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Editorial

Mili ¢itatelia,

ked sa pozerame na dejiny sucasnej mediciny tazko najdeme obdobie, ktoré by prinieslo
také mnozstvo vynimoénych osobnosti a prelomovych objavov ako generacia vedcov
narodenych okolo roku 1925. Historici ju ¢asto oznacuju ako ,zlatu generaciu“. Neslo o
ziadnu formalnu skupinu alebo hnutie. Su to ludia ktorych spéja doba, v ktorej zili a vyznam
ich prace pre dalSie generacie.

Tato generacia vedcov vyrastala v obdobi druhej svetovej vojny. Svet bol poznaceny
obrovskymi stratami a sti¢asne tuzbou po obnove a pokroku. Veda bola symbolom rastu a lepSej buducnosti. Investovalo sa
do vyskumu, vznikali moderné vyskumné centra. Rozvoj technoldgii otvoril nové moznosti. Vznikli mimoriadne priaznivé
podmienky pre vedecky pokrok. Vac¢sina zakladnych mechanizmov ale eSte zostavala neznama a ¢akala na objavenie. Vedci
mali pred sebou neprebadané oblasti. Mnohé experimenty, dnes elementarne, predstavovali skutocne revoluéné.

Vyznamnym predstavitelom tejto generacie bol aj Joshua Lederberg (nositel Nobelovej ceny za rok 1958). UZ ako mlady vedec
ukazal, Ze baktérie si m6zu medzi sebou vymienat genetickd informaciu. Zmenil pohlad na mikroorganizmy a polozil zaklady
modernej bakterialnej genetiky. Jeho objavy sa stali zdkladom rozvoja genetického inzinierstva, biotechnoldégii a molekularnej
bioldgie. Nobelovu cenu ziskal ako skuto¢ne mlady vedec, uz vo veku 33 rokov. Rovnako vyznamny bol aj Baruch Blumberg
(nositel Nobelovej ceny za rok 1976). Pri svojom vyskume objavil australsky antigén, ktory sa neskor ukazal byt povrchovym
antigénom virusu hepatitidy B. Jeho objav umoznil za¢at skriningu darcov krvi, ¢im obmedzil prenos infekcie transfuziami.
Viedol tiez k vyvoju vakciny proti hepatitide B. Jeho praca zachranila miliény ludskych Zivotov po celom svete. Na jeho pocest
sa v defi jeho narodenin 28. jula slavi svetovy deri hepatitidy. Dals/m z velikdnov bol Martin Rodbell (nositel Nobelovej ceny za
rok 1994). Podielal sa na vyskume funkcii G-proteinov, ktoré sprostredkuvajui prenos signalov z povrchu bunky do jej vnutra.
Ukazal, ze medzi receptorom a odpovedou bunky existuje komplexny regulacny systém. Tento objav sa stal jednym zo
zakladnych pilierov modernej bunkovej biolégie.

Paul Greengard (nositel Nobelovej ceny za rok 2000) priblizil molekulové mechanizmy komunikacie medzi neurénmi. Ukazal,
Ze neurotransmitery nie su len jednoduché chemické prenasace signalu. Aktivuju zloZité signalizacné drahy, ktoré ovplyviuju
spravanie sa neurénov. Tieto poznatky ovplyvnili chapanie Parkinsonovej choroby, schizofrénie a dalSich neurologickych
chordb. Greengard stiéasne ukazal Ze vedec ma spologenski zodpovednost. Cast finan&nych prostriedkov z Nobelovej ceny
venoval podpore Zien vo vede. Do tejto vynimoc€nej generacie patri aj Mary Lyon. Jej meno pozna kazdy genetik prostrednictvom
pojmu lyonizacia. Ukazala, Ze jeden z chromozdémov X je v Zenskych bunkach nahodne inaktivovany, ¢o viedlo postupne k
objavom na poli epigenetiky. Oliver Smithies (nositel Nobelovej ceny za rok 2007) otvoril cestu ku genetickym zmenam.
Technolégia homologickej rekombinacie umoznila cielene menit konkrétne gény. Jeho praca pripravila pédu pre su¢asné
génoveé terapie a moderné metddy editacie gendmu. Mimoriadny dosah mala aj praca Roberta Edwardsa (nositel Nobelovej
ceny za rok 2010). Principy oplodnenia in vitro viedli nakoniec k narodeniu Louise Brownovej, prvého ,dietata zo skamavky“ v
roku 1978 a predstavovali historicky medznik reprodukénej mediciny. V su€asnosti odhadujeme, Ze vdaka asistovanej
reprodukcii sa narodilo viac ako osem miliénov deti.

Pri pohlade na vSetky tieto osobnosti si treba uvedomit, Ze ich nespdjali len vedecké Uspechy. Spoloénym znakom bola
interdisciplinarita. Mnohi z nich prinasali do bioldgie poznatky z fyziky, chémie alebo matematiky. Spoloénym znakom bola
odvaha. Nebali sa nového. Nebali sa zmeny. Nebali sa prekracovat hranice tradi¢nych odborov. Nebali sa burat staré zvyky.
Necakali na pokojny déchodok. Mnohi zostali vedecky aktivni do vysokého veku a vychovali generacie mladych vyskumnikov.
Ich vplyv daleko presahoval rozsah vlastnych experimentov. Stali sa nositelmi vedeckej kultury, kritického myslenia a
akademickych hodnét.

Pribeh zlatej generacie nam pripomina, Ze velké objavy nevznikaju v prazdnote. Potrebuju vytrvalost, kreativitu a tvorivost
jednotlivcov. Potrebuju prostredie, ktoré podporuje slobodné myslenie, spoluprdcu a dlhodobé investicie do vyskumu. Prave
spojenie tychto faktorov vytvorilo podmienky pre jednu z najplodnejSich generacii v dejinach mediciny. Dnes stojime na prahu
novej éry. Umeld inteligencia, pristupnejsia genomika, priestorova transkriptomika ¢i personalizovana medicina otvaraju
moznosti, ktoré boli eSte pred niekolkymi rokmi nepredstavitelné. Aj si¢asni mladi vedci vstupuju do obdobia velkych zmien.
Pred nimi stoja otazky, na ktoré zatial nepozndme odpovede. Preto je vhodny €as si pripomenut odkazy generacie 1925. Je
celkom mozné, Ze prave dnes, aj v nasich laboratériach vyrasta nova zlatd vedecka generacia 2025.

doc. MUDr. Pavol Janega, PhD.
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Prehladova praca

Charakterizacia novych diagnostickych cielov endometrialneho karcinomu
Tereza Kuracinova

Ustav patologickej anatémie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave

Endometrialny karcindm patri medzi najCastejSie malignity u zien a jeho incidencia narasta s vekom. Vyznamnu ulohu
zohrava aj geneticka predispozicia. V poslednych rokoch sa diagnostika posunula od tradi¢nej histologickej klasifikacie k
molekularnej typizacii. Prdve molekuldrna typizacia umoznuje lepSie porozumiet biologickym mechanizmom a variabilite
tohto ochorenia, ¢o prispieva k personalizovanej terapii a zlepSeniu klinickych vysledkov. Glykany, ktoré su sucastou
glykoproteinov a glykolipidov, hraju vyznamnu ulohu v nadorovej biolégii. Ich modifikdcie mézu ovplyviovat bunkovu
adhéziu, migraciu a invazivitu, ¢o priamo suvisi s metastazovanim nadorov. Zmeny v glykozylacii mézu tiez menit vlastnosti
nadorovo-asociovanych antigénov, ¢o ma vyznam pre diagnostiku a monitorovanie progresie ochorenia. Lektiny sa vyuzivaju
na identifikaciu a charakterizaciu Specifickych glykanovych $truktir na povrchu nadorovych buniek. Tieto techniky umoznujua
nielen lepSie pochopenie biologickych vlastnosti nadorov, ale aj vyvoj novych diagnostickych nastrojov a terapeutickych
pristupov. Pouzitie lektinov poskytuje detailné informacie o glykozylatnych zmenach spojenych s endometrialnym
karcinomom, ¢o moéze viest k identifikacii novych biomarkerov a terapeutickych cielov. Celkovy pristup, ktory zahffia
molekularnu klasifikaciu, $tudium glykanov a vyuZitie lektinov, predstavuje slubnu cestu pre zlepSenie diagnostiky a liecby
endometridlneho karcinému.

Kluéové slova: nadory endometria, molekularna typizacia, glykozylacia, glykokod

Characterization of new diagnostic targets for endometrial cancer
Summary

Endometrial carcinoma is one of the most common malignancies in women, with incidence increasing with age and obesity.
Genetic predisposition also plays an important role. In recent years, diagnostic practice has shifted from traditional
histological classification to molecular typing. Molecular typing enables a better understanding of the biological
mechanisms and heterogeneity of this disease, thereby contributing to personalized therapy and improved clinical
outcomes. Glycans, which are components of glycoproteins and glycolipids, play a crucial role in tumor biology. Their
modifications can influence cell adhesion, migration, and invasiveness, processes directly related to tumor metastasis.
Alterations in glycosylation may also affect the properties of tumor-associated antigens, which is important for diagnosis and
monitoring of disease progression. Lectins are widely used to identify and characterize specific glycan structures on the
surface of tumor cells. These techniques not only allow a deeper insight into the biological properties of tumors but also
support the development of novel diagnostic tools and therapeutic approaches. The application of lectins provides detailed
information on glycosylation changes associated with endometrial cancer, potentially leading to the identification of new
biomarkers and therapeutic targets. An integrated approach combining molecular classification, glycan analysis, and lectin-
based techniques represents a promising strategy for improving the diagnosis and treatment of endometrial carcinoma.

Keywords: endometrial tumours, molecular typing, glycosylation, glycocode

Newslab, 2025, ro¢. 15 (2): 25-29

Uvod severnej Eurépe, pricom najviac umrti bolo vo vychodnej
Eurépe. Podla udajov Narodného centra zdravotnickych
informacii (NCZI) na Slovensku bolo v roku 2020
diagnostikovanych 990 novych pripadov  nadorov
endometria, pricom v roku 2021 ich pocet vzrastol na 1101.
V réamci Eurdpskej Unie je Slovensko na piatom mieste v
poéte pripadov rakoviny maternice, po Litve, Ceskej
republike, LotySsku a Bulharsku, s kumulativhou
prevalenciou 487 pripadov na 100 000 obyvatelov. Vyskyt

Karcindom endometria (EC) sa vyvija z vnutornej epitelovej
vystelky endometria a patri medzi najCastejSie
gynekologické malignity. Ide o Siestu najCastejsiu malignitu
u zien na celom svete. Vek, nadvéha, neskord menopauza a
genetické faktory su hlavnymi rizikovymi faktormi pre vznik
tohto ochorenia (1). Na Slovensku sa pripady karcinému
maternice zaznamenavaju uz po tridsiatom roku Zivota, ¢o
je skor nez vo vacsine krajin. Podla Statistik Global Cancer

Statistics 2020 (GLOBOCAN) bolo v roku 2020 rakoviny maternice na Slovensku neustale rastie a za
diagnostikovanych 417 367 nowych pripadov  a poslednych 30 rokov sa viac ako zdvojnasobil (Obr. 1).

zaznamenanych 97 370 umrti. Najvydsi pocet nowych Vekovo Standardizovana miera (ASR) vzrastla o 65 %, ¢o
pripadov sa vyskytol v Severnej Amerike, vychodnej a

—
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Prehladova praca

poukazuje na vysoky vyskyt tohto ochorenia nezavisle od
rozdielov v starnuti populécie v ramci EU (2, 3)

Kategorizdcia karcindmu endometria je zalozend na
histologickej klasifikacii podla WHO, ktora zohladnuje
histologické znaky aj klinické charakteristiky. V roku 1983
navrhol Bokhman dualisticky model tumorigenézy v tkanive
endometria na zaklade klinicko-patologickych pozorovani a
rozdelil nddory na typ | (low-grade, LG) a typ Il (high-grade,
HG). LG skupina zahffia tumory, ktoré su stimulované
estrogénom a vznikaju z proliferujuceho hyperplastického
endometria. Nadmerné pritomnost estrogénu sposobuje
hyperplaziu bez atypii, pricom endometrium je funkéne
normalne, ale reaguje na prebytok hormoénu. Tieto bunky
moézu mutovat do prekanceréznych lézii s dysplastickymi
zmenami, ktoré sa dalej klasifikuji ako atypicka
hyperplazia. ZvySena hladina estrogénu v kombinacii s
mutaciami vedie ku vzniku endometrialnej intraepitelidlnej
neoplazie (EIN), u ktorej sa riziko vzniku karcindmu zvySuje
az na 40 %. Typ Il je nezavisly od estrogénu a az v 90 %
pripadov je charakteristicky pritomnou mutéciou TP53 (4).

-
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Incidencia na 100.000 obyvatel'ov

Obr. 1: Incidencia nadorov maternice sa v SR za
poslednych 30 rokov zdvojnasobila (ECIS, 2024)

Geneticka klasifikacia nadorov endometria

Analyza The Cancer Genome Atlas (TCGA) charakterizovala
endometridlny karcindm (EC) pomocou sekvenovania a
genomickej a proteomickej analyzy, pricom vysledky
poskytli komplexné informacie o molekularnych zmenach.
Identifikované boli $tyri prognosticky vyznamné skupiny EC:
s mutaciou polymerdzy & (POLE), s mikrosatelitovou
nestabilitou (MSI - s poruchou v mismatch repair systéme),
s nizkou variabilitou poctu képii (CNL) a s vysokou
variabilitou poc¢tu képii (CNH) (Obr. 2). Kazda skupina ma
odlisné klinické, patologické a molekularne charakteristiky,
ktoré vyznamne ovplyviuju prognézu choroby. Identifikacia
postihnutej molekularnej drahy je klu€ova pri uréovani
spravania sa tumoru, nezdvisle od jeho histologického
vzhladu (5).

Pacientky s mutaciou POLE maju najlepSiu progndzu,
dokonca aj pri vysokom grade nadoru, zatial ¢o CNH
(najCastejsie TP53-abnormalne) nadory maju najhorsiu
prognézu. Skupiny MSI/MMR-deficientné a CNL maju
intermediarnu  prognézu (Obr. 3). Tato molekularna
klasifikacia predstavuje zasadny nastroj pri vybere
optimalnej terapie (6).

