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Editorial

Mili citatelia,

koniec roku 2023 a zaciatok nového roku so sebou prinasa nové globalne vyzvy, kto-
ré si vyzaduju pozornost a spoloc¢né usilie vedeckej komunity. Zmena klimy, nové in-
fekéné choroby a udrzatelné vyuzivanie obmedzenych zdrojov patria medzi naliehavé
problémy, ktoré si vyzaduju inovativne rieSenia. Vedci musia pri rieSeni tychto vyziev
prevziat aktivnu ulohu a spolupracovat s tvorcami zakonoyv, vedicimi predstavitelmi
priemyslu a verejnostou na vypracovani stratégii zaloZzenych na dékazoch, ktoré pod-
poruju dlhodobu udrzatelnost.

Jednou z charakteristickych ¢ft su¢asného vedeckého prostredia je rychle tempo technologického pokroku. Najmoder-
nejSie technolégie, napriklad umeld inteligencia, editacia génov CRISPR a kvantova vypoctova technika, sposobuju revoltciu
v pristupe k vyskumu. Tieto nastroje nielenze rozsiruju nase moznosti, ale kladu aj etické otazky, ktoré si vyzaduju dokladné
zvazenie. Pri zavadzani tychto technologickych zazrakov je nevyhnutné, aby vedecka komunita uprednostnovala zodpovedné
a transparentné postupy a zabezpecila, aby prinosy inovacii boli bez toho, aby boli ohrozené etické normy.

Hranice medzi vedeckymi disciplinami st ¢oraz priepustnejsie. Uvedomujeme si hodnotu kombindacie odbornych znalosti
z rbznych oblasti pri rieSeni problémov. Sti¢asnost ndm pondka vzrusujicu prilezitost prelomit silociary a podporit spolupra-
cu, ktord prekracuije tradi¢né disciplinarne hranice. Verim, Ze len takto dokézeme riesit globalne vyzvy od klimatickych zmien
az po krizy v oblasti verejného zdravia holistickejSim a komplexnejsim pristupom.

V duchu rozsirovania poznatkov v prospech véetkych musi vedecka komunita nadalej presadzovat postupy otvorenej ve-
dy. To zahfna transparentné poddavanie sprav, zverejfiovanie Udajov a publikovanie s otvorenym pristupom, ¢im sa zabezpe-
¢i, Ze vysledky vyskumu budu pristupné celosvetovému publiku. Podporou kultdry otvorenosti a spoluprace mézeme urychlit
tempo objavov a maximalizovat vplyv nasho spolo¢ného usilia.

V mene redakeéného timu vyjadrujeme vdaku autorom, recenzentom a Citatel'om, ktori prispeli k Uspechu ¢asopisu Newslab.
Nech sa buddci rok nesie v znameni este vacsich pokrokov v oblasti medicinskeho vyskumu, spoluprace a inovacii. Prajem
vam vSetkym zdravy a Uspesny novy rok.

S Uctou

»~Newslab“

Mili priatelia, vazeni citatelia,

s vetami, ktoré ste si prave precitali, m6Zeme len suhlasit. SU napisané jasne, zrozumitelne a dotykaju sa nas vsetkych. Ich
autorom vsak nie je Ziaden Clen redakcnej rady ¢asopisu ani vyznamna vedecka osobnost. Vznikli v elektronickych obvodoch
umelej inteligencie ako odpoved' na jednoduchd ulohu ,napisat Uvodnik do posledného tohorocného ¢isla vedeckého ¢aso-
pisu Newslab*“.

Ked som sa pred pisanim tohto prihovoru zamyslal nad tym, aky bol rok 2023, ¢o nového a prevratného ndm priniesol, na-
padlo mitoho vela. Predsa len po kovidovom spomaleni sa vedecka komunita nadychla ovel'a volnejsie a zacala sa venovat aj
inym témam, ktoré boli v minulych rokoch ovela viac v Gzadi a v ktorych nové poznatky len ¢akali na zverejnenie. Bola schvale-
na prva liecba pomocou CRISPR-based génovej intervencie, ¢o vyznamnym spésobom posuva nielen hranice moznosti v me-
dicine pri liecbe mnohych chordb, ale aj hranice etickych noriem. To, ¢o bolo esSte vCera len predmetom vedecko-technické-
ho snivania spisovatelov fantastiky, sa stava skuto¢nostou. Coraz viac prenikdme do problematiky bakteriému a mame viziu
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Editorial

pochopenia toho, ako vyznamne nas ovplyviiuje spolunazivanie v§etkych organizmov od najvacsich az po tie najmensie. Vy-
znamné pokroky sa publikovali v oblasti neuromediciny, ukazuju sa nové perspektivne cesty prevencie a lieCby neurodegene-
rativnych choréb. Podarilo sa opisat mapu prepojenia neurénov a pochopit architektiru ich prepojenia v mozgu drozofily, ¢o
je objav vyznamny pre budice experimentalne a teoretické studie neurénovych obvodov. Prvy mozog, ktorého zapojenie po-
zname, 3 016 neurdénov, 548 000 synapsii. Publikované boli nové objavy v oblasti prenatalneho testovania. LepSie chapanie
spravania cirkulujucich nadorovych buniek prindsa viziu, Ze v buddcnosti budeme schopni efektivne zabranit Sireniu rakoviny.

Rok 2023 priniesol aj vyznamné prelomy na pdde umelej inteligencie, ktord sa stdva dostupnou pre vSetkych. Platformy
ChatGPT a dal$ie aplikacie umelej inteligencie maju potencidl prelomovo ovplyvnit spravanie ¢loveka. Coraz tazsie bude od-
lisit povod pisaného textu, samotna hodnota textu méze klesat. Sme svedkami jednej z najvyznamnejsich premien ludstva
v celej jeho historii a rok 2023 sa zapiSe do dejin rovnako ako prvé nastroje, ohen, objav kolesa, spracovania kovov, objav par-
ného stroja, elektrickej energie a Stiepenie atdmu. VSetko ndm to prindsa vela dobrého. Su to skuto¢ne nastroje, ktoré nam
pomahaju. Je to vSak aj zodpovednost a uvedomenie ¢loveka. Mocné néstroje mozu byt povodcom utrpenia a chaosu.

Aj umela inteligencia uz len za jeden rok svojej véeobecnej dostupnosti jednoznacne preukézala, Ze dokaze poméct ¢lo-
veku hladat a triedit informacie a spracovévat ich. Nesie v8ak aj moznost zavadzat ho a zahrnit nepresnymi a klamlivymi in-
formaciami. Mame v rukach nastroj, ktory nevyhnutne budi re$pekt. Len budlcnost ukéaze, ¢i sa nauc¢ime najst spravne hra-
nice vyuzitia umelej inteligencie a zachovat si kritické myslenie, schopnost analyzovat a riesit problémy ako neoddelitelnu
stcast nasej ludskej identity.

Pevne verim, Ze sme na zaCiatku novej éry fudstva a Ze ndm to poméze véas si uvedomit globélne problémy, ktorym bude-
me musiet my a nase deti v blizkej buddcnosti elit, a néjst efektivne rieSenia. Prajem ndm v§etkym pevné zdravie a Uspes$-
ny novy rok.

Prajem vam prijemné Citanie.

Pavol Janega
MEDIREX GROUP ACADEMY n. o.
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Letter to the Editor

Ameloblastoma-like features in non-invasive urothelial carcinomas

(List redaktorovi

Vlastnosti podobné ameloblastému u neinvazivnych urotelialnych karcinémov)

Michal Zamecnik, MD'2, Tomas Sedlacek MD'3, Peter Kohutek, MD, MPH*, Ondrej Ondi¢, MD, FIAC®5
"Medicyt s. r. 0., Laboratory of Surgical Pathology, Trencin, Slovak Republic

2AGEL, a. s., Laboratory of Surgical Pathology, Novy Ji¢in, Czech Republic

SMEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Bratislava, Slovak Republic

“Department of Urology, Faculty Hospital, Trencin, Slovak Republic

SDepartment of Pathology, Medical Faculty in Pilsen, Charles University, Prague, Czech Republic
®Molecular Genetics Department, Bioptical Laboratory s. r. 0., Pilsen, Czech Republic

Newslab, 2023; roc. 14 (2): 99-100

To the editor:

recently, we described ameloblastoma-like features in a ca-
se of non-invasive urothelial carcinoma (UC)™. The amelo-
blastoma-like pattern is characterized by reversed polariza-
tion of basal cells and loose network-like arrangement of the
cells in inverted lobules®?. We wondered if these features
are not focally present in some areas of common UCs. The-
refore, we searched for them in series of 56 consecutive UCs
that had been examined in our practice in last 7 months (our
reported case is included in the series). The series contains

35 cases of low-grade noninvasive UC, 12 cases of high-gra-
de non-invasive UCs, 4 cases of mixed low-grade/high-grade
noninvasive UC, and 5 cases of invasive UC. Ameloblasto-
ma-like pattern (figure 1) were seen in 4 cases (all four were
males, aged 59, 64, 69 and 70 years, respectively). One ca-
se contained ameloblastoma-like areas in one third of the tu-
mor, and additional 3 cases contained only rare ameloblasto-
ma-like foci, representing maximum 3% of the tumor volume.
Three of four tumors with ameloblastoma-like pattern we-
re low-grade UCs. Remaining one UC was mixed low-grade/

Figure 1. The ameloblastoma-like pattern in urothelial carcinomas, with typical reversed polarization of basal cells and network-like ar-
rangement of the epithelium. Plates B and C show also areas of conventional low-grade UC (upper left part in both photomicrographs).
The morphology in plate A resembles less common odontogenic ameloblastoma of adenoid type (for good comparison of morpholo-

gy, please access free https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9187834/)

3 ¥ . "
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high-high grade UC, but ameloblastoma-like pattern was se-
en only in low-grade areas of this tumor.

Thus, the ameloblastoma-like features were found in 4 of
56 cases of UC (7.1%), and they were always associated with
low-grade inverted-appearing morphology and with non-in-
vasive nature of the tumor. In the case of mixed low-grade/
high-grade UC, the ameloblastoma-like areas were limited to
the low-grade part of the tumor.

Common odontogenic ameloblastoma contains frequently
BRAF mutation, whereas this mutation is rare in conventio-
nal UCs of the urinary bladder®®. Therefore, we attempted to
perform in Bioptical lab. Pilsen an examination for BRAF and
other alterations by kit for NGS - Accel-Amplicon Plus EGFR
Pathway Panel (SWIFT bioscience) in 3 of our cases. One ca-
se was negative for BRAF, EGFR, KRAS, and NRAS. In addi-
tional 2 tumors, DNA was too altered and, unfortunately, the
analysis was not possible.

In sum, our results indicate that: (1) ameloblastoma-li-
ke patterns are present in several percent of UCs, in our se-
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ries it was 7.1%. So they are not extremely rare, and surgical
pathologist can see them sometimes in her/his practice;
(2) ameloblastoma-like areas were always associated with
low-grade non-invasive morphology; (3) from histogenetic
viewpoint, ameloblastoma-like features does not contradict
tumor origin from transitional non-odontogenic epithelium
(even some sinonasal ameloblastomas derive from transi-
tional epithelium of the mucosa and not from enamel organ
remnants)®; (5) BRAF mutation that is common in odon-
togenic ameloblastoma was not found in our one case. Of
course, additional genetic studies of these tumors are ne-
eded. Preliminary, we do feel that ameloblastoma-like stru-
cture represents a morphologic curiosity that is caused by
synchronous occurrence of intercellular edema and rever-
sed polarity of basal cells (both features are often present
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to those of common odontogenic ameloblastomas rema-
ins still open.
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Povodné prace

Optimalizacia procesov a zvysovanie vykonu diagnostickych laboratorii
v kontexte pandémie COVID-19

Gabriel Minarik’, Renata Lukackova?, Zuzana Dindova'?, Ondrej Kwasny'3
"MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Nitra, Slovenska republika

2Medirex, a. s., Bratislava, Slovenska republika

3Spadia Lab, a. s., Oddelenie molekularnobiologickych metéd, Laboratérium klinickej
mikrobiolégie, Ostrava, Ceska republika

Rychla a vysokovykonna laboratérna diagnostika sa v ¢ase celosvetovej pandémie ukazala ako jeden z hlav-
nych nastrojov monitorovania a hodnotenia priebehu pandemickych vin. Okrem toho bola jednym z nosnych pi-
lierov rozhodovania pri nastavovani protipandemickych opatreni na lokalnej aj narodnej trovni. V kratkom ¢ase
tak bolo potrebné vykonat dovtedy bezprecedentné pocty laboratérnych diagnostickych testov v ¢o najkratSom
¢ase. Nabeh schopnosti laboratorii realizovat potrebné mnozstva analyz vsak bol do znaénej miery limitovany
celosvetovou zlou dostupnostou, resp. neexistenciou standardizovanych automatizovanych laboratérnych rie-
Seni, a preto v roznych laboratériach vznikali unikatne funkéné zostavy, ktoré bolo potrebné vytvorit a ich chod
optimalizovat tak, aby spiiali poziadavky pouZitia v rutinnej klinickej laboratérnej praxi. V ramci nasho sirsieho
timu spolupracovnikov zo Slovenska a z Ceskej republiky boli vytvorené dve vysokovykonné pracoviska, ktoré
umoznili dosiahnut denné pocty analyzovanych vzoriek plne porovnatelnych so Specializovanymi rieSeniami od
poprednych vyrobcov laboratérnych systémov.

Klicéové slova: SARS-CoV-2, COVID-19, diagnostika, automatizacia, testovanie s vysokou priepustnostou

Optimizing processes and increasing the performance of diagnostic laboratories in the context of the COVID-19
pandemic

During the global pandemic, high throughput laboratory diagnostics proved to be one of the main tools for
monitoring and evaluating the course of pandemic waves. In addition, obtained results were used as one of the
pillars of decision-making when setting up anti-pandemic measures at the local and national levels. In a short
period, it was necessary to carry out an unprecedented number of laboratory diagnostic tests in the shortest
possible time. However, the onset of the ability of laboratories to perform the required amounts of analyses was
limited mainly by global poor availability or due to the absence of standardized, automated laboratory solutions,
and therefore unique solutions were created in various laboratories, which had to be not only created but also
optimized so that their operation met the requirements of use in routine clinical laboratory practice. As part of our
wider team of collaborators from Slovakia and the Czech Republic, two high throughput laboratories were created,
which achieved daily performances fully comparable to specialized solutions from leading manufacturers of
laboratory systems.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, diagnostics, automation, high throughput testing

Newslab, 2023; roc. 14 (2): 101-105

Uvod

Pandémia koronavirusu SARS-CoV-2 sp6sobujica ocho-
renie COVID-19 bola spojena s bezprecedentnou situdciou
tykajlcou sa nielen kritického dosahu na nemocni¢nu sfé-
ru zdravotnickeho systému, ale aj na klinické diagnostické
laboratdria, ktoré prakticky zo dna na den museli riesit roz-
ne typy problémov spojenych so zabezpecenim potrebnych
testovacich kapacit pri dodrzani v§eobecne pozadovanych
principov spravnej laboratérnej praxe. Medzi najvypuklejSie
problémy patrila absencia jasne definovanych laboratérnych
postupov pre vyzadovany typ plosného populacného testo-
vania z pohladu stanovenych ,zlatych Standardov”, nedosta-
tok zakladnych pomocok pre odber biologického materialu

a odberovych miest, nedostatok certifikovanych vySetrova-
cich suprav a asociovaného laboratérneho pristrojového vy-
bavenia a v neposlednom rade nedostatocné kapacity labo-
ratorii, ktoré by mali vybudovanu infrastruktiru uréend na
pracu v rezime s vysokou priepustnostou analyz. Takato si-
tudcia pretrvavala znacné ¢asové obdobie na narodnej aj glo-
balnej drovni a viedla k znac¢nej fragmentacii a heterogenite
v spOsoboch, ako sa s tymito spomenutymi problémami vy-
rovnat v laboratornej praxi. Hoci aj v ranych fazach prepuk-
nutia pandémie globalneho rozsahu boli zndme a funk&né
automatizované laboratérne rieSenia, problémom bola ich
nedostupnost na svetovom trhu, kedZe zaujem o ich vyuzi-
vanie zo dia na den prudko narastol a ich vyroba nedokaza-
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Povodné prace

la pokryt vSeobecné poziadavky. To bol hlavny dévod, preco
laboratéria na celom svete museli zacat zostavovat labora-
torne systémy z aktualne dostupnych zariadeni a vysledkom
bola ich velka heterogenita a tiez vznik Specifickych pozia-
daviek na optimalizaciu a nastavovanie takychto ¢asto uni-
katnych rieseni, ktoré mali zaroven spifat poziadavky na ¢o
najlepsiu ekonomicku a pracovnu efektivitu.

Ciel prace

V nasej praci sa budeme zaoberat $pecificky oblastou
optimalizacie laboratérnych procesov a zvySovania vykonu
diagnostickych laboratérii do podoby umoznujucej dosiah-
nut ¢o najvyssiu priepustnost laboratérii optimélnou a v da-
nom case efektivnou kombinaciou manudlneho a automa-
tizovaného spracovania a analyzy pacientskych vzoriek. Na
splnenie tejto poziadavky vznikol tim, ktory hladal nové rieSe-
nia a inovoval procesy pri kazdej relevantnej prilezitosti. Tim
vznikol aj vd'aka Uzkej spolupraci dvoch partnerskych diag-
nostickych laboratérii — Medirex, a. s. (Slovensko), a Spadia
Lab, a. s. (Ceské republika), a prezentované vysledky posky-
tuju informdcie z oboch pracovisk, kedze s ohladom na regi-
onalne a laboratdrne Specifika vznikli dve CiastoCne odlisné
rieSenia. Preto tato sprdva opisuje Ucelovo vytvorené (Cias-
toCne) automatizované laboratérne rieSenia, ktoré boli navrh-
nuté tak, aby zvladali vysoku priepustnost klinickych vzoriek
s maximalnou efektivitou a automatizaciou a minimalnymi
poziadavkami na vyskolenych laboratérnych Specialistov
v rdmci kazdodennej rutinnej prevadzky.

Material a metody

Odber vzoriek

V ramci pandémie COVID-19 sa v najvacsej miere pouzivali
Standardizované metddy odberu klinickych vzoriek pre akat-
ne respiracné virusové ochorenia a za ,zlaty Standard” sa vo
vSeobecnosti povazoval nazofaryngalny ster. V skorsich fa-
zach testovania sa kombinoval aj s orofaryngalnym sterom,
pricom sa zauzivalo vlozenie oboch odberovych tampdnov
do jednej skimavky s odberovym médiom, ktoré nasledne
bolo pouzivané v ramci laboratérnych analyz ako primarna
vzorka. Neskor sa ako nosna odberova metdda pouzival uz
len samotny nazofaryngalny ster. V mensom zastupeni a za-
roven najma v kontexte menej invazivneho a od vyskolené-
ho odberového persondlu nezavislého sposobu testovania
vybranych skupin jedincov (deti predskolského alebo skol-
ského veku) bol pouzivany aj odber slin, ktoré bud' v neriede-
nej alebo riedenej podobe boli dalej pouzivané ako primarna
vzorka pri ndslednych laboratdérnych analyzach.

Extrakcia nukleovych kyselin

V ranych fazach rutinného diagnostického testovania
SARS-CoV-2, ked v mnohych laboratériach neexistovala in-
frastruktura umoznujuca automatizaciu, bola extrakcia nuk-
leovych kyselin realizovana prostrednictvom zauzivanych
kolénkovych kitov, ktorych pouzitie sa vSak vyznacuje vyso-
kou manualnou pracnostou a viackrokovym pracovnym pro-
tokolom. S ohl'adom na postupné vybavenie laboratdrii au-
tomatickymi extraktormi sa prechddzalo na automatizaciu
kolénkovych kitov a postupom Casu sa vSeobecne akcep-
tovanym priemyselnym Standardom stalo vyuzivanie kitov

obsahujicich magnetické partikuly. Prave tento spésob ex-
trakcie spolu s dobrou dostupnostou relativne konstrukéne
a ovladatelnostou jednoduchych automatickych systémov
pracujucich v Standardizovanom 96-jamkovom formate vie-
dol k tomu, ze sa stal v nasSich krajinach najpouzivanejsim.
Samostatnou kapitolou v oblasti automatizacie diagnostiky
SARS-CoV-2 sa stali protokoly nevyzadujuce krok extrakcie
nukleovych kyselin s priamou detekciou virusovej nukleovej
kyseliny z odberového média™. Tie sa vsak v nasich labora-
tériach v rutinnej diagnostike nevyuzivali.

RT-qPCR

V Case, ked' sa pandemicka vina dostala prvykrat na nase
uzemie, boli uz vo svete dostupné relativne Standardizované
a validované protokoly pre detekciu SARS-CoV-2 v klinickych
vzorkach na zaklade studii publikovanych v§eobecne akcep-
tovanymi autoritami (napr. protokol odporuc¢any WHO®), kto-
ré metodicky odkazovali na metédu RT-qPCR a aj preto sa na
celosvetovej urovni stala metdéda RT-qPCR detekcie SARS-
CoV-2 vSeobecne pouzivanym a akceptovanym ,zlatym Stan-
dardom“®. Treba vS§ak podotknut, Ze hoci sa aj v ndslednom
obdobi v odbornej verejnosti rozsirili nielen tieto originalne,
ale aj modifikované alebo alternativne protokoly, rovhako vy-
uzivali ako nosnu metédu RT-gPCR. Ta si v§ak vo vSeobec-
nosti vyzaduje Specifické laboratérne vybavenie v podobe
realtime PCR cyklerov, ktoré su sice relativne ¢asto pouziva-
né v molekularnogenetickych laboratériach, preto bolo moz-
né relativne rychlo prevziat takto dostupné protokoly, ¢asto
uz v podobe komercne dostupnych kitov, a pouzivat ich bez
dalSieho zdrzania v rutinnych diagnostickych laboratériach.

