovede
a imunitnej dysfunkcie na jednej strane a hyperglykémie a in-
zulinovej rezistencie v désledku poruchy funkcie pankreatic-
kych B-buniek na druhej strane(*"%. Recipro¢ne v porovnani
so zdravymi jedincami maju diabetici vySSie riziko koronavi-
rusovej infekcie, a to s celkovo hor§ou prognézou a vysSou
mierou Umrtnosti®,

S pribudajucimi poznatkami o infekcii SARS-CoV-2 sa roz-
Siruju aj vedomosti o genetickom pozadi ochorenia COVID-19,
ktoré by mohli prispiet k odhadu rizika infekcie, resp. odhadu
zavaznosti priebehu ochorenia. Napriklad Dite a kol. identifi-
kovali 64 jednonukleotidovych polymorfizmov a klinicky vy-
znamné rizikové faktory, ktoré nasledne vyuzili pri vytvoreni
modelu na odhad miery rizika zavazného priebehu ochorenia
COVID-19 pre pacientov infikovanych virusom SARS-CoV-2
vo veku nad 50 rokov(”). NavysSe preukazali, Ze ich model ma
v porovnani s modelmi zalozenymi len na veku a pohlavi vys-
SiurozliSovaciu schopnost pre zavaznost priebehu ochorenia.
Hoci pocet podobnych modelov postupne pribldda napriek ne-
spornej potrebe stanovenia genetického rizika vo forme PRS
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spoloc¢ného pre COVID-19 aj diabetes 2. typu, v sic¢asnosti
prakticky stdle neexistuje ziadna systematickd analyza spo-
lo¢nych I6kusov charakteristickych pre obidve ochorenia.

Téma predikcie priebehu ochoreni sa stdva ¢oraz aktual-
nejsSou, a to tak z pohl'adu pacienta, ako aj z celospolocen-
ského hladiska vzhladom na neustdle sa zvySujlce vydav-
ky na zdravotnu starostlivost uhradzané z verejnych zdrojov.
Neustaly technologicky rozvoj a zavadzanie modernych po-
stupov v genetickom vyskume viedlo k vytvoreniu viacerych
modelov pre predikciu rizika infekcie a priebehu ochoreni.
Jednym z nich je metdda skére polygénneho rizika, ktoré
ma velky potencial uplatnenia v biomedicinskom vyskume
aj v klinickej praxi.
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Urothelial carcinoma of the bladder with adamantinoid
(ameloblastoma-like) features. Case report

Michal Zamecnik, MD'2, Peter Kohutek, MD, MPH?

"Medicyt s. r. 0., Laboratory of Surgical Pathology, Trencin, Slovak Republic
2Agel, a. s., Laboratory of Surgical Pathology, Novy Jicin, Czech Republic
$Department of Urology, Faculty Hospital, Trencin, Slovak Republic

An unusual case of bladder urothelial carcinoma that showed areas of adamantinoid (ameloblastoma-like) mor-
phology is described. The tumor occurred in 69-ys-old patient. It was a recurrence of non-invasive low-grade
urothelial carcinoma which had been resected 3 years ago. Currently, two transurethral resections were perfor-
med (to ensure the tumor removal was complete). The tissue from both resections contained urothelial carcino-
ma without invasion in lamina propria. Histologically, besides of conventional morphology of low- and high-gra-
de papillary urothelial carcinoma, numerous foci of the tumor showed inverted growth with ameloblastoma-like
features such as reversed polarization of basal cells and loose network-like arrangement of the cells in the lobu-
les. At present, the patient is well one month after the resection, and he will receive intravesical BCG treatment.
We suppose that adamantinoid (ameloblastoma-like) urothelial carcinoma can be regarded as a variant of inver-
ted urothelial carcinoma.