B 7-12% POLE - ultramutovany typ
= 25-30% MSI-H

=3 39-50% CN-L

3 25% CN-H

Obr. 2: Distribucia molekularnych typov EC

Prva skupina, tzv. ultramutované nadory s mutaciou POLE,
predstavuje najmensiu skupinu v radmci molekularnej
typizacie. Vacésinu pripadov tvori endometrioidny karciném,
hoci sa mdze vyskytovat aj serdézny, svetlobunkovy alebo
zmieSany typ. U vacésiny pacientok sa zachytavaju skoré
Stadia s charakteristikami typickymi pre nizkorizikové
ochorenie (7, 8). Mala ¢ast pacientok moéZe vykazovat high-
grade histologické znaky, avSak celkovo POLE-
ultramutované endometridlne karcindbmy maja velmi
priaznivé klinické vysledky (7).

Druha skupina s vy$Sou incidenciou zahffa nadory s
mikrosatelitovou nestabilitou (MSI), ktora vznika v désledku
defektu v systéme opravy nespravne sparovanych baz
(MMR - mismatch repair). MSI sa vyskytuje u 20-40 %
pripadov EC a suvisi aj s hereditarnymi nadorovymi
syndrémami, predovSetkym s Lynchovym syndrémom,
ktory predstavuje az 25 % MSI pripadov. Somatické mutéacie
sa mdzu vyskytovat v génoch MMR systému (MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2, EPCAM), pricom najcastejSim mechanizmom
je hypermetylacia promotéra génu MLH1 (9). Nadory s
defektnym MMR sa vyznacuju vy§Sou mutac¢nou zatazou a
maju intermediarnu progndézu s vys$sim rizikom recidivy (10,
11).

26
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Prehladova praca

Tretia skupina, tzv. copy-number low (CNL), nezahfha
Specificky molekularny profil. Tieto nadory nemaju mutaciu
v géne POLE, ani abnormalnu expresiu TP53, ani defektny
MMR. Ide predovSetkym o low-grade ndadory s nizSim
mutacnym zatazenim. NajCastejSie sa vyskytuju mutacie
génov PTEN, CTNNB1, PIK3CA, ARID1A a KRAS (12).

Stvrtd skupina, tzv. copy-number high (CNH), zahffia
serézny typ a high-grade endometrioidné karcinémy. Tieto
nadory sa vyznacuju mutaciami v géne TP53,
nepritomnostou mutacii POLE a mikrosatelitovou
stabilitou. Maju nepriaznivé klinické vysledky, kedze
vacsina pacientok méa uz v ¢ase diagnézy diseminované
mimomaternicové stadium s vysokym rizikom recidivy (13).

POLE ultramutovany excelentna prognoza

MSI-H

Poéet kopii

CN-low

CN-high

Obr. 3: Distribldcia réznych molekularnych typov EC v
suvislosti s frekvenciou mutécii a prognézou

Pocet a frekvencia mutacii I

Zla progn6za

Postup pre zaradovanie endometridlneho karcinému (EC)
podla molekularnej klasifikacie sa oznacuje ako ProMisE
(Proactive Molecular Risk Classifier for Endometrial
Cancer). Tato klasifikacia rozdeluje pacientky s EC na
zéklade postupného testovania mutécii a proteinovej
expresie, pricom vysledkom je presné zaradenie pacientky
(14). Ukazuje sa vSak, Ze niektoré pacientky s EC maju
mutacie vo viacerych molekularnych znakoch, a tieto
pripady unikaju odporic¢anému zaradeniu, ¢o v praxi
stazuje molekularnu klasifikdciu. Takéto pripady sa
oznacuju ako EC s multiplicitnym klasifikdtorom (15).

Glykozylaéné zmeny na nadorovych bunkach

Sacharidy (glykany) su pritomné na povrchu buniek a na
vacsine sekretovanych aj membranovo viazanych proteinov
a lipidov (16) a zohravaju ulohu v niekolkych klu¢ovych
bunkovych funkciach, ako su vyvoj, rast, udrziavanie a
prezitie organizmu (17). Glykany tvoria glykokonjugaty,
medzi ktoré patria glykoproteiny, glykolipidy, proteoglykany
a glyko-sphingolipidy. Tieto vznikaju v endoplazmatickom
retikule (ER) a Golgiho aparate, ale aj v jadre, cytoplazme a
mitochondriach  (18).  Glykoproteiny sa  vytvaraju
naviazanim proteinu na monosacharid prostrednictvom N-
alebo O-vazby aminokyseliny (19).

Takto vzniknuté glykokonjugaty formuju na povrchu buniek
glykokalyx, ktory sprostredkiva interakcie medzi

vnutrobunkovymi a vonkajSimi signalmi (20). Nadorové
tkaniva maju vyrazne zmeneny glykokalyx, €o je vysledkom
poruSenej glykozylacie a vedie k expresii nadorovo
asociovanych antigénov (21). Zmeny glykozylacie zahfhaju
nedostatoénu alebo nadmernu expresiu prirodzene sa
vyskytujucich glykadnov, ako aj neoexpresiu glykanov
obmedzenych na embryonalne tkaniva (22).

Tieto zmeny v glykozylacii nadorovych buniek s spésobené
viacerymi faktormi:

1. dysreguldciou na transkripénej urovni, ¢o vedie k pod-
alebo nadmernej expresii glykozyltransferaz, k dysregulacii
chaperdnov a/alebo k zmene aktivity glykozidaz,

2. zmenami v terciarnej konformacii peptidovej kostry
vznikajuceho glykanového retazca,

3. variabilitou substratov akceptorov, ako aj dostupnostou
a mnozstvom sacharidovych nukleotidovych donorov a
kofaktorov,

4. zmenami v expresii glykanov v doésledku alterovanej
expresie a lokalizacie relevantnych glykozyltransferaz v
Golgiho aparate (23, 24).

Tumor-asociované glykany pozorované pri karcinéme
endometria

Glykany na povrchu buniek sU priamo ovplyviiované
procesom glykozylacie, pricom prave jej zmeny Vv
nadorovych bunkdch sa podielaji na zmenach
biologického spravania sa tychto buniek. Onkogénne
zmeny v glykozylacii vedu k vzniku tumor-asociovanych
glykanov, ktoré moézu sluzit ako biomarkery pre rozne typy
nadorov (25).

MUC1 a CD44 menia Struktdru a funkciu glykoproteinov
vratane signdlnych drédh podporujucich  nadorovu
progresiu. MUC1 je vysoko glykozylovany glykoprotein,
ktory zvySuje signalizaciu cez EGFR a aktivuje MAPK a PI3K
drahy, ¢o vedie k proliferacii buniek. ZvySend expresia
EGFR v EC je asociovana s horSou prognézou (26). CD44 je
glykoprotein sprostredkujuci adhéziu medzi nadorovymi a
hostitelskymi bunkami a sU¢asne ovplyviuje invazivitu a
metastazovanie. Podla Studie z roku 2016 sa predpoklada,
ze vysokd hladina CD44 sa podiela na vzniku
endometridlneho karcindmu, pricom s progresiou
ochorenia jeho hladina klesd, ¢o moZe indikovat
agresivnejSi priebeh a horsiu prognézu (27).

Modifikacie glykozylacie ovplyviuju nadorové bunky aj
prostrednictvom regulacie metastaz-suvisiacich
molekuldrnych drédh. N-acetylgalaktozaminyltransferdza 2
(GALNT2) reguluje iniciaciu O-glykozylacie a jej expresia v
endometrialnej hyperplazii uzko suvisi s EGFR/Akt/ERK
drahou (28). Nguyen a kol. (29) preukazali asocidciu vysokej
hladiny GalNAc-T6 s dobre diferencovanymi, neinvazivnymi
nadormi EC, teda s menej agresivnhym fenotypom. Zmeny
expresie GalNAc-T6 ovplyviiuju migracnu a metastaticku
kapacitu buniek, €o naznacuje jej moznu ulohu pri
zniZzovani agresivity nadoru.

Fukozylacia je dals$im mechanizmom podporujicim
metastazovanie. Enzym FUT8 katalyzuje pridanie fukézovej
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jednotky na GlcNAc na konci N-glykanov, &im zvySuje
invazivitu a migraciu regulaciou EGFR a Wnt/B-kateninovej
drahy (30). Endometridlne nadory vykazuju zvySeny
metabolizmus glukézy, ktory ovplyviuje biosyntézu
hexozaminu a nasledne procesy O-glykozylacie. To vedie k
bunkovej hyperglykémii a zvySenej aktivite Wnt/B-
kateninovej drahy (31).

Zmeny v glykozylacii m6zu byt spojené aj so zmenenou
produkciou NO v transformovanom tkanive endometria, a
to bud priamo prostrednictvom zmien expresie iNOS, alebo
nepriamo cez zvySenu aktivitu COX-2 a zmeny Vv
angiogenéze (32).

Specifické  glykdny pouzivané ako glykoproteinové
biomarkery vykazuju klinicky potencial. Vzhladom na
rozsiahle glykozylové zmeny mézu uz aj malé poruchy v
glykozylacii prispievat k vzniku nadorov.

Lektiny

Lektiny su proteiny schopné viazat sa na glykokonjugaty.
Vyuzivaji sa na detekciu glykanovych Struktdr a
glykokonjugatov na povrchu buniek a v tkanivach. Lektiny
dokazu rozlisit aj jemné zmeny v glykozylacii, a preto su
uZitocné pri skumani glykozylacnych zmien
sprevadzajucich transformaciu na malignitu a progresiu
nadorov. Lektinova histochémia bola opisana ako Uspesna
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Aky vyznam ma glykoprofil vo vyskume patologie placenty?
Miriam Bollova

Ustav patologickej anatémie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave

Placenta predstavuje viacmembranovu bariéru medzi materskym organizmom a plodom, ktora zohrava klucovu ulohu vo
vSetkych fazach gravidity. Akykolvek patologicky proces v placentarnom tkanive moze zasadne ovplyvnit priebeh gravidity a
zdravie plodu, s nasledkom prenatdlneho Umrtia alebo inych zdvaznych komplikacii. Vyskum placenty je obzvlast doélezity
vzhladom na vysoky podiel prenatalnych umrti sp6sobenych poruchami na jej urovni. HlbSie pochopenie placentarneho
tkaniva méze nielen znizit pocet neobjasnenych prenatalnych umrti, ale aj zlepSit manazment buducich gravidit a patologii
novorodencov. V poslednom obdobi sa vyskum placenty zameriava na molekularne mechanizmy regulécie a priebehu zmien
v tkanive placenty, vratane zmien v glykozylacii proteinov a celkového glykoprofilovania. Tento vyskum ma potencial priniest
nové diagnostické a terapeutické pristupy, ktoré by mohli ovplyvnit manazment tehotenskych komplikacii. Glykozylacia
proteinov ako komplexna posttranslacna modifikacia predstavuje klu¢ovy faktor v mnohych biologickych procesoch.
Predmetom intenzivneho vyskumu su aj galektiny placenty, vzhladom na ich ulohu v moduléacii vyvojovych a inych procesov
pocas gravidity. Tento ¢lanok sa zameriava na sUicasné poznatky o potencidlnych udlohach zmien glykoprofilu vtkanive
placenty aich vplyve na priebeh gravidity. Cielom je poskytnut komplexny prehlad o vyzname zmien glykozylacie v tehotenstve
a identifikovat oblasti, ktoré si vyZaduju dalsi vyskum s cielom zlepSit prenatalnu starostlivost.

Kluéové slova: placenta, glykoprofil, lektiny, galektiny, tehotenstvo

What is the significance of glycoprofile in placental pathology research?
Summary

The placenta represents a multi-membrane barrier between the maternal organism and the fetus, playing a crucial role
throughout all stages of pregnancy. Any pathological process affecting placental tissue can significantly influence the course
of pregnancy and the health of the fetus, potentially resulting in prenatal death or other severe complications. Research on
the placenta is particularly important in light of the high proportion of prenatal deaths associated with placental disorders. A
deeper understanding of placental biology may not only help reduce the number of unexplained prenatal deaths but also
improve the management of future pregnancies and neonatal pathologies. Recent studies have increasingly focused on the
molecular mechanisms regulating placental function and pathology, including alterations in protein glycosylation and glycan
profiling. This line of research holds promise for the development of new diagnostic and therapeutic approaches that could
substantially influence the management of pregnancy complications. As a complex post-translational modification, protein
glycosylation is a key factor in numerous biological processes. Among them, placental galectins have attracted considerable
attention due to their role in modulating developmental and immunological processes during pregnancy. This article aims to
summarize the current knowledge regarding glycosylation and glycan profiling in placental tissue, with particular emphasis on
their potentialimpact on the course of pregnancy. The goalis to provide a comprehensive overview of the significance of these
molecular changes and to highlight areas requiring further investigation to enhance antenatal care.

Keywords: placenta, glycoprotein, lectins, galectins, pregnancy
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Placenta proteinov maju v tychto procesoch vyznamné miesto.
Napriek tomu, Ze placenta predstavuje evolu¢ne stary a
komplexny organ zapojeny do vysSie uvedenych aj
mnohych dalSich dejov, naSe poznanie o nej je stale
limitované. Jej vyznam podc¢iarkuje skutocnost, Ze ako
jediny orgdn priamo spaja Zivot dvoch organizmov.
Akykolvek patologicky proces v placentarnom tkanive ma
zasadny vplyv na priebeh gravidity a zdravie plodu, vratane
jeho prezivania a rizika intrauterinnej mortality (1, 2).

Placenta ako viacvrstvova bariéra medzi organizmom
matky a plodom zohrava kli¢ovu ulohu vo vSetkych fazach
gravidity. Ide o organ zasadny pre hormonalnu rovnovahu,
imunitnu toleranciu a vymenu dychacich plynov, Zivin a
odpadovych latok medzi matkou a vyvijajucim sa plodom.
Fyziologicky priebeh gravidity zavisi od jemne regulovanej
rovnovahy imunitnych, endokrinnych a metabolickych
procesov, pricom placentarne galektiny a glykozylacia
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Mnozstvo prenatalnych umrti sa v jednotlivych krajinach
lisi v zavislosti od mnohych faktorov. Na Slovensku
vyznamnu ¢ast tychto umrti spésobuju poruchy placenty,
stale pretrvava vysoky podiel pripadov, ktorych pri¢inu sa
nepodari objasnit. DetailnejSi vyskum placentarneho
tkaniva ako centralneho organu gravidity méze prispiet k
znizeniu poc¢tu neobjasnenych prenatalnych umrti. M6ze
pomoct zlepsit starostlivost o budice gravidity a v
kone¢nom désledku aj diagnostiku a manazment
patolégie novorodenca, ktoré su vo velkej miere zavislé od
spravneho posudenia placentarneho tkaniva (3).
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Obr. 1: Prehlad najcastejSich pri¢in prenatalnych damrti
v Slovenskej republike vobdobi roka 2021, spracované
podla Bollova a spol. (3)

Fyziologicky priebeh gravidity zavisi od jemne regulovanej
rovnovahy imunitnych, endokrinnych a metabolickych
procesov. Na jeho regulacii sa podiela cely rad
mediatorov, pricom glykany exprimované na povrchu
buniek a galektiny viazuce B-galaktosidy si v poslednom
obdobi ziskavaju vyznamnu pozornost v reprodukénej
medicine. Je to najma pre ich unikatnu schopnost

modulovat procesy réznych vyvojovych stadii, ich ¢asovo
a prostredim podmienenu reaktivitu a tiez pre ich
potencial vyuZitia ako biomarkerov gestacnych poruch.
Ich zmenendé aktivita nemusi byt vzdy doésledkom
placentarnej patolégie, ale moze sa zaroven podielat na jej
vzniku.