ManaZment vzoriek — laboratérny informacny systém
Neoddelitelnou stc¢astou prijmu, spracovania vzoriek a vy-
hodnotenia ich analyz je v diagnostickych laboratériach ma-
nazment informacii v laboratérnom informac¢nom systéme
= LIS. V. mnohych laboratériach su zavedené na mieru vytvo-
rené LIS systémy, ktoré reflektuju histériu a aktualne potreby
daného laboratéria, pricom na ich pozadi su vykonnymi kom-
ponentmi komplexné a robustné softvérové rieSenia, ktorych
zmeny si ¢asto vyzaduju nielen samotné Upravy v tychto sof-
tvéroch, ale aj ich detailné testovanie, kedZze diagnosticka
sféra z pohl'adu citlivosti spractivanych informdcii musi pod-
liehat najvyssej urovni ochrany takychto dat. Podobne pre
minimalizdaciu rizika zdmeny vzoriek su vzorky idedlne uz na
odberovych miestach oznacené unikatnymi, pseudoanonym-
nymi a nezamenitelnymi identifikatormi, ktoré vzorku spreva-
dzaju celym procesom od odberu po vydanie vysledku, resp.
jeho Statistické vyhodnotenie a reportovanie narodnej auto-
rite. Zaroven a Specificky v pripadoch, medzi aké patrila aj
pandémia COVID-19 a s nou spojena potreba vymeny infor-
macii s centralnymi institiciami reprezentujlicimi narodné
autority, ktoré hrali hlavnu ulohu nielen v monitoringu priebe-
hu pandémie, ale najma v manazmente protipandemickych
opatreni, bolo nevyhnutné upravit funkcionality LIS systémov
tak, aby vymena tychto informacii prebiehala paralelne a bez
neziaduceho Casového zdrzania. Aj tato uloha zamestnala
v kazdom diagnostickom laboratériu IT Specialistov. Je po-
chopitelné, Zze uz spomenuté identifikatory museli byt v la-
boratériu pouzivané na vstupe a nasledne vystupe z jednot-
livych komponentov aj v rdmci laboratéria, teda napr. uz pri
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uvodnom formatovani primarnych vzoriek do 96-jamkového
formatu, ak nasledne doslo k automatizacii jednotlivych kro-
kov spracovania vzoriek (Medirex, a. s.), resp. aj pri komplet-
nom spracovani vzoriek jednotnym a plne automatizovanym
rieSenim (Spadia Lab, a. s.). V oboch pripadoch sa vzorky ¢o
najskoér v ramci celého procesu od odberu vzoriek az po ich
prvy kontakt s analyzacnym laboratériom oznacovali Ciaro-
vymi kédmi, ktoré cely proces a jeho Ciasto¢nu alebo plnu
automatizaciu zjednodusili a minimalizovali potencialne rizi-
ko zameny vzoriek, ktoré su najcastejSie zdrojom problémov
pri manualnom spracovani a analyze vzoriek. S tymto cielom
boli LIS systémy upravené tak, aby bolo mozné pouzivat na
ziskanie informdcii o vzorkach prichadzajucich do laboraté-
rii na formatovanie bud manudlne Citacky Ciarovych kédoy,
alebo saidealne ¢iarové kédy nacitavali vo formatovacich pi-
petovacich automatoch, ¢o potencidlnu zamenu vzoriek pri
ich spracovani prakticky Uplne vylucilo. Nasledne cely pro-
ces spracovania vzoriek, ako aj priprava parcialnych proto-
kolov, ktoré boli sicastou rutinnych laboratérnych procesov,
prebiehal prostrednictvom LIS funkcii az po vydanie vysled-
ku po jeho kontrole dedikovanymi laboratérnymi Specialis-
tami. Takto vydany vysledok bol prostrednictvom automa-
tizovanych IT sluzieb odosielany okamzite nielen klientom
(pacient, lekar, klinika), ale aj do narodnych informacnych
systémoy, v ktorych sa data tohto typu zbierali zo vSetkych
laboratérii v ramci Slovenska — Narodné centrum zdravot-
nickych informécii (NCZI) a Ceskej republiky — Informaéniho
systému infekénich nemoci (ISIN). Len vdaka doprogramo-
vaniu prislusnych funkcionalit bolo mozné zvysovat vykon
diagnostickych laboratérii a zabezpecit aktualizaciu infor-
macii v narodnych databazovych centrach.

Vysledky a diskusia

Laboratéria Medirex, a. s.

Kapacita laboratérii sa s pribadajucimi poziadavkami na
vySetrovanie vzoriek a narastajicim poctom zariadeni, ako
aj s prechodom az na trojzmenny rezim prace postupne zvy-
Sovala. Postupné navySovanie poctu zariadeni — pipetoroy,
izolatorov a RT-qPCR cyklerov si v priebehu fungovania la-
boratérii vyzadovalo optimalizaciu priestorového usporiada-
nia laboratérii. Laboratdria sa nachadzali na troch miestach
v ramci Slovenska - v Bratislave, KoSiciach a Nitre, pricom
laboratéria s najvys$sSim dennym vykonom, ktoré boli automa-
tizované v najvyssej miere, boli prave v Nitre. Vo findlnej po-
dobe tieto laboratéria obsahovali dva BSL2 laminarne boxy
pre primdrne formatovanie vzoriek do 96-jamkového formatu
v manudlnom rezime, tri izolacné automaty KingFisher Flex
(ThermoFisher Scientific, USA) na extrakciu nukleovych ky-
selin, jeden pipetovaci systém Opentrons OT2 (Opentrons,
USA) na pripravu PCR platni, tri realtime PCR systémy Quant-
Studio 5 a jeden systém QuantStudio 6 (Life Technologies,
USA) pre samotnu RT-qPCR. V laboratériach v Bratislave
a v Kosiciach bolo rovnako zavedené manualne formatova-
nie primarnych vzoriek do 96-jamkovych platni, ale extrakcia
nukleovych kyselin bola realizovana s ohladom na r6zne poc-
ty spracovavanych vzoriek cez automatické systémy King-
Fisher Flex (ThermoFisher Scientific), Zybio EXM3000 a Zy-
bio EXM6000 (Zybio, Cina). V laboratériach v Bratislave bol
na pripravu PCR platni dostupny aj pipetovaci systém Agilent

Obrazok 1. Prehlad poctov analyzovanych vzoriek v SARS-CoV-2
diagnostickych laboratdridch spolo¢nosti Medirex, a. s., v obdobi
od marca 2020 do septembra 2022.
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Bravo (Agilent, USA). RT-gPCR sa realizovali v Bratislave
a Kosiciach na troch systémoch 7500 Fast Real-Time PCR
system (Applied Biosystems, USA), troch systémoch Roche
LightCycler 480 (Roche, USA) a troch systémoch QuantStu-
dio 5 (Applied Biosystems). Prave takato roznorodost labora-
térneho vybavenia a lokalizacia laborat6rii v troch miestach
neumoznili va¢siu uroven automatizacie celého procesu v ta-
kom rozsahu, ako keby bolo testovanie Uplne centralizované,
Zaroven na dosiahnutie maximalnej flexibility, reSpektujuc aj
potrebu ¢o najkratSieho ¢asu potrebného na vydanie vysled-
ku, bola laboratérna praca realizovana v Ciasto¢ne manual-
nom mode. Z pohladu poctov vzoriek bolo v obdobi od mar-
ca 2020 do septembra 2022 realizovanych v laboratériach
Medirex, a. s., 1 420 572 testov. Za sledované obdobie bo-
lo najviac testov vykonanych na prelome janudra a februara
2022, ked bolo za Styri tyzdne analyzovanych 195 589 vzo-
riek. V trojzmennej prevadzke len v laboratdriach v Nitre bolo
mozné vysetrit > 9 000 vzoriek denne (obrazok 1).

Laboratéria Spadia Lab, a. s.

Kapacita laboratdria sa s pribudajicim po¢tom zariade-
ni a s prechodom na dvojzmenny rezim postupne zvySova-
la. Podobne ako v laboratériach Medirex, a. s., si zavedenie
a zvySovanie poctu jednotlivych kld¢ovych zariadeni — pipe-
torov, izolatorov a cyklerov ¢asom vyzadovalo priestorové
preusporiadanie laboratérii. Laboratéria sa vSak centralizo-
vali a boli lokalizované v Ostrave. Zaroven s centralizaciou la-
boratérii boli navySe odberové supravy unifikované primarne
na vzorky, ktoré obsahovali Specidlne inaktivacné odberové
médium, ¢o umoznilo laboratériam Spadia Lab, a. s., spracu-
vat vzorky od prvého kontaktu bez potreby zabezpecenia la-
boratérnych opatreni na drovni BSL2. Toto prinieslo aj dalSie
nadvézujuce benefity, napriklad moznost unifikacie a plnej
automatizacie uz prvého kroku formatovania vzoriek z odbe-
rovych skimaviek do 96-jamkovych platni v tzv. otvorenom
automatickom pipetovacom systéme, ¢o umoznilo vyraz-
ne zvysit dennu kapacitu laboratérii bez potreby spustit troj-
zmennu prevadzku pri pozadovanom vykone aj nad 10 000
vzoriek denne. Laboratdria v optimalizovanom rezime obsa-
hovali prakticky pIne automatizovanu linku, ktora obsahovala
tri pipetovacie systémy na formatovanie primarnych vzoriek
Biomek i5 (Beckman Coulter). Extrakcia nukleovych kyselin
prebiehala v Styroch automatickych extraktoroch KingFisher
Flex (Thermo Scientific), do ktorych boli predpripravované re-

2/2023
ewslab

103




Povodné prace

Obrazok 2. Prehlad poctov analyzovanych vzoriek v SARS-CoV-2
diagnostickych laboratdriach spolo¢nosti Spadia Lab, a. s., v ob-
dobi od marca 2020 do novembra 2022.
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akéené platnicky prostrednictvom pipetovacieho systému Bio-
mek i7 (Beckman Coulter), ktory tiez predpripravil RT-gPCR
reakéné platnicky, do ktorych sa s pouzitim pipetovacieho
systému Agilent Bravo (Agilent) preniesli vzorky extrahova-
nych nukleovych kyselin. Takto pripravené platne sa vlozili
do jedného z osemnastich RT-qPCR cyklerov Biorad CFX96,
resp. CFX Opus 96 (Biorad).

Vyuzitim automatizacie bolo mozné postupne zvysit poc-
ty vySetrenych vzoriek za jednotlivé mesiace od zaciatku
pandémie SARS-CoV-2 aj s ohladom na narast poziadaviek
z odberovych miest. Z pohl'adu poctov vzoriek bolo v obdo-
bi od marca 2020 do novembra 2022 realizovanych v labo-
ratériach Spadia Lab, a. s., 2 499 921 testov. Maximalna ka-
pacita laboratéria bola dosiahnuta v obdobi november 2021
az janudr 2022, ked bolo mesacne vySetrenych priemerne
viac ako 250 000 vzoriek, ¢o zodpoveda dennému priemeru
> 10 000 vzoriek (obrazok 2).

Automatizacia testovania vo v§eobecnosti zvysuje odol-
nost laboratorii proti vypadkom spojenym s nedostupnostou
pracovne;j sily, ktora je problematicka predov§etkym v Case
pandémie, ked' je zabezpeclenie potrebného poltu zamest-
nancov limitované napr. aj rizikami spojenymi s pracovnou
neschopnostou ¢i nahlym vypadkom pracovnikov vacsie-
ho rozsahu z dévodu aplikacie protipandemickych opatreni.
S nizsimi poziadavkami na personal je menej pravdepodob-
né, Ze kapacita bude ovplyvnena nestalostou v otazkach pra-
covnej sily, Specialne v pripade manualnej prevadzky. Okrem
toho v ¢asoch, ked' kapacita klesd, automatizovany pracov-
ny tok znizuje riziko nedostato¢ného vyuzitia pracovnej sily
a s tym suvisiace zbytoCne vysoké naklady na pracovnu silu.
Vhodnou alternativou k nami prezentovanym tzv. home-ma-
de rieSeniam su aj profesiondlne jednoucelové uzatvorené
diagnostické systémy. V rdmci pandémie COVID-19 sa naj-
ma v rozvinutych krajindch vo vyznamnej miere vyuzivali pra-
ve takého alternativy, pricom treba podotkndt, Ze ¢asto po-
skytovali porovnatelné denné kapacity, aké boli dosiahnuté
v nasich laboratériach. Prikladom je rieSenie od spolo¢nosti
Thermo Fisher Scientific Amplitude solution, ktoré umoznuje
spracovat asi 8 000 vzoriek za 24 hodin®. Zaujimavou alter-
nativou je ajmoznost vybudovat Specidlne mobilné jednotce-
lové laboratéria Huo-Yan Air Laboratory, ktoré sa pri testovani
na SARS-CoV-2 Uspesne vyuzivali v ¢inskych velkomestach.
Ich kapacita presahovala 10 000 vzoriek denne a velkou vy-
hodou je moznost ich vybudovania v podstate na ,zelenej

like" a v expresnom Case do 24 hodin®. Unikatnym pripa-
dom zvySovania vykonu je extrémne Specializovand automa-
ticka linka LGC Biosearch Technologies’' SARS-CoV-2 testing
system zalozZena na platforme Nexar, umoziujtca dosiahnut
pri optimalnom nastaveni az 150 000 testov v rdmci jedné-
ho dria s minimalizaciou potrebnych manualnych tukonov®.
Vyuzitie takychto systémov a laboratérii v regionalnom me-
radle je vSak limitované a v pripade, Ze sa skokovo znizia po¢-
ty vzoriek, ktoré je potrebné v kratkom Case analyzovat, je ich
prevadzka extrémne neflexibilna a ekonomicky nerentabilna.
Dolezitym parametrom, ktory je spojeny so zavedenim auto-
matizacie do laboratérnych procesov, je aj obmedzenie vy-
skytu falosnych vysledkov (falosne pozitivnych aj falo$ne ne-
gativnych) sposobenych predovsetkym fudskym faktorom.
Miera vyskytu v pripade vyuzivania manualnych tkonov do
znacnej miery koreluje s odolnostou a skisenostou labora-
térneho personalu, pricom oba tieto komponenty boli v ¢ase
pandémie podrobené extrémnym narokom, kedZe sa Casto
testovalo v laboratériach pracujucich vo viaczmennej pre-
vadzke a zdroven na jej zabezpecenie bolo nevyhnutné ak-
ceptovat zaradenie aj menej skusenych pracovnikov. V tejto
slvislosti je potrebné zmienit sa, Ze pravdepodobne najcas-
tejsie sa mohli vyskytnut falosne pozitivne vysledky v kon-
texte vzajomnej krizovej kontamindcie vzoriek pri ich odbere
a baleni v odberovych centrach, vyliatim obsahu skimavky
a jeho kontaktu s inymi skimavkami pocas jej transportu,
prijmu v laboratériu &i rozliatia a kontamindacie pracovnika
pri manipuldcii so vzorkami v ramci ich pripravy na formato-
vanie/reformatovanie a kontamindacie dalSich vzoriek tymto
pracovnikom. Naopak, faloSne negativne vysledky je mozné
pri spracovani ziskat najcastejsie v dosledku nekvalitného
odberu (do 30 % faloSne negativnych pripadov), nenapipe-
tovanim vzorky do skimavky, z ktorej sa realizuje extrakcia
nukleovych kyselin alebo RT-qPCR analyza, pripadne pri spo-
jeni dvoch vzoriek do jednej skimavky, pricom ta druha zo-
stane prazdna a analyza z nej d'alej pokracuje®.

Toto vyhodnotenie ukazuje, ze Ciastocna alebo plna au-
tomatizacia pracovnych procesov umoznila obom laboraté-
riam nielen vyznamné zvySenie laboratdrnych testov, ale do-
konca sa so svojimi kapacitami dostat na taku uroven, ked
boli kompletne schopné pokryt poziadavky zo strany objed-
navatelov testov, resp. ju udrzat este aj s dostato¢nou re-
zervou, pre pripadne dalSie zvySovanie takychto poziadaviek,
ak by to bolo potrebné. S ohladom na regionalne Specifika
vo vybaveni personalnymi kapacitami aj dostupnostou labo-
ratérnej automatizdacie sa v oboch laboratériach zabezpeci-
li rieSenia, ktoré mali potencial byt vo velkom rozsahu nasa-
dené aj pocas buducich pandémii alebo v inych pripadoch
naliehavej potreby verejného zdravia. Po dalSich modifika-
ciach zaroven pre relativnu univerzalnost vyuzitych rieseni
mézu byt komponenty automatizovaného systému zarade-
né v ramci sucasnej infrastruktdry tychto zdravotnickych la-
boratorii tak, aby boli k dispozicii na budtce pouzitie, ak by
sa vyzadoval opakovane rychly nabeh a skalovatelnost tes-
tovacej kapacity.

Zaver

Schopnost rychlo a presne identifikovat infikovanych je-
dincov, ktorych karanténa je pre Sirenie pandémie rozho-
dujuca, je kritickd nielen pocas globalnych pandémii. Au-

104

2/2023
newsla




Povodné prace

tomatizované testovanie s vysokou priepustnostou pre
rychle otestovanie signifikantného podielu populdcie umoz-
nuje rychle reagovanie narodnych autorit s dosahom na ma-
nazment protipandemickych opatreni, a to v pripade nahleho
prepuknutia epidémie na lokalnej aj globalnej urovni. Pocas
pandémie COVID-19 sa extrémne urychlili inovacie v labora-
tornej automatizacii diagnostického testovania a zrychlila sa
schopnost monitorovat a v pripade moznosti aj obmedzo-
vat prenos virusu aplikaciou cielenych protipandemickych
opatreni. Tieto moznosti sa vyvijali paralelne so schopnos-
tou laboratérii modifikovat svoje procesy v nadvaznosti na
poziadavky vysokopriepustného testovania zohladnujice
aktualnu situaciu v danom regidne. Zaroven sa preukazalo,
ze aj s ohladom na limity spbsobené okrem iného rozdiel-
nou dostupnostou komplexnych automatizovanych rieseni
alebo ich jednotlivych komponentov je mozné dosiahnut po-
rovnatelné vysledky vyuzitim réznych dizajnov a dopracovat
sa k porovnatelnym vykonnostnym kapacitam vyuzitim r6z-
nych pristupov so zachovanim v§eobecne akceptovatelnych
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laboratérnych Standardov, hoci si to vyzaduje intenzivne za-
pojenie laboratérnych a IT Specialistov. V oboch laboratéri-
ach boli vdaka ich skisenostiam a dostupnosti Specialistov
z rbznych laboratérnych oblasti realizované pre dany region
optimalizované rieSenia aj s dostatocnou rezervou pre pri-
padny nahly ndrast poziadaviek pri opakovani podobne;j situ-
acie, akej sme boli aktivnymi u¢astnikmi poCas doznievaju-
cej pandémie COVID-19.
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Biochemical Markers as Predictors of IVF Success:
A Machine Learning Approach

Anton Mateasik, Martin Berki, Tomas Zavodnik, Martin Donoval, Michal Micjan
Institute of Electronics and Photonics, Faculty of Electrical Engineering and Information
Technology, Slovak University of Technology, Bratislava, Slovakia

The success of in vitro fertilization (IVF) treatments is influenced by a complex interplay of multiple factors, inclu-
ding patient-specific biochemical parameters. In this study, a machine learning approach is used to analyze the
biochemical markers of the patient undergoing IVF. A dataset of 28 patients undergoing IVF treatments was col-
lected, comprising a range of 21 biochemical parameters. Traditional logistic regression, support vector machi-
nes, decision trees and random forests classification were applied to analyze and model the data. The feature
selection and dimensionality reduction techniques has been used to identify the most relevant and informative
markers for IVF prediction. Subsequently, the various sets of selected marker values have been used to train and
predict IVF success outcomes, and to evaluate performance of classification models in terms of accuracy, sen-
sitivity, and specificity depending on the selected markers or features. The results have shown that it is possible
to formulate a certain probability of IVF based on these markers, and that most of the used classification models
required a smaller number of markers. As for the performance, the best results were achieved by the SVM and
decision trees approaches, which achieved 70-80 % prediction accuracy using several parameters less than 6.
Keywords: in vitro fertilization, machine learning, binary classification

Aplikacia strojového ucenia pri analyze biochemickych parametrov z pohl'adu predikcie tispesnosti IVF liecby
Uspesnost IVF lieby je ovplyvnena komplexnou sthrou faktorov vratane biochemickych parametrov $pecifickych
pre pacienta. V tejto Stadii sa analyzovalo 21 biochemickych markerov séra 28 pacientov podstupujtcich
IVF pomocou strojového ucenia. Na analyzu a modelovanie udajov bola pouzita tradicna logisticka regresia,
metdda podpornych vektorovych strojov, metéda rozhodovacich stromov a metéda nahodnych lesov. Na
identifikaciu najsignifikantnejSich a informativnych markerov na predpovedanie IVF sa pouzili techniky vyberu
priznakov a redukcie dimenzie dat. Nasledne sa rézne stbory hodné6t vybranych markerov pouzili na trénovanie
a predpovedanie vysledkov IVF a na vyhodnotenie vykonnosti klasifikacnych modelov z hl'adiska presnosti,
citlivosti a Specifickosti v zavislosti od vybranych markerov alebo znakov. Vysledky ukazali, Ze na zaklade tychto
markerov je mozné formulovat urciti pravdepodobnost IVF tispesnosti, pricom vacésina pouzitych klasifikacnych
modelov vyZadovala mensi pocet markerov, ako bolo vo vstupnej datovej mnozine. V suvislosti s vykonnostou
dosiahla najlepsie vysledky metéda SVM a metdda rozhodovacich stromov, ktoré nadobudli presnost predpovedi
v rozmedzi 70 — 80 % pri pouziti menej ako 6 biochemickych parametrov.

Klicové slova: in vitro fertilizacia, strojové ucenie, binarna klasifikacia
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Introduction

In vitro fertilization (IVF) is a widely used assisted repro-
ductive technology that aims to help infertile couples concei-
ve™. However, the success rate of IVF is low and varies de-
pending on numerous factors, such as the quality of oocytes,
sperm, embryos, and the endometrium®. Therefore, there is
aneed for reliable methods to predict the outcome of IVF and
improve its efficiency. One of the possible methods is to ana-
lyze the biochemical parameters of the patient undergoing
IVF®. However, the analysis of the biochemical parameters
is challenging, as they are influenced by many factors, such
as age, body mass index, lifestyle, and medication of the pa-
tients. Moreover, the biochemical parameters are often cor-
related with each other, and their individual effects on the IVF
outcome are difficult to isolate®. Therefore, a machine lear-
ning approach is needed to handle the complexity and the

high dimensionality of data types, and to identify the most re-
levant and informative markers for IVF prediction®. Machine
learning is a branch of artificial intelligence that uses algo-
rithms to learn from data and make predictions or decisions.
Machine learning can be applied to various types of data,
such as numerical, categorical, textual, or image data, and
can perform various tasks, such as classification, regression,
clustering, or recommendation®.

There are studies in the literature that show how machine
learning can be used to predict the outcome of IVF using di-
fferent combinations of various parameters collected at va-
rious stages of process and of various type”®. In this study,
a machine learning approach was used to analyze solely the
set of biochemical parameters of the patient undergoing IVF,
and to classify them into pregnant or non-pregnant groups
based on their biochemical profiles. The traditional logistic
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regression, support vector machines, decision trees and ran-
dom forests classification methods have been applied to
analyze and model the data. To estimate an importance of
biochemical parameters, feature selection and dimensionali-
ty reduction techniques was applied to identify the most rele-
vant and informative feature markers for IVF prediction. The
various sets of selected marker values were then utilized to
train and predict IVF success outcomes, and to evaluate the
performance of the classification models in terms of accura-
cy, sensitivity, and specificity depending on the selected mar-
kers or features. The results of the different machine learning
approaches, and their implications for IVF decision making
and counseling are discussed.

Materials and Methods

The study used a dataset consisting of 21 biochemical pa-
rameters obtained from 28 patients on the day of egg trans-
fer. The patients’ age and body mass index were also con-
sidered, making 23 input parameters in total. Out of the 28
patients, 13 achieved successful IVF outcome and 15 did
not.

The input parameters were processed using classical sta-
tistical analysis and the mean + standard deviation values
were determined for each parameter. The correlation and po-
ssible statistically significant differences were determined
by Pearson’s chi-square test and parametric Student’s t-test.
P value < 0.05 was considered as threshold for statistical
significance.

To predict the success of the IVF process, four machi-
ne learning methods were used - logistic regression (LR),
support vector machines (SVM), decision trees (DT), and
random forests (RF). For each method, dataset was ran-

domly divided into the training set (70 %), and the test
set (30 %).

To analyze the impact of individual input parameters on
the prediction, models were trained with different selections
of parameters, and thus feature vectors of varying size. The
parameter selection was performed using the Recursive Fea-
ture Elimination method (REF), which can determine the ran-
king of parameters according to their significance for the
classifier accuracy used in the study®. For each classifica-
tion method, feature vectors of different sizes from 1 to 10
were successively selected using RFE, and a corresponding
model was trained for each feature vector. For each trained
model, the accuracy, sensitivity, and specificity were deter-
mined.

The data processing, model training, and analysis were
performed using python and scikit library.

Results

For the statistical analysis, the dataset was split into two
groups based on the success or failure of egg transfer. Tab-
le 1 shows the summary of the parameters with their mean
values. Comparison of the groups and statistical testing with
a t-test and Pearson’s chi-square test did not differ signifi-
cantly in any parameters.

Classification models were trained first with all parame-
ters. The predictive ability of these models was very low (pre-
diction accuracy below 20 %). In the next step, subsets of pa-
rameters were selected for training, gradually from 1 to 10
parameters. Which parameter should be included in the set
was determined by its ranking by the RFE method. For each
classification algorithm, and for each set a model was trai-
ned and the prediction accuracy of this model was determi-

Table 1. List of all parameters used in study. The total number of patients were 28, 15 with negative IVF outcome and 13 with positi-

ve IVF outcome.