Keywords: urothelial carcinoma, urinary bladder, transurethral resection, ameloblastoma, adamantinoid

Urotelovy karcindm moc¢ového mechura s adamantinoidnou morfolégiou. Kazuistika

Prezentujeme pripad urotelového papilokarcindmu s neobvyklou morfolégiou, ktora je podobna ameloblastému
(adamantinému). ISlo o rekurenciu low-grade noninvazivneho karcinému moc¢ového mechura u 69-roéného muza.
Tumor bol odstraneny transuretralnou resekciou v dvoch etapach. Histologicky slo o urotelovy karciném, high-
grade, bez invazie do stromy. Okrem tradi¢nej papilarnej a invertovanej morfolégie obsahoval tumor invertované
lobuly s polarizaciou bazalnych buniek a dehiscenciou, resp. retikulaciou epitelu vnutri lobulov. Stav pacienta
je mesiac po resekcii primerany a je u neho planovana BCG terapia. Predpokladame, ze urotelovy karciném
s adamantinoidnou morfolégiou mozno povazovat za podtyp urotelového karcinému s invertovanym rastom.
Klacové slova: urotelovy karcindm, moc¢ovy mechdr, transuretralna resekcia, ameloblastém, adamantinoidny

Newslab, 2023; ro¢. 14 (1): 52 - 54

Introduction

Common urothelial carcinomas (UC) consist of strati-
fied urothelial epithelium with nuclear atypia and mitoses®™.
Histological diagnosis of these cases is usually straightfor-
ward and their biological behavior is well-known. Howev-
er, there exist variants of UC which show unusual histolog-
ical and immunohistochemical features. These tumor can
cause difficulties, regarding both histological diagnosis and
subsequent treatment. Spectrum of variant types includes
squamous, glandular, micropapillary, nested, microcystic, in-
verted, villous-like, basaloid, sarcomatoid and lymphoepithe-
lioma-like. Recently, we have seen in our practice a case
of UC with papillary and inverted pattern® which, moreo-
ver, showed ameloblastoma-like (adamantinoid) morpholo-
gy with reversed polarization of basal cells and loose, net-
work-like arrangement of cell islands®?. We would like to
briefly present this unusual case here.

Case report

A 69-ys-old male was admitted for recurrence of non-inva-
sive low-grade UC that had been resected 3 years ago, with-
out subsequent chemotherapy or BCG therapy. Otherwise, his

medical history includes stage 1 hypertension, type 2 diabe-
tes mellitus, obesity, metabolic syndrome, combined hyper-
lipoproteinemia, and hyperuricemia. Recent control cystos-
copy revealed 4 polypoid tumors in the posterior wall of the
bladder, measuring 5cm x4 cm,3cmx2cm,2 cm x 2 cm,
and 1 cm x 1 cm, respectively. The lesions were removed by
two subsequent transurethral resections (TUR). The tissue
fragments were examined histologically and immunohis-
tochemically. In both TUR specimens, we have found com-
mon papillary UC with areas of both high- and low-grade and
with focal inverted growth pattern. Invasion into the lamina
propria was not present, and numerous pieces of muscula-
ris propria did not contain tumor infiltration as well. In addi-
tion to common histological features of UC, we have seen
areas with adamantinoid (ameloblastoma-like) morphology
(figures 1-4). They were found in approximately one third of
the tumor tissue. These areas included islands and cords
of the basaloid appearing epithelium, with reversed polari-
zation of the nuclei of the basal cells (figures 3 and 4). The
cells inside the islands and cords showed loss of cohesion,
resembling reticulated change seen typically in ameloblasto-
ma®”). In addition, numerous lobules contained round hyalin-

52

1/2023
newsla




Kazuistiky

Figure 1. Low-power shows adamantinoid lobules (right) and
conventional UC (left).

Figure 3. Some of the lobules contain gland-like spaces (right
and bottom).
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Figure 2. Superficial papillae show reversed polarity of the ba-
sal cells.