Glykozylacia proteinov

Vyskum placenty sa v poslednom obdobi sustreduje na
objasnenie regulacii a mechanizmov procesov na
molekularnej drovni, ¢o umoziiuje lepSie pochopenie
patogenézy mnohych patolégii a zaroven prindSa mozny
diagnosticky a prediktivny prinos. Do popredia sa dostava
problematika zmien glykozylacie proteinov  a
glykoprofilovanie jednotlivych Struktdr v suvislosti s
patolégiou placenty (2, 4).

VacsSina doteraz ziskanych poznatkov v oblasti
placentarneho glykoprofilu pochadza z vyskumov
realizovanych na animalnych modeloch a bunkovych
liniach, ich potencidl pre humannu feto-placentarnu
patolégiu je vSak zjavny (2, 5). Placenta exprimuje Siroké
spektrum systémovych proteinov, ktoré dopliiiaju
mnozstvo placentarne $pecifickych proteinov (2). Urovefi
ich expresie a zmeny vlastnosti sprostredkované
glykozylaciou maju  klu€ovy vplyv na priebeh
placentarnych procesov a tym aj na priebeh gravidity.

Zmeny glykozylacie je mozné skimat réznymi technikami;
medzi ¢asto vyuzivané patria metddy zaloZzené na vazbe
lektinov, ktoré sa uplatfiuju najméa v histochemickych a
profilovacich analyzach (4). Glykozylacia proteinov je
Strukturalne velmi r6znorodou posttranslacnou
modifikdciou, ktord v porovnani s inymi Upravami
poskytuje bohatSie biologické informacie a vyrazne
rozSiruje variabilitu vlastnosti modifikovanych proteinov. V
podstate ide o prenos glykanovych informacii, ktoré tvoria
tzv. glykokdd - Specificky jazyk bunkovej komunikacie — a
spolo¢ne predstavuju glykém tkaniva. Tento prenos je
sprostredkovany enzymatickym vytvaranim vazieb medzi
glykdnom a proteinom alebo inou organickou molekulou
za Ucasti glykozyltransferaz a glykozidadz, pricom
vysledkom su rézne glykokonjugaty (4-6).

Podla zakladnej vazby medzi glykdnom a polypeptidovym
retazcom rozoznavame dva zékladné subtypy: N-viazané
glykany, naviazané na asparaginovy zvySok, a O-viazané
glykdny, naviazané na hydroxylovu skupinu serinovych
alebo treoninovych zvySkov. N-viazané glykany maju
spolo¢né zakladné pentasacharidové jadro ktoré méze byt
dalej rozvetvené a modifikované. O-viazané glykany sa
zacinaju naviazanim N-acetylgalaktosaminu (GalNAc) na
serin alebo treonin. Diverzitu glykanov vyznamne zvySuje
variabilita vazieb medzi jednotlivymi monosacharidmi,
pricom kazdé hydroxylova skupina monosacharidu moéze
predstavovat potencidlne miesto vazby. Tato schopnost
vetvenia prepozi¢iava zakladnej Strukture glykanu a tym aj
proteinu vysoku komplexnost. Biologicka zloZitost sa dalej
znasobuje cinnostou Specifickych enzymov, variabilitou
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vazieb a postglykozylovymi modifikaciami, akymi su
napriklad fukozylacia alebo sialylacia (4).

Galektiny

Galektiny si multifunkéné solubilné proteiny viaZzuce B-
galaktosidové Struktury, patriace do rodiny lektinov.
Charakteristické su svojou afinitou ku B-galaktosidovym
motivom glykokonjugatov. Ako ligandy rozpoznavaju
najma sekvenciu GalB1-4GlcNAc (N-acetyl-laktézamin) a
tiez Galp1-3GalNAc (T-antigén) povrchovych bunkovych
oligosacharidov. Vdaka tomu disponuju afinitou k
variabilnej skupine ligandov a maju schopnost ich cross-
linkingu a transportu (5, 6). Na Strukturalnej urovni bolo
doposial identifikovanych 19 galektinov, z toho 13
exprimovanych u ¢loveka, ktoré sa zaraduju do troch
zékladnych skupin podla organizacie ich vazbove;j
reakénej domény: prototypové galektiny, chimérické
galektiny a galektiny s tandemovymi opakovaniami (5, 7).

Ako proteiny syntetizované na volnych ribozémoch sa
vyskytuju intracelularne aj extracelularne, pricom
sekrécia prebieha nekonvenénymi mechanizmami mimo
klasickej ER-Golgi drahy. Vdaka tomu majd unikatne
spektrum intraceluldrnych aj extracelularnych funkcii.
Intracelularne sa prednostne nachadzaju v cytoplazme,
kde moduluju mnohé procesy vratane regulacie rastu,
apoptdzy, migracie a diferenciacie. Ich extracelularne
ucinky su priamo zavislé od vazby na sacharidové
Struktury (5, 7).

Placentarny glykoprofil pocas gravidity

Viaceré vyskumy posledného obdobia odkryvaju ulohu
glykdmu vregulacii placentarnych procesov. Mnohé
komplikacie gravidity, vratane hypertenznych portch,
pred¢asného porodu, patologického ukoncenia
tehotenstva, gestacného diabetu mellitus  &i
reprodukénych poruch, boli opisané v slvislosti s
aberantnou glykozylaciou (4, 8) Uloha galektinov poéas
vyvoja a diferencidcie v ramci fyziologického aj
patologického tehotenstva je komplexnd a vyZaduje si
precizne modulovanie ich expresie. Molekularne
mechanizmy, ktoré moduluju expresiu a aktivitu
galektinov, su vSak stale malo preskimané. Medzi mozné
regulatory expresie galektinov patria pohlavie plodu,
pohlavné a iné hormodny, redoxny stav, patogény Ci
zapalové mediatory (9).

Glykoprofil placenty sa pocas tehotenstva meni v
zavislosti od Stadia gestacie. Na urovni jednotlivych
placentarnych receptorov sa pocCas gestacie meni
mnozstvo fukosylovanych a sialylovanych N-glykanov, ¢o
moze ovplyviiovat ich funkciu. V prvom trimestri je
charakteristicky vy$Si obsah bisekovanych N-glykanov a
vys$Sia hladina a2,3-sialylovanych Struktdr, zatial ¢o v
tretom trimestri dominuje vyS$Si podiel mandzy a
oligofukosylovanych  N-glykdnov a niz§i obsah
bisekovanych N-glykdanov. Zmeny v a2,3-sialylacii nie su

Uplne jednoznacné (10). V tretom trimestri sa pozoruje
pokles fukosylovanych a a2,6-sialylovanych N-glykanov
na inzulinovom receptore, zatial ¢o na IGF2R sa
fukosylacia zvysuje (11). Celkova sialylacia komplexnych
N-glykanov na syncytiotrofoblastovej membrane zostava
pocas druhého a tretieho trimestra relativne stabilnd, bez
signifikantnych zmien (12). Zmeny v sialylacii ovplyviuju
interakcie medzi placentou a materskym imunitnym
systémom a je mozné predpokladat, Zze maju vyznam pre
udrZiavanie imunotolerancie pocas gravidity

Na imunologickej Urovni sa zdbrazfiuje aj vyznam N-
glykdnov v  reguldcii aktivity NK buniek voci
syncytiotrofoblastu v korelacii sich zvy$enou
cytotoxicitou a produkciou cytokinov pocas systémovej
zapalovej reakcie pri preeklampsii. Reciprocitu procesov
doplinaju viaceré Gdaje o tlohe dentritickych imunitnych
buniek v potenciaciiexpresie vysSieho mnozstva
niektorych O-glykédnov bunkami trofoblastu (4). Zmenena
rovnovaha expresie N-glykdnov bola opisand tiez
v poc¢iatoc¢nom §tadiu spontanneho potratu na podklade
zmenenej expresie réznych typov glykykozyltransferaz.
Poukazuje sa na doélezitost dynamickej rovnovahy
venzymovej vybave zucCastfiujucej sa  procesu
glykozylacie (13).

Pozorované dynamické zmeny v glykoprofile v tkanive
placenty su dolezité pre regulaciu interakcii medzi
materskymi a fetalnymi bunkami, imunitnu toleranciu,
angiogenézu a metabolizmus placenty. Aberantna
glykozylacia je spojend s patologickymi stavmi, ako je
preeklampsia alebo gestacny diabetes (14, 15).

Zmeny pozitivity galektinov pocas gravidity

Doposial boli vplacente v réznych populéacidch buniek
trofoblastu identifikované galektiny-1,-3,-7az-10a-13 az
-17, pricom galektiny-13, -14 a -16 sU povazované za
placenta-predominantné, teda s expresiou prevazne
obmedzenou na placentu. Expresia niektorych galektinov,
ako su galektiny-1, -3, -8, -13 a -14, je dynamicky
regulovand pocas vyvoja trofoblastu a zavisi od jeho
diferencidcie. Zatial najlepSie preskiumané galektiny v
kontexte placenty su galektiny-1a -3 (8, 9).

Galektin-1 je v obdobi prvého trimestra vo velkej miere
exprimovany  bunkami  syncytiotrofoblastu (STB),
extravilézneho trofoblastu (EVT) a tiez deciduy v
pocCiato€nych Stadiach gravidity, avSak jeho pritomnost vo
viléznych cytotrofoblastoch nebola potvrdena. Vysoka
expresia galektinu-1 je popisana aj v decidue na zaciatku
tehotenstva. Selektivne je exprimovany uterinnymi NK
bunkami, kde indukuje apoptézu aktivovanych
decidualnych T buniek a tym prispieva k imunotolerancii
matky voc&i plodu. Galektin-1 moduluje aj viaceré dalSie
imunitné mechanizmy, vratane indukcie tolerogénnych
dendritickych buniek a expanzie IL-10-exprimujucich
regulaénych T buniek. V tretom trimestri bola v bunkach
STB a EVT fyziologickej placenty popisana pritomnost
galektinu-2. Vo viléznych cytotrofoblastoch a decidue sa
nachadza galektin-3, ktory je vyrazne exprimovany najma
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v obdobiimplantacie, avSak jeho uloha zatial nie je presne
objasnena (9, 16).

Vyznamna expresia bola zistena aj pri galektine-7 v STB v
prvom aj tretom trimestri, v bunkach EVT, v imunitnych
bunkach placentarnych klkov a decidue pocas prvého
trimestra a tieZ v endoteli. Zvy$Sené hladiny galektinu-7 boli
zaznamenané u pacientiek s preeklampsiou v porovnani s
fyziologicky prebiehajicou graviditou (9, 16).

Galektin-8 je exprimovany vo viléznom a extraviléznom
trofoblaste aj v bunkach deciduy. Bol identifikovany ako
sregulator angiogenézy“ v cievnom a lymfatickom
endoteli, av8ak jeho funkcia v placente ani
imunoregulacny efekt pocCas gravidity zatial nie su
dostato¢ne objasnené (1).

Galektin-9 je predominantne exprimovany v decidualnych
bunkach a v mensSej miere v oblastiach cytotrofoblastu,
zatial ¢o galektin-10 bol v niektorych studiach detegovany
v STB prvého trimestra. Vyznam expresie galektinu-9 si
vyzaduje dalSi vyskum — na animalnych modeloch boli
popisané jeho znizené hladiny pri spontannom potrate. V
humdénnych $tudidach je zaujimavd zmena hladiny
galektinu-9 v koreldcii s pohlavim plodu a jeho mozna
uloha pri regulacii NK buniek, ¢im méze prispievat k
imunosupresivnej aktivite poCas prvého trimestra
tehotenstva (1).

Primarne povrchovo v syncytiotrofoblaste (STB) su
exprimované galektiny-13, -14, -16 a -17, pricom galektin-
13 je detegovatelny nielen na povrchovej membrane, ale aj
intracelularne. Galektin-13 bol prvykratizolovany z ludskej
placenty spolu s galektinmi-14 a -16, ¢o vzbudilo zna¢nu
vedecku pozornost (17). Okrem expresie v STB je galektin-
13 pritomny aj v sére gravidnych zien (18). Nedavne Studie
naznacuju, Ze dynamika expresie galektinu-13 pri
preeklampsii suvisi s koordinovanym po6sobenim tohto
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Wilsonova choroba
Miroslava Alexa

Medirex a. s., Bratislava, Slovenska republika

Wilsonova choroba je zriedkavé progresivne genetické ochorenie charakteristické poruchou metabolizmu medi. Je sp6sobené
mutaciou v géne ATP7B, lokalizovanom na dlhom ramienku 13. chromozédmu (13g14). Na diagnostiku Wilsonovej choroby sa
¢asto vyuziva laboratérne stanovenie hladiny sérového ceruloplazminu a medi a odpadu medi v 24-hodinovom moc¢i. Medzi
neodmyslitelnu ¢ast diagnostiky patri genetické vySetrenie, oftalmologické vySetrenie, magnetickd rezonancia mozgu a
délezity je aj rodinny skrining. Biopsia pecene a stanovenie medi v pec¢eni po jej vysuseni sa indikuje vzhladom na invazivnost
v pripade, ak nie su presvedcivé ostatné diagnostické parametre.

Kluéové slova: Wilsonova choroba, ATP7B, med’

Wilson disease
Summary

Wilson's disease is a rare progressive genetic disorder characterised by a problem with copper metabolism. It results from a
mutation in the ATP7B gene, situated on the long arm of the 13th chromosome (13q14). To diagnose Wilson's disease,
laboratory tests such as serum ceruloplasmin, copper levels, and 24-hour urinary copper excretion are commonly utilised.
Genetic testing, ophthalmological examination, magnetic resonance imaging of the brain, and family screening are vital
components of the diagnostic process. Liver biopsy and measurement of copper in dried tissue are highly invasive procedures
and are only performed if other diagnostic tests are inconclusive.