Negative (mean * std) Positive (mean # std)

36.73+4.61 37.31+4.50
24.56 +5.61 26.11 +£5.07
5.32+1.05 4.98 +0.89
10.07 +£2.63 10.57 +3.45
2.87+2.38 1.62+0.86
15.19 £ 4.01 16.79 £1.28
69.37 £103.91 15.14 £4.50
109.14 +182.74 43.65+111.61
4.10+2.66 4.06 +2.60
0.56 + 0.47 0.46 £ 0.46
2.45+1.82 2.47 £1.56
117.20 + 53.48 97.92 +59.20
0.73+1.36 0.71£0.96
112.43 + 38.87 110.67 +31.73
11.14+5.79 15.52+8.64
2.52+£1.40 2.37+£1.22
3.01+3.73 2.68 +3.11
3.70£2.85 4.69 £ 3.91
848.43 + 536.98 664.58 +362.79
6.30 £2.50 5.83+2.09
21.84 +26.08 2479 +15.67
32.97 +9.11 34.54+10.28
5.48 £ 6.95 6.24 +4.37

Parameter Label
Age AGE
Body Mass Index BMI
Serum glucose (mmol/I) S-Glu
Homocysteine in plasma (umol/I) P-HCY
TSH (mIU/1) TSH
T4 free in serum (pmol/l) ST4
aTG (KIU/I) S-aTG
aTPO (kIU/I) S-aTPO
DHEA-sulfate in serum (umol/I) S-DHEAS
Serum testosterone (nmol/I) S-TST
Free testosterone (pmol/I) STST
SHBG (nmol/I) S-SHBG
Ratio TST/SHBG (%) FAI
Serum progesterone (nmol/I) S-PROG
Serum prolactin (ug/l) S-PRL
Serum FSH (1U/1) S-FSH
Anti-Mullerian hormone (ug/l) AMH
LH (1U/1) S-LH
Serum estradiol (pmol/I) S-E2
17-OH-progesterone in serum (nmol/l) S-HPRO
Serum insulin (mIU/1) S-inz
Vitamin D Total S-vit. D
Insulin resistance HOMA
2/2023
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Graph 1. Accuracy of predictions of four classification models (LR, SVM, DT and RF) trained with different sized feature sets
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ned. The dependency of accuracy on size of selected sets of
parameters is shown on Graph 1. Sets of parameters deter-
mined by the RFE method differed for individual classifica-
tion algorithms, and no significant trend was shown in the
selection. Table 2 shows feature vectors for each classifica-
tion algorithm for which maximum prediction accuracy was
achieved.

Discussion

The study focused on the possibility of applying machi-
ne learning methods to predict the IVF outcome from bio-
chemical parameters of patients on the day of egg transfer.
Four machine learning methods were used - logistic regres-
sion, support vector machines, decision trees, and random
forests. These methods were reported as convenient choi-
ce to build prediction models for IVF outcomes considering
various number of clinical parameters (features)®'"., This
study demonstrated that the methods mentioned can predict
IVF outcomes using only biochemical parameters. However,
the prediction accuracy differs among techniques and is in-
fluenced by the number of parameters used. The SVM and
DT methods achieved the highest score by using 5 and 4 pa-
rameters, respectively. The remaining two methods RL and
RF showed overall low prediction accuracy across of all se-
lected feature sets. However, the reliability of the prediction
needs to be carefully discussed. The present study’s predic-
tion accuracy is limited due to the scarcity of data, which
significantly decreased the precision of all the methods
used. Parameters such as age and BMI, for example, were

H 1
Feature Vector

shown to be insignificantly associated, which contrasts with
works that highlight their significance®'?. This fact may be
explained by the limited amount and structure of the data,
where the variability of these two parameters did not exhi-
bit a significant impact on predictive ability. The presented
results basically show that it is technically possible to crea-
te predictions based on biochemical parameters. The essen-
tially indirect dependence of accuracy and number of charac-
ters, as seen on Graph 1, points out that even a large number
of biochemical parameters can have a limited impact on the
predictive performance of classification, because the trend
in the data is captured only with a smaller limited number of
parameters(?. In addition, no relationship was demonstra-
ted between the selection of a smaller set of parameters
and used different classification methods, what may indica-
te that considering only biochemical parameters is not suf-
ficient to make a reliable prediction as there is a lack of so-
me significant markers featuring potential prediction-making
patterns in patient ‘s data. This fact suggests that solely bio-
chemical parameters can have limited role in building effec-
tive predictors in future work and predictors with more diver-
se inputs are needed.

Conclusion

Machine learning methods can be applied to the analysis
of biochemical markers of IVF patients with a focus on the
pure prediction of the success of egg transfer, but for a ro-
bust prediction it is not sufficient, and it is necessary to in-
clude other diagnostic parameters.

Table 2. The feature vectors (or subset of input biochemical parameters) for that particular classification method have achieved the hi-
ghest accuracy of prediction of IVF outcome. The name of particular feature corresponds to name from Table 1.

Classifier Feature Vector Accuracy Sensitivity Specificity
Support Vector TSH | S-fTST | FAI | S-PRL | S-HPRO 89 % 67 % 83 %
Logistic Regression TSH | FAI 56 % 50 % 60 %
Decision Tree S-PRL | AMH | S-LH | S-E2 0.89 % 67 % 83 %
Random Forest TSH | S-fT4 | S-aTG | S-aTPO | S-SHBG | S-PRL | S-E2 | S-In 0.67 % 60 % 75 %
2/2023
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Data availability statement

All collected and used data adhered to both Slovak na-
tional data protection regulations and the European Gene-
ral Data Protection Regulation (GDPR). Any patient-related
information has been anonymized to ensure confidentiality.

Ethics statement

The study was conducted in accordance with the Declara-
tion of Helsinki and approved by the Ethical committee of Ko-
Sice Self-Governing District under the identifier 5259/2022/
0DDZ-16668 from April 26, 2022. All patients have filled in
the questionnaires with relevant information regarding their
health status and signed informed consent.
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Vyuzitie syndromového panelu PCR pri laboratornej diagnostike
infekcii dolnych dychacich ciest a porovnanie s bakteriologickou
kultivaciou

Oxana Sulikova, Alena Donauerova, Katarina Kollarova
Oddelenie klinickej mikrobiolégie, Medirex a.s.

Na identifikaciu vyvolavatelov infekcii dolnych dychacich ciest sa rutinne vyuziva kultivacia, sérologicka diag-
nostika a molekularnobiologické metddy. V praci bola porovnana metéda PCR (panel multiplex PCR) s kultiva-
ciou baktérii. V roku 2022 bolo na PCR diagnostiku pomocou FILMARRAY® Pneumonia plus Panel indikovanych
148 vzoriek, ktoré mali zaroven bakteriologicku kultivaciu z identického materialu. Zhoda v zmysle negativne-
ho vysledku PCR/kultivacia, resp. pozitivheho s detekciou rovhakého infekéného agensu bola pozorovanav 110
pripadoch. V 35 pripadoch bola metoda PCR senzitivnejsSia ako kultivacia. V 18 pripadoch bola pozorovana cias-
to¢na zhoda (detekcia vyssieho poctu baktérii pomocou PCR) a v 17 pripadoch bola kultivacia negativna. V 3 pri-
padoch (7 izolatov) bola kultivacna metdda citlivejSia ako PCR. Rychla PCR diagnostika je efektivha najma u kri-
ticky chorych pacientov a optimalne je pouzivat ju v kombinacii s kultivaénym vysetrenim.

Klacové slova: infekcie dolnych dychacich ciest, molekularna analyza, BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus
Panel

The use of the PCR syndrome panel in the laboratory diagnostics of lower respiratory tract infections and
comparison with bacteriological culture

Cultivation, serological diagnosis and molecular biological methods are routinely used to identify the causative
agents of lower respiratory tract infections. The PCR method (multiplex PCR panel) was compared with the
bacterial culture technique. In 2022, 148 samples were examined in parallel by FILMARRAY® Pneumonia plus
Panel PCR and bacteriological cultivation. Matched negative results of PCR/culture or positive results with
detection of the same infectious agent were observed in 110 cases. In 35 cases, the PCR analysis was more
sensitive than the cultivation method. In 18 cases, a partial concordance (detection of a higher number of bacteria
by PCR) was observed, and in 17 cases, the culture was negative. In 3 cases (a total of 7 isolates), the culture
method was more sensitive than PCR. Rapid PCR diagnostics is effective, especially in critically ill patients; and
it is optimal to use it in combination with a culture examination.

Keywords: lower respiratory tract infections, molecular analysis, BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Panel

Newslab, 2023; ro¢. 14 (2): 110-113

Uvod

Infekcie dolnych dychacich ciest su ¢asté ochorenia, kto-
ré nadvazuju alebo sprevadzaju infekcie hornych dychacich
ciest. Su celkovo zavaznejsie ako infekcie hornych dycha-
cich ciest. Patri k nim laryngitida (subgloticka ¢ast laryngu)
a tracheitida, diftéria, pertussis, akutna bronchitida, akut-
na exacerbdcia chronickej bronchitidy, bronchiolitida, res-
piracny syncycidlny virus, hantavirusovy plicny syndrém
a pneumonie™. V etioldgii sa najcastejsie uplatnuju viru-
sy (adenovirus, virus chripky typu A, B, virus parachripky,
RSV, SARS-CoV-2 a iné) a baktérie (Bordetella pertussis, Bor-
detella parapertussis, Mycoplasma pneumoniae, Coryne-
bacterium diphtheriae, bakteridlne superinfekcie napr. Sta-
phylococcus aureus, Haemophilus influenzae). V pripade
chronickej obstrukénej choroby plic byvaju ,spustacom”
pneumdénie virusy, na ktoré nasledne nasadd bakteridl-
na infekcia (napr. Streptococcus pneumoniae, neopuzdre-
né kmene Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Mycoplasma pneumoniae)®.

V diagnostike okrem anamnézy a klinického obrazu je kl'd-
¢ové mikrobiologické vysetrenie (kultivacia a PCR vySetrenie
z materidlov, ako je nazofaryngedlny vyter, sputum, aspirat
z dolnych dychacich ciest, bronchoalveoldrna lavaz; event.
sérologické vysetrenie), vySetrenie inych laboratérnych para-
metrov (krvny obraz, biochemické vys$etrenie, cytoldgia BAL)
a zobrazovacie vySetrenia (Rtg hrudnika, CT vySetrenie).

Cielom préce bolo poukazat na vyznam aj iskalia moleku-
larnej analyzy v diagnostike infekcii respiracného systému.

Subor

V roku 2022 (v obdobi 12 mesiacov) bolo paralelne vy-
Setrenych pomocou FILMARRAY® Pneumonia plus Panel
PCR a kultivatne 148 vzoriek odobratych z dolnych dycha-
cich ciest u 148 pacientov (1 pacient = 1 vzorka). Vysetro-
vané materidly boli bronchoalveoladrna lavaz, odsaty sekrét
z dychacich ciest alebo spitum. Bola porovnavana meto-
da PCR pomocou BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus
Panel s paralelne realizovanym bakterialnym kultivaénym
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Tabulka 1. Detekcia mikroorganizmov / génov rezistencie voci
antimikrobidlnym latkam vo FilmArray Pneumonia Panel plus

Baktérie (semikvantitativne)

+ Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex
« Enterobacter cloacae complex
« Escherichia coli
+ Haemophilus influenzae
* Klebsiella aerogenes
» Klebsiella oxytoca
* Klebsiella pneumoniae group
+ Moraxella catarrhalis
* Proteus spp.
+ Pseudomonas aeruginosa
+ Serratia marcescens
+ Staphylococcus aureus
« Streptococcus agalactiae
+ Streptococcus pneumoniae
« Streptococcus pyogenes
+ Chlamydia pneumoniae
« Legionella pneumophila
» Mycoplasma pneumoniae
Virusy
+ Adenovirus
« Koronavirus (229E, HKUT, NL63, 0C43)
+ Middle East respiratory syndrom Coronavirus MERS-CoV
+ Ludsky metapneumovirus
+ Ludsky rinovirus/enterovirus
+ Influenza A virus
* Influenza B virus
+ Parainfluenza virus
* Respiracny syncycialny virus
Gény rezistencie voci antimikrobialnym latkam
Karbapenemazy:
« IMP
+ KPC
+ NDM
+ OXA-48-like
* VIM
ESBL:
+ CTX-M
Rezistencia vo¢i meticilinu:
+ mecA/C and MREJ (MRSA)

vySetrenim. Ako negativne boli hodnotené nielen vysledky
bez ndlezu baktérii, ale aj detekcia beznej Ustnej mikrobial-
nej flory (pravdepodobne kontaminacia mikroflérou z hor-
nych dychacich ciest pri odbere materialu z dolnych dycha-
cich ciest).

ky ¢inidla potrebné na pripravu vzorky, reverznu transkripciu,
polymeréazovu retazovu reakciu (PCR) a detekciu s cielom
izolovat, amplifikovat a detegovat nukleovu kyselinu z via-
cerych patogénnych mikroorganizmov. Pocas spracovania
systém BIOFIRE® FILMARRAY® extrahuje a purifikuje vSetky
nukleové kyseliny zo vzorky pomocou technolégie magnetic-
kych guldcok, vykona ,nested” multiplexnd PCR a pomocou
udajov krivky teploty topenia deteguje a generuje vysledok
pre kazdy ciel na platnicke FILMARRAY® Pneumonia plus
Panel®.

Spektrum vySetrovanych patogénnych mikroorganizmov
v BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Panel je zhrnuté
v tabulke 1.

Kultivacné vysSetrenie sa realizovalo na kultivacnych mé-
diach, ako je krvny agar, McConkeyov agar, ¢okoladovy agar
s bacitracinom a Chromagar (prip. Sabouraudov agar; myko-
logicky nalez nebol hodnoteny).

Vysledky

V obdobi 12 mesiacov v roku 2022 bolo paralelne vySetre-
nych 148 vzoriek z dolnych dychacich ciest (od 148 pacien-
tov) pomocou syndrémového multiplex panelu PCR (BIO-
FIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Panel) a kultivacne.
Celkovo bola pozorovana Uplna zhoda (v zmysle negativ-
nych, resp. pozitivnych vysledkov) v 110 pripadoch, ¢o pred-
stavuje 74 % (83 vzoriek (56 %) bolo zhodne negativnych
av 27 (18 %) vzorkach bolo detegované rovnaké bakterialne
agens). V 35 pripadoch (24 %) bola citlivejSia metéda PCR
(v 18 vzorkach (12 %) bolo metédou PCR detegovanych viac
druhov mikroorganizmov ako pri kultivacii a v 17 pripadoch
(12 %) bol vysledok kultivacie negativny). U 3 vzoriek (2 %)
bol pozorovany pozitivny kultivaény nélez (spolu 7 izolatov)
napriek negativnemu vysledku PCR (graf 1).

Z pozorovaného spektra baktérii (tabulke 1 — Baktérie
semikvantitativne) boli najCastejSie zastipené Pseudo-
monas aeruginosa (22), Staphylococcus aureus (19), Kleb-
siella pneumoniae group (15), Strepotococcus pneumoniae
(14) a Haemophilus influenzae (11). Z dal$ich bakterialnych
druhov boli pritomné Moraxella catarrhalis, Escherichia
coli, Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex, Ente-
robacter cloacae complex, Klebsiella oxytoca, Streptococcus
agalactiae, Serratia marcescens, Streptococcus pyogenes,
Klebsiella aerogenes. V grafe 2 je zobrazeny pocCet detek-
cii jednotlivych sledovanych baktérii pomocou PCR vs. kul-
tivacnym vySetrenim. Metédou PCR sme v 1 pripade dete-
govali DNA Legionella pneumophila (nehodnotené), ktora sa

Graf 1. Porovnanie detekcie vybranych druhov baktérii metédou
FILMARRAY® Pneumonia plus Panel (PCR) vs. bakteriologickym
kultivacnym vysetrenim

Metéda

BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Panel je kvalita- PCR / kultivacia:
tivna/semikvantitativna multiplex PCR, ktora umoznuje de-

: . L , A ; B neg/neg

tekciu nukleovych kyselin viacerych respiracnych virusov
a baktérii a vybranych génov rezistencie proti antimikrobi- 27;18% = poz/poz
alnym latkam. Analyzovany material zahrnal sputa (induko- poz (>) / poz
vané alebo vykaslané, resp. endotrachealny aspirat) a bron- poz / neg
choalveoldrnu lavaz. Suprava FILMARRAY® Pneumonia plus
Panel je uzavrety jednorazovy systém, ktory obsahuje vset- = neg/ poz
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Tabulka 2. Zoznam mikroorganizmov, detegovanych bud'v PCR
paneli alebo kultivacne, ktoré nebolo mozné porovnat

A) Detekcia ostatnych mikroorganizmov v PCR paneli

_

Legionella pneumophila

Rhinovirus/Enterovirus 19
Parainfluenza virus 7
RSV 4
Adenovirus 3
Influenza A 3
Coronavirus 2

B) Izolacia baktérii nepritomnych v PCR paneli
Stenotrophomonas maltophilia

Enterococcus faecium

=INO;

Enterococcus faecalis

Tabulka 3. Zoznam detegovanych mikroorganizmov u pacientov
s kombinovanou infekciou

Pac. €. | Virus Baktéria

1 Rhinovirus/Enterovirus M. catarrhalis, S. pneumoniae

M. catarrhalis, S. pneumoniae,

2 Rhinovirus/Enterovirus ;
P. aeruginosa, S. aureus

S.pneumoniae, H. influenzae,

3 Rhinovirus/Enterovirus

S. aureus

Rhinovirus/Enterovirus

M. catarrhalis, S. pneumoniae,
H. influenzae

Rhinovirus/Enterovirus

S. pneumoniae, S. aureus

Rhinovirus/Enterovirus

S. pneumoniae, H. influenzae

Rhinovirus/Enterovirus

P, aeruginosa, K. aerogenes

Rhinovirus/Enterovirus +
Parainfluenza

o N|joojo| b

S. pneumoniae, H. influenzae

9 Rhinovirus/Enterovirus +
Parainfluenza

M. catarrhalis, S. pneumoniae,
H. influenzae

10 Rhinovirus/Enterovirus + RSV

K. oxytoca

Rhinovirus/Enterovirus + RSV

1 + Parainfluenza

S. aureus, K. oxytoca

12 Influenza A

Acinetobacter spp.

13 Influenza A

M. catarrhalis

14 Influenza A + Parainfluenza

S. aureus, K. oxytoca

K. pneumoniae group,
E. cloacae complex,
S. marcescens

15 Parainfluenza

P, aeruginosa,

. Coronavirus Acinetobacter spp.

v nasom laboratériu bakteriologickou kultivaciou nevysSet-
ruje. Naproti tomu boli vykultivované aj niektoré baktérie,
ktoré nie st zahrnuté v PCR paneli (tabulka 2).

V 30 vzorkéch (20 %) bol v PCR paneli zisteny pozitivny na-
lez virusov spolu 38 virusovych agens (tabulka 2 - ¢ast A),
z toho v 16 pripadoch islo o kombinovanu (virusovu a bakte-
ridlnu) infekciu (tabulka 3). Najcastejsie bol vo vzorkach pri-
tomny rinovirus/enterovirus v pocte 19 pripadov. Z dalSich to
boli virus parachripky (7 pripadov), RSV (4 pripady), adenovi-
rus (3 pripady), virus chripky typu A (3 pripady) a koronavirus
(zo skupiny 229E, HKU1, NL63, 0C43) (2 pripady).

Zaver a diskusia

BIOFIRE® FILMARRAY® Pneumonia plus Panel poskytuje
moznost detegovat nukleovu kyselinu 16 vyznamnych pato-
génnych bakterialnych mikroorganizmov/komplexov (vrata-

Graf 2. Porovnanie poltu pozitivnych detekcii metddou PCR vs.
bakteriologickou kultivaciou u vybranych mikroorganizmov
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ne 7 génov antimikrobialnej rezistencie), 2 atypickych bakté-
rii a 9 virusov. Jednou z najvacsich vyhod metddy je rychlost
a jednoduché spracovanie vzorky (priprava vzorky trva asi 2
min a cely proces je ukonceny do 80 min).

Vyznam multiplex PCR panelu spociva v rychlom odliSeni
bakteridlnej infekcie/koinfekcie pri ochoreniach dolnych dy-
chacich ciest (a vyhnutie sa nevhodnej preskripcii antibiotik)
od virusovej etioldgie*d. Vysetrenie bronchoalveolarnej lava-
ze PCR met6dou u pacientov s pneumoniou a rizikom gram-
negativnej infekcie skracuje dizku neadekvatnej antibiotickej
terapie 0 45 %®. Vzhladom na vyssie ekonomické naklady je
urCeny najma pre pacientov z anestéziologicko-resuscitac-
nych oddeleni, JIS, oddeleni patologickych novorodencov, ko-
ronarnych jednotiek a dalSich.

Pri manazmente pacientov je potrebné brat do uvahy
i predchadzajuce kultivacné ndlezy a podanu antibioticku
liecbu. Metéda PCR ma vysokd citlivost a schopnost zachytit
vel'mi malé mnoZstvo nukleovej kyseliny, tzn. aj z nevitalnych
a rozpadnutych zvyskov baktérii. Tato skutocnost by moh-
la byt jednou z pricin pozitivnych PCR vysledkov pri negativ-
nej kultivacii, resp. detekcie viac druhov infekénych agens
oproti kultivacii v 35 vzorkach (24 %). Opacny pripad nastal
v nasom subore v troch pripadoch (pozitivna kultivacia vs.
negativna PCR) (graf 2). Moznym vysvetlenim by mohla byt
predanalyticka faza — odberova technika, napr. ind porcia
materidlu pri odbere BAL, Ci rozdelovanie materidlu do via-
cerych skimaviek bez dostato¢ného premiesania vzorky. Pri
detekcii viacerych druhov mikroorganizmov je tiez potrebné
brat do Gvahy odberov techniku, napr. odber sputa, nesprav-
nu techniku odsavania sekrétu a horsiu spolupracu pacien-
ta napr. u deti.

Nevyhodami syndromového PCR panelu st okrem vyssej
ceny vySetrenia i obmedzeny pocet vySetrovanych baktérii
(v tomto pripade detekcia 3 dalSich druhov baktérii kultivac-
nou metodou; tabulka 2B). Rozhodujuce pre spravnu indika-

112

2/2023
newsla




Povodné prace

ciu ATB terapie je aj stanovenie fenotypovej citlivosti pri jed-
notlivych izoldtoch pomocou kultivacného vysetrenia.
Vzhl'adom na vysSSie uvedené skuto¢nosti ma multiplex
PCR panel vyuzitie v diagnosticko-terapeutickom algoritme
u kriticky chorych pacientov. Napriek vysokej citlivosti, rych-
lejsej informacii o moznej etioldgii tazkosti pacienta, o vyset-
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Umela inteligencia v onkologii

Martin Demeter, Milan Zatroch
MindIT, s.r.0., Banska Bystrica

Umela inteligencia (Ul) ma potencial transformovat onkoldgiu tym, Ze poskytuje nové pohlady na diagnostiku
a lie¢bu rakoviny. Jednou z najvyznamnejSich aplikacii Ul v onkoldgii je diagnosticky proces. Diagnostické na-
stroje podporované Ul dokaZu s vysokou presnostou analyzovat vystupy zo zobrazovacich zariadeni mézu efek-
tivnejsie odhalit nadorovy rast v stadiu, v ktorom moze byt tazko rozpoznatelny aj skiisenymi Specialistami. Ul
moze tiez predpovedat reakciu na liecbu a prognézu na zaklade tidajov Specifickych pre pacienta a jeho chorou,
vratane genomiky nadoru. Tieto a iné pouzitia Ul m6Zu viest k personalizovanej liecbe pacientov a zleps$eniu vy-
sledkov v boji proti tejto chorobe.