Figure 4. Gland-like spaces are clearly developed due to inclusion
of stroma into the lobule (creating “solid papillary” appearance).
Arrow indicates direct transition between perilobular and hyalin-
ized intralobular stroma.

ized and edematous cores of papillae that mimicked glands.
These pseudoglands showed, however, polarized basal cells
indicating their stromal (non-glandular) nature (figure 4),
and they were negative for mucicarmine. In addition, we re-
viewed slides from the tumor removed three years ago. We
have found only focal reversed polarity of the basal cells in
some papillae (as depicted in figure 2), without apparent ad-
amantinoid lolules.

For immunohistochemistry, following antibodies were
used: CK20 (clone Ks20.8), GATA3 (L50-823), p53 (DO-7), CK
HMW (34BE12), p63 (DAK-P63), p40 (poly), CK5/6 (D5/16B4),
CK19 (RCK108), HER2 (4B5), glypican 3 (GC33), alpha-feto-
protein (poly), CDX2 (DAK-CDX2), beta-catenin (14) calretinin
(DAK-Calret 1), alpha-smooth muscle actin (1A4), and CD56
(123C3). The tumor cell were positive for GATA3 (figure 5),
p63, p40, CK19, CK-HMW, CK20 and CK5/6. P53 was posi-
tive in 30% of tumor cells. Neoplastic cells were negative for
CDX2, alpha-fetoprotein, beta-catenin, calretinin, glypican 3,
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CD56, alpha-smooth muscle actin, and HER2. Currently, the
patient is well one month after the tumor resection, and he
will receive intravesical BCG treatment.

Discussion

The present tumor shows focal unusual features that re-
sembled ameloblastoma (adamantinoma), such as reversed
polarization of basal cells and loose and network-like ar-
rangement of the cells in the lobules®?. To our knowledge,
this morphology was not explicitly described in UC before.
Regarding reverse cell polarity in urothelial lesions, we have
found in the literature one case of inverted glandular papillo-
ma®. Sundaram et al. shows in their Fig. 1 the reversed po-
larity of the glandular epithelium. In common UC, one can
sometimes see subtle reversed polarity with subnuclear
clearing of the cytoplasm, as depicted for example in Figu-
re 2 in study by Comperat et al.®). However, these features
are so mild that they do not resemble ameloblastoma. So-
called adamantinoid morphology, typical of ameloblastoma,
was rarely reported in non-odontogenic tumors. Well known
are adamantinoid basal cell carcinoma(?, adamantomatous
craniopharyngioma®, and adamantinoid trichoblastoma(".
Differential diagnosis in our case included UC with glandu-
lar differentiation and rare yolk sac tumor with glandular and
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reticular pattern(-31273)_ As mentioned previously, true glands
in UC contain epithelial mucin positive secretion, and this
contrasts with stromal features in gland-like spaces seen in
our case™, Yolk sac tumor of the bladder or UC with yolk
sac tumor differentiation can contain primitive endodermal
cells with subnuclear vacuoles and with reticular pattern(2'3),
However, our tumor was negative for markers of yolk sac tu-
mor, such as alpha-fetoprotein, glypican and CDX2.

Estimation of biological aggressiveness of presented UC
is difficult, and observation of additional cases is needed.
Currently, it seems that among UCs with variant histology,
only micropapillary, sarcomatoid, squamous cell and basa-
loid types indicate worse prognosis, although knowledge is
still limited®. In our case, the tumor showed features of high-
grade UC with both exo- and endophytic inverted growth and
without stromal invasion. Therefore, we suppose that behav-
ior of the tumor will be similar to common high-grade non-in-
vasive UC and that management of the patient should be in
accord with current guidelines for such tumors.

In sum, we described unusual case of UC with adaman-
tinoid (ameloblastoma-like) morphological features seen in
substantial part of the lesion. The tumor showed both high-
and low-grade areas, and it was non-invasive. Additional sim-
ilar cases are needed for better knowledge of these tumors.
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