Keywords: Wilson disease, ATP7B, copper
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Wilsonova choroba je zriedkavé progresivne genetické
ochorenie charakteristické poruchou metabolizmu medi.
Dochédza k toxickému hromadeniu medi v tkanivach,
najma v peceni, mozgu a rohovke (1). Toto ochorenie,
nazyvané aj hepatolentikularna degeneracia, sp6sobuje
mutacia génu ATP7B. Ide o autozomadlne recesivne
ochorenie (2). ATP7B sa nachadza na dlhom ramienku 13.
chromozému (13g14), ma velkost 80 kb a obsahuje 21
exénov, 20 intrénov. Koéduje transmembranovi med-
transportnu ATP-azu P-typu (3). Gén je velmi variabilny, v
databaze The Human Gene Mutation Database bolo
popisanych viac ako 700 mutécii. Protein Wilsonovej
choroby, ATP7B, je exprimovany najma v peceni ale aj v
oblickach, mozgu a placente (3, 4). Mutovany ATP7B a
inaktivacia ATP7B transportéra vedie k poruche transportu
medi z oblasti trans-Golgiho systému do lyzozémov a
odtial do zl¢e. Tym je poruSena homeostaza medi. Taktiez
je poruseny transport medi pre syntézu ceruloplazminu, v
¢oho dosledku je zniZzend jeho sérova hladina (5, 6). Defekt
v ATP7B vedie k nadmernému mnozstvu medi v
hepatocytoch a k patolégii pecene. Nadbytok medi je
uvolhovany aj do cirkulacie a dochadza tak k patologickej
akumuldacii v tkanivach. Hromadenie mediv mozgu vedie k
neurologickym symptémom a psychickym porucham (1).

Svetova incidencia sa dnes odhaduje na 1:30 000
zivonarodenych deti a vyskyt heterozygotnych nosi¢ov na
1:90 (7). Ochorenie postihuje rovnako muzov aj zeny. V

niektorych €astiach Eurépy, ako Rumunsko a Sardinia, bol
zaznamenany niekolkondsobne vys$si vyskyt ochorenia (8).
Na Kréte v malej horskej dedinke nedaleko mesta
Heraklion bola pocas 25 rokov klinicky a/alebo
biochemicky diagnostikovana Wilsonova choroba az
Siestim z 90 narodenych deti (9).

Funkcia medi v ludskom organizme

Med je esencialny stopovy prvok u ludi a zvierat, patri
medzi tazké kovy. Atdm medi ma zabudovany vo svojom
aktivnom centre mnoZstvo enzymov, ktoré katalyzuju
najma oxidac¢no-redukéné reakcie. Patri sem napr.
cytochréom c oxidaza, Cu/Zn- zavisla superoxiddismutaza,
tyrozinaza ¢i dopamin-B-hydroxylaza. Med sa zucastnuje
mnohych biochemickych procesov ako kofaktor
metaloenzymov. Tie katalyzuji velké mnozZstvo
enzymatickych procesov, ako napr. bunkova respiracia,
syntéza neurotransmiterov, tvorba pigmentu, ochrana
proti oxidaénému stresu, ,cross-linking“ kolagénu,
elastinu a keratinu. Med je taktiez esencidlna pre
homeostdzu Zeleza a tak nepriamo ovplyviuje
hematopoézu a participuje na koagulacii a angiogenéze
(10-12). Ludsky organizmus si zasoby medi nevytvara.
Vzhladom na vysoky toxicky potencial medi v bunke, musi
byt jej prijem a vydaj v organizme precizne regulovany (10).
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Pre spravnu funkciu ludského tela je zasadna potreba
udrziavat homeostazu medi. Pri jej naruSeni dochadza k
patologickym prejavom. Priklady taZzkych vrodenych
ochoreni pecene, pri ktorych dochadza k vyraznému
hromadeniu medi v peceni su Wilsonova choroba a
idiopaticka toxikéza. Naopak, vrodena Menkesova
choroba sa prejavuje zavaznym nedostatkom medi v
organizme (12). Nedavno sa zistilo, Ze abnormalna
homeostaza medi zohrava ulohu aj v
neurodegenerativnych ochoreniach ako Parkinsonova
choroba, Alzheimerova a Huntingtonova choroba, v
pribnovych ochoreniach ¢i v systémovom lupuse
erythematosus (13).

Klinicky obraz Wilsonovej choroby

V pociatocnych §tadidch choroby sa med hromadi v
peceni. Po prekroceni skladovacej kapacity pecene
nastdva hromadenie medi v extrahepatalnych tkanivach s
ich poSkodenim. V désledku mutacii enzymu ATPaza 7B
dochadza k hromadeniu medi v pe€eni od narodenia a
nasledné histologické zmeny sa moézu zistit dlho pred
klinickou manifestaciou Wilsonovej choroby. Klinicky
obraz moé6zu dokreslovat prejavy poskodenia dalSich
organov a ovplyviuju ho pravdepodobne aj epigenetické
faktory a faktory vonkajSieho prostredia. U liecenych
pacientov (najma D-penicilaminom) moézu klinickd
symptomatolégiu  dokreslovat prejavy neziaducich
ucinkov liekov (10).

Hoci sa mbéze Wilsonova choroba vyskytnut v akomkolvek
veku, prvé priznaky ochorenia pozorujeme najCastejSie
medzi 5-35 rokom. MoZe sa vyskytnut aj neskora
manifestacia, u pacientov nad 70 rokov. Preto treba na
toto ochorenie mysliet aj u starSich pacientov. Naopak,
najmladsi pacient mal len 9 mesiacov. Asymptomaticki
pacienti su diagnostikovani pri rodinnom skriningu (1, 14).
Klinicky priebeh a symptémy ochorenia su velmi
variabilné. RozliSujeme tri zakladné formy- hepatalnu,
neurologicku a psychiatricku. Vela pacientov ma sucasne
hepatalnu s neurologickou formou. Zvy€ajne po
asymptomatickom obdobi v rannom veku prevlada
hepatalna forma. Hepatalna forma bola pozorovana
vacsinou u mladsich jedincov, 83% pacientov bolo vo veku
menej ako 10 rokov. Neuropsychiatrické formy sa
vyskytovali so zvySujucim sa vekom, 74% pacientov malo
viac ako 18 rokov (15, 16).

Hepatalna forma

Pecenové poskodenie pri Wilsonovej chorobe moze
manifestovat pestrym obrazom, a to od ndhodného nalezu
zvySenych hodndt sérovej aktivity aminotransferaz az po
obraz pokrocilej cirhézy alebo fulminantného zlyhania
pecene. Poskodenie pecene odraza rozny stupen
zapalovych zmien v peceni, nekrézy hepatocytov so

vznikom fibrézy a cirhdézy pecene, rozvojom portalnej
hypertenzie a nasledne jej komplikacii najcastejSie v prvej
alebo druhej dekade Zivota. Podiel pacientov s c¢isto
hepatalnym postihnutim pri Wilsonovej chorobe je 35-
50% (10).

Neurologicka forma

Neurologickd dysfunkcia je pociatoénym klinickym
prejavom Wilsonovej choroby u 40-60% pacientov.
Typicky je nastup okolo 20-teho roku, méze sa vSak
vyskytovat v rozmedzi medzi 6. a 72. rokom (17).
Neurologické priznaky Wilsonovej choroby su rézne, ale
vacésinou sa tykaju dysfunkcie v extrapyramidovom
systéme. PosSkodenie centralneho nervového systému v
dbsledku ukladania medi sa prejavuje dysartriou,
poruchami pohybu (tremor, ataxia, mimovolné pohyby,
chorea, choreoatetéza), dysténiou, dysautonémiou,
parkinsonizmom, epileptickymi zachvatmi a poruchami
spanku (2, 18).

Psychiatrické prejavy pri Wilsonovej chorobe

Epidemiologické data uvadzaju, Zze 30% pacientov s
Wilsonovou chorobou ma spociatku psychiatrické
symptomy. Prvé psychiatrické prejavy sa mézu vyskytnutv
detstve. Medzi najcastejSie psychiatrické symptomy patri
zmena osobnosti, podrazdenost, lzkost a depresia.
Pacienti m6Zzu mat aj samovrazedné sklony. V priebehu
progresie ochorenia sa moézu pridruzit dalSie priznaky ako
impulzivnost, antisocialne spravanie, kataténia, mania, a
zriedkavo psychdéza (charakteristickd schizofréniou,
paranojou, bludmi a halucinaciami). Boli pozorované aj
kognitivne poruchy, poruchy spanku (dyssomnia),
sexualna dysfunkcia (vratane nadmernej sexudalne tuzby),
obsesivno-kompulzivna porucha ¢i bipolarna porucha.
Klinické symptémy su casto nesSpecifické a spdsobuju
tazkosti v diagnostike. V pripade, Ze chybaju hepatalne a
neurologické prejavy, zvykne sa diagnostika Wilsonovej
choroby oneskorit (19, 20).

O¢né priznaky pri Wilsonovej chorobe

Oc¢né prejavy Wilsonovej choroby zahfnaju Kayser-
Fleischerov prstenec a takzvany ,sunflower cataract® (21).
Kayser-Fleisherov prstenec je takmer vzdy obojstranny a je
spOsobeny  extraceluldarnym  ukladanim medi v
Descemetovej membrane rohovky. Javi sa zlaté, hnedé
alebo zelené sfarbenie periférnej ¢asti rohovky. Vyskytuje
sa u takmer 100% pacientov s neurologickou formou, u
40-50% s hepatalnou formou a u 20-30% bezpriznakovych
pacientov. Je dbleZitym diagnostickym znakom a na jeho
identifikaciu je potrebné vySetrenie Strbinovou lampou
skisenym oftalmolégom (22). Metddou, ktord dokaze
detegovat  signifikantne  viac  pripadov  Kayser-
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Fleischerovych prstencov je optickd koherentna
tomografia predného segmentu (anterior segment optical
coherence tomography, AS-OCT). Ide o rychlu
bezkontaktnu vySetrovaciu metddu, ktoréd si nevyzaduje
lokalnu anestézu. To je velkou vyhodou najma u pacientov
s neuropsychiatrickou formou Wilsonovej choroby (10).

Okrem vysSie spomenutych foriem Wilsonovej choroby sa
vyskytuju aj dalSie, menej casté formy manifestéacie.
Pozorujeme hematologické prejavy, poskodenie srdca a
obligiek, kostné a kibové poskodenie, dermatologické
zmeny, gastrointestindlne prejavy a poskodenie
endokrinneho systému.

Diagnostika

Diagnosticky algoritmus pre Wilsonovu chorobu je podla
Eurépskej asociacii pre Studium pecene (European
Association for Study of Liver EASL) zaloZeny na
diagnostickom indexe, tzv. ,Leipzigovom skére“. Toto
skére zohladnuje klinické, biochemické a molekularne
nalezy (23).

Na diagnostiku Wilsonovej choroby sa casto vyuZiva
stanovenie hladiny sérového ceruloplazminu a medi, medi
v 24-hodinovom moci a detekcia Kayser-Fleischerovho
prstenca. Medzi neodmyslitelnd ¢ast diagnostiky patri
genetické vySetrenie, magnetickd rezonancia mozgu a
dolezity je aj rodinny skrining (15).

Tabulka 1: Diagnosticky skérovaci systém pri Wilsonovej chorobe, upravené podla Ferenci a kol. (23).

Test Parameter | Skore
Typické klinické priznaky
Kayser-Fleischerov prstenec pritomny 2
nepritomny 0
Neurologické symptomysk zavazné 2
mierne 1
nepritomné 0
Sérovy ceruloplazmin normalny (> 0,2 g/l) 0
0,1-0,2 g/l 1
<0,1¢g/l 2
Coombs-negativna hemolyticka anémia pritomna 1
nepritomna 0
Iné testy
Koncentracia mediv peceniv grame susiny > 250 pg (>4 pmol) 2
(pri absencii cholestazy) 50 -249 pg (0,8-4 pmol) 1
normalna: <50 pg (0,8 pmol) -1
rodamin pozitivne farbenie %% 1
Exkrécia mediv moci normalna 0
(pri absencii akutnej hepatitidy) 1- az 2-nasobok horného limitu normy 1
> 2-nasobok horného limitu normy 2
normalna ale > 5-nasobok horného limitu
normy po podani D-penicilaminu 2
ATP7B molekularno-genetické testovanie mutacia na oboch chromozémoch 4
mutéacia na jednom chromozéme 1
Ziadna mutacia 0
Celkové skére
Vyhodnotenie stanovena diagndza 24
diagn6za mozna, potrebné dalSie testy 3
diagndza velmi nepravdepodobna <2

* alebo typické abnormality na MRI mozgu

*% ak nie je dostupné kvantitativne stanovenie medi v peceni
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1. Laboratérne vysetrenia
Sérovy ceruloplazmin

Pri Wilsonovej chorobe je koncentracia ceruloplazminu
zvyCajne pod 0,1 g/l. Sérové znizenie ceruloplazminu
pozorujeme najma u pacientov s neurologickou formou
Wilsonovej choroby. Treba mysliet na to, ze v pripade
akutneho zapalu moéZe dojst k narastu koncentracie na
normalnu hladinu, kedZe patri medzi proteiny akutnej fazy.
Sérovy ceruloplazmin moéze byt nizky aj v pripade znacne;j
renalnej alebo ¢revnej straty bielkovin, malabsorpéného
syndromu alebo pri kone€nom $tadiu ochorenia pecene
akejkolvek etiologie (24).

Med'v sére

MnozZstvo sérovej medi je pri Wilsonovej chorobe zvy€ajne
znizené, porovnatelne so znizenym ceruloplazminom. U
pacientov so zavaznym poskodenim pecene moéze byt v
norme. V pripade akutneho zlyhania pe¢ene v désledku
Wilsonovej choroby méze byt hladina medi v sére dokonca
vyrazne zvySena. Je to spdsobené nahlym uvolnenim kovu
z tkanivovych zasob pecene (24).

Exkrécia medi v mogéi

Mnozstvo vyluc¢enej medi v 24-hodinovom modi je
uzZitocné na diagnostiku a monitorovanie liecby
Wilsonovej choroby. Ide o citlivy test, ktory odraza hladinu
volnej sérovej medi. Moc¢ je potrebné zbierat do nadoby
bez obsahu medi a test sa ma vykonat pred podanim
chelatov. Je to vyborny test u symptomatickych pacientov,
u asymptomatickych vSak moéze byt faloSne negativny (15,
24).