Napriek potencialnym vyhodam Ul v onkoldgii treba prekonat vyzvy spojené s nasadenim Ul systémov do klinickej
praxe. Pozornost si vyZzaduji najma problémy tykajlce sa kvality udajov, sikromia a stladu s predpismi. Je
tiez potrebna lepsia integracia technoldgii podporovanych Ul do existujucich klinickych pracovnych postupov.
Napriek tomu ma pouzivanie Ul v onkoldgii potencial vyrazne zlepsit diagnostiku a lie¢bu rakoviny, ¢o v koneénom
désledku povedie k lepsim vysledkom u pacientov. Dals$i vyvoj a pokroky v Ul nam umoznia nad'alej postvat
hranice toho, €o je v oblasti onkoldgie mozné.

Klacové slova: umela inteligencia, strojové ucenie, onkoldgia, biomarkery

Artificial Intelligence in Oncology

Artificial intelligence (Al) can transform oncology by providing new cancer diagnosis and treatment perspectives.
One of the most significant applications of Al in oncology is the diagnostic process. Al-supported diagnostic tools
can accurately analyze outputs from imaging devices, effectively detecting tumour growth at stages that may
be difficult to recognize even by experienced specialists. Al can also predict treatment response and prognosis
based on patient-specific data, including tumour genomics. These and other uses of Al can lead to personalized
patient care and improved outcomes in the fight against this disease.

Despite the potential benefits of Al in oncology, there are challenges to overcome in implementing Al systems
into clinical practice. Issues related to data quality, privacy, and regulatory compliance require attention. Better
integration of Al-supported technologies into existing clinical workflows is also needed. Nevertheless, the use
of Al in oncology has the potential to significantly enhance cancer diagnosis and treatment, ultimately leading
to better patient outcomes. Further advancements and progress in Al will continue to push the boundaries of
what is possible in oncology.

Keywords: Artificial intelligence, Machine learning, Oncology, Biomarkers
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Uvod Vyvoj rakoviny je viacstupniovy proces. Nadorova trans-

Vyuzitie umelej inteligencie (UI) v oblasti onkoldgie méa po-
tencial sposobit revollciu v diagnostike, liecbe a vyskume
rakoviny. Schopnost algoritmov Ul analyzovat velké mnoz-
stvo Udajov z roznych zdrojov, ako je genomika, proteomika,
¢i Udaje zo zobrazovacich zariadeni, m6ze poméct pri iden-
tifikacii novych terapeutickych cielov, liecebnych postupov
a biomarkerov, ktoré mézu zlepsit vysledky liecby pacientov.
Integracia Ul v lieCbe rakoviny vSak prind$a subor novych vy-
ziev a obmedzeni. V tomto ¢lanku sa snazime poskytndt pre-
hlad o su¢asnom vyzname Ul v diagnostike, lieCbe a vo vy-
skume rakoviny. OpiSeme aj vyzvy a obmedzenia, ktoré treba
riesit pre Uspesnu implementaciu Ul do klinickej praxe.

Strucény prehlad rakoviny ako choroby

Rakovina je ochorenie charakterizované nekontrolova-
nym rastom a Sirenim abnormalnych buniek v tele. Je jed-
nou z hlavnych pri¢in imrti na celom svete®.

formdcia suvisi s vplyvom vrodenych a environmentdlnych
faktorov. Vrodené genetické mutdcie v urcitych génoch zvy-
Suju riziko vzniku urcitych typov nadorov®, kym environmen-
talne faktory zahffiaju vystavenie organizmu mutagénom
fyzikalneho, chemického alebo biologického pévodu. Ulo-
hu zohravaju aj faktory Zivotného $tylu, ako je fajcenie a ne-
vhodna strava®. Nadorové bunky sa liia od normalnych bu-
niek niekolkymi charakteristikami. Zasadny je ich nadmerny,
nekontrolovatelny a nezavisly rast a schopnost odolavat
prirodzenym regulaCnym procesom organizmu. Maligne na-
dory mo6zu invadovat a poskodit okolité tkanivo®, mozu sa
metastaticky $irit aj do inych casti tela®.

Nadory sa v sucCasnosti lieCia najcastejSie kombinaciou
chirurgického zakroku, radioterapie, chemoterapie a cielenej
biologickej terapie. Vyber lieCby zavisi od mnohych faktoroy,
hladanie novych terapeutickych postupov je zakladnou vy-
zvou pre onkologicky vyskum sticasnosti®.
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Nedavne pokroky vo vyskume, vratane technoldgii Ul
umoznuju onkologicku lieCbu vo viac personalizovanej po-
dobe preciznej mediciny?®. Je to pristup k lekarskej liecbe,
ktory berie do Uvahy genetiku, zivotny Styl a prostredie jed-
notlivca s cielom ¢o najlepsie prispésobit lekarske rozhod-
nutia, postupy a/alebo medikamenty danej osobe. Cielom je
zlepsit zdravotné vysledky a zniZit riziko vedlajsich ucinkov.

Vyskum rakoviny
Sucasny stav vyskumu nddorovych chordb sa rychlo vy-

vija a je zamerany na vyvoj novych a efektivnejsSich sposo-

bov liecby®. Niektoré z hlavnych oblasti vyskumu zahrnaju:

+ Pochopenie genetickych a molekularnych mechanizmov
rakoviny, ktoré vedu k rozvoju a progresii nadorov. Tieto
poznatky sa vyuzivaju na vyvoj novych liekov a terapeutic-
kych postupov, ktoré sa zameriavaju na Specifické mole-
kuly a mechanizmy zapojené v nddorovej premene.

+ Vyvoj novych a efektivnejsich sposobov liecby so zame-
ranim na cielenu liecbu a vyvoj novych lieCebnych postu-
pov, ktoré su ucinnejSie a maju menej vedlajsich ucinkov
ako sucCasné sposoby lieCby. Zameriava sa aj na zlepSe-
nie existujucich lieCebnych postupoy, aby boli presnejsie
a mene;j toxické.

« ZlepSenie vCasnej detekcie a diagnostiky, zahfiiajice vy-
voj novych a presnejsSich metdéd na vCasnu detekciu na-
dorov v stadiu, ked' su lepsie liecCitelné.

+ Nadej predstavuje vyvoj personalizovanych lie¢ebnych
planov pre onkologickych pacientov na zaklade ich indi-
vidualnej genetiky, osobnej anamnézy a molekularneho
profilu ich nddorov. OCakdva sa, ze tento pristup povedie
k efektivnejsej lietbe s mensim poctom vedlajsich ucin-
kov.

+ Vyvoj novych kombinovanych terapii, ktoré sa zameriava-
ju na viaceré drahy a mechanizmy zapojenych v nadoro-
vom procese, s cielom dosiahnut Gcinnejsiu a trvalejsiu
odpoved.

+ Vyvoj stratégii prevencie a kontroly rakoviny, vratane iden-
tifikacie a rieSenia rizikovych faktorov rakoviny, ako je faj-
Cenie, strava a vystavenie urCitym chemikalidm a toxinom.

+ Umela inteligencia a strojové ucenie vo vyskume rakoviny
s vyvojom modelov zalozenych na Ul na analyzu velkého
mnozstva Udajov z vyskumu, s cielom identifikovat nové
ciele liecby a zlepsit presnost diagnostiky.

Umela inteligencia

Umela inteligencia je odvetvie pocitacovej vedy. Zahfnha
matematické metddy, ktoré umoznuju rozhodovanie alebo
konanie, racionalne a autondmne uvazovanie a efektivne pri-
spOsobenie sa zlozitym a nevidanym situaciam.

Strojové ucenie (ML) je sucastou umelej inteligencie a hl-
boké ucenie (DL) je sucastou strojového ucenia. Algoritmy
strojového ucenia vytvaraji matematické modely, ktoré sa
ucia a prisposobuji na zaklade skisenosti bez toho, aby boli
pravidla rozhodovania ru¢ne naprogramované. Modely ume-
lej inteligencie su uzito¢né v tych typoch problémov, kde pra-

namiesto toho pravidla vytvoria samé, len na zaklade trénin-
govych udajov. V mnohych typoch uloh je omnoho efektivnej-
Sie pripravit tréningové udaje, ako programovat pravidla, kto-
ré si Casto vyzaduju velku expertnu znalost v danej doméne.

Inteligencia modelov vyplyva z mnoziny parametrov, ktoré
spolu vytvaraju pravidla, na zaklade ktorych sa model rozho-
duje. V zavislosti od pouzitého modelu, napr. v pripade linear-
nej logistiky, moZze ist o jednotky parametrov, ale v pripade hl-
bokych neurénovych sieti, moze ist aj o miliény parametrov.

Proces, pri ktorom si modely prispdsobuju svoje paramet-
re, sa nazyva trénovanie. Trénovanie spociva v minimalizova-
ni rozdielu (tzv. tréningovej chyby) medzi vystupom modelu
a pozadovanym vystupom vo vzorovych datach, tiez zna-
mych ako tréningové data.

V zavislosti od problému, ktory model napomahat riesit,
rozdelujeme algoritmy strojového uCenia na 4 zakladné ty-
py: ucenie s ucitelom, ucenie bez ucitela, ucenie s Ciastoc-
nym ucitelom, u¢enie s posilfiovanim.

Ucenie s ucitelom

Algoritmy zalozZené na uceni s ucitelom (angl. Supervised
learning) sa pouzivaju predovsetkym v prediktivnych ulo-
hach. Typické ulohy, ktoré tu patria, su klasifikacia (napr. kla-
sifikacia tumorov), objektova detekcia (hladanie tumoruv CT
snimkach) alebo regresia (napr. predikcia rizika tmrtnosti/
pravdepodobnosti navratu rakoviny).

V tychto ulohach ¢lovek trénuje alebo uéi algoritmus, ¢o
ma hladat. Ide o ucenie pomocou prikladov - ¢lovek da al-
goritmu sadu tréningovych Udajov a algoritmus v nich hlada
vzory, pomocou ktorych sa rozhoduje. Tréningové tdaje ob-
sahuju vstupné Udaje modelu, ako aj predpokladany vystup
(tzv. ucitela), teda to, Co ocakdavame od modelu, aby prediko-
val. V pripade klasifikacie obrazkov ide o popis toho, ¢o sa
na obrazku nachadza, v pripade objektovej detekcie aj pres-
né suradnice objektov na obrazku.
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V procese trénovania, model prispdsobuje svoje paramet-
re tak, aby rozdiel medzi jeho vystupom a predpokladanym
vystupom, bol ¢o najmensi. Po spravhom natrénovani mode-
lu, by mal model predpovedat vystup len na zéaklade vstup-
nych udajov. Pritomto type Uloh je v§ak potrebné zabezpedit,
aby model dostato¢ne zovSeobecrioval ulohu, na ktoru bol
navrhnuty, tzn., Ze by mal predikovat rozumné vysledky, aj na
novych vstupnych udajoch, ktoré sa v tréningovych udajoch
nenachdadzali. V opacnom pripade, hovorime o preuceni mo-
delu, ¢o sa typicky prejavuje vysokou presnostou predikcie
nad tréningovymi idajmi, ale nizkou presnostou nad novymi,
netréningovymi udajmi. K naj¢astejsie pouzivanym modelom
patria: linearna/logisticka regresia, SVM, rozhodovacie stro-
my, boosting algoritmy a neurénové siete.

Ucenie bez ucitela

Algoritmy zaloZené na uceni bez ucitela (angl. Unsuper-
vised learning) sa pouzivaju predovsetkym v deskriptivnych
ulohach. Typickeé ulohy, ktoré sem patria, su: klastrova analy-
za, redukcia dimenzionality, kompresia Udajov, detekcia ano-
malii, generovanie dat.

V tychto ulohach sa nepozaduje, aby algoritmus prediko-
val konkrétnu hodnotu, ktord ¢lovek pozaduje. Namiesto to-
ho sa model u¢i hl'adat vzory v zlozitych datach, alebo vracia
inak reprezentované vstupné udaje, ktoré v sebe nesu dalSiu
uzito¢nu informdciu, ktorl by inak ¢lovek prehliadol. Napri-
klad v klastrovej analyze model zoskupuje mnozinu objektov
(ktoré mozu mat aj tisicky atributov) takym spésobom, Ze ob-
jekty v tej istej skupine (nazyvanej zhluk) su si navzajom po-
dobnejsie ako s objektami v ostatnych skupinach.

Ucenie s ¢iastocnym ucitelom

Algoritmy zaloZené na tomto principe (angl. Semi-Super-
vised learning) kombinuju ucenie s ucitefom aj ucenie bez
ucitela.

Anotdcia a priprava tréningovych dat je spravidla ¢aso-
vO najnarocnejSia uloha pri vyvoji modelov. V pripade, ak je
k dispozicii vel'a tréningovych tidajov, ale len mala ¢ast z nich
je anotovand, mozno postupovat pri vyvoji modelu iterativne,
a to tak, ze sa prvy model natrénuje len na malej, anotovanej
vzorke. Nasledne sa model vyuziva na pred-anotovanie os-
tatnych dat. Pred-anotované déta su v§ak ¢lovekom skontro-
lované, opravené, analyzované a nasledne pouzité na rozsi-
renie tréningovej vzorky. Vacsia tréningova vzorka je vyuzita
na natrénovanie novsieho modelu.

Takymto spésobom mozno urychlit proces anotécie a aj
zvysit presnost modelu. Vdaka analyze predikcii pri kazdej
iterdcii sa totiz ziskavaju uzitocné informacie, ktoré napoma-
haju k pochopeniu toho, ako model funguje. Pri analyze moz-
no zistit, pri akych vstupoch robi model chyby, ¢o mézeme vy-
uzit v dal$ej iteracii na zlepsenie predspracovania dat, vyberu
doblezitejSich tréningovych udajov, vylepSenie modelu a inych
technik, ktoré vedu k natrénovanie este lepSieho modelu.

Ucenie s posilnovanim

Algoritmy zaloZené na uceni s posiliiovanim (angl. Rein-
forcement learning) sa vyuZivaju predovsetkym v robotike,
optimalizovanim procesov, hernom priemysle.

Algoritmy zaloZzené na tomto principe, sa neucia na zakla-
de tréningovych prikladov, ktoré pripravil ¢lovek (ako v uce-

ni s ucitelom), ale na zaklade skuisenosti, ktoré ziskava tzv.
agent v prostredi, v ktorom sa nachdadza. Pod agentom je
mozné si predstavit robota, alebo postavu v hre. Uéenie spo-
Civa v spociatku ndhodnom konani agenta v prostredi, pri-
¢om za vykonanie istych akcii ziskava spatni vazbu v podo-
be odmeny. Tato spatna vazba sluzi na posilnenie tych akcii,
ktoré viedli k jej ziskaniu.

Ul ako nastroj na zlepSenie liecby a vyskumu
rakoviny

Umelé inteligencia ma potencial vyrazne zlepsit liecbu
a vyskum rakoviny. Ul sa méze pouzit na analyzu velkého
mnozstva Udajov z vyskumu rakoviny, ako su genetické data
a obrazové Udaje z medicinskych zariadeni, na identifikaciu
novych cielov lieCby a zlepSenie presnosti diagnozy.

Jednym z prikladov toho, ako sa Ul pouziva vo vyskume
rakoviny, je vyvoj pocitacom podporovanych diagnostickych
systémov. Tieto systémy vyuzivaju algoritmy strojového uce-
nia na analyzu lekarskych obrazov, ako st CT a MRI skeny,
na identifikaciu a klasifikaciu nadorov. Studie ukazali, Ze tie-
to systémy mézu zlepsit presnost diagnostiky rakoviny a zni-
Zit potrebu invazivnych postupov®'9,

Ul sa tiez pouziva na analyzu velkého mnozstva genetic-
kych ddajov. Algoritmy Ul mozno trénovat na identifikaciu
Specifickych mutacii, ktoré s spojené s rdznymi typmi rako-
viny. Tiez mozno pouzit modely hlbokého ucenia na kla-
sifikaciu typov rakoviny z genetického profilu pacientov(?,

DalSou aplikaciou Ul pri vyskume rakoviny je objavovanie
novych liekov. Modely Ul sa pouzivaju na analyzu chemic-
kych vlastnosti liekov a ich potencialnych interakciach s ra-
kovinovymi bunkami®. Vystupy z tychto modelov mézu po-
méct identifikovat nové zlGceniny, ktoré mozu byt Gcinné
proti rakovine alebo znizit riziko nepriaznivych Gcinkov lie-
kov.

Pouzitie Ul pri diagnostike rakoviny

Umela inteligencia sa Coraz viac vyuziva v oblasti diagnos-
tiky rakoviny ako nastroj na zlepsenie presnosti a uc¢innosti
procesu. Ul sa moze tiez pouzit na analyzu genetickych uda-
jov a na predpovedanie, ktori pacienti budu reagovat na urci-
té lieCebné postupy. Umeld inteligencia sa méze pouzit aj na
vyvoj pocitatom podporovanych diagnostickych systémoyv,
ktoré mozu zlepsit presnost diagnostiky rakoviny a znizit po-
trebu invazivnych postupov.

Ul sa méze pouzit na analyzu velkého mnozstva Udajoy,
ako su genomické, proteomické a zobrazovacie Udaje, na
identifikaciu novych, ale aj znamych biomarkerov, ktoré moé-
Zu naznacovat pritomnost nadoru. To mbéze pomoct pri vy-
voji novych diagnostickych testov a zlepsit presnost diag-
nostiky rakoviny.

Ul mozno pouzit na vytvorenie prediktivnych modelov, kto-
ré dokazu predpovedat pravdepodobnost urcitych typov na-
dorov.

Zobrazovacie pristroje

Algoritmy Ul mozno pouzit na analyzu vystupov z lekar-
skych zobrazovacich zariadeni, ako su CT, MRI, réntgeny ale-
bo USG. Algoritmy dokazu analyzovat obrazovu informaciu
a najst v nej rézne vzory, ktoré moézu napomoct v lepsej diag-
nostike.
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Jeden z prikladov, kde sa Ul pouziva, je analyza vystupov
z mamografie pri diagnostike nadorov prsnika. Vyskumnici
vytvorili Ul algoritmus, ktory predpoveda riziko rakoviny prs-
nika analyzou mamografickych snimok. Ukazuje sa, ze algo-
ritmus je presnejsi ako niektoré existujuce metdédy na pred-
povedanie rizika rakoviny prsnika?.

V pripade rakoviny pltc bolo vyvinutych niekolko modelov
umelej inteligencie s hlbokym ucenim, ktoré pomahaju leka-
rom najst rakovinu pltc na CT vy$etreniach(+'7, Vyskum na-
znacuije, ze Ul méze lepsie odlisit nadorové zmeny pltc od
nenadorovych, co méze potencialne znizit pocet falo$ne po-
zitivnych vysledkov a usetrit niektorych pacientov od zbyto¢-
ného stresu a dalsich vysetreni(®.

Pouzivanie ndstrojov Ul na detekciu nddorov z medicin-
skych obrazov je stale v poCiato¢nom Stadiu, pricom existu-
je mnoho nevyrieSenych otazok spojenych s jeho nasadenim
do praxe. Hoci mnohé algoritmy boli Uspesne testované, vac-
Sina z nich zatial' nepresla externym validacnym testovanim,
Co je dblezité na zabezpecenie ich presnosti na roznych sku-
pinach pacientov a v roznych lekdarskych institdciach. Klinic-
ké stidie musia tiez ukazat, ze nastroje Ul zleps$uju vysledky
diagnostiky a liecby pacientov.

Biopsia/histolégia/patolégia

Biopsia je postup, pri ktorom sa z tela odoberie vzorka tka-
niva a nasledne sa mikroskopicky vysetri patoldégom za uce-
lom potvrdenia diagndzy a urCenia typu, ako aj relevantnych
prognostickych a terapeutickych znakov.

Umela inteligencia méze byt pouZita v histoldgii na zlep-
Senie presnosti, rychlosti a efektivnosti v roznych dlohach.

Histologické obrazy mozno analyzovat pomocou algo-
ritmov Ul na detekciu a klasifikaciu roznych typov buniek,
tkaniv a struktdr. To méze pomoct patologom identifikovat
abnormality a urobit presnejsie diagnézy. Ul moze tiez po-
moct s kvantifikaciou réznych zmien v histologickych pri-
pravkoch.

Zname su algoritmy zalozené na hibokej neurénove; sieti
na kategorizaciu snimok. Natrénovany model dokaze odfil-
trovat 65-75 % obrazovej informacie, ktora v sebe neobsahu-
je dolezitt informaciu na stanovenie diagndzy a upriamit po-
zornost patoldga na relevantné Casti. To v praxi moze usetrit
Cas patolégom?.

V stadii Korbar a spol. porovnavali viacero architektdr mo-
delov hibokého ucenia na klasifikaciu kolorektalnych polypov
na Whole slide obrazov. Najlepsi model hibokého ucenia do-
siahol mieru presnosti 93 %. Hoci model nie je dostatoCne
presny na to, aby nahradil lekarov a patolégov, moze byt uzi-
tocny na redukovanie manualnej zatazi a zvysSenie efektivity
diagnostického procesu®.

Studia Bychkov a kol. mala za ciel pomocou modelov hl-
bokého ucenia trénovanych na obrazoch nddorového tkaniva
ziskanych pomocou metddy tkanivovych mikroarray (TMA)
predikovat stratifikaciu pacientov s nizkym a vysokym rizi-
kom kolorektalneho karcinomu (CRC). Vysledky ukazali, ze
predikcia zaloZzena na hlbokom uceni (AUC 0,69) prekona-
la klasifikaciu troch nezavislych odbornikov na drovni TMA
spot (AUC 0,58), ako aj na urovni celého pripravku (AUC
0,57). DalSie vyskumy si potrebné na zhodnotenie Géinnos-
ti tejto metddy na vacsich vzorkach tkaniva a v réznych sku-
pinach pacientov®.

V medzinédrodnej sutazi zameranej na detekciu metasta-
tického karcinému prsnika na Whole Slide obrazoch biopsii
sentinelovych lymfatickych uzlin sa Wang a kol. stali vitazmi,
pricom ich model zaloZeny na neurénovych sietach dosiahol
presnost 0,925 AUC pre ulohu klasifikacie Whole slide obra-
zov a 0,7051 AUC pre ulohu lokalizacie nadoru. Obrazy boli
nezavisle posudené patolégom, pricom dosiahli 0,966 AUC
pre klasifikaciu Whole slide obrazov a 0,733 AUC pre lokaliza-
ciu nddoru. Kombindciou vystupu modelu s vystupmi patolé-
ga sa zvysila presnost AUC na 0,995, ¢o predstavuje priblizne
85-percentné znizenie ludskej chybovosti. Aj tieto vysledky
ukazuji vyznam pouzitia hlbokého ucenia pri vyznamnom
zlepseni presnosti patologickych diagn6z?223),

Celkovo ma Ul potencial sposobit revoliciu v histoldgii
tym, ze poskytne rychlejsiu a presnejsiu diagnostiku, prog-
ndzu a kontrolu kvality.

Tekuta biopsia

Tekutd biopsia sa ukazuje ako slubny neinvazivny pri-
stup k diagnostike a monitorovaniu rakoviny. Ponuka jed-
noduchost odberu vzoriek, nepretrzité monitorovanie opa-
kovanym odberom vzoriek, navrhovanie personalizovanych
terapeutickych rezimov a skrining terapeutickej rezistencie.
Tekuta biopsia pozostava z izolacie entit odvodenych z na-
doru, ako su cirkulujice nadorové bunky, cirkulujica nadoro-
va DNA, nadorové extracelularne vezikuly a iné, ktoré su pri-
tomné v telesnych tekutinach pacientov. Po odobrati vzorky
nasleduje analyza genetickych a proteomickych markerov.
Hoci vo vSetkych pripadoch nemusi Gplne nahradit invazivne
metddy, ako je tkanivova biopsia, tekuta biopsia ma potenci-
al sposobit revoluciu v boji proti rakovine tym, Ze poskytuje
komplexnejsi a pre pacienta priatel'sky diagnosticky pristup.
Pred zavedenim do praxe je vSak potrebne realizovat dalSie
vyskumy, rozsiahle klinické studie, standardizaciu protoko-
lov a iné@42527),

Metddy analyzy tekutej biopsiie sa za poslednych niekol-
ko rokov rychlo vyvinuli. Algoritmy strojového uc¢enia mézu
napomoct v identifikacii nadorovych zmien, ¢im sa otvara
moznost menej invazivneho a presnejsieho testovania.