Pri diagnostike Wilsonovej choroby u deti mdéze byt
napomocny provokaény penicilaminovy test. Pozitivny je,
ak po podani 1000 mg penicilaminu (500 mg podanych na
zaCiatku zberu mocu a dalSich 500 mg podanych po 12
hodinach v priebehu zberu mocu) stupne exkrécia medi
nad 1600 pg/24 hod (25 pmol/24 hod). (10).

2. Biopsia pecene a kvantitativne stanovenie medi v
peceni

Obsah medi v peceni > 250 pg (4 pmol)/g tkaniva po
vysuSeni sa povazuje za najlepSi biochemicky dokaz
Wilsonovej choroby (22). Biopsia pecene s kvantifikaciou
medi v parenchyme pecene je potrebnd v pripade ak
klinické priznaky a neinvazivne vySetrenia neumoznuju
urcit kone¢nu diagnézu alebo ak je podozrenie na ind,
pripadne dalSiu patoldgiu pecene.

3. Genetické vysetrenie

Genetické testy sa stavaju c&oraz doblezitejSimi pre
validaciu Wilsonovej choroby a umoznuju identifikovat
postihnutych ¢lenov rodiny este v presymptomatickom
Stadiu. Vysledok je velmi uzito¢ny aj z dévodu poznania Ci
ide 0 homozygotného alebo heterozygotného jedinca (15).
V prvom kroku sa pri podozreni na Wilsonovu chorobu
zistuje genetickym vySetrenim pritomnost najcastejSich
mutécii vyskytujucich sa v danej populécii. V slovenskej
populdcii su to predovsetkym mutacie 3207>A (H1069Q);
3402delC; W779X; R778G; 1340del4. Diagnostiku mozu
urychlit DNA ¢ipy, ktoré umozfuju sucasnu analyzu
viacerych mutdacii a polymorfizmov. Ak sa genotypovanim
nezistia 2 mutacie génu pre Wilsonovu chorobu a
pretrvava podozrenie na nu, nasleduje sekvenovanie
ATP7B génu (10).

4. Rodinny skrining

V rodine pacienta s Wilsonovou chorobou je nevyhnutny
skrining ostatnych ¢&lenov rodiny. Riziko, Ze suUrodenec
bude homozygot, a preto sa vyvinie aj klinicky ochorenie,
je 25%. U potomkov je riziko ovela nizsie, len 0,5% (24).

5. Zobrazovacie techniky v diagnostike Wilsonovej
choroby

Medzi zobrazovacie techniky pouZivané na hodnotenie
Wilsonovej choroby patri magnetickd rezonancia (MRI),
MRS (magnetic resonance spectroscopy), SPETC
(singlephoton emission computed tomography), PET
(positron emission tomography) (25).

Terapia

VSetci pacienti s Wilsonovou chorobou, vratane
presymptomatického S$tadia, vyZzaduju celoZivotnu
medikamentdznu lie¢bu (16). Cielom terapie je dosiahnut
normalnu homeostazu medi. U pacientov s pretazenim
medi je cielom jej negativna bilancia, €0 mozno dosiahnut
zvySenou exkréciou chelatacnou terapiou a znizenim
absorpcie medi zinkom (18). Pri lieCbe sa vyuzivaju dve
skupiny latok- chelatacné latky (D-penicilamin a
trietyléntetraamin) a zinkové soli (siran zinoc€naty,
glukonat zinoCnaty, acetat zino¢naty, octan zino€naty).
Transplantacia pecene je jedinou liecebnou metédou u
pacientov s Wilsonovou chorobou, u ktorych zavazné
poskodenie pecene neposkytuje dostatoCny Casovy
priestor pre zlepSenie medikamentéznou lie€bou alebo u
pacientov, u ktorych medikamentézna liecba neviedla k
zlepSeniu klinického stavu (10).
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Zaver

Prejavy Wilsonovej choroby mézu byt velmi réznorodé a je
potrebné na ne mysliet aj pri pacientoch s akymkolvek
extrapyramidovym a cerebralnym poskodenim ¢&i s
psychiatrickymi poruchami. Je dblezité, aby sa toto
ochorenie dostalo do povedomia praktickych lekarov
rovnako ako Specialistov. Hepatolentikularna degeneracia
je jednou z madla metabolickych chordb, ktoré mozno
Uspesne farmakologicky liecit, ak je diagndza stanovena
v€as. Oneskorena diagnostika je jednym z
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Biobanky oznacuju kolekcie biologickych vzoriek alebo genetickych dat urenych na vyskumné ucely. Su klucové pre
biomedicinsky vyskum, klinické skusky a prirodné vedy, najma s rozvojom ,,omics“ disciplin a elektronickych databaz.
Biobanky su nevyhnutné pre pokroky v personalizovanej a preventivhej medicine. Existuju roézne typy biobank - od
akademickych az po komeréné — pricom akademické biobanky tvoria priblizne 95 % vsetkych a zohrdvaju zdsadnu ulohu vo
vyskume. Organizacie ako ISBER (International Society for Biological and Environmental Repositories) a BBMRI-ERIC
(Biobanking and Biomolecular Resources Research Infrastructure — European Research Infrastructure Consortium) podporuju
Standardizaciu a kvalitu biobankovania. Eurépa, ktora patri k lidrom v oblasti biobankovania, ¢eli viacerym vyzvam, vratane
etickych, pravnych a socialnych otazok. Na zabezpecenie kvality a udrzatelnosti biobankovania su potrebné jasne definované
postupy, Standardy a adekvatne financovanie, ¢o predstavuje kli¢ovu tému odbornych seminarov a konferencii. Slovensko,
ktoré zatial nie je plnohodnotnym ¢lenom BBMRI-ERIC, pracuje na vytvoreni narodnej biobankove;j siete.

Kltacové slova: biobanky, biobankovanie, vyzvy

Biobanking in Slovakia and its challenges
Summary

Biobanks are collections of biological samples or genetic data intended for research purposes. They are crucial for biomedical
research, clinical trials, and the life sciences, particularly with the advancement of “omics” disciplines and electronic
databases. Biobanks are essential for progress in personalized and preventive medicine. There are different types of biobanks,
ranging from academic to commercial, with academic biobanks accounting for approximately 95% of all biobanks and playing
a key role in research. Organizations such as ISBER and BBMRI-ERIC promote standardization and quality in biobanking.
Europe, whichis a global leaderinthe field, faces several challenges, including ethical, legal, and social issues. Clearly defined
procedures, standards, and sustainable funding are needed to ensure both the quality and long-term viability of biobanking,
and these remain key topics at workshops and conferences. Slovakia, which is notyet a full member of BBMRI-ERIC, is working
towards establishing a national biobanking network.

Key words: biobanks, biobanking, challanges
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Termin ,biobanka“ bol prvykrat pouzity v roku 1996 v
publikacii, ktora skiumala ulohu oxidacného poskodenia
DNA ako nezavislého rizikového faktora pri rakovine, a

oznadoval vyuzitie ludského biologického materialu (1). Delenie biobank, medzinarodné organizacie a normy

Odvtedy sa tento pojem pouZziva na oznacenie akejkolvek
kolekcie biologickych vzoriek alebo ludskych genetickych
dat vhodnych na vyskumné ucely. Oblast biobankovania
sa neustdle rozvija a stala sa klUCovym nastrojom
biomedicinskeho vyskumu, klinickych studii a prirodnych
vied. Vyznamny pokrok v tejto oblasti priniesol rozmach
»omics“ disciplin, ako su genomika, transkriptomika a
proteomika, ako aj moznost vytvarat rozsiahle
elektronické databdzy uchovavajuce velké mnoZstva
Strukturovanych dat. Dostupnost rozsiahlej zbierky
pacientskych vzoriek s prislusSnymi datami je dnes
kritickou poziadavkou pre rozvoj biomedicinskeho
vyskumu a klinickych skasani a zaroven predstavuje
zaklad personalizovanej a preventivnej mediciny (2).

Existuje Siroké spektrum biobank, od Specializujucich sa
na vyskum konkrétneho ochorenia, cez projektové, az po
komeréné biobanky a najnovSie aj virtualne biobanky.
Priblizne 95 % vSetkych biobank tvoria akademické
biobanky, ktoré zohrdvaju klic¢ovu ulohu vo vyskume na
univerzitach. Nasleduju sukromné, komeréné biobanky
orientované najma na poskytovanie vzoriek pre klinické
skusanie (3).

Vyznamnu ulohu pri podpore ¢innosti biobank, ako aj pri
rieSeni metodologickych a etickych vyziev, zohravaju
medzinarodné organizacie (4). ISBER (The International
Society for Biological and Environmental Repositories)
podporuje inovacie, rozvoj infrastruktury a vzdelavanie v
oblasti biobankovania a Standardizuje pristupy v tejto
oblasti. Jej hlavhou uUlohou je tvorba smernic
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garantujucich vysoku kvalitu vzoriek pre buduci vyskum.
Dokument ISBER Best Practices: Recommendations for
Repositories uvadza najuspeSnejSie postupy riadenia
vzoriek vratane zberu, dlhodobého skladovania,
vyhladavania a distribucie (5).

Dalsou vyznamnou organizédciou je BBMRI-ERIC
(Biobanking and Biomolecular Resources Research
Infrastructure - European Research Infrastructure
Consortium), ktorej ulohou je spravovat zoznam
eurépskych biobank a poskytovat podporu
novovznikajucim biobankam v oblasti manazmentu
kvality, informacnych technolégii a ochrany osobnych
Udajov (GDPR). V sucasnosti je do BBMRI-ERIC
zapojenych 20 krajin EU, pri¢om najvaési poéet biobank sa
nachadza v Spojenom kralovstve, Svédsku, Holandsku,
Francuzsku, Taliansku a Nemecku (6). Slovensko zatial nie
je plnohodnotnym ¢&lenom BBMRI-ERIC, figuruje vSak v
pozicii ,pozorovatela“ a planuje vstupit do tejto eurdpskej
siete.

S cielom zabezpecit konzistentnost pri sprave vzoriek a dat
implementovali niektoré eurépske biobanky QMS (Quality
Management System) na zaklade normy ISO 9001:2015.
Tento systém vSak nepriniesol dostatocny efekt v oblasti
Standardizacie. Za klu¢ovy milnik v harmonizacii
biobankovacich postupov na medzindrodnej urovni sa
preto povazuje norma ISO 20387:2018 (ISO 20387:2018
»Biobanking — General requirements for biobanking®). Jej
vSeobecnym ucelom je zabezpeéit dostupnost
biologického materialu, ktory garantuje
reprodukovatelnost a porovnatelnost  vysledkov
vedeckého vyskumu prostrednictvom Standardizacie
jednotlivych procesov biobankovania, od odberu,
transportu a spracovania, az po skladovanie a vydanie
vzoriek tretej strane (7).

Biobankovanie na Slovensku

Slovenska republika sa postupne etabluje na oblasti
biomedicinskeho vyskumu zahffajuceho biobankovanie.
Na zaklade Stratégie vyskumu a inovacii pre inteligentnud
Specializaciu Slovenskej republiky 2021 - 2027 (SK RIS3
2021+) bola v ramci domény Zdrava spolo¢nost vytvorena
iniciativa Narodnej biobankove] siete. Jej cielom je
vybudovat funkénu narodnu siet biobank, implementovat
procesy biobankovania do slovenskej legislativy,
dobudovat technické a technologické zazemie na
uchovavanie vzoriek a nastavit Standardy v sulade s
normou ISO 20387:2018. Takto ma vzniknut spolo¢na
platforma pre realizaciu Spickového vedeckého vyskumu.

Jednou z biobank zapojenych do tejto siete je Biobanka
pre nadorové a zriedkavé ochorenia, ktord je
Specializovanym  vedecko-vyskumnym  pracoviskom
Jesseniovej lekarskej fakulty Univerzity Komenského v
Martine (8).

Dalsou vyznamnou biobankou je MEDIXBANK, ktora
funguje od roku 2020. Rozvijala sa vdaka spolupraci s 27
klinikami, 84 lekarmi z 12 medicinskych odborov a 4600

dobrovolnymi darcami. Vedeckej komunite ponuka
takmer 30 000 vzoriek krvi, tkaniv, DNA a inych
biologickych materidlov. Primarne sa zameriava na
civiliza¢né ochorenia, ako su diabetes mellitus a zapalové
ochorenia Criev, ale poskytuje aj kolekcie vzoriek
nadorovych a infekénych chordb. Doteraz bolo vydanych
takmer 3 000 vzoriek a prislusnych dat slovenskym i
zahrani¢nym vedcom na ucely biomedicinskeho vyskumu.
MEDIXBANK vyuziva biobankovy softvér OpenSpecimen,
vyvijany v spolupraci s poprednymi biobankami sveta.
Tento softvér sa pouziva v celom procese, od naboru
pacienta az po vydaj vzoriek. Kvalitu prace so systémom
zabezpecuju pravidelné Skolenia laboratérnych
pracovnikov aj lekarov zapojenych do vyskumnych Stadii
(9).

Vyzvy biobankovania

Eurépa vedie biobankovy trh a v roku 2023 predstavovala
trhovy podiel priblizne 35,16 % s hodnotou 27,07 miliardy
USD (10). Napriek neustalemu progresu celia biobanky
mnohym vyzvam - predovSetkym etickym, pravnym a
socialnym otazkam. Okrem tychto otazok je potrebné brat
do uvahy aj dalSie aspekty, ako je infrastruktura
(spracovanie a skladovanie vzoriek) a Standardizované
operacné postupy (zhromazdovanie, primarne
spracovanie, anotéacia, vydaj, distriblicia a sledovanie
vzoriek).

Neoddelitelnou sucastou biobankovania je sprava
v§etkych suvisiacich udajov, tzv. minimum data set (MDS),
ktory zahfha klinické informacie (patoldgia, liecba,
vysledky), strukturu databaz a informacnych systémov,
informovany suhlas pacienta, nastroje na spravu
inventara a vyhladavanie vzoriek. Ochrana udajov a
stkromia je zakladnym ludskym pravom a musi byt vzdy
garantovana. Darcovia vzoriek pre buduci vyskum
ocakdavaju kontrolu nad svojimi osobnymi udajmi, ktoré
maju zostat déverné. Ochrana dat preto zahfia technické
a bezpecnostné opatrenia, ktoré brania ich zneuZitiu a
zabezpeCuju presnost. V biobankach je navyse
problematika vlastnictva osobnych udajov komplexna,
kedZe zahfna rozne zainteresované strany (11).

Medzi dalSie problémy biobankovania patria aj narodné
politiky, ekonomické modely (zdroje financovania,
poplatky za vyuzivanie, duSevné vlastnictvo), modely
spravy a vzdelavania vSetkych zainteresovanych stran —
darcov, vyskumnikov, grantovych agentur, inStitucii
uchovavajucich vzorky ¢i etickych komisii (12). Zdroje
financovania a samotna udrzatelnost biobanky su dnes
hlavnou témou rbéznych semindrov a konferencii.
Udrzatelnost bola aj jednou z hlavnych tém na
»Eurépskom tyzdni biobankovania“ (Europe Biobank
Week Congres 2024) vo Viedni (13). Ugastnici konferencie
sa zhodli, Ze pre uspesnu buduicnost biobank je
nevyhnutné vytvarat jasne definovand marketingovu
identitu, vypracovat realisticky biznis plan a vyuzivat
externé zdroje financovania z grantovych schém.
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Komentar

Délezitost jasne definovanej identity biobanky a vizia v
podobe biznis planu su navyse jasne definované aj v novej
ISO norme.

Zaver

Od prvého pouzitia terminu ,biobanka“ preslo takmer 30
rokov a biobankovanie sa stalo klu¢ovym nastrojom v
biomedicinskom vyskume, klinickych skuskach a
personalizovanej medicine. Vyznam biobankovania
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Vyuzitie radiogenomiky v diagnostike nadorov prostaty — prehlad a perspektivy
David Kocan

Radiologicka klinika, Narodny uUstav srdcovych a cievnych chorbb, Bratislava
Ustav patologickej anatémie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave

V dobe sustavne sa rozvijajucich nastrojov umelej inteligencie je radiogenomika schopna poskytnut personalizovany pristup
k detekcii a diagnostike nadorovych ochoreni prostaty. Primarnym cielom tohto systematického prehladu je zhrnut sucasny
stav poznania a vyuZitia rddiomiky, genomiky a radiogenomiky v oblasti PCa a zhodnotit ich prinos v diagnostickom algoritme.
Zistenia su konfrontované s vysledkami aktudlne prebiehajlcich stiadii a dalSimi publikovanymi pracami, vratane porovnania
s nadormi pluc.

Ktacéové slova: nadory prostaty, biomarkery, radiogenomika, radiomika, multiparametrické MRI, personalizovana
medicina

The use of radiogenomics in the diagnosis of prostate tumours - a review and perspectives
Summary

In an era of rapidly evolving artificial intelligence tools, radiogenomics offers a personalized approach to the detection and
diagnosis of prostate cancer. The primary aim of this systematic review is to summarize the current state of knowledge and
the applications of radiomics, genomics, and radiogenomics in PCa, and to evaluate their contribution to the diagnostic
algorithm. The findings are compared with ongoing studies and other published work, including parallels with lung cancer.

Key words: prostate cancer, biomarkers, radiogenomics, radiomics, multiparametric magnetic resonance imaging,
personalized medicine
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Uvod personalizaciu lie¢by v ramci jednotlivych terapeutickych
moznosti. Na ich validaciu su vSak nevyhnutné
rozsiahlejsSie prospektivne studie a dalSia Standardizacia
metodickych pristupov (2).

Nadorové ochorenia prostaty predstavuju pri narastajuicej
incidencii a prevalencii v populacii stale intenzivne
diskutovanu tému. Pretrvavajucou otazkou, a to aj podla
suc¢asnych odporucani Eurépskej urologickej spolo¢nosti,
zostadva zavedenie populaéného skriningu. Dokazom

. ) . ) enn - Sucasne postavenie zobrazovacich metéd vratane
vyznamného postavenia tejto problematiky je aj aktualne

hybridnych
prebiehajuci Populacény pilotny program vcasného ) » ) ) L
zachytu karcindmu prostaty realizovany v Ceskej Ako uygdzaju We' a kol., vysledky M.ULTIPRO.S studie
republike. Jeho cielom, je nastavenie a vyhodnotenie potvrdili, Ze prebioptické multiparametrické MRI je presné
postupov uréenych pre véasny zéchyt ochorenia. Do pri zobrazovani klinicky vyznamného karcindmu prostaty
diagnostického algoritmu sa zarover postupne dostéva aj (csPCa). Kombinacia fuznej biopsie s vyuzitim USG/MRI
aktudlne diskutovana téma prepojenia radiomiky a zobrazenia so systematickou biopsiou odhalila viac
genomiky, ako aj ich kombinacie, s cielom este klinicky vyznamnych lézii nez samotna systematicka

presnejsieho zachytu klinicky vyznamného karcinému biopsia. V ich prospektivnej, randomizovanej S§tudii,
prostaty (1). realizovanej v obdobi januar 2015 - august 2020, bolo

zahrnutych 582 pacientov (priemerny vek 65 = 6 rokov),

ktori absolvovali mpMRI. U 413 z nich bolo PI-RADS skére
Prinos radiomiky, genomiky a radiogenomiky = 3. MpMRI spravne identifikovalo 131 zo 182 csPCa lézii u
89 muzov (senzitivita 72 %). Specificita, pozitivna a
negativna prediktivha hodnota boli 71 % (91/128), 78 %
(131/168) a 64 % (91/142) (3).

Radiogenomika, ako interdisciplinarny pristup spajajuci
raddiomiku (kvantitativnu analyzu zobrazovacich dat) a
genomiku (Studium genetickych a molekularnych profilov

nadorov), mobze poskytnit presné zobrazovacie Multiparametricka MRI (mpMRI) sa v sti€asnosti pouziva
biomarkery, ktoré by v niektorych pripadoch mohli na zobrazenie nadoru, lokalno-regionalny staging,
nahradit genetické testovanie. Biomarkery radiomiky a sledovanie pacientov v ramci aktivneho dohladu (active
réadiogenomiky maju potencial predikovat riziko aj surveillance) a na vyhodnotenie terapeutickej odpovede.
terapeutické vysledky a mo6zu byt wvyuzité na Fdzia TRUS/MRI vo vsSeobecnosti zlepSuje vytaznost
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transrektalnych biopsii. Zobrazovanie pomocou
prostatického Specifického membranového antigénu
(PSMA) v PET vysetreniach je etablovanou metédou na
hodnotenie biochemickej recidivy. PSMA PET/CT je
nadradena konvenénym zobrazovacim metédam pri
ur¢ovani N a M stadia. PET/MRI navySe zvySuje senzitivitu
pri detekcii karcindmu prostaty (4).

Vacsina prac s vyuzitim PET/MRI sa zameriavala na re-
staging karcindmu prostaty po lie€be, pricom diagnostika
dominantnej lézie a jej charakterizacia pomocou PET/MRI
sa v poslednych rokoch stadva predmetom rasticeho
zaujmu, najma v suvislosti s vyvojom réadioligandov
Specifickych pre PSMA. Nedavno publikované Studie
ukazali, Zze PSMA PET/MRI méze zlepsit diagnostiku PCa v
porovnani so samotnou mpMRI. Stadia Ferrara a kol.
preukézala senzitivitu 96 % a $pecificitu 81 %. Dalsie
prace Parka a kol. a Hicksa a kol. ukazali, ze 68Ga-PSMA-
11 PET/MRI ma vysSiu pozitivhu prediktivhu hodnotu nez
mpMRI pri bilateralnych nadoroch (70 % oproti 18 %) (5)

Nové pokrocilé MRI sekvencie

S rastucim zaujmom o kombinaciu MRI dat s klinickymi a
genomickymi udajmi sa adekvatne zvySuje aj vyuzitie
radiomiky a radiogenomiky. Takto ziskané informacie
mozno vyuZit pri vyvoji novych diagnostickych nastrojov
zalozenych na automatickej segmentacii a detekcii
klinicky vyznamného karcinému prostaty (PCa) pomocou
metdd strojového ucenia. Do popredia sa dostavaju
viaceré pokrocilé pristupy v tejto oblasti diagnostiky.

1. Difzne vazené metédy

a) Restriction spectrum imaging (RSI) - pokrocila difuzne
vazena technika, ktora pouziva viacndsobné ziskavanie
difuzie s vopred definovanym rozsahom hodnét b-
koeficientu.

b) VERDICT - vaskularna, extraceluldrna a difuzia s
restrikciou pre cytometriu v nddoroch

VERDICT pracuje s modelmi s roznymi difuznymi ¢asmi a
difuznymivazeniamia priraduje signal DWI k trom hlavnym
zlozkam: intracelularnej tekutine, tekutine v
extraceluldarnom extravaskularnom priestore a
vaskularnej tekutine v sieti kapilar.

c) DWIBS - Zoom DWI a difuzne-vazené celotelové
zobrazenie s potlacenim okolitého signalu - zlepSuje
kvalitu obrazu a znizuje skreslenie obrazu pri MRI prostaty.

2. MRI metédy na baze perfuzie

a) DCE-MRI - poskytuje informacie o vaskularite nadoru
ziskanim série snimok pomocou 3D T1 véazenej rychlej
gradientnej echo sekvencie s vysokym ¢asovym
rozliSenim po podani kontrastnej latky

b) Arterial Spin Labeled (ASL) - MRI ASL meria aroven
perfluzie v tkanive bez pouZitia exogénnej kontrastnej latky
a vo velkej miere sa pouZiva v mozgu a obli¢kach.
Potenciadl zobrazovania prostaty ASL je pomocou

modifikovanej sekvencie FAIR (spatially confined flow-
sensitive alternating inversion recovery)

3. Metédy MR spektroskopie - Proton MRS/MRSI

S rasticim zaujmom o kombinaciu MRI dat s klinickymi a
genomickymi informdciami sa primerane zvySuje aj
vyuzitie radiomiky a radiogenomiky. Takto ziskané Udaje je
mozné vyuzit pri vyvoji novych diagnostickych nastrojov
zaloZzenych na automatickej segmentacii a detekcii
klinicky vyznamného karcindmu prostaty pomocou metéd
strojového ucenia. NizSie uvddzame viaceré pokrocilé
pristupy v tejto oblasti diagnostiky (6).

Radiomika

Radiomika je kvantitativna metdéda pouzivana na analyzu
Udajov ziskanych zo zobrazovacich vySetreni, vratane
mpMRI, na hodnotenie nadorovych ochoreni (vratane
karcindmu prostaty — PCa), ale aj inych patologickych
procesov. Jej cielom je extrahovat velké mnoZstvo
kvantitativnych znakov zo zobrazovacich datavyuzitich na
tvorbu modelov schopnych klasifikovat a predikovat rézne
aspekty PCa, ako su diagnostika, prognéza ¢i odpoved na
liecbu (7).

Dominguez a kol. publikovali pracu zameranu na tvorbu
modelu strojového ucéenia (ML) pre diagnostiku klinicky
vyznamného karcindmu prostaty (csPCa) podla Gleason
skére (GS), zalozeného na radiomickych parametroch
biparametrického MRI (bpMRI) a klinickych tdajoch. Do
retrospektivnej Studie bolo zaradenych 86 hispanskych
muzov (vek 60 = 8,2 roka, median PSA denzity [PSA-D] 0,15
ng/mLz) s PCa, ktori absolvovali 3T MRI pred biopsiou,
nasledovanou cielenou MRI-USG fuznou a systematickou
biopsiou. Dvaja nezdvisli examinatori vykonali 2D
segmentaciu lézii v T2-vaZzenych obrazoch a ADC mapach.
Klinicky vyznamny nador bol definovany ako GS = 7,
nevyznamny ako GS = 6. Vysledky ukazali, ze radiomické
charakteristiky z T2-vaZzenych obrazov a ADC map su
asociované s Gleason skore. Odvodené skoére z tychto ¢ft
sa preto javi ako vyznamny marker pri hodnoteni agresivity
PCa (8).

CT a vzajomna korelacia radiomickych charakteristik s
cirkulujucimi nadorovymi bunkami

Integracia tekutej biopsie cirkulujucich nadorovych buniek
(CTC) a bezbunkovej DNA (cell-free DNA, cfDNA) s dalSimi
minimalne invazivnymi metodikami md&ze priniest
komplexnejsi pohlad na ochorenie. Morrison a kol.
skumali prinos subeznej bunkovej a molekularnej analyzy
CTC a cfDNA v kombinacii s radiomickou analyzou CT
vySetreni u pacientov s metastatickym karcindmom
prostaty rezistentnym na kastraciu (mCRPC). Radiomicka
analyza preukazala korelaciu s po¢tom CTC a s hladinou
cfDNA v plazme. Integracia bunkovych, molekularnych a
radiomickych uUdajov v ramci multiparametrického
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pristupu sa ukazuje ako mozna a prinosna stratégia pre
komplexnejSie modelovanie a predikciu ochorenia (9).

Klu€ové zistenia v pripade kombinacie MRI a nastrojov
umelej inteligencie

MRI v kombinacii s néstrojmi umelej inteligencie (Al)
prinaSa vyznamné zlepSenie nielen v samotnej detekcii,
ale aj v presnejSej lokalizacii nadorov prostaty.
Diagnosticky a prognosticky prinos spociva najma v
znizeni zavislosti od invazivnych biopsii a v efektivnejSom
planovani liecby. Problémy s interpretovatelnostou
modelov Al si v§ak vyzaduju multicentrické Studie a SirSie
overenie. Manazment karcindmu prostaty zaznamenal
revoluény posun vdaka vyuzitiu Al pri MRI, ktoré vyrazne
zlepsSilo detekciu a lokalizaciu nadorov. Tieto pokroky,
spolu so schopnostou Al predikovat priebeh ochorenia po
liecbe - napriklad riziko biochemickej recidivy -
predstavuju vyznamny prinos pre pacientsky orientovanu
zdravotnu starostlivost (10) .

RADIOMIKA o
CT, MRI, PET, SPECT, USG

GENOMIKA
DNA, RNA, MRNA, miRNA
| KLINICKE UDAJE |

RADIOGENOMIKA
stratifikdcia rizika
véasnd diagnostika ochorenia
prognéza ochorenia
vyber vhodnej terapie
predikeia/hodnotenie terapeutickej odpovede

Obr. 1 Schéma prepojenia radiomiky a genomiky

Prepojenie metodik (radiomika a genomika) - vlastné
spracovanie podla Mytsyk a kol. (18)

Genomika

Genomika zahffia hodnotenie genomickych markerov,
ktoré su pritomné v biopsiach nadorov (11). Vyuziva
kombinaciu rekombinantnej DNA, metéd sekvenovania
DNA a bioinformatiky na sekvenovanie, zostavovanie a
analyzu Struktury a funkcie gendmov. Genomické
biomarkery, overené ako nezavislé prediktory, sa v
sUcasnosti Coraz viac uplatiuju v klinickej praxi pri
rozhodovani o lieCbe pacientov s karcindbmom prostaty
(PCa). V sulcasnosti su schvdlené a dostupné tri
genomické testy: Oncotype Dx, Prolaris a Decipher.
Dal&im skiimanym tkanivovym biomarkerom je mutovany
tumor-supresorovy gén fosfatdza a tenzin homolog
(PTEN), ktory sa hodnotil aj v ramci radiogenomiky
karcindmu prostaty v kombinacii s Udajmi z
celoexémového sekvenovania DNA (12).