Napriklad vyskumnici z Johns Hopkins University School
of Medicine vyvinuli CancerSEEK, ktory dokaZze odhalit pripa-
dy 6smich réznych druhov nadorov, vratane nadorov ovarii,
pecene, zaludka, pankreasu, pazeraka, hrubého Creva, pluc
a prsnika. V studii s 1 005 pacientmi bol test CancerSEEK
schopny identifikovat nadorovi chorobu v krvi priblizne 70 %
pripadov, ¢o patri medzi doteraz najlepsSie vysledky krvného
testu. FalosSne pozitivny nalez bol zisteny u menej ako 1 %
zdravych probandov®®,

Genetické testovanie a poradenstvo

Genetické testovanie mozno pouZit na identifikaciu dedic-
nych genetickych mutécii, ktoré mézu zvysit riziko urcitych
typov nadorov. Ul mozno pouzit na analyzu velkého mnoz-
stva genetickych udajov, vratane udajov zo sekvenovania ce-
Iého gendmu. Analyzou mozno identifikovat vzorce a korela-
cie, ktoré mozu naznacovat pritomnost nadoru, ale aj najst
nové genetické biomarkery, ktoré mozno pouzit na diagnos-
tiku a monitorovanie onkologickej choroby. Ul sa méze pou-
Zit na identifikaciu potencialnych ciel'ov pre liecbu rakoviny,
¢o umoznuje vytvorenie personalizovanych lieCebnych pla-
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nov pre pacientov. Taktiez tvorbou prediktivnych modelov
nad genetickymi Udajmi mozno s urcitou pravdepodobnos-
tou urcit riziko vzniku rakoviny a zvolit vhodnu prevenciu es-
te pred prepuknutim choroby?829),

Vyzvy a obmedzenia
Pouzitie umelej inteligencie (Ul) pri lieCbe, diagnostike

a vyskume onkologickych choréb ma niekolko vyziev(®122429):;

+ Kvalita a dostupnost udajov: Algoritmy Ul vyZaduju velké
mnozstvo vysokokvalitnych udajov na trénovanie a testo-
vanie modelov. Pri vyskume nadorov moze byt tazké zis-
kat Gdaje a tie, ktoré st k dispozicii, mdzu byt neuplné ale-
bo nekonzistentné. To méze stazit trénovanie presnych
modelov a aj obmedzit pouZitelnost Ul vo vyskume.

+ Skreslenie Udajov: Modely umelej inteligencie su len ta-
ké dobré, ako dobré su Udaje, na ktorych su trénované.
Ak udaje pouzité na trénovanie modelu obsahuju odchyl-
ky, skreslenia, zaujatost, model bude negativne ovplyvne-
ny. To méze viest k nepresnym vysledkom a moze to sta-
it zovseobecnenie modelu na nové populacie pacientov.

- Nedostatocna interpretovatelnost: Niektoré modely Ul,
najméa modely hlbokého ucenia, mézu byt tazko interpre-
tovatelné. To moze stazit pochopenie toho, ako model ro-
bi rozhodnutia a obmedzit schopnost identifikovat a opra-
vit chyby v modeli.

+ Obmedzené chdpanie bioldgie rakoviny: Na vyvoj ucin-
nych modelov Ul na lieCbu a vyskum rakoviny treba pocho-
penie bioldgie nadorovych zmien. NaSe chapanie je vSak
obmedzené, co moze stazit vyvoj presnych modelov Ul.

+ Pravne a etické obavy: Pouzivanie Ul v zdravotnictve vy-
volava mnozstvo pravnych a etickych problémov, ako su
stkromie udajov, autonémia pacienta a zodpovednost za
diagnostiku a lieCbu choroby. Taktiez pouzitie Ul pri lie¢-
be a vyskume si vyzaduje regulacné schvalenie, Co moze
byt zdihavy a nékladny proces.

+ Technické vyzvy: Vyvoj modelov Ul na liecbu a vyskum ra-
koviny moéze byt technicky narocny. VyZaduije si to odborné
znalosti v oblasti Ul, ako aj mediciny. Okrem toho treba mat
pristup k vykonnym vypoctovym zdrojom a prislusnym sof-
tvérovym nastrojom.

+ Nedostato¢na Standardizacia: V sicasnosti chyba Stan-
dardizacia vo vyvoji a overovani modelov Ul na lieCbu
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a vyskum nadorovych choréb. To méze stazit porovnava-
nie vykonnosti roznych modelov a m6ze obmedzit schop-
nost replikovat vysledky.

+ Vysoké néklady a nedostatocna dostupnost: Vyvoj a im-
plementdcia rieSeni zalozenych na Ul na lieCbu a vyskum
rakoviny méze byt nakladny proces a nemusi byt dostup-
ny pre vSetkych pacientov. To méze obmedzit dostupnost
lieCby a diagnostickych nastrojov zalozenych na Ul pre pa-
cientov v krajinach s nizkymi prijmami alebo pre tych, kto-
ri nemaju pristup k Specializovanym zdravotnickym zaria-
deniam.

Zaver

Umeld inteligencia ma potencial zmeny v lie¢be, diagnosti-
ke a vyskume onkologickych chorob analyzou velkého mnoz-
stva Udajov z réznych zdrojov. Ul méze poméct identifikovat
nové terapeutické ciele, nové kombinacie liekov a nové bio-
markery. Pouzitie Ul pri liecbe, diagnostike a vyskume vSak
musi zdolat niekolko vyziev. Medzi takéto vyzvy patri obme-
dzend dostupnost a kvalita Udajov, skreslenie Gdajov, nedos-
tatocna interpretovatelnost vysledkov, obmedzené chapanie
biolégie nddorovych zmien, pravne a etické problémy, tech-
nické problémy, nedostato¢né zovSeobecnovanie predikcii
modelov, nedostatok Standardizacie, schvélenia regula¢ny-
mi organmi, a aj vysoké naklady. Napriek tymto vyzvam sa
dosiahol vyznamny pokrok vo vyvoji a implementdcii rieSe-
ni zalozenych na Ul. S pokracujucim vyskumom a vyvojom je
pravdepodobné, Ze Ul bude v budlicnosti hrat ¢oraz dolezitej-
Siu ulohu v boiji proti rakovine. Je v§ak dolezité poznamenat,
Ze Ul by sa mala pouzivat ako nastroj, ktory pomaha ludské-
mu rozhodovaniu, a nie ju nahradzat. Okrem toho je dolezité
zabezpecit, aby boli modely Ul overené a testované a aby ne-
boli zaujaté pre urcité skupiny pacientov.
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Hastisety ako potencialne alergény

Jakub Steinhiibel’, Vojtech Boldis’, FrantiSek Ondriska'?, Marcela Bastlova', Radka Rehakova'
Medirex, a. s., Usek parazitoldgie, Bratislava

2Trnavska univerzita. Fakulta zdravotnictva a socialnej prace, Katedra laboratérnych vysetrovacich
metdd v zdravotnictve, Trnava

Koziarovité (Dermestidae) su kozmopolitne rozsirena skupina chrobakov zahfiajica mnozstvo druhov. Svojim
sposobom Zivota sa dostavaju do tizkeho kontaktu s clovekom a mozu sposobovat zdravotné komplikacie. Nie-
kolko druhov z rodu Anthrenus mozno ndjst takmer v kazdej domacnosti. Zdravotné komplikacie nevyvolavaju
priamo imaga chrobakov, ale ich larvy, ktoré maju na svojom povrchu velké mnozstvo chipkov. Uvolnené larval-
ne chipky pri kontakte s pokozkou alebo s mukéznymi membranami mdzu u citlivych oséb vyvolat alergicku re-
akciu manifestujicu sa dermatitidou alebo rinitidou. Jednym z takychto typov si hastisety, ktoré st charakteris-
tické pre kozZiarovité chrobaky podcelade Megatominae (Coleoptera: Dermestidae: Megatominae).

Klucoveé slova: hastisety, koziarovité, Dermestidae, Anthrenus, dermatitida

Hastisetae as potential allergens

Skin beetles are a cosmopolitan group of beetles comprising many species. Due to their way of life, they come
into close contact with humans and can cause health complications. Several species from the genus Anthrenus
can be found in almost every household. Health complications are not caused directly by adult beetles but
by their larvae, which have many hairs on their surface. Loose larval hairs in contact with the skin or mucous
membranes can cause an allergic reaction manifested by dermatitis or rhinitis in sensitive persons. One such type
is hastisetae, characteristic of the subfamily Megatominae skin beetles (Coleoptera: Dermestidae: Megatominae).
Keywords: hastisetae, skin beetles, Dermestidae, Anthrenus, dermatitis

Newslab, 2023; ro¢. 14 (2): 120-123

Uvod

Telo lariev koZiarovitych je pokryté mnozstvom chipkov,
ktoré maju zmyslovu alebo obrannu funkciu. Jednym z ob-
rannych typov chipkov st hastisety (obrazok 1). St to modi-
fikované kutikuldrne utvary, ktoré tvarom pripominaju kopije,
od ¢oho je odvodené aj ich pomenovanie — hasta je latinsky
vyraz pre kopiju. Nachadzaju sa na povrchu tela lariev chro-
bakov podcelade Megatominae (Coleoptera: Dermestidae:
Megatominae), kam patria aj bezne vyskytujuce sa druhy
obyvajlce ludské domacnosti. Ich medicinsky vyznam spo-
Civa v kontamindcii prostredia uvolnenymi hastisetami, ktoré
sa stdvaju stalou sucastou prachovej zlozky a pri styku s po-
koZkou, inhalaciou alebo ingesciou, m6zu u citlivych osob vy-
volat alergické reakcie. Z chrobakov patriacich do podcelade
Megatominae sa vdomacnostiach bezne vyskytuje hned nie-
kolko druhov: Anthrenus flavipes (LeConte, 1854), Anthrenus
museorum (Linnaeus, 1761), Anthrenus scrophulariae (Lin-
naeus, 1758) a Anthrenus verbasci Fabricius, 1775. Imaga
chrobdkov su ovalneho tvaru a velkosti 4 — 5 mm. Telo je po-
kryté bielymi, hnedymi a iernymi $upinkami (obrazok 2). Zi-
via sa pelom a nektarom roznych druhov rastlin. Pre ¢loveka
nepredstavuju hrozbu. Zato larvalne stadia sa Zivia organic-
kym materialom, ako je chitin, keratin a pod. Casto napadaju
zbierky hmyzu a vypchaté exponaty zvierat v mizeach. V do-
macnostiach ich najdeme na kozusinach a kozenych pred-
metoch (od ¢oho je odvodeny aj cely nazov skupiny: koZia-
rovité — Dermestidae), vinenej textilii, kobercoch a v roznom

drobnom organickom detrite tvorenom kuskami koze, srs-
tou, vlasmi, popripade perim a uhynutym hmyzom. PrileZi-
tostne napdadaju aj niektoré druhy potravin prevazne zivocis-
neho povodu.

Obrazok 1. Dospeld larva chrobaka rodu Anthrenus s vejarovito
roztiahnutymi hastisetami a exuvia predoslého larvalneho instaru
(vpravo). Uhynuty hmyz slizil larve ako potrava (foto J. Steinh(ibel).
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Obrazok 2. Liahnuce sa imdgo chrobdka rodu Anthrenus. Kuk-
la chrobdka ostdva v poslednom larvdlnom instare, ¢o vSeobec-
ne pri hmyze nie je beZny jav a sved¢i o vyznamnosti obranného
mechanizmu hastiset proti predéatorom pocas celého vyvinu (fo-
to J. Steinh(ibel).

Morfolégia a funkcia hastiset

Na tele lariev sa nachadzajui dva typy chipkov. Hrubsie spi-
cisety a jemné kopijovité hastisety. Hastisety su zastupené
najpocetnejsie, vychadzaju z dorzalnej strany tergitov, pri-
¢om najvacsia koncentraciajena 5., 6.a 7. ¢lanku. Tvar a vel-
kost hastiset variruje podla druhu larvy, z ktorej pochadza-
ju, instaru a umiestnenia na jej povrchu. Tieto morfologické
rozdiely sa daju vyuzit aj ako taxonomicky znak pri determi-
nécii jednotlivych druhov. Velkostou sa pohybuji od 150 do
900 pm a volnym okom su neviditelné™. V pokoiji st hastise-
ty ulozené pozdiz tela, v pripade nebezpe&enstva alebo v ob-
dobi prechodu larvy do vyssSieho vyvinového stéadia ich lar-
va vejarovito roztiahne. Hastisety st produktom trichogénne;j
bunky leziacej v alveole kutikuly. ZloZené su z dlhého filifor-

Obréazok 3. Detail kopijovitych hastiset ukotvenych na povrchu
tergitov larvy. Hrubsie chipky su spicisety, zvdc¢senie 100x (foto
J. Steinh(ibel).

mného drieku opatreného tfiimi na jednotlivych segmentoch.
Ukoncené su apikalnym hrotom zlozitého subkénického tva-
ru pozostavajuceho z niekolkych radidlne usporiadanych
Casti. Celym telom hastiset prechadza duty kanal ustiaci na
hrote (obrazok 3)®@. Hastisety slizia ako mechanicka barié-
ra odpudzujica predatory, ale presny spdsob ich fungova-
nia nie je celkom znamy. Bazdalna Cast hastiset — pedicel, je
miesto, kde dochadza k ich odlomeniu od tela larvy. Uvolne-
né hastisety maji extrémnu mechanickd schopnost prichy-
tavat sa a obalovat rozne objekty, za tdto vlastnost je prav-
depodobne zodpovedna aj staticka elektrina. Vol'né hastisety
kontaminuju prostredie a su potencialnymi alergénmi Clove-
ka a domacich zvierat (obrazok 4). Doposial nie je zrejmé, ¢i
alergicka reakcia vznikd mechanickym drazdenim alebo che-
mickym zlozenim hastiset. Chitin, z akého su tvorené hasti-
sety, nie je pre Cloveka vlastnym produktom. Exogénny chitin
je rozpoznavany ludskym imunitnym systémom spustajlacim
zapalovu reakciu a tvorbu chitindz katalyzujucich hydrolyzu
B-1,4-N-acetyl-D-glukozaminu v chitinovych polyméroch®.

Volné hastisety sa stavaju stalou sucastou prachovej
zlozky, inhaldciou asociuju s mukdzou respiracného traktu
a moézu byt pricinou alergickej rinitidy. Ojedinelé su pripa-
dy ndlezov hastiset v cervikalnych steroch, kam sa dostali
pravdepodobne kontaminovanymi tampénmi®9. Najviac pri-
padov je zaznamenanych pri styku hastiset s pokozkou®?,
U citlivych osbb hastisety spdsobuju alergickd kontaktnu
dermatitidu, navonok sa manifestujicu ako pruritus s izo-
lovanymi erytematdznymi papulami®®. K ingescii hastiset
dochadza kontaminovanymi zlozkami potravy. Okrem spo-
minanych druhov z rodu Anthrenus larvy granivorného dru-
hu Trogoderma granarium (Everts, 1898) napadaju sklado-
vé produkty rastlinného pévodu. Najc¢astejSie su to cerealne
produkty ako jacmen, séja, ryza a pod. Tento invazny druh sa
vyskytuje v oblasti severnej Afriky, Stredomoria, Blizkeho vy-
chodu a zasahuje az do Azie, aviak kontaminované produkty
hastisetami sa medzindrodnym obchodom dostavaju aj do
zvysnych casti sveta®.

Obrazok 4. Nendpadnd exuvia larvy na dne skatulky s drevenymi
spdradlami na zuby. Védcsina hastiset sa uvolnila do okolia (foto
J. Steinh(ibel).
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Obrazok 5. Hastisety zo vzoriek stolic a perianalnych odtlackov vysetrovanych pacientov, zvdcsenie 200x (foto J. Steinh(ibel).

4 ":k"‘-_; -AI-; A Ve -

Klinicky pripad

V mikroskopicky vySetrovanej vzorke stolice metédou
KATO sme nasli blizSie neidentifikovatelny utvar kopijovité-
ho tvaru. Tento artefakt neznameho pévodu bol fotografic-
ky zdokumentovany a ulozeny pod symbolickym oznacenim
skostra mrle” (obrazok 5 A). K neskorsej identifikacii Gtvaru
prispel iny pripad, ked bola doru¢ena neznama larva hmyzu
do nasho laboratéria. Tuto larvu sme determinovali ako lar-
vu druhu Dermestes lardarius (Linnaeus, 1758) patriacu do
Celade Dermestidae. Pri determindcii sme si vSimli, ze nie-
ktoré druhy z tejto skupiny maju na svojom povrchu utva-
ry napadne pripominajice dany artefakt. Po spatnej analy-
ze fotodokumentacie bola potvrdena pritomnost hastisety
v stolici pacienta.

Zaver

Nalezom hastiset sa nepripisuje velky medicinsky vyznam
a su zaradované medzi artefakty kontaminujuce prostredie.
V rutinnej diagnostike je v§ak potrebné brat na vedomie ich
potencialnu kapacitu vyvolavat zdravotné komplikacie ako ri-

<4 ‘..'.-'__-'. A

nitida a dermatitida. V diferencialnej diagnostike je potrebné
vylucit alergicku reakciu spésobent inym etiologickym agen-
som, autoimunitné ochorenia a bodnutie hmyzom, pre ktoré
je typické miesto vpichu. V rokoch 2019 az 2023 sme zazna-
menali vyskyt hastiset v piatich vzorkach stolice (obrazok 5
A - E) a v troch vzorkdch periandlneho odtlacku (obrazok 5
F - H). Vzhladom na nizke kvantitativne zastupenie hasti-
set vo vzorkach vysetrovanych pacientov nie je predpoklad,
Ze boli pri¢inou ich zdravotnych problémov. Tieto nalezy len
potvrdzuju, ze pacienti sa stretavaju s hastisetami a su vy-
staveni tomuto alergénu, ¢i uz konzumaciou potravy, alebo
v samotnom prostredi, ktoré obyvaju. Ku konzumadcii hasti-
set dochadza zriedkavo a ich pritomnost v stolici je nahod-
n4, ale kontakt s pokozkou moze byt ovela castejsi a mal by
byt brany na vedomie hlavne dermatolégmi. Vo svete su koz-
né alergie vyvolané koziarovitymi dobre zndme a oznacova-
né diagndézou Carpet beetle dermatitis. Je v§ak malé povedo-
mie o spdsobe, akym vyvoldvaju zdravotné komplikacie, za
ktorymi stoja chipky lariev iritujice pri kontakte ludsky orga-
nizmus. Pri podozreni na alergicku reakciu spésobenud hmy-
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zom by mal pacient zozbierat vzorky hmyzu nachadzajlceho
sa vo svojej domdcnosti a zaslat na identifikaciu. Larvy spo-
minanych druhov chrobakov ziju kryptickym zivotom, preto
sU nepozorovatelné a pacient sa s nimi stretne az pri maso-
vom vyskyte, ked' je situdcia kriticka a larvy sa objavuji vo
vacsich mnozstvach na miestach, ako su potravinové skri-
ne, pod kobercami a medzi epedami kresiel, pohoviek a pod.
Castejsie maju pacienti moznost stretnut sa s imagami, pri-
¢om typickym miestom ich zdrzovania je vnitorna parapeta
a priestor okolo okien. Do obydlia sa imaga chrobakov do-
stavaju z vonkajsieho prostredia, pozvankou su pre ne otvo-
rené okna s kvitnucimi rastlinami, na ktorych sa Zivia nekta-
rom a pelom. Oplodnené samicky potom zalietavaju dalej
do domdcnosti a kladu vajicka na rézny organicky material.
Vyliahnuté larvy v domdcnostiach nachadzaju stabilné pod-
mienky a dostatok potravy na dokoncenie vyvinového cyk-
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Intraindividualna variabilita sérovych koncentracii AMH
u neplodnych zien

Silvia Toporcerova'??3
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3Gynekologicko-porodnicka klinika LFUPJS Kosice

Sérové koncentracie anti-Miillerovho horménu (AMH) st dnes povaZované za najpresnejsi biochemicky ukazo-
vatel zasoby vajicok vo vajecnikoch. Vyuzivaju sa na predikciu vysledku liecby neplodnosti, nastupu menopau-
zy, zavaznosti niektorych metabolicko-hormonalnych patoldgii. Dlho sa predpokladalo, ze sérova koncentracia
AMH je u zeny stabilna a intra- i intercyklickd variabilita je minimalna. Dnes je uz zname, Zze koncentracie AMH
moZu varirovat az o 30 % v ramci cyklu, ¢o meni pohlad na manazZment liecby neplodnosti predovsetkym v hra-
niénych skupinach pacientok.

Kl'icové slova: anti-Miillerov hormén, neplodnost, ovarialna rezerva, in vitro fertilizacia

Intraindividual variability of serum AMH concentrations in infertile women

Serum concentrations of anti-Miillerian hormone (AMH) are today considered the most accurate biochemical
marker of the ovarian reserve. They are used to predict the outcome of infertility treatment, the onset of
menopause, and the severity of some metabolic-hormonal pathologies. It has been assumed that the serum
concentration of AMH is stable in women and that intra- and intercycle variability is minimal. Today, it is already
known that AMH concentrations can vary by up to 30% within a cycle, which changes the perspective on the

management of infertility treatment, especially in borderline groups of patients.
Key words: Anti-Miillerian hormone, infertility, ovarian reserve, in vitro fertilization

Newslab, 2023; roé. 14 (2): 124-126

Uvod

Anti-Miillerov hormén (AMH), v minulosti oznacovany aj
Miillerian - inhibiting substance, je v stCasnosti povazo-
vany za jeden z najlepSich markerov ovaridlnej rezervy. Ide
o vSeobecne akceptovany biomarker, ktory produkuji malé
antralne a preantralne folikuly ovaria — dimericky glykopro-
tein velkosti 140 kDa z rodiny TGF-B (transforming growth
factor beta). Pomenovanie dostala tdto molekula na zéklade
svojej vyznamnej funkcie pocas intrauterinného zivota u plo-
dov muzského pohlavia. V tomto obdobi je AMH produkova-
ny Sertoliho bunkami semennikov plodu a vazbou na AMH-II
receptory Millerovych vyvodov vedie k ich regresii. V pripade
zenského pohlavia nie je vo véasnom embryonalnom obdo-
bi exprimovany, ¢o vedie ku vyvoju Struktir pochadzajucich
z Miillerovho vyvodu — vajcovodov, maternice a hornej treti-
ny posvy. U diev€at dochadza k produkcii AMH az okolo 36.
tyzdna intrauterinného vyvoja™, avSak koncentracie cirkulu-
juceho horménu su velmi nizke az do 2.-4. roku Zivota diev-
Cat. Nasledne zacinaju koncentracie stlpat a vrchol dosahu-
ju vo veku 24,5 roka. Od tohto obdobia postupne klesaju az
do menopauzy®.

Biologicky zmysel produkcie AMH granul6zovymi bunka-
mi preantralnych a malych antralnych folikulov nie je uplne
objasneny. Povazuje sa za negativny regulator véasného fo-
likularneho vyvoja vzhladom na to, Ze blokuje rekrutaciu fo-
likulov zavislt od horménu stimulujiceho folikuly (FSH)®.
Napriek tomu, Ze sérové koncentracie AMH vykazuju urcité

varidcie, su vynikajucim nepriamym markerom zasoby oo-
cytov vo vajeCnikoch, ako aj prediktorom odpovede ovarii
na hormonalnu stimuldciu v protokoloch in vitro fertilizacie
(IVF). Co je v rémci asistovanej reprodukcie nemenej délezi-
1é, posledné studie potvrdili vztah medzi koncentraciou AMH
a percentom euploidnych blastocyst v programoch IVF®, ako
aj koncentraciou AMH a rizikom spontanneho potratu®. Ta-
to skutocnost je klinicky velmi vyznamna, pretoze v prvych
rokoch vyuzivania AMH ako markera ovarialnej rezervy sa
povazoval len za kvantitativny, nie v§ak kvalitativny marker
zasoby vajiCok vo vajecnikoch. Dnes je uz potvrdené, ze pri
znizenych koncentracidch AMH, je aj vyS$Sie percentualne za-
stupenie aneuploidnych oocytov.

Intra- a intercyklické zmeny koncentracie AMH
u zien

Koncentracie AMH maju vysoku interindividualnu variabi-
litu aj v rovnakych vekovych skupinach pacientov. DIhodo-
bo sa vSak AMH povazoval za marker s velmi nizkou intrain-
dividualnou variabilitou, jeho koncentracie sa povazovali za
stabilné v ramci jedného menstruacného cyklu, ako aj inter-
cyklicky. Studie z poslednych rokov viak zacali poukazovat
na skutocnost, Ze koncentracia AMH stanovend ad hoc ke-
dykolvek v priebehu menstrua¢ného cyklu nemusi byt tplne
stabilnd. Ukazalo sa, Ze na koncentracie AMH ma vplyv faza
cyklu (vyssia koncentracia vo folikularnej faze), ze intracyk-
licka variacia AMH sa méze lisit v zavislosti od veku pacien-
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tok a dokonca boli potvrdené aj cirkadidanne fluktuacie séro-
vej AMH koncentracie®. Vzhladom na to, Ze niektoré typy
gonadotropinov v protokoloch asistovanej reprodukcie ma-
ju byt podla SPC (stuhrn charakteristickych vlastnosti lieku)
davkované len na zaklade sérovej koncentracie AMH, je vel-
mi dolezité poznat tieto odchylky a do buduicnosti urcit, ako
Casto je vhodné AMH v rdmci lie¢by neplodnosti laboratérne
stanovovat a ¢i by nebolo vhodnejsie stanovovat aj tento hor-
mon v Specifickej faze menstruacného cyklu.

Interindividudlne odchylky koncentracie AMH v rovnakych
vekovych skupinach su velmi velké a v prvom rade odzrkad-
[uja réznu velkost zasoby intraovaridlnych folikulov u jed-
notlivych Zien. Dalsimi faktormi, ktoré mézu ovplyviiovat
koncentraciu AMH, su napriklad uzivanie hormonalnej an-
tikoncepcie, obezita, stanovenie pocCas tehotenstva, fajCe-
nie a uzivanie gonadotropinov v ramci ovaridlnej stimulacie.
NizSie koncentracie AMH u pacientok s hypogonadotrop-
nym hypogonadizmom, ako aj u dlhodobych uzivateliek hor-
monalnej antikoncepcie vyplyvaju z blokacie folikulogenézy
u tychto Zien, a preto koncentracia AMH v tychto pripadoch
nie Uplne realne odzrkadl'uje ovaridlnu rezervu. Posledné stu-
die potvrdili, Ze koncentracie AMH su mierne vyssie vo foli-
kuldrnej faze cyklu oproti lutedlnej faze, a to tak pri normal-
nej koncentracii AMH, ako aj u zien s nizkou alebo vysokou
ovarialnou rezervou. Koncentracia AMH by tak mohla cha-
rakterizovat skér regrutovanu kohortu folikulov v ovériu ako
celkovu kapacitu primordidlnych folikulov v ovériach. Naj-
niz8ie koncentracie AMH su zaznamendvané v obdobi stre-
docyklového vyplavenia gonadotropinov — v obdobi ovula-
cie. Tato skutocnost vysvetluje urcity vyznam molekuly AMH
v rdmci folikularneho rastu. Potvrdené boli uz aj cirkadianne
zmeny koncentracie AMH, pri ktorych sa predpoklada pozi-
tivna korelacia medzi koncentraciami AMH a LH (luteinizac-
ny hormon)@. ltracyklické variacie koncentracie AMH podla
niektorych autorov zavisia aj od veku Zeny. U mladSich Zien
variruju sérové koncentracie AMH podstatne viac ako u zZien
starsich®. Napriek tomu v§ak vacsina autorov dlhodobo po-
tvrdzuje skutoCnost, Ze tieto relativne aj absolutne intracyk-
lické aj intercyklické odchylky u jednotlivych zien, hoci su
Statisticky dokazatelné, nemaji vyznamny vplyv na zmenu
manazmentu lie¢by u neplodnych Zien a Ze jednorazovy od-
ber AMH je mozné povazovat za vynikajlci ukazovatel tak
ovarialnej rezervy, ako aj ovarialnej odpovede na hormonal-
nu stimulaciu®.

V zacCiatkoch stanovovania AMH sa za mozny faktor
ovplyviujdci interindividudine odchylky povazovali aj analy-
tické variacie spésobené rdznou dizkou a typom skladova-
nia vzorky, eventualne pouzitim réznych laboratérnych me-
t6d. Biochemickeé laboratérid nepovazuju molekulu AMH za
uplne l'ahko meratelnu aj pre jeho viaceré izoformy. Dnes sa
v8ak na stanovovanie AMH pouzivaji uz len plne automati-
zované metaddy, ktorych senzitivita a presnost sa povazuju za
velmi vysoké. Napriek tomu, Ze laboratérne subory udavaju
intraindividudlnu variaciu mensiu ako 5 %, viaceré studie po-
tvrdili, Ze tato odchylka méze presahovat az 20 % hodnoty
v ramci troch menstrua¢nych cyklov a viac ako 28 % aj v ram-
ci jedného menstruacného cyklu, ¢o sa uz stava vyznamnym
faktorom®. Predovsetkym v skupine hrani¢nych koncentracif
AMH (okolo hodnoty 1,2 ng/ml) tato fluktuacia je uz na hrane
klinickej vyznamnosti a napriek tomu, Ze asi nie je Gplnym ga-

me-changerom v rdmci hormonalnej hyperstimuldacie, moze
klinika ovplyvnit v davkovani gonadotropinov a vo vybere sti-
mulaéného protokoluy, a tym aj zmenit vysledok hormonalnej
stimuldcie. Na druhej strane existuju dnes Studie, ktoré tvr-
dia, Ze intercyklické variacie koncentracie AMH su podstatne
menej vyznamné ako varidcie intracyklické, a preto stanovo-
vanie AMH v Specifickej faze menstruacného cyklu (podob-
ne ako bazalne koncentracie FSH 2.-3. den menstruacného
krvacania) mézu objektivizovat vysledok tohto vysetrenia®.

Ovplyvnenie koncentracie AMH v sére
pri farmakoterapii

Nemozno zabudat eSte na nemenej dolezitd skutocnost,
Ze aj uzivanie niektorych liekov m6Ze vyznamne ovplyvnit sé-
rové koncentracie AMH u zien, ¢o moze viest k mis-interpre-
tacii laboratorneho vysledku. Okrem spominanej kombinova-
nej oralnej kontracepcie sa medzi latky schopné ovplyviiovat
koncentraciu AMH v sére zaraduju: metformin, analégy go-
nadoliberinu, dehydroepinadrosterdn, vitamin D, klomifencit-
rat a letrozol®. Downregulacny efekt kombinovanej kontra-
cepcie (COC - combined oral contraception) na koncentracie
AMH je zretelny dokonca uz aj po kratkodobom uzivani (na-
pr. Standardnd 12- az 21-dfova aplikacia pred hyperstimula-
ciou vajecnikov s cielom zlepsit ovarialnu odpoved zniZzenim
endogénnych gonadotropinov). Pri dlhodobejsom uzivani
COC sa zrejme tento efekt COC na koncentracie AMH nepre-
hlbuje, o sa vysvetluje adaptaciou granulézovych buniek na
znizené koncentracie FSH. Pokles AMH pri dlhodobom uzi-
vani COC moze byt zodpovedny aj za pomerne Casté ovula-
cie v prvych mesiacoch po vysadeni antikoncepcie aj u Zien,
ktoré bezne ovuldciu nemaju (predovsetkym pacientky so
syndrémom polycystickych vaje¢nikov — PCOS). Po vysade-
ni COC by tento downregulacny efekt na AMH mal vymiznut
do troch mesiacov, ked uzZ je mozné povazovat namerané
koncentracie AMH za relevantné.

Rovnaky efekt na koncentracie AMH ako COC ma pod-
I'a viacerych autorov aj metformin. Tento efekt sa prejavu-
je u pacientok s PCOS dokonca aj pri normalnej hmotnosti
pacientok, Co Ciastocne vysvetluje vyznam poddvania met-
forminu aj u neobéznych zien s PCOS®. V reprodukcénej me-
dicine ¢asto pouzivany liek dehydroepiandrosterén (DHEA)
moZe mat tiez vyznamny vplyv na sérové koncentracie AMH.
Napriek tomu, ze v stCasnosti najnovsie Studie nepotvrdili
jeho pozitivny vplyv na vysledky lieCby u pacientok s hrozia-
cim ovarialnym zlyhanim, stdle sa pomerne Casto pouziva.
Ma androgénny a slaby estrogénny efekt, ktorym by mal zlep-
Sovat intraovarialne mikroprostredie, ktoré by malo byt vhod-
nejSie na dozrievanie folikulov. Tymto vplyvom by sa mala
zlepsSovat jednak ovaridlna odpoved a jednak kvalita oocy-
tov v podobe nizsieho percenta aneuploidnych oocytov('?. Uz
pri kratkodobom uzivani DHEA méze dojst k vzostupu séro-
vého AMH, av§ak pozitivny efekt tejto lieCby na vysledky IVF
po prehodnoteni vac¢sieho poctu studii neboli potvrdené®™.

Vitamin D je dalSou molekulou, ktora sa v sic¢asnej re-
produkénej medicine ¢asto vyuziva, vzhladom na jeho pred-
pokladany pozitivny efekt na folikulogenézu a kvalitu oocy-
tov. Ovplyvnenie sérovej koncentracie AMH bolo potvrdené
pri uzivani vitaminu D u ovulujucich zien, u ktorych méze
déjst kratko po zacati liecby k vzostupu sérového AMH. Ten-
to efekt vSak nebol potvrdeny u Zien s PCOS®. Po stimula-
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cii ovarii klomifencitratom dochadza, naopak, ku kratkodobé-
mu poklesu koncentracie AMH v sére. Tento vplyv v§ak nebol
jednoznacne potvrdeny pri letrozole, ktory sa dnes povazuje
za vhodnejsi liek na navodenie ovuldcie u anovula¢nych pa-
cientok(?,

Zaver

Mozno konstatovat, Ze sérova koncentracia AMH nevy-
kazuje az taku intraindividudlnu stabilitu, aka bola primarne
predpokladana pri zavadzani tohto vySetrenia do beznej kli-
nickej praxe. Kazdopadne, vSetky ostatné biochemické uka-
zovatele ovarialnej rezervy (FSH, inhibin B) variruju intra- a in-
tercyklicky podstatne viac ako AMH. Sérova koncentracia
AMH preto zostava zlatym Standardom stanovenia ovarial-
nej rezervy zeny. PredovSetkym v kombindcii s ultrazvuko-
vym obrazom vajecnikov (pocet antralnych folikulov ovarii pri
ultrazvukovom vysetreni — AFC - antral follicle count) je ne-
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Novy pohlad na hodnotenie kvality embryi z kultivacného média
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Biomarkery vylu¢ované embryami v kultivaénom médiu maju potencial na hodnotenie kvality embryi a potenci-
alu implantacie pri oplodneni in vitro. Kvalita kultivacnych médii je kritickym faktorom v reprodukénej medici-
ne, ktory ovplyviiuje ispesnost IVF procesu. Idealne biomarkery by mali byt neinvazivne, stabilné, Specifické pre
embrya a l'ahko detegovatelné. Kultivacné médium blastocysty (SBM) pontka neinvazivny, dostupny material na
analyzu. Stddie skiimaji SBM prostrednictvom proteomiky a metabolomiky, pricom identifikuju proteiny a meta-
bolity ako potencialne markery kvality embryi.

Kldcové slova: biomarkery, kvalita embrya, in vitro fertilizacia, kultivaéné médium embrya

A New Perspective on Assessing Embryo Quality from Spent Blastocyst Media

Biomarkers secreted by embryos in the culture medium can assess embryo quality and implantation potential
in in vitro fertilization. The quality of culture media is a critical factor in reproductive medicine that affects
the success of the IVF process. Ideal biomarkers should be non-invasive, stable, embryo-specific and easily
detectable. Blastocyst culture medium (SBM) offers a non-invasive, readily available material for analysis.
Studies are investigating SBM through proteomics and metabolomics, identifying proteins and metabolites as

potential markers of embryo quality.

Keywords: biomarkers, embryo quality, in vitro fertilization, spent blastocyst media

Newslab, 2023; roc. 14 (2): 127-130

Embryo vyluCuje do extracelularneho prostredia niektoré
latky (tzv. sekretém), ktoré by mohli mat vlastnosti poten-
cidlnych biomarkerov. Extraceluldrnym prostredim pre vcas-
né embryo v rdmci jeho kultivacie v procese in vitro fertiliza-
cie je kultivacné médium. Na kvalitu kultivanych médii sa
v reprodukénej medicine kladu velmi vysoké naroky, optimal-
ne kultivaéné médium je jednym z najdélezitejSich faktorov
ovplyvnujucich kvalitu a uspesnost liecby neplodnosti. Ide-
alny embryonalny biomarker by mal byt neinvazivny, stabil-
ny, Specificky k embryu a lahko detegovatelny. Navyse od-
ber kultivacného média blastocysty (SBM, spent blastocyst
medium), v ktorom sa predimplantacné embryo vyvija, pred-
stavuje neinvazivny sposob a je 'ahko zberatelnym biologic-
kym materidlom®.

Proteomika SBM

Proteomika predstavuje Studium proteinov translatova-
nych zo Specifickych génovych produktov. Protedm zahfiia
vSetky translatované proteiny v bunke v uritom Case a za
istych podmienok, zatial ¢o sekretdém embrya zahffia pro-
teiny sekretované pocas embryonalneho vyvoja. Analyzy
kultivacného média embryi odhalili sekréciu niektorych pro-
teinov, konkrétne receptor 1 faktora nekrotizujuceho tumor
(TNFR-1), interleukinu-6 (IL-6), vaskularneho endotelového
rastového faktora (VEGFA), induktora metaloproteinazy ex-

traceluldrneho matrixu (EMMPRIN), placentéarneho rastové-
ho faktora (PLGF), adhéznej molekuly epitelovych buniek
(EpCAM) a kaspazy 3, ako aj spotrebu niekolkych protei-
nov embryom, a to C-X-C motiv chemokinového ligandu 13
(CXCL13), faktora kmenovych buniek (SCF), makrofagového
zapalového proteinu 18 (MIP-1B) a proteinu a stimulujiceho
makrofagy (MSP-a)®. Jednym z proteinov vyskytujlcich sa
v kultivaénom médiu je sérovy albumin, ktory v§ak moze bra-
nit analyze inych proteinov s podobnou molekulovou hmot-
nostou (60 — 70 kDa) vyskytujucich sa v médiu®.

Potencialne biomarkery v sekretome embrya

Rozdielne proteinové profily v sekretome kultivacného
média embrya predpokladali rozdiely v kvalite blastocysty.
Ludsky leukocytovy antigén (HLA-G) pozitivne koreluje s im-
plantaciou embrya a vysledkom tehotenstva. HLA-G ako je-
den z potencidlnych studovanych biomarkerov ma délezitu
Ulohu pri imunologickej tolerancii medzi matkou a plodom.
Je exprimovany bunkami extravilézneho trofoblastu a ma
Ulohu pri sekrécii cytokinov v ramci invazie buniek trofoblas-
tu v procese implantacie®. Napriek tomu HLA-G nie je vyuzi-
vanym biomarkerom v klinickej praxi.

Autori Cortezzi a kol.® identifikovali niekolko proteinov
pritomnych v sekretdbme embrya, z ktorych 15 predstavova-
lo pozitivne prediktory pre tehotenstvo a 10 asociovalo s ne-
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Tabulka 1. Typy RNA produkované bunkami a ich hlavné funkcie(®

Typ RNA Nazov RNA Funkcia

Housekeeping ncRNA
rRNA ribozémova tvorba zakladnej Struktury ribozomov a katalyza syntézy proteinov
tRNA transferova doblezita uloha pri proteosyntéze ako adaptéry medzi mRNA a aminokyselinami
snRNA mala jadrova Gloha pri roznych jadrovych procesoch vratane splicingu prekurzorovej mRNA
snoRNA mala jadierkova pomaha pri spracovani a chemickej modifikacii rRNA

Regulacné ncRNA
miRNA mikro reguldcia génovej expresie zablokovanim translécie Specifickych mRNA a néslednd degradécia
SiRNA mald interferujica éﬁ?é%(gt\?ﬁgifeﬁéégﬁﬁéreyxpreSie priamou degradaciou $pecifickej mRNA a zachovanie kompaktnej
piRNA piwi-interagujuca vézba na piwi proteiny a ochrana zadrodoc¢nej linie pred transponovatelnymi prvkami
IncRNA dlha nekddujuca tzv. leSenie, reguldcia mnozstva bunkovych procesov vratane inaktivacie chromozému X
circRNA cirkulujuca inhibicia aktivity miRNA

gativhym vysledkom tehotenstva. Najviac reprezentativhym
proteinom s pozitivnym vysledkom tehotenstva bol Jumon-
ji protein (JARID2), ktory je stcastou komplexu histénovej
metyltransferazy podielajucej sa na reguldcii génov pre em-
bryonalny vyvoj. Coraz viac pozornosti sa upriamilo na tlohu
apolipoproteinu A1 (ApoA1) v skorom embryonélnom vyvo-
ji. Jeho zvysena koncentracia bola pritomna v SBM 4-5-diio-
vych embryi, ktoré boli charakterizované vy$sim morfologic-
kym stupfiom vyvoja. V dalSej Studii bola expresia ApoAT
zvySena v sekretéme 2-3-dfiového embrya, av§ak znizena
v médiu v stvislosti s tspesnym tehotenstvom®). Predpokla-
dalo sa, Ze rézne izoformy hCG vyskytujice sa v sekretéme
embrya, by mohli predpovedat Uspesnost embryonalneho
transferu alebo aj abnormadlne embryd. Koncentracia HCG
v SBM pozitivne koreluje so statusom skorého embryonal-
neho vyvoja aj s implantaénym potencidlom®. Embryo vyvi-
jajuce sa do Stadia blastocysty je charakteristické zvySenou
hladinou expresie EMMPRIN, stimulujiceho fibroblasty na
syntetizovanie MMP, v porovnani s embryami, ktoré sa nevy-
vinuli. Hladina kaspazy-3 bola nizsia pri blastocystach vyssej
kvality. Zvysena hladina expresie VEGF-A, IL-6 a EMMPRIN
korelovali s kratsim ¢asom tvorby moruly®,

Metabolomika SBM

Koncentracie vSetkych metabolitov v kultivathnom mé-
diu embryi skima metabolomika. Metabolity, ktoré sa me-
nia v dosledku metabolickych a environmentalnych zmien,
predstavuju vyborny indikator bunkovej aktivity a taktiez moé-
Zu predstavovat potencialne biomarkery pre vyber viabilného
embrya s najvy$Sou Uspesnostou pre transfer®. Zistené kon-
centracie niektorych metabolitov (2-metylglutarat, 3-amino-
izobutyrat, 3-hydroxyizovalerat, acetat, acetoacetat, alanin,
citrat, formiat, glutamat, glycin, laktat, tryptofan) v kultivac-
nom médiu embrya preukdzali vyrazne rozdiely medzi em-
bryami, ktoré boli Uspesne implantované, a tymi, ktoré neboli.
V dalSej studii bola pozorovana vyznamne zvySena spotre-
ba pyruvatu a laktatu v SBM blastocyst, ktoré neboli schop-
né adherovat. Takisto bol u nich pozorovany nizsi pomer py-
ruvatu/alaninu®®,

Embryo vyvijajice sa v kultivatnom médiu vyuziva pre svoj
rast niektoré aminokyseliny pritomné v médiu a niektoré ami-
nokyseliny do média vylucuje. Tento obrat aminokyselin bol
povazovany za vhodnu metddu pri vybere embrya pre trans-

fer. Vysokokvalitné embrya v Stadiu blastocysty spotrebovali
vacsie mnozstvo leucinu a produkovali va¢sie mnozstvo ala-
ninu v porovnani s embryami nizkej kvality. Obrat troch ami-
nokyselin (asparaginu, glycinu a leucinu) vyznamne korelo-
val s klinickym tehotenstvom(". ,Fingerprint“ aminokyselin
z kultivaného média embrya moéze sluzit na urcenie jeho
implantacného potencidlu. V dalsej studii® boli v kultivac-
nom médiu 3-diového embrya pritomné aminokyseliny se-
rin, histidin, kyselina asparagova a alanin, ktoré preukazovali
signifikantné rozdiely v koncentracii medzi skupinami s po-
zitivnym a negativnym vysledkom tehotenstva. Metabolické
profilovanie kultivaénych médii odhalilo vy$siu spotrebu pro-
linu, treoninu, lyzinu, metioninu, tyrozinu a fenylalaninu em-
bryami s niz§im vyvojovym potencidlom. V SBM s vyslednym
uspesnym tehotenstvom bol pozorovany vyznamne nizsi po-
diel pyruvatu a treoninu v porovnani s kontrolnym médiom
bez kultivacie embrya(?. Profilovanie metabolomu kultivac-
ného média embrya vyzaduije citlivé nastroje na detekciu ma-
lych zmien, ale nezarucuje predikciu implantacného potenci-
alu embrya(1014),

Transkriptomika SBM — malé nekddujice RNA

RNA molekuly okrem toho, ze st nosi¢mi genetickej infor-
macie potrebnej na Specifikaciu poradia aminokyselin pocas
proteosyntézy (mRNA), zohravaju v bunkach mnoho uloh (ta-
bulka 1). RNA bez kédujiceho potencialu, teda nekddujlce
RNA (ncRNA) molekuly, st findlne produkty ostatnych génov.
Na rozdiel od koédujicich RNA nekdduja proteiny, o vSak ne-
znamena, ze nemaju svoju funkciu v bunkach. Tieto RNA hra-
ju dolezitu ulohu pri regulacii génovej expresie, ako aj ochra-
ne genému pred virusmi a transponovatelnymi prvkami. Po
prvykrat boli ncRNA objavené v roku 186909,

Malé nekoédujice RNA (sncRNA) vratane miRNA, siRNA
a piRNA reguluju génovu expresiu prostrednictvom parova-
nia s cieflovymi RNA molekulami a mézu spésobit inhibiciu
translacie alebo degradaciu RNA, ako aj tvorbu heterochro-
matinu na DNA, ¢o ovplyvnuje transkripciu®®. Za posledné
roky pribudli Studie opisujuce délezitd Glohu sncRNA vrata-
ne mikroRNA (miRNA), malych interferujicich RNA (siRNA)
a piwi-interagujucich RNA (piRNA) v reprodukénom systéme.
Pochopenim ich funkcie v ramci gametogenézy a embryoge-
nézy by mohlo pomact pri moznych pricinach netispesnejim-
plantécie v IVF procese(.
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MiIRNA z kultivacného média ako biomarker
kompetencie embryi

MiRNA je evolu¢ne konzervovana rodina malych nekédu-
jucich RNA a je dolezita pri regulacii mnozstva biologickych
procesov, akymi su proliferacia, diferenciacia, angiogenéza,
migracia, apoptdza a karcinogenéza. Ich délezitou ulohou
je tzv. gene silencing, utiSovanie génov priamym naviaza-
nim na Specifické molekuly mRNA, ¢im umoznia ich degra-
daciu, resp. utlmenie translacie. MikroRNA, ktoré sa spajaju
s procesmi diferenciacie blastocysty, su Specifické produk-
ty embrya, pricom najvacsim zdrojom miRNA v SBM s pra-
ve bunky TE(®). Kultivacné médium, kde sa embryo vyvija,
predstavuje l'ahko dostupny biologicky material. MiRNA pro-
fil z kultivacného média by mohol predstavovat prediktivny
biomarker klinického vystupu pri IVF cykloch®. Zygota aj ma-
turovany oocyt maju podobny miRNA profil, ¢o znamen3, ze
miRNA zygoty suU matersky zdedené. Hned po prvom dele-
ni embrya (2-bunkové stadium) je az 60 % materskych miR-
NA transkriptov downregulovanych. Uloha materskych miR-
NA vo vyvoji embrya eSte sice nebola preukazang, je zrejmé,
ze zohrdvaju svoju Ulohu pri vyvoji uspesného embrya alebo
aj urcovania pohlavia(”.,

Idedlny embryonalny biomarker by mal mat nasledovné
charakteristiky: neinvazivnost, stabilita v priebehu ¢asu, Spe-
cificita k embryu a 'ahkd detekcia urCenia kompetentného
embrya®. Pri poruchach reprodukcie, ked' st v bunkéch nie-
ktoré drahy deregulované, dochadza k zmene expresie miR-
NA, ktoré tieto drahy reguluju. Uz McCallie a kol.(® pouka-
zali na netypicky miRNA profil z blastocyst od neplodnych
zien. Prave preto by mohol zmeneny miRNA profil obsaho-
vat vlastnosti charakteristické pre molekulovy biomarker ne-
kompetentného embrya.