Radiogenomika

Radiogenomika predstavuje vysoko personalizovany
pristup, ktory ma potencidl stat sa bududcnostou
stratifikacie rizika pri karcindme prostaty (PCa). Jej prinos
spociva v schopnosti zachytit heterogenitu ochorenia,
ktoréd €asto komplikuje diagnostiku. Aj ked je potrebny
dalsi vyskum S$pecifickych biomarkerov, sucasne
dostupné tri genomické panely poskytuju solidny zéaklad
pre nadvazujlce studie:

a) Prolaris® test (Myriad), vyuZivajuci hodnotenie rizika
bunkového cyklu (CCR), preukazal silni asociaciu medzi
CCR skore a extrakapsularnym sirenim nadoru.

b) Kontrastné MRI charakteristiky nadorov v periférnej
zbéne vykazuju vyznamnu suvislost s Gleasonovym skére a
stratou expresie PTEN.

c) Decipher génovy panel v kombinacii s Insight
Segmentation and Registration Toolkit (ITK) ukazal silna
korelaciu medzi Gleasonovym skére a vysledkami testu
(1)

Suéasné vyzvy a limitacie radiogenomiky
Radiogenomika predstavuje velky pristub, avSak ide o
relativne novu oblast vyskumu, ktord so sebou prinasa
viaceré limitacie. Za poslednych pat rokov bolo
publikovanych len niekolko §tudii zameranych na
karcindm prostaty (PCa) a jej praktické vyuzitie v klinickej
medicine zatial nebolo jednoznacéne ustanovené (12).

Radiopatologicka integracia poznatkov a jej uskalia

Diagnosticky proces karcindmu prostaty (PCa) ma stéale
svoje slabé stranky. Medzi ne patria faloSne pozitivhe
nalezy na mpMRI, ktoré moézu suvisiet s prostatitidou,
stromalnymi a hyperplastickymi uzlami alebo uzlami s
hemoragickym obsahom v tranzitérnej zéne. Takéto ézie
sa Casto klasifikuju ako PI-RADS 3 alebo vysSie, ¢o vedie k
naduzivaniu biopsii. Podobne, chybnéd segmentéacia
podozrivych lozisk moze viest k odberu vzorky z
nespravneho miesta. Napokon, aj chyby v histologickej
interpretacii moézu spoOsobit nespravnu klasifikaciu
nadorovych lozisk alebo ich Uplné prehliadnutie, co moze
viest k podhodnoteniu lézii mpMRI pévodne oznacenych
ako klinicky vyznamny karciném prostaty (csPCa) (13).

Vyznam zavedenia mutidisciplinarnych timov

Zriadenie spolo¢ného radiologicko-patologického tumor
boardu by mohlo poméct odhalit a vyrieSit diagnostické
nezrovnalosti eSte pred koneénym rozhodnutim. Tym by
sa znizila diagnostickd neistota aj psychologicka zataz
pbsobiaca na lekarov a pacientov, podobne ako je to
zauzivané pri manazmente karcindmu prsnika. Diskutovat
by sa mali najma lézie so strednym skére PI-RADS alebo
tie, ktoré sa nachadzaju v zlozitejSich lokalitach. V
pripadoch so skére PI-RADS 4 a vyssim, kde existuju
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radiologicko-patologické diskrepancie, by
multidisciplinarny pristup mohol poméct odhalit chyby,
ako su faloSne pozitivne nalezy na mpMRI alebo odber
bioptickej vzorky z nespravnej oblasti. DoleZitou otdzkou
je aj volba typu biopsie - cielena alebo satura¢na biopsia
podozrivych lézii pomocou mpMRI by mohla znizit pocet
opakovanych zakrokov, a tym aj riziko komplikacii.
Onkologickym centrdm sa preto odporica preberat
jednotlivé pripady v multidisciplinarnych timochv (13).

Diskusia

Z metaanalyzy publikovanej Castaldo a kol. vyplyva, Ze do
nej bolo zahrnutych 37 §tudii, z ktorych 29 bolo nakoniec
spracovanych. Analyza vyuzitia metéd strojového ucenia
na detekciu karcindmu prostaty (PCa) ukazuje na ich
obmedzené pouzitie a nedostatok Standardizacie, ¢o
brani sirSejimplementacii tychto pristupov v klinickej praxi
(14).

Parcialne odlisna situacia je pri vyuzivani nastrojov umelej
inteligencie (Al) v diagnostike nadorovych ochoreni plic.
Podobne ako pri PCa, aj tu prebieha intenzivna diskusia o
ich prinose, avSak v tejto oblasti je progres v poznatkoch a
Standardizacii vyraznejsi. Chassagnon a kol. vo svojom
prehlade opisuju pouzivanie ndstrojov Al v klinickej praxi
pre nadory hrudnika. Suc¢asné studie sa podla ich zisteni
zameriavaju najma na redukciu faloSne pozitivhych
nalezov pri detekcii plucnych nodulov, s dérazom na ich
dalSiu charakterizaciu (napr. volumetria). Okrem vyuzitia
Al v ramci National Lung Cancer Screening Trial (NLST) sa
tieto pristupy uplatiuju aj pri tzv. virtualnej biopsii, ktora
umozniuje predikciu terapeutickej odpovede a prezivania
pacientov (15).

Podla zisteni Lococo a kol. nastroje umelej inteligencie
zasadnym spo6sobom ovplyviuju manazment
nemalobunkového karcindmu plac (NSCLC)
augmentdciou viacerych aspektov, vratane urCovania
Stadia ochorenia, hodnotenia prognézy, predikcie liecby a
monitorovania terapeutickej odpovede. Algoritmy dokazu
predpovedat odpoved na jednotlivé terapeutické modality
— chirurgickd, radioterapeutickd, chemoterapeutickl aj
imunoterapiu (16).

Tieto zistenia podporuje aj praca s nastrojom LUCY (LUng
Cancer histologY), ktory sa zameriava na charakterizaciu
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Vyskyt Enterobacteriaceae produkujucich karbapenemazy v rokoch 2019 - 2023.
Kissova Sona’, Sojka Martin?, Krenzelokova Michaela?

' Oddelenie klinickej mikrobiolégie, Medirex, a.s., Bratislava
2Narodné referencné centrum pre sledovanie rezistencie mikroorganizmov na antibiotika,
Urad verejného zdravotnictva SR, Bratislava

Baktérie produkujuce karbapenemazy predstavuju vyznamny klinicky problém v medicine. V ramci multirezistentnych baktérii
su jednym z najzavaznejSich problémov v suvislosti s nozokomidlnymi ndkazami. Sledovanie tychto kmenov a nasledné
opatrenia predstavuju dolezity krok pre nastavenie spravnej liecby pacienta a zamedzenie Sirenia tychto kmerov v
nemocni¢nych zariadeniach. V nasledujucom ¢lanku sa venujeme vyskytu baktérii produkujucich karbapenemazy
vykultivovanych v laboratdriu Oddelenia klinickej mikrobioldgie, Medirex, a.s., Bratislava, v rokoch 2019 az 2023.

Ktucové slova: karbapenémy, karbapenemazy, Enterobacteriaceae, fenotypova analyza, molekularna typizacia

Prevalence of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in 2019-2023
Summary

Carbapenemase-producing bacteria represent a significant issue in clinical medicine. They present one of the most serious
challengesin nosocomialinfections amongst multidrug-resistant bacteria. Screening, detecting these strains, and conducting
subsequent analyses are critical steps in administering appropriate patient treatment and preventing their spread in hospital
settings. This article focuses on the carbapenemase-producing bacteria detected in the Clinical Microbiology Laboratory,

Medirex, a.s., Bratislava, during the years 2019 to 2023.

Keywords: carbapenems, carbapenemases, Enterobacteriaceae, phenotypic analysis, molecular typing

Newslab, 2025, ro¢. 15 (2): 49-53

Uvod
Produkcia karbapenemaz predstavuje jeden
z najzavaznejSich  mechanizmov rezistencie baktérii

voci antibiotikdm. Karbapenemazy su enzymy, ktoré Stiepia
karbapenémy (meropeném, ertapeném, imipeném),
betalaktdamové antibiotika tzv. poslednej volby. Gény
zodpovedné za produkciu tychto enzymov su lokalizované
na plazmidoch, ¢o im umoznuje presuvat informéciu nielen
vramci druhu, aleaj horizontalne medzi druhmi (13).
V suvislosti s rychlym Sirenim baktérii produkujucich
karbapenemazy v prostredi zdravotnickych zariadeni je
potrebné ich zachytit ¢o najskér avpripade infekcie
u pacienta presne identifikovat a nasledne spravne nastavit
lieCbu. Infekcie vyvolané tymito mikroorganizmami maju
zvacSa tazky priebeh azaroven ich multirezistencia
a produkcia karbapenemdaz obmedzuje pouZitie ucinnej
terapie (1,5,6).

Najvyznamnejsimi producentmi karbapenemaz
z gramnegativnych baktérii su druhy zradu
Enterobacterales, hlavne Klebsiella pneumoniae

a Escherichia coli. Naj¢astejSie produkuju enzymy typov
KPC (skr. z angl. Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase),
NDM (skr. z angl. New Delhi Metallo-B-lactamase), VIM (skr.
zangl. Verona Integron-encoded Metallo-B-lactamase)
a OXA (najcastejSie OXA-48-like) (skr. z angl. Oxacillinase)

(7). Pre ich detekciu je nevyhnutné pouzivat rychle,
jednoduché a reprodukovatelné metddy. Medzi
kolorimetrické fenotypové metddy radime napr. Carba NP
test (8) na stanovenie produkcie karbapenemaz zmenou
farby indikatora pri zmene pH roztoku, spdsobenej
hydrolyzou imipenému (9). Z molekuldarnych metéd sa
pouzivaju hlavne rézne varianty multiplex a real-time PCR
(10,11). V sucasnosti sa rozvijaju metddy celogendmového
sekvenovania, vratane analyz génov zodpovednych za
produkciu karbapenemaz (12).

Sledovanie vyskytu karbapenemaz je klucové pre kontrolu
Sirenia rezistentnych baktérii. Celosvetovo, aj vramci
Eurépskej Uunie, existuju Standardizované postupy a
odporuc¢ania na monitorovanie Sirenia tychto enzymov.
V Eurépe koordinuje sledovanie antimikrobialnej rezistencie
Eurépske centrum pre prevenciu a kontrolu choréb (ECDC)
prostrednictvom siete EARS-Net (European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network). EARS-Net zhromazduje
Udaje ovyskyte rezistentnych mikroorganizmov vratane
baktérii produkujucich karbepenemazy (CPE, zangl
Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae) z
¢élenskych §tatov EU. Na zaklade tychto tidajov ECDC vydéva
pravidelné spravy a odporucania (1). Na Slovensku sa
sledovaniu vyskytu karbapenemaz venuje Narodné
referencné centrum pre sledovanie rezistencie
mikroorganizmov na antibiotikd (NRC pre ATB), posobiace
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pod Uradom verejného zdravotnictva SR azarovei je
zapojené do eurdpskej siete EARS-Net. Toto centrum
zhromazduje a analyzuje udaje o rezistencii
mikroorganizmov voc¢i antibiotikam, vratane karbapenemaz.
Laboratéria klinickej mikrobiolégie z celého Slovenska maju
povinnost zasielat izolaty s podozrenim na produkciu
karbapenemaz do NRC na potvrdenie adalSie analyzy,
vratane typizécie karbapenemaz (2,4).

Subor vzoriek

Pocas rokov 2019 az 2023 sme v nasom laboratériu (OKM
Bakteriolégia, CL Bratislava, Medirex, a.s.) sledovali vyskyt
bakteridlnych kmenov Enterobacterales produkujicich
karbapenemazy. Kmene pochadzali zklinickych vzoriek
(vzorky mocu, sputa, vytery z rekta, stery z ran, hemokultury
ainé) od pacientov vSetkych vekovych skupin s réznymi
diagnézami.

Fenotypova a molekularna analyza

Kmene so zvySenou hodnotou minimalnej inhibi¢ne;j
koncentracie (MIC) na meropeném (> 0,12 mg/l) sme overili
opakovanim testu MIC a pomocou diskového difuzneho
testu na meropeném (10 pg) na Muller-Hinton agare (MHA).
Test sme vyhodnocovali meranim priemeru zény bez
narastu okolo antibiotického disku podla sStandardov
EUCAST (2019-2023). Pokial bola MIC opakovane zvySena
a/alebo inhibi¢na zéna okolo meropenémového disku mala
menej ako 28 mm, kmen sme podrobili fenotypovému testu
CARBA (Diagnostics, Galanta, SR).

Do mikroskumavky s obsahom imipenému sme pridali 12 az
14 kvapiek roztoku CARBA. Nésledne sme pomocou
inokulaénej klucky preniesli 10 pl bakteridlnej kultury
adokladne zhomogenizovali. Pouzitd bola cCerstva 24-
hodinova bakteridlna kultira zvhodného kultivaéného
média (napr. Columbia krvny agar ¢. 2). Suspenziu sme
inkubovali v termostate pri 35 *= 2 °C. Test sa vyhodnocoval
maximalne po 2 hodinach. Principom testu je hydrolyza
imipenému produkovanymi karbapenemdzami. Pozitivny
vysledok sa vizualizoval farebnou zmenou suspenzie
z Cervenej nazltu. Kazdy bakteridlny kmen s pozitivnym
CARBA testom sme odoslali do NRC pre ATB na overenie
a detekciu konkrétneho typu karbapenemaz.

VSetky kmene prijaté do NRC pre ATB boli overené na
produkciu karbapenemaz, takisto pomocou fenotypového
testu podla vlastného Standardného pracovného postupu.
Na extrakciu proteinov bola rozmieSana plna 10 pl
bakteriologicka klucka vykultivovanej kultary
na neselektivnej pevnej péde v 20 pl extrakéného pufra v
mikroskimavke. Nasledne sa suspenzia inkubovala pri
izbovej teplote maximalne 30 minut.