Viac ako 2 500 miRNA molekul sa zdic¢astnuje na vacsine
biologickych procesov vratane regulacnych drah v skorom
embryonalnom vyvoiji, z toho 130 miRNA je exprimovanych
v ludskych blastocystach(. Autori Capalbo a kol.® po prvy-
krat vyuzili potencial kvantifikacie miRNA v I'ahko dostup-
nom biologickom materiali, t. j. v kultivaénom médiu blasto-
cysty (SBM - spent blastocyst medium) a vyzdvihli potencial
miRNA ako biomarkera pre studium selekcie embryi. Charak-
terizovali dve miRNA so zvysenou expresiou (96 %) pri im-
plantovanych blastocystach, miR-20a a miR-30c.
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PiRNA z kultivaéného média ako biomarker
kompetencie embryi

Piwi-interagujice RNA (piRNA) sa zaraduju medzi sncR-
NA molekuly eukaryotickych organizmov, Specificky sa vy-
skytujuce v zarodocnej linii, blokujuce pohyb transponovatel-
nych elementov. Ulohou piRNA je regulédcia génovej expresie
degradaciou mRNA alebo génovym utimovanim. PiRNA inte-
raguju s proteinom PIWI a zohravaju ulohu pri fyziologickych
procesoch — spermatogenéza, vyvoj folikulov a embryonalny
vyvoj, ale aj pri patofyziologickych procesoch — angiogenéza,
apoptdza, zapal, proliferacia a diferenciacia™.

Autori studie Timofeeva a kol.?9 skimali piRNA a miR-
NA molekuly v suvislosti s morfologickym statusom embrya
a jeho implantaénym potencidlom. Zistili rozdiely v expre-
sii piRNA (piR-16735, piR-17716, piR-19675, piR-20326, piR-
20401) a miRNA (let-7 b-5p, let-7i-5p) v zavislosti od kvali-
ty embrya. Dalej identifikovali vysoko exprimované sncRNA
(piR-11291, piR-1311, piR-15026, piR-15462, piR-16735, piR-
19122, piR-19675, piR-20381, piR-4880) v kultivatnom mé-
diu vo faze moruly, ktoré ovplyviiuju expresiu génov patria-
cich do roznych funkénych kategérii.

Zaver

Na zaver mozno konstatovat, Ze vyluCovanie latok embrya-
mi do extraceluldrneho prostredia, predstavuje perspektivny
zdroj potencialnych biomarkerov. Kultivacné médium pouzi-
vané v ramci in vitro fertilizacného procesu zohrdva kluco-
vU Ulohu v oblasti reprodukénej mediciny a vyzaduje vysoké
Standardy kvality. Idedlny embryonalny biomarker by mal byt
neinvazivny, stabilny, Specificky pre embrya a l'ahko identifi-
kovatelny. VyuzZitie kultivacného média blastocysty (SBM) po-
skytuje neinvazivny a dostupny material na analyzu. Studie,
ktoré sa zaoberaju proteomikou, metabolomikou a transkrip-
tomikou, identifikovali proteiny, metabolity a malé nekéduju-
ce RNA v SBM ako potencialne ukazovatele kvality embryi.
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Kazuistika neurosyfilisu u 50-rocného pacienta 15 rokov
po sérologickej konfirmacii infekcie Treponema pallidum

Oxana Sulikova', Alena Kos¢alova2?

'Klinicka mikrobiolégia, Medirex, a.s.

2Klinika infektologie a geografickej mediciny, UN Bratislava
3Lekarska fakulta, Slovenska zdravotnicka univerzita

Syfilis je ochorenie vyvolané spirochétou Treponema pallidum. Ochorenie prebieha v niekolkych Stadiach, pricom
posledné terciarne stadium syfilisu nastava priblizne o 10-20 rokov po infekcii asi u tretiny nelieéenych pacien-
tov. Klinicky sa moze prejavit ako gumatdzny syfilis, neurosyfilis alebo kardiovaskularny syfilis.

V kazuistike je dokumentovany zriedkavy pripad terciarneho $tadia syfilisu u 50-roéného pacienta, u ktorého
bola diagnéza syfilisu stanovena pred 15 rokmi. Pacient bol prijaty na Neurologicku kliniku pre nespecifické
neurologické tazkosti vzmysle slabosti dolnych koncatin a dyzartrie. Po MRI vysSetreni, likvorovom a sérologickom
vySetreni autochténnej produkcie protilatok proti Treponema pallidum bola stanovena diagnéza neurosyfilisu.
Pacient bol preloZeny na Kliniku infektoldgie a geografickej mediciny. Po antibiotickej, kortikoidnej a analgeticko-
myorelaxacnej liecbe s rehabilitaciou u pacienta dochadza k zlepseniu stavu. V ¢ase prelozenia na Oddelenie
dlhodobo chorych bol pacient bez tuplného vyliecenia ad integrum.

Kldcové slova: Treponema pallidum, syfilis, neurosyfilis, encefalomyelitida

The case report of neurosyphilis in a 50-year-old patient 15 years after Treponema pallidum infection

Syphilis is a disease caused by the spirochaete bacterium Treponema pallidum. The disease proceeds in several
stages, with the last tertiary stage of syphilis occurring approximately 10-20 years after infection in about a third
of untreated patients. Clinically, it can manifest as gummatous syphilis, neurosyphilis or cardiovascular syphilis.
The case report documents a rare case of tertiary-stage syphilis in a 50-year-old patient diagnosed with syphilis
15 years ago. The patient was admitted to the Neurological Clinic for non-specific neurological problems
regarding lower limb weakness and dysarthria. The diagnosis of neurosyphilis was established after an MRI
examination, cerebral fluid, and serological examination of autochthonous production of antibodies against
Treponema pallidum. The patient was transferred to the Clinic of Infectology and Geographical Medicine. The
patient’s condition improves after antibiotic, corticoid, and analgesic-myorelaxant treatment with rehabilitation.
At the time of transfer to the Department of Long-Term Patients, the patient was without complete recovery ad
integrum.

Keywords: Treponema pallidum, syphilis, neurosyphilis, encephalomyelitis

Newslab, 2023; ro¢. 14 (2): 131-133

Uvod 0d 2-5 tyzdnov az 2 roky po zhojeni primarnej |ézie nasta-

Syfilis je celosvetovo rozsirené ochorenie, vyvolané spi-
rochétou Treponema pallidum. K prenosu povodcu infekcie
dochadza pohlavnym stykom, tesnym kontaktom so slizni¢-
nymi a koznymi léziami, krvou alebo transplantatmi a trans-
placentarne.

Syfilis ma 3 stadida — primarne, sekunddrne a tercidrne.
Tieto Stadia nemusia prebehnut vsetky, znacna cast pacien-
tov po prekonani prvého alebo druhého stadia pésobia ako
zdravi®,

Inkubaéna doba infekcie je asi 3 tyzdne, po ktorych nasta-
va primarne stadium, ktoré sa moze prejavit ako ulcus du-
rum. Po 3-8 tyzdnoch dochadza k jeho spontannemu zho-
jeniu aj bez terapie. V Uvode nie je pritomna protilatkova
odpoved organizmu. K tvorbe nespecifickych (reaginovych)
protildtok dochadza az cca o 10-15 dni od ulcus durum, t.j.
az 4-5 tyzdnov po infekcii®.

va sekundarne stadium s nespecifickymi zapalovymi priznak-
mi, koznymi (makulopapul6zny exantém) a sliznicnymi lézia-
mi (condylomata lata). Tieto prejavy sa zhoja za 2-6 tyzdrov,
avsak u nelie¢eného pacienta sa kozné relapsy mo6zu opako-
vat aj kazdé 2-4 roky. Nasleduje obdobie latencie, ked klesa
titer reaginovych nespecifickych protilatok, Specifické su sta-
le pritomné (tieto pretrvavaju u imunokompetentného jedinca
po cely Zivot — tzv. ,syfiliticka sérologicka jazva“). MoZe per-
zistovat intermitentna bakteriémia, hrozi riziko transplacentar-
neho prenosu. Postupne infekénost klesa, no v latentnej forme
moZzu treponémy prezivat v organizme az do konca Zivota®@.

Bez lieCby syfilis zvyCajne o 10-20 rokov prechadza do
terciarneho Stadia. Gumatdzne prejavy terciarneho stadia su
lokalizované najcastejSie v kozi, kostiach, slizniciach a réz-
nych vnatornych organoch, pricom mézu a nemusia v nich
byt pritomné treponémy.
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Pri kardiovaskuldrnom syfilise vznika endarteritida v mies-
te proximalnej aorty, zapal moze byt aj v mieste koronarnych
artérii a prejavit sa ako syfiliticka angina pectoris. Cely pro-
ces moze viest az k aortalnej insuficiencii a disekujucej ane-
uryzme vzostupnej ¢asti aorty@?,

Neurosyfilis moze mat rézne prejavy: chronickd menin-
gitida, vaskuldrne a parenchymatézne lézie v mozgu a mie-
che, demyelinizacné zmeny, mozgova atrofia, tabes dorsalis
a progresivna paralyza®. Na podklade autoimunitného pro-
cesu pri tabes dorsalis dochadza k zapalu a atrofii zadnych
korenov miechy s naslednou ataxiou a bolestami. Pritomna
moze byt aj atrofia optického nervu. Ochorenie zacina boles-
tami vystrelujicimi do dolnych koncatin, ataxiou, dochadza
k strate proprioceptivnych reflexov®. Poskodenie zadnych
korenov je tazké a rozsiahle.

K nakaze moze dojst aj transplacentarnou cestou, ¢o sa
prejavi Hutchinsonovou triddou — hluchota, postihnutie zu-
bov a keratitida aZ slepota®.

Zlatym Standardom v diagnostike su sérologické testy na
dokaz protilatok. Vysetruju sa nespecifické (netreponémo-
vé, napr. RRR — rychla reaginova reakcia, RPR - rapid plas-
ma reagin, VDRL — Venereal disease research laboratory)
a Specifické protilatky (treponémové, napr. TPPA — Trepone-
ma Passive Particle Agglutination, TPHA — Treponema pal-
lidum hemagglutination, anti-T.pallidum IgM+IgG pomocou
imunoanalyzy).

Kazdy reaktivny nalez v skriningovych testoch proti T. palli-
dum je nutné potvrdit konfirmacnym testom v NRC (Narodné
referencné centrum) pre syfilis. V diagnostike neurosyfilisu
je zakladom ddkaz intratekalnej produkcie Specifickych pro-
tilatok proti Treponema pallidum.

Kazuistika

Pacient bol pdvodne hospitalizovany na Neurologickej kli-
nike UNB akad. L. Dérera zaCiatkom septembra 2022 pre bo-
lesti a slabost oboch dolnych koncatin, neschopnost statia
a pohybu. Pri prijati bol pacient plne orientovany, logoroic-
ky, s miernou dyzartriou. Dokazal sa posadit bez tazkosti,
hybnost vsetkych koncatin bola zachovang, avsak pre sla-
bost dolnych koncatin sa nedokazal udrzat na nohach. Po
vstupnych vySetreniach bola realizovana lumbalna punkcia.
V likvore bol pritomny cytologicky nalez zmieSanej mono-
nukledrne-granulocytarnej pleocytézy. Na CT mozgu bol na-
lez bez loziskovych zmien intrakrania v nativnom CT obra-
ze, cievy WO (Willisov okruh) boli primerane opacifikované
bez stendz a okluzii. Bolo realizované MRI vySetrenie moz-
gu, kde boli pritomné signdlové zmeny supratentoridlne aj
infratentoridlne, neostro ohrani¢ené. Diferencidlne diagnos-
ticky prichadzali do uvahy zapalovo-demyelinizaéné zme-
ny, resp. ADEM (akutna diseminovand encefalomyelitida).
Bolo odporucené patrat po infekte v anamnéze a korelovat
nalez s likvorologickym vysSetrenim. V ramci diferencialnej
diagnostiky bola vyli¢end neuroboreliéza, HIV infekcia, bo-
li vySetrené autoprotilatky proti antigénom neurénov s ne-
gativhym vysledkom. V sérologickom laboratériu oddelenia
mikrobiolégie (Medirex, a.s.) bola dokézana pritomnost au-
tochténnej produkcie protilatok proti Treponema pallidum
s indexom 6,25 (cut-off >=6,0). TPPA titer v sére bol 20 480
a v likvore 128. Z netreponémovych testov bola realizovana
RPR s titrom 2 v sére a negativnym vysledkom v likvore. N&-

lez bol hldseny na Neurologicku kliniku a vzorka bola odo-
sland do NRC pre syfilis v KoSiciach. Pacient negoval syfilis
v predchorobi, dodato¢ne v§ak udaval rizikové sexualne kon-
takty v minulosti.

Po stanoveni diagndzy neurosyfilis bola zacata antibio-
tickd liecba ceftriaxdnom a pacient bol prelozeny na KIGM
(Klinika infektolégie a geografickej mediciny) UNB. Tam bola
prehodnotena antibiotickd lieCba a po 5 dihoch zmenena na
benzylpenicilin s poddvanim a 6 h i.v. Postupne bolo doplne-
né MRI vySetrenie miechy s nalezom multifokalneho postih-
nutia miechy v C useku s maximom C2/3-C5 a longitudindlne
postihnutie Th3-Th10. V korelate s klinickym udajom neuro-
syfilisu islo o obraz encefalomyelitidy. Neurolégom boli kon-
Statované klinické prejavy difizneho/diseminovaného po-
stihnutia CNS - klinicky stav s kolisanim symptomatiky. Za
ucelom dalSej lieCby a monitorovania pacienta bol pacient
prelozeny na oddelenie JIS KIGM. Vzhl'adom na progredu;ju-
cu dyzartriu a poruchu okulomotoriky bolo znova realizova-
né akutne MRI mozgu (po 3 tyzdnoch od predchadzajliceho)
s nalezom progresie rozsahu signalovych zmien v.s. zapalo-
vého charakteru supra- a infratentoridlne, aj s okrskami post-
kontrastného sytenia. Nasledne bola realizovana kontrolna
lumbalna punkcia (s odstupom 10 dni od prvej), kde v cytolo-
gickom ndleze bol pozorovany vzostup polynuklearnych ele-
mentov. V sérologickych parametroch bola znova potvrde-
na intratekalna tvorba protilatok proti T. pallidum s indexom
12,5 (cut-off >=6,0). Pre d'alSie vyznamné zhorSovanie neuro-
logického deficitu bolo pacientovi zmenené podavanie ben-
zylpenicilinu na kontinudlne a do lieCby pridany intravenézny
dexametazon. Nasledne bolo evidované markantné zlepSe-
nie klinického stavu. Po rehabilitacii sa pacientovi postupne
zlepsSovala hybnost koncatin, vedel sa polohovat na 16zku,
s pomocou presiel par krokov, mierne sa zlepsila aj rec. Liec¢-
ba penicilinom bola ukoncena celkovo po 14 drioch, dexa-
metazénom po 9 dnoch. Pacient v celkovo stabilizovanom
stave, s dyzartriou, l'ahkou lavostrannou hemiparézou, zlep-
Sujucou sa po rehabilitacii, plne orientovany, bol prelozeny na
Oddelenie dlhodobo chorych v rajéne. Dodato¢ne bol obdrza-
ny vysledok z NRC pre syfilis s potvrdenim pozitivity v netre-
ponémovych aj treponémovych testoch v sére, s poznamkou
evidencie pacienta v databaze NRC od roku 2007.

Diskusia

Incidencia pripadov syfilisu celosvetovo stéle rastie. V ro-
ku 2019 bolo hlasenych 35 039 pripadov v 29 ¢lenskych §ta-
toch EU, s incidenciou 7,4 pripadov na 100 000 obyvatelov
(oproti roku 2015, ked bolo hlasenych 27 976 pripadov, t. j. in-
cidencia 5,9/100 000 obyv.). Na Slovensku bolo v roku 2019
hlasenych 262 pripadov syfilisu®. V roku 2021 bol oproti ro-
ku 2020 podla NCZI (Narodné centrum zdravotnickych infor-
macifi) na Slovensku zaznamenany 76 %-ny narast syfilisu
(294 pripadov vs. 167 pripadov v r. 2020)®. DoCasné znize-
nie poCtu pripadov hldsenych v SR v roku 2020 bolo prav-
depodobne zapri¢inené zhorsenou dostupnostou zdravot-
nej starostlivosti v ¢ase protipandemickych opatreni proti
COVID-19.

V roku 2019 bol syfilis hlaseny takmer 9-krat CastejSie
u muzov ako u zien (s incidenciou 12,8 pripadov/100 000
obyvatelov u muzov vs. 1,5 pripadov/100 000 obyv. u Zien).
Medzi rizikové skupiny populdcie patria muzi, ktori maju po-

132

2/2023
newsla




Kazuistiky

hlavny styk s muzmi, drogovo zavisli, aj promiskuitni jedin-
ci®,

Pacient, ktorého pripad je prezentovany, mal diagnézu sta-
novenu uz v roku 2007, ked' udajne mal byt prelieceny rajon-
nym dermatoveneroldgom. Kedze nemame blizSie zaznamy
o absolvovanej terapii, méZeme sa len domnievat o udalos-
tiach veducich k rozvoju neurosyfilisu. Mohlo ist o nedostatoc-
ny, resp. nedostatocne dlhu liecbu, alebo o nelie¢end reinfek-
ciu (vzhladom k pocetnym rizikovym kontaktom v minulosti).

Vzhladom k tomu, ze klinicky obraz neurosyfilisu je vel-
mi premenlivy, stanovenie diagndzy na jeho zaklade je vel-
mi zlozité. Preto sa treba v diagnostike opierat o zobrazova-
cie a laboratérne diagnostické metédy. Medzinarodna Unia
proti sexualne prenosnym infekciam (IUSTI - International
Union against Sexually Transmitted Infections) a Centra pre
kontrolu a prevenciu choréb (CDC - Centers for Disease Con-
trol and Prevention) stanovili Standardizované definicie neu-
rosyfilisu. Pouzili kombinaciu klinického obrazu, sérologické-
ho dokazu syfilisu (pozitivne TPHA/TPPA a/alebo FTA-ABS
- Fluorescent treponemal antibody absorption test, ako aj
pozitivny VDRL/RPR test) a abnormalit v likvore (pleocytéza
- leukocyty, proteinorachia)®. Podla guideline stanoveného
pre diagnostiku syfilisu (IUSTI) je VDRL v likvore pozitivny len
u cca 1/3 pacientov s neurosyfilisom®. U nasho pacienta sa
nerobil VDRL test, ale netreponémové protilatky sme vySetri-
li testom RPR — boli pritomné len v sére.

Pozitivny TPHA/TPPA test v likvore nepotvrdzuje diagnoé-
zu, avSak pri negativhom vysledku je diagn6za neurosyfilisu
velmi nepravdepodobnd. Na vyhodnotenie miery signifikant-
nosti TPPA v likvore je mozné vypocitat niekolko indexov,
ktoré beru do Uvahy prenos cez hematoencefalicku bariéru,
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Ziaden z nich v8ak nepreukazal vyznamné praktické vyuzi-
tie®. Treponémové testy v likvore su citlivejsie ako VDRL, av-
Sak ich $pecifickost je nizsia. Obmedzené tdaje naznacuju,
Ze TPPA (ako aj TPHA) test s titrom > 640 je Specificky pre
diagndzu neurosyfilisu®. Podla dalSieho zdroja® sa zistilo,
Ze titer TPPA > 320 alebo > 640 ma vysoku $pecifickost pre
neurosyfilis (89-96 %), ale nizku citlivost (12-48 %).

Prezentovany pripad tento titer nedosahoval (vysledok
TPPA bol 128), index intratekalnej syntézy Specifickych pro-
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zu (nejasna dizka trvania tazkosti — non-compliance pacien-
ta pri odoberani anamnézy), nalezu MRI vysetrenia, likvoro-
vého nalezu (pleocyt6za, proteinorachia) a pozitivity TPPA
v sére/likvore bola stanovena diagndza neurosyfilisu.

Podla kritérii CDC (Centers for Disease Control and Pre-
vention)(% by sme prezentovany pripad definovali ako prav-
depodobny neurosyfilis. AvSak pre porovnanie — podla ne-
meckého odborného usmernenia, vzhladom na detekciu
intatekalnej syntézy Specifickych protilatok ide o preukdaza-
ny neurosyfilis.

Zaver

Prezentovany pripad pacienta, ktorému bola diagnéza ne-
urosyfilisu stanovena pomerne kratko po hospitalizacii pre
neurologické polymorfné priznaky, poukazuje na nevyhnut-
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tratekalnej syntézy protilatok. Cielom ¢lanku bolo opisat ne-
$pecifické klinické prejavy neurosyfilisu a zd6raznit potrebu
spoluprdce neuroléga, infektoldga a klinického mikrobioléga
pri stanoveni diagnézy.
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Elastofibroma in the rearfoot. Report of a rare case

Michal Zamec¢nik, MD"2, Juraj Masaryk, MD?
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Elastofibroma in extremely rare location of rearfoot is described. The tumor occurred in 57-ys-old man with re-
cent history of arthrosis of the 1st metatarsophalangeal joint and with history of unspecified trauma of rearfoot
in childhood. The 1.2 cm lesion showed typical histological and immunohistochemically features of elastofibro-
ma. It was paucicellular and composed of bland fibroblasts and mature appearing fat cells, with dense intercel-
lular collagenous matrix that contained numerous elastic fibers. The fibroblasts of the lesion expressed CD34
and were negative for alpha smooth muscle actin, desmin, S100 protein and beta-catenin. The case demonstra-
tes that the diagnosis of elastofibroma should be considered also by examination of non-periscapular lesions.
From pathogenetic point of view, the tumor in present case was caused probably by chronic minor trauma, like
it is supposed for common periscapular elastofibromas.

Keywords: elastofibroma, soft tissue, rearfoot, CD34, arthrosis, trauma

Elastofibrom na pate. Popis zriedkavého nalezu

V kazuistike je popisany elastofibrom v enormne zriedkavej lokalizacii na pate. Jednalo sa o 1,5 cm-ovy tumor
pravej paty u 57-roéného muza, s trojroénou anamnézou artrézy prvého metatarzofalangealneho kibu a s histériou
urazu paty v mladosti. Tumor bol priemeru 1,2 cm a mal typické histologické a imunohistochemické znaky
elastofibromu, s hypocelularnou blandnou populéaciou fibroblastov, zrelymi adipocytmi, po¢etnymi elastickymi
vlaknami, imunohistochemickou expresiou CD34 a negativitou na aktin, desmin a beta-katenin. Pripad ukazuje,
Ze diagnozu elastofibromu je potrebné zvazovat aj pri léziach mimo typickej periskapularnej lokalizacie.
Pravdepodobnou patogenézou popisaného tumoru je chronickd mechanicka traumatizacia tkaniva, podobne
ako sa predpoklada u ,konvenénych” periskapularnych elastofibromov.

Klicové slova: elastofibrom, makké tkaniva, pata, artréza, trauma
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Introduction region of the origin of the plantar band and adjacent soft tis-
Elastofibroma, described firstly by Jarvi and Saxen? is  sues (figure 1).

a benign soft tissue lesion composed of fibroblasts which

produce abundant elastic type fibers®4. It occurs usually

in the subscapular region in the elderly population. Accor-  Figure 1. Coronal magnetic resonance image of the foot shows

ding original studies, it is predominant among females(®;  tumoroid lesion (arrow) with signal density that corresponds with

but another large series of 122 cases shows mild male pre-  lesion’s fibroadipous histology.

dominance®. Subscapular region is typical for elastofibroma

(it is almost diagnostic of it), whereas other locations are ve-

ry rare®. Recently, we have seen elastofibroma arising aty-

pically in the rearfoot. To our knowledge, only one case was

reported in this location before®. We would like to present

our case here.

Report of the case

In a 57-ys-old man, extirpation of the right rearfoot tumor
along with arthrodesis of 1st metatarsophalangeal joint we-
re performed. The patient had arthrosis of 1st metatarsopha-
langeal joint and long-lasting snapping sensations and mild
pain of the rearfoot especially by walking. He mentioned
rearfoot trauma by intense landing after a jump in his youth,
with subsequent long lasting pain. Magnetic resonance ima-
ging of the right foot revealed 1,2 cm tumoroid lesion in the
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Figure 2. Elastofibroma showing typical features, such as pau-
cilellular population of bland fibroblastic cells, abundant and
deeply eosinophilic elastic fibers, and mature adipose tissue.
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Figure 4. Inmunohistochemical expression of CD34 in fibroblas-
tic cells of elastofibroma.
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Other medical history of the patient included autoimmune
thyroiditis, stage 2 hypertension, celiac disease, duodenal ul-
cer, and sigmoid diverticulosis. Family history of the patient
did not include any soft tissue lesions.

After the extirpation of the rearfood lesion, two pieces of
tissue was submitted for histologic examination. Grossly,
the fragments were of irregular shape, measuring 1,5 cm x
Tcmx0,5cmand1,5cmx1cmx0,5 cm, respectively. They
were of fibrous and lipomatous appearance, without necro-
sis and hemorrhage. Histologically, the lesion was uncircum-
scibed and it was composed of paucicellular population of
bland fibroblasts, with collagenous matrix containing abun-
dant elastic fibers (stained positively by orcein stain) (figures
2 and 3). Groups of adipocytes were seen between strands
of mentioned fibrous tissue. Immunohistochemically, the fib-
roblastic cells were positive for CD34 (figure 4), and were
negative for alpha-smooth muscle actin (figure 5), desmin,
S100 protein and beta-catenin. Adipocytes expressed S100

Figure 3. Elastofibroma contains numerous elastic fibers which
are positive by orcein stain.

Figure 5. Alpha-smooth muscle actin is negative, with positivity
limited to pericytes (serving as internal control).
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protein. Based upon these findings the diagnosis of elasto-
fibroma was rendered.

Discussion

In our case, pathologic finding was typical for elastofib-
roma. The lesion was paucicellular and composed of bland
fibroblasts and mature appearing fat cells, with dense inter-
cellular collagenous matrix that contained numerous elas-
tic fibers. Immunohistochemically, the fibroblasts were po-
sitive for CD34, and negative for muscle markers such as
alpha-smooth muscle actin and desmin. This phenotype is
characteristic for elastofibroma®).

Interesting finding in our case represents the atypical lo-
cation in the rearfoot. As mentioned above, common elas-
tofibromas occur in subscapular area. Rare cases were re-
ported in other regions, such as the hand®, thigh®, deltoid
muscle®, gluteal region(9, axilla®, neck(?, face(, and oral
mucosa¥, old thoracotomy scar(9, in the shoulder intra-ar-

\_;/2023
ewslah

135




Kazuistiky

ticularly(®, at the umbilicus and aortic valve(” and in the co-
lon(®, Three cases were reported in the forefoot(%2". In the
rearfoot, only one case was described before(5). Pirak et al.
reported elastofibroma of the rearfoor in a 79-year-old fe-
male. Unlike our case, this patient had no history of trauma
or arthrosis, and etiology of the lesion in their case appears
to be unclear. In our case, the patient history includes 3 ye-
ars lasting arthrosis of 1st metatarsophalangeal joint and
mild pain of the rearfoot by walk. In addition, the patient sta-
ted the he had any jump-landing trauma of the rearfoot in
his youth. We suppose that an evolution of elastofibroma
in our case is explainable by the chronic minor traumatiza-
tion of the area due to mild anatomical and functional devia-
tion, caused by arthrosis and posttraumatic changes. This is
consistent with suggested pathogenesis of common elas-
tofibromas of periscapular region. This currently proposed
pathogenesis consists of repeated mechanical trauma, elas-
tic degeneration of collagen fibers, and contributing genetic
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Systematicky prehlad

Biomarkery nadorovych ochoreni prostaty a ich korelacia
s multiparametrickym MRI vysetrenim

David Kocan, Pavol Janega
Ustav patologickej anatomie LF UK a UN Bratislava

Cielom tohto systematického prehl'adu je vyhodnotit vzajomné postavenie mpMRI a novych biomarkerov v diag-
nostike nadorov prostaty (PCa). V suc¢asnosti pouzivané markery nadorov prostaty nevykazujui dostatocnu Spe-
cificitu a senzitivitu pri stanoveni diagnézy. Na druhej strane ,boom"“ v podobe novych biomarkerov spravil skri-
ning a surveillance komplikovanej$imi. Prave multiparametrické MRl (mpMRI) a PIRADS 2.1. prina$aju vyznamny
benefit pri hodnoteni PCa. Nové biomarkery v kombinacii s mpMRI ako diagnosticky algoritmus umoziuje spres-
nit potrebu bioptického vysSetrenia pri klinicky vyznamnom ochoreni. Individualizuje sa tak d'al$i terapeuticky ma-
nazment u pacienta.

Klucové slova: nadory prostaty, biomarkery, multiparametrické MRI

Prostate cancer biomarkers and their correlation with multiparametric MRI examination

This systematic review aims to evaluate the mutual position of multiparametric MRI (mpMRI) and novel biomarkers
in prostate cancer (PCa) diagnosis. Recently used biomarkers do not report sufficient specificity and sensitivity
for the diagnosis. On the other hand ,boom” of novel biomarkers has complicated screening and surveillance.
MpMRI with PIRADS 2.1 brings significant benefits to PCa diagnostic process. Novel biomarkers in combination
with mpMRI could make the diagnostic process more accurate if a biopsy is necessary for aggressive PCa forms.
It personalises further therapeutic patient management.

Keywords: prostate cancer, biomarkers, multiparametric MRI
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Uvod

Nadory prostaty (PCa) predstavuju vyznamnu skupinu
onkologickych ochoreni u muzov. Incidencia a mortalita na-
rasta vzhladom na predizujicu sa strednu dizku Zivota po-
pulacie. Podla udajov Svetovej zdravotnickej organizacie len
v roku 2020 pribudlo v eurépskom regiéne celkovo 473 344
novych pripadov tohto nadorového ochorenia®™.

Postavenie MRI v diagnostickom procese PCa

Podla standardizovanych postupov National Comprehen-
sive Cancer Network (NCCN) je mpMRI pozivana pre staging
a charakterizaciu PCa. Sluzi tiez na lepSiu stratifikaciu rizi-
ka u pacientov s PCa (Grade Group = 2) a detekcie extrakap-
suldrneho Sirenia (T staging) mpMRI v porovnani s CT mo-
dalitou. Odporucania Eurépskej urologickej asociacie (EAU)
vyzaduju pouzitie mpMRI pred biopsiou prostaty u predtym
neliecenych pacientov t. ¢. so suspektnym PCa®?3),

Nové biomarkery s diagnostickym algoritmom
vyuzitia MRI

Biomarkery a mpMRI su sfubnym nastrojom pre diagnos-
tiku, prognézu a monitoring PCa. Napriek vysokej senzitivite
mpMRI v detekcii high-grade PCa tato modalita ma aj viace-
ré nevyhody - nizku $pecificitu, vysoku cenu a narocnost na
vybavenie, samozrejme, aj odborné poziadavky na samotné-
ho examinatora. DoterajSie vyskumy sa zameriavaju na po-
rovnavanie biomarkerov s mpMRI a ich pripadnd vzajomnu
komplementaritu®. Podrobnejsi prehlad uvadza tabulka 1.

Buducnost postavenia magnetickej rezonancie
v skriningu PCa

Viaceré prace sa zaoberaju hodnotenim realizovatelnos-
ti tzv. MRI-only skriningu a hodnotia, Ci takyto pristup doka-
Ze nahradit testovanie PSA. Predbezné vysledky jednotlivych
prac takuto tézu potvrdzuju, hoci absentuje dlhodoby hori-
zont testovania. Zaroven existuju limitacie a prekazky pre
implementaciu takéhoto MRI skriningu — dostupnost, nakla-
dova efektivita, kvalitativny rozdiel medzi realizaciou MRI vy-
Setrenia a jeho interpretaciou®.

Stadie venované ,MRI only* pristupu v skriningu

PRECSION studia

Ide o multicentricki randomizovanu $tudiu, ktora prezen-
tuje nadradenost MRI cielenej biopsie pred standardnou tran-
srektalnou. Vysledky studie d'alej dokazuiju, ze vytaznost MRI
cielenej biopsie je zavisla od samotnej kvality vySetrenia, kde
vSak absentuje skérovaci systém na jej hodnotenie. Tato
Studia zavadza skorovaci systém Prostate Imaging Quality
(PI-QUAL). Obsahuje skalu od 1 do 5, kde 1 znamen3, Ze ziad-
na MRI sekvencia nie je v diagnostickej kvalite, a 5 znamen3,
Ze, naopak, kazda zo sekvencii je v optimalnej diagnostickej
kvalite. Celkovo 58 z 252 (23 %) mpMRI vysSetreni bolo na-
hodne vybranych na vyhodnotenie dvoma skidsenymi radio-
I6gmi. Kvalita hodnotenych mpMRI bola v pozadovanej diag-
nostickej kvalite (PI-QUAL = 3) v pripade 55 (95 %) vySetreni
a 35 vysetreni (60 %) bolo v optimalnej kvalite (PI-QUAL = 4)®,
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Tabulka 1. Nové biomarkery a ich postavenie vo¢i multiparametrickému MRI

Biopsia (inicialna,

Vzorka

Postavenie vo¢i mpMRI

opakovana)
. C . zvySuje presnost predikcie klinicky vyznamného PCa a redukuje pocet nevyhnutnych
PHI krné sérum  Iniciding, opakovand biopsii, podla PRIM studie je nezavisly prediktivny faktor pozitivneho MRI nalezu
4KScore Krvné sérum  inicidlna opakovand vzajomnd koreldcia zlepsuje prognosticky odhad agresivnej formy PCa, redukuje pocet
. op nevyhnutnych biopsii

STHLM3 Krvné sérum . inicidlna lepSia stratifikacia pacientov na cielenu biopsiu po predchadzajicom mpMRI

(42 % redukcia poCtu biopsif)
Progensa PCA3 moc¢ opakovana vysoké PCA3 skére v kombinacii s mpMRI zvySuje negativnu prediktivhu hodnotu na 95 %
SelectMDX mo¢ opakovana vzajomna koreldcia a lepSia stratifikacia pacientov s Iéziami PIRADS 3 a4 a PIRADS 4a 5
MiPS moc¢ inicidlna, opakovand t. ¢. bez vyhodnotenia vzajomnej korelacie
ConfirmMDx tkanivo opakovand negativny ConfimMDx dobre koreluje s negativnym mpMRI vySetrenim
OncotypeDx tkanivo opakovana vzajomné komplementdarne po predchadzajicom pozitivnom bioptickom néleze

. . . vzajomnd kombindcia pomaha identifikacii agresivnych PCa s dérazom na extrakapsuldrne

Prolaris tkanivo opakovand Sirenie najma low-grade lézii

Vlastné spracovanie podla Saltman et al. a Tidd-Johnnson et al.(319

PROCLARIX

Cielom studie Proclarix je overenie nového biomarkera na
identifikaciu klinicky vyznamného ochorenia samostatne ale-
bo v kombinacii s mpMRI. Do §tudie bolo zahrnutych celko-
vo 721 vzoriek muzov, ktori absolvovali mpMRI nasledovanu
biopsiou. Diagnosticky vyznam takto kombinovanej metodi-
ky testovania v korelacii s biopsiou bol porovnavany s do-
stupnymi klinickymi Gdajmi a kalkulatormi rizika. V pripade
kombinacie oboch spominanych metodik Proclarix spolahli-
vo predikuje klinicky vyznamny PCa a vylucuje pacientov bez
PCa alebo indolentné formy, tiez je redukovany pocet biopsii
o vyse dve tretiny. Proclarix tiez spolahlivo deteguje klinicky
vyznamny PCa u pacientov so skére PI-RADS 3.

IP1 PROSTAGRAM

IP1-PROSTAGRAM bola prospektivha Studia s kohortou
408 muzov vo veku 50 — 69 rokoy, realizovana v obdobi od ok-
tobra 2018 do maja 2019. Cielom bolo vyhodnotenie straté-
gie testovania PCa kombinaciou PSA a MRI. Pacienti absolvo-
vali odber PSA, MRI a transrektalnu ultrasonografiu. V pripade
pozitivneho nélezu bola realizovana 12-vzorkova systematic-
ka biopsia. Z vysledkov vyplyva, Ze existuje vzajomny vztah
medzi znizenim poctu biopsii a zachovanim detekcie ochore-
nia v Stadiu grade 2. Rameno Studie s MRI vySetrenim u pa-
cientov s hladinou PSA nad 1 ng/ml je vhodnou skriningovou
stratégiou, ktora vsak vyzaduje dalsie overenie®.

Stidia reIMAGINE

RelMAGINE skriningova studia PCa je prebiehajucou pro-
spektivhou single-centre Studiou. Muzov vo veku 50 - 75
rokov bez predoslej anamnézy identifikovali prakticki leka-
ri, nahodne boli pozyvani na MRI vySetrenie a odber PSA.
V troch fazach bolo do Studie v rokoch 2019 a 2020 za-
hrnutych celkovo 1 066 pacientov. Studia si kladie za ciel
vyhodnotit prijatelnost skriningu PCa na baze MRI a vy-
hodnotenia prevalencie nadorového ochorenia, dalej tiez
v dlhodobom horizonte zhodnotit molekulérne determinan-
ty progresie ochorenia®.

STOCKHOLM 3
Model STHLM3 pozostdva z kombinacie sérovych bio-
markerov (free PSA, PSA, intact PSA), MSMB (microsemino-

protein beta), MIC1 (macrophage inhibitory cytokine-1), hk2,
genetického polymorfizmu (232 SNPs) a klinickych udajov
ako vek, predchdadzajuce biopsie alebo predchadzajice vy-
Setrenia prostaty. V obdobi rokov 2012 az 2015 absolvovalo
59 149 pacientov vo veku medzi 50 — 69 test PSA a S3M. Re-
alizacia MRl a S3M s rizikom na drovni nad 10 % redukuje po-
Cet MRI a biopsii prostaty o0 38 %. Zaroven plati, Ze S3M-MRI
predikény model je nadradeny v predikcii International Socie-
ty of Urological pathology (ISUP) grade > 2 PCa ako samo-
statne pouzity S3M model alebo samostatné MRI. Tento test
bol validovany na kohorte 60 000 muzov a preukazuje spo-
l'ahlivé vysledky v odliSeni indolentnych a klinicky vyznam-
nych ochoreni a zaroven je nadradeny testovaniu PSA. Za-
roven plati, Ze je klinicky dostupny iba v severskych Statoch
(Dansko, Nérsko, Svédsko a Finsko)(9.

MVP studia

Cielom stidie Nam a kol. bolo porovnat troven detekcie
PCa medzi pacientmi s odberom sérového PSA a magnetic-
kou rezonanciou v ramci skriningu PCa. Tato randomizova-
na Studia bola realizovana na vzorke 525 pacientov starsich
ako 50 rokov, bez predchadzajiceho PSA skriningu a biopsie
(266 pacientov v skupine PSA, 248 pacientov v skupine MRI).
Pacienti podstupili biopsiu, ak hodnota PSA bola = 2,6 ng/
ml (PSA skupina) alebo ak hodnota lézie podla PIRADS sko-
re bola 4 a 5 (MRI skupina). V skupine PSA 48 pacientov ma-
lo zvysené PSA a 28 (58 %) absolvovalo biopsiu prostaty.
V skupine MRI bolo 25 pacientov so skére PIRADS 4 alebo 5
a 24 (96 %) absolvovalo biopsiu. Pocet pozitivnych pripadov
bol v skupine PSA 29 % (8 z 28) vs 63 % (15 z 24) v MRI sku-
pine, teda vyssi pocet zachytenych klinicky vyznamnych fo-
riem ochorenia (73 % vs 50 %). Plati teda, Ze MRI prostaty je
samostatne figurujuci skriningovy ndstroj, ktory zaroven re-
dukuje pocetnost biopsii prostaty".

MRI surveillance

Prospektivna Studia zahrnujica 172 muzov si kladla za
ciel' vyhodnotit strednodobé vysledky aktivneho surveillance
s vyuzitim série MRI vySetreni nahradzujucich konfirmacnu
biopsiu. Do suboru boli zahrnuti muzi s PCa, Gleason 3 + 3 =
6 alebo Gleason 3 + 4 = 7. Pacienti absolvovali prvotné MRI
ainicidlnu systémovdu/cielenu biopsiu a nasledne MRI vySet-
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renie v prvom, druhom a tretom roku po biopsii, v korelacii
s PSAD. Senzitivita, Specificita, pozitivha a negativna predik-
tivna hodnota MRI pre klinicky vyznamné ochorenie predsta-
vovala 57 % (82 %, 50 %, a 86 %). Vyznamnymi prediktormi
pre progresiu ochorenia su teda mpMRI aj PSAD. Vysledky
poukazuiju na to, Ze je mozné vynechat konfirmacénu biopsiu
v intervale jedného roka pocas aktivneho sledovania, ak bo-
lo predtym realizované inicialne MRI vySetrenie v kombinacii
so systémovou a cielenou biopsiou. V intervale troch rokov
sa vSak odporuica systémova biopsia pre vyskyt v MRI zobra-
zeni nedetegovanych tumorov('?.

Plati, Ze mpMRI prostaty je nastrojom detekcie/vylicenia
klinicky vyznamného nadorového ochorenia s potencidlnou
potrebou naslednej biopsie. V pripade absencie suspektnych
[ézii je viac neZz 90 % pravdepodobnost vylticenia high-risk
PCa. Z uvedeného vyplyva, ze mpMRI znizuje pocCet nepo-
trebnych biopsii a pri pozitivnych nalezoch zaroven znizuje
pocet nadhodnotenych indolentnych foriem ochorenia. Re-
dukuje sa tak celkovy pocet vySetrovanych vzoriek.

Diskusia

Limitacie a budtce perspektivy novych biomarkerov
a mpMRI

V praci Saltman a kol. skumali vplyv mpMRI a deviatich
odlisnych biomarkerov v diagnostike a hodnoteni PCa. Roz-
Clenili ich do troch samostatnych kategérii: testy pre pacien-
tov bez predchadzajlcej biopsie (Prostate Health Index, Mi
Prostate Score, 4 K Score), testy pre pacientov po predcha-
dzajucej negativnej biopsii (ConfirmMDx, Progensa PCA3)
a pacientov v aktivnom sledovani (OncotypeDx, Prolaris, De-
cipher). Data ziskané pre jednotlivé testy nie su aktualne
dostatoCné na to, aby bol jednoznacne definovany synergic-
ky efekt mpMRI a novych biomarkerov pre diagnostiku a te-
rapeuticky manazment PCa(™.

Samostatnym aspektom mpMRI je presnost interpreta-
cie ndlezov z rezonancii dostato¢ne kvalifikovanym radio-
[6gom. Gaur a kol. v multicentrickej studii preukazali zvy-
Senie Specificity MRI nalezov pri detekcii v PIRADS skoére
lézii na baze umelej inteligencie (Al). Najvyraznejsi prinos
sa ukdazal pri léziach z tranzitérnej zony, kde senzitivita s vy-
uzitim Al dosiahla uroven 83,8 % v porovnani bez jej vyuzi-
tia — 66,9 %4,

Podla prace Lomas a kol. Al bude Coraz CastejSie vyuzi-
vana ako komplementarna technoldgia v ramci interpretacie
MRI nalezov prostat. Samotna Al ako aj machine learning
budud napomocné v ramci presnejSej diagnostiky PCa. Re-
centne publikované prace preukazuju sfubné vysledky v ram-
ci pozitivnej predikcie ochorenia v jednotlivych vyskumnych
modeloch v porovnani s doterajsimi metodikami9.
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Praca Suarez-lbarrola rozobera problematiku machine le-
arning-u (ML) v diagnostike o. i. karcinomu oblicky a moco-
vého mechdra, pricom prinos ML spociva vo vzajomnom
lepsom odliSeni benignych a malignych foriem nadorovych
ochoreni oblicky.V pripade karcindmov mocového mechura
je prinosom pri diferenciacii low- a high-grade tumorov(®.

Pokrocilé MRI zobrazovanie s vyuzitim difuzne vazeného
zobrazenia (DWI) a dynamického vySetrenia kumulacie kon-
trastnej latky (DCE) hraju zésadnd rolu v diagnostike nadoro-
vych ochoreni maternice s dérazom na invazny rast do myo-
metria a cervixu. Prave kombindacia MRI technik s Al vyrazne
zlepSuje case-management uterinnych malignit a zlepSuje
vysledny efekt lieCby(?).

Studia realizovana Feliciani a kol. o potenciélnej dlohe
radiomickych biomarkerov na baze MRI v charakteristike
testikularnych lézii poukazuje na uzito¢nost MRI zobraze-
nia skréta v diagnostike nddorovych ochoreni semennikov.
Umoznuje vzdjomné odliSenie nadorov zo zdrodocnych bu-
niek od negerminativnych a semindmov od ostatnych histo-
logickych skupin(®.

Zaver

Z doterajsich publikovanych prac vyplyva, ze na urCenie
vzajomného vplyvu mpMRI a novych biomarkerov na diag-
nostiku a klinicky manazment PCa je potrebné dalSie sku-
manie. Plati v§ak, ze takyto novy diagnosticky algoritmus
umoznuje spresnit identifikaciu potreby bioptického vyset-
renia u klinicky vyznamného ochorenia a prispdsobit tera-
peuticky manazment. Biomarkery, klinické a histopatologic-
ké ¢rty budu navzajom komplementarne pre vyber pacientov
pre mpMRI a eventudlnu biopsiu. O aktualnosti implementa-
cie novych diagnostickych algoritmov sved¢i aj fakt, ze pod-
I'a databdzy ClinicalTrials.gov v su¢asnosti prebieha vysSe 96
studii, ktoré su v Stadiu ndboru pacientov na dalSie overenie
novych biomarkerov v klinickej praxi.

PCa diagnostika a prognosticky odhad budu zavisiet od
panelu biomarkerov. Docieli sa tak lepSie odliSenie medzi
agresivnou a neagresivnou formou PCa a spresni diagnosti-
ka klinicky vyznamného PCa. KluCovou zostava v diagnosti-
ke interpretacia mpMRI nalezov kvalifikovanymi radiolégmi,
pricom do procesu hodnotenia nalezov bude perspektivne
pre zvySenie senzitivity a hlavne Specificity nalezov vstupo-
vat umeld inteligencia a machine learning.
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