Na pripravu testovacieho roztoku bolo vkadicke
zmieSanych 24 mg imipenému so 16 ml sterilnej
destilovanej vody. Bolo pridanych 2 ml 1 mmol/l roztoku
ZnSO4 a 2 ml 0,5% fenolovej Cervene v destilovanej vode.
Hodnota pH bola upravena pridanim 1 mmol/l NaOH na 7,8.
Na jeden karbapenemazovy test sa z reakéného roztoku
odobralo 200 pl do 1,5 ml mikroskumavky.

1600 1479
1400
1200
1000
800
600
400
200 66
-5321197553332211111
=~ - - A - A A - - L i - - - P
0
& N 2 2 5 2 2 o N @ e 5 A Q
(\\ ) (JQ %(:(\,F {\6 0(1 (‘:’\\ CJQ Q,.Q 0\“ __\06\ \(; %Q. bra_ﬂ\ %\{‘ 0\1\% (_.Q"\ ((\QJ 1\"\@
VA O R R ANV RO\ P, e
ot Qf§§} BT A MO I N ) & & & of & &
AN o X8 3 \¢ N\ 0 o LA A - o Lb
) o & N C X\ ) [ VP & \ PR
\Qpc’\ ¢ Q{x ® i\ ¢ @gp ¢ ‘{3 > © ‘&, o (3\\ %‘t O ©
[
‘P Q/(\’\ Q\’b

Obrazok 1 Bakterialne kmene s pozitivnou produkciou karbapenemaz
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Do mikroskimavky s reakénou zmesou roztoku bolo
pridanych 20 pl bakteridlneho proteinového extraktu, obsah
sa premieSal a inkuboval pri teplote 35 £+ 2 °C po dobu
maximalne 120 minat. S kaZzdou vzorkou sa vykonavala
negativna kontrola tak, Ze rovnaky bakteridlny proteinovy
extrakt sa premieSal skontrolnym roztokom rovnakého
zlozenia ako testovaci roztok, avSak bez imipenému. Ako
pozitivny bol test od¢itany vtedy, ak v testovacej skimavke
doslo kjednoznacnej zmene farby z cCervenej na zltu
a zaroven v kontrolnej skimavke ostala farba nezmenena.

Tabulka 1 PCR cykly na detekciu karbapenemaz (prevzaté
zZECDC, 2019)

Cyklus Teplota (°C) Cas Pocet
cyklov
Pociatoéna 94 5 minat 1
denaturacia
Denaturacia 94 30 sekund
Annealing Teplota topenia | 30 sekund
(52 - 60 °C - 30
podla génu)
Extenzia 72 1 minuta
Hold 72 10 minut 1

VSetky kmene boli zaroven podrobené analyze pomocou
PCR metddy. Postup tejto metddy podlieha technickej
sprave vydanej ECDC (3). Na extrakciu DNA sa pouZiva
metdda validovana pre E. coli a K. pneumoniae. Bakterialna
kultura sa suspenduje v sterilnom pufri Tris-EDTA, vari sa pri
100 °C pocas 10 minut a centrifuguje sa pri 6000 G pocas 5
minut. Supernatant sarozpustiv pufri Tris-HCL. Stanovuju sa
4 hlavné enzymy, ktoré su kédované na géne bla, konkrétne
blaxec, blanom, blavim a blaoxa-4s. Pre kazdy z tychto génov su
dostupné Specifické primery. Samotny cyklus PCR reakcie
s jednotlivymi Casmi su uvedené v tabulke 1.

Vysledky

Vrokoch 2019 az 2023 sme v naSom laboratériu zachytili
celkovo 1673 bakteridlnych izolatov, ktoré boli pozitivhe
na produkciu karbapenemaz pomocou CARBA testu.
Najviac kmenov sme zachytili vroku 2021 (503; 30,1%)
a najmenejvroku 2019 (185; 11,1%).

Z celého suboru izolatov boli v najvysSej miere zastipené
kmene Klebsiella pneumoniae (1479; 88,4%), nasledovali
kmene Escherichia coli (66; 3,9%), Enterobacter cloacae
(53; 3,2%), Citrobacter freundii (21; 1,3%) aKlebsiella
oxytoca (19; 1,1%) (Obrazok 1).

Pozitivne kmene boli najCastejSie izolované zo vzoriek
mocov (548; 32,8%), nasledovali vytery z rekta (skrining CPE;
372; 22,2%), stery z ran (povrchové rany, loziska, dekubity,
atd.; 211; 12,6%), horné dychacie cesty (HDC) (205; 12,3%),
dolné dychacie cesty (DDC) (189; 11,3%) (Obrazok 2).
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Obrazok 2 Klinické vzorky sizolovanymi pozitivnymi
bakterialnymi kmermi (Vysvetlivky: HDC - horné dychacie
cesty; DDC - dolné dychacie cesty; HK — hemokultura;
kat/drén — katéter/drén, GT - genitalny trakt)

Najviac zastupené oddelenia (1562 vzoriek; 93,4%),
z ktorych pochadzali pozitivne vzorky, boli oddelenia
anesteziologicko-intenzivnej mediciny (AIM) (382; 24,5%),
interné oddelenia (244; 15,6%), oddelenia dlhodobo
chorych (ODCH) (197; 12,6%), chirurgické oddelenia (135;
8,6%) a geriatrické oddelenia (103; 6,6%).
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Obrazok 3 Detegované typy karbapenemaz (Vysvetlivky:
negat — negativne)
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Obrazok 4 Oddelenia, z ktorych pochadzali pozitivne vzorky (Vysvetlivky: AIM — anesteziologicko-intenzivnej mediciny; ODCH
— odd. dlhodobo chorych; OHT - odd. hematoldgie a transfuzioldgie; FRO - fyziatricko-rehabilitacné odd.; PlaT — pracovné

lekdrstvo a toxikoldgia; ORL — otorinolaryngoldgia)

VSetky kmene boli zaslané do NRC pre ATB na overenie
produkcie a typizaciu karbapenemaz. Pomocou metéd PCR
sme detegovali karbapenemazy typu KPC
v1230(73,5%) pripadoch, typu NDM v224 (13,4%)
pripadoch, typu OXA-48-like v 42 (2,5%) pripadoch a typu

V 136 pripadoch sa nam podarilo zachytit pri jednom kmeni
az dva typy karbapenemaz - v130 (7,8%) pripadoch sa
jednalo okombindciu NDM a OXA-48-like, v 3(0,2%)
pripadoch sa jednalo o KPC a OXA-48-like, v2 (0,1%)
pripadoch o KPC aVIM avjednom pripade (0,05%) sme
detegovali typy KPC a NDM (Obréazok 5).
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Obrazok 5 Pocet kmeriov s dvoma detegovanymi typmi
karbapenemaz

VIM v 33 (2%) pripadoch. Pomocou PCR sa nepodarilo typ
karbapenemazy stanovit v 8 (0,5%) pripadoch,
pravdepodobne sa jednalo o iny typ karbapenemaz, aké su
rutinne sledované pomocou PCR (Obrazok 3).

Zaver

V ¢lanku sme prezentovali vysledky prehladu baktérii
produkujicich karbapenemazy zachytenych v laboratériu
OKM Bakterioldgie, Medirex, a.s., Bratislava. Celkovo bolo
pomocou fenotypového CARBA testu detegovanych 1673
bakteridlnych kmenov. Najviac zastipené boli kmene
Klebsiella pneumoniae (1479; 88,4%), Escherichia coli (66;
3,9%) a Enterobacter cloaceae (53;3,2%). NajcastejSie
pozitivne izolaty pochadzali zo vzoriek mocov (548; 32,8%),
zvyterov zrekta (372; 22,2%) azranovych infekcii
(211; 12,6%). Vzorky pochadzali najma zoddeleni AIM
(382; 24,5%), internych oddeleni (244; 15,6%) a ODCH (197;
12,6%). Molekuldrnou analyzou sme najcastejSie
identifikovali karbapenemazy typov KPC (1230; 73,5%),
NDM (224; 13,4%) a OXA-48-like (42; 2,5%). Zarover sa nam
podarilo identifikovat kmene produkujuce sucasne dva typy
karbapenemaz, najcastejSie to boli kmene produkujluce
NDM a OXA-48-like enzymy (130; 7,8%).

Baktérie produkujluce karbapenemazy predstavuju zavazny
globalny problém pri lieCbe pacientov. Tieto enzymy Stiepia
karbapenémy, antibiotikd tzv. poslednej volby. Zaroven
prindsaju vyznamny problém aj zepidemiologického
hladiska, kedZe tieto kmene sa rychlo Siria v nemocni¢nom
prostredi.
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Tubulo-squamous vaginal polyp with basaloid features. Case report
Michal Zamecnik 2, Davorin Dibak 3
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Arare case of tubulo-squamous polyp of the vagina (TSP) with basaloid features is described. A9 mm polyp occurred in 65-ys-
old woman, and it was located in the lower lateral part of the vagina. Histologically, it was composed of bland basaloid and
basosquamous appearing nests with exceedingly rare small tubules, and its morphology resembles that of adenoid basal
epithelioma of the cervix. The epithelium of the lesion was fully negative for p16 and p53. The tubules and isolated rare cells
of the basaloid epithelium expressed prostate marker NKX3.1. The stroma of the lesion was cellular myofibroblastic,
resembling pattern of myofibroblastoma, angiomyofibroma or myoid stroma in prostatic nodular hyperplasia. Its
immunophenotype was desmin+/CD34+/actin+/PT+/ER+/AR+/RB1+. Our case supports the view that tubulo-squamous polyp
of the vagina and p16-negative adenoid basal epithelioma could be interrelated from histogenetic point of view.

Keywords: tubulo-squamous polyp, vagina, adenoid basal epithelioma, adenoid basal carcinoma, NKX3.1,
angiomyofibroblastoma, myofibroblastoma

Abstrakt

Prezentovny je zriedkavy pripad vagindneho tubuloskamézneho polypu s bazaloidnou morfolégiou. Jednalo sa 0 9 mm-ovy
polyp dolnej lateralnej Casti vaginy u 65-ro€nej Zeny. Histologicky bol tvoreny blandnymi bazaloidnymi a bazoskvaméznymi
skupinami buniek, s velmi ojedinelymi a nenapadnymi tubulmi. Morfolégia lézie napodobnovala adenoidne bazalny epiteliom
cervixu uteru. Tubuly a izolované bunky bazaloidného epitelu exprimovali prostaticky markeer NKX3.1. Epitel lézie bol
negativny na p16. Stréma bola celularna myofibroblastickd, fokalne vaskularizovana, ¢im pripominala angiomyofibroblastém,
myofibroblastém alebo myoidnd strému prostatickej noduldrnej hyperplazie. Imunofenotyp tejto strémy bol
desmin+/CD34+/actin+/PT+/ER+/AR+. Prezentované pozorovanie, spolu s niekolkymi predchadzajicimi uz publikovanymi
ukazuju, ze tubuloskvamézny polyp vaginy a p16-negativne ,,adenoid basal“epiteliomy m6zu matspolo¢nu histogenézu.

Kluéové slova: Tubuloskvamézny vaginalny polyp s bazaloidnou morfolégiou. Popis pripadu
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seen in our practice basaloid TSP. We would like to
present this case here.

Introduction

So called tubulo-squamous polyp of the vagina (TSP) was
described in 2007 by McCluggage and Young (1). The

lesion occurs in upper part of the vagina in Case report

postmenopausal women or in lower part of the vagina in
premenopausal patients (1-3). The lesion shows focal
prostatic differentiation that is probably related to so-
called female prostate, a glandular structure termed
traditionally as Skene's periurethral glands (4,5).
Histologically, TSP typically consists of bland squamous
cell nests with small tubules and cysts. There were
described some unusual features such as sebaceous
differentiation or mucinous and goblet cell differentiation
(6,7). In 2009, Stewart described an interesting case of
TSP, in which the cell nests showed proliferative basaloid
morphology that had resembled low-grade adenoid basal
carcinoma (epithelioma) (8). Further similar case was
added by Kazakov et al. in 2010 (9). To our knowledge, no
additional case was reported till now. Recently we have

In a 65-ys-old, para 2, gravida 3, postmenopausal patient,
a cervical polyp was found by cervical screening
examination. The polyp measured 9 mm, and it was
located in lower left lateral part of the vagina. Medical
history of the patient includes one misssed abortion and
three fractional curretages for benign irregular
endometrium a long time ago. Otherwise, her medical
history was unremarkable. An excision of the polyp was
performed, and the tissue was submitted for histologic
examination.

Histologically, the polyp consisted of basaloid and
basosquamous appearing nests of epithelium (figure 1).
The superficial squamous epithelium appeared
hyperplastic, and it was connected focally with basaloid
lobules of the lesion. Very rare tubular structures with
cuboidal epithelium were found inside basaloid nests and
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Figure 1. Tubulo-squamous vaginal polyp. A shows basaloid and basosqamous appearing nests of the epithelium. In one nest,
a small tubule is seen (arrow). B depicts the tubule in the cell nest (arrow). C rare isolated tubule in the stroma. D shows
periphery of the lesion. Adjacent mucosa (left part of the picture) contained basal cell proliferations which represent probably

an early lesion.

in the stroma (figures 1B and 1C). They were small and
quite inconspicuous. Adjacent epithelium showed focal
basal cell proliferation suggesting that it is probably early
stage of the lesion (figure 1D). The stroma of the polyp
appeared myofibroblastic, focally with numerous small
vessels (angiomyofibroblastoma-like) (figure 1E). Mitoses
and nuclear atypia were not found.

Immunohistochemically (figure 2), prostatic marker
NKX3.1 (EP356, Biocare Medical) was positive in scarce
tubules and severalisolated cells of the epithelium. It was
negative in adjacent epithelium, including small foci of
basal cell hyperplasia. The epithelium of the lesion
showed strong expression of estrogen receptor (ER) (EP1,
Dako) but this positivity was absent in small tubules.
Expression of androgen receptor (AR) (AR441, Dako) was
mild and it was fully negative in tubules. Progesterone
receptor (PR) (R1294, Dako) was completely negative in
the epithelium. MIB1 showed low proliferation. The stroma
was positive for desmin, alpha-smooth muscle actin,
CD34, ER, PR, AR and RB1 (all from Dako). In contrast with
strong desmin expression, the stroma of adjacent vaginal
mucosa was fully desmin-negative, and it was otherwise

positive for all above-mentioned stromal expressions
(alpha-smooth muscle actin, CD34, ER, PR, AR and RB1).

Discussion

The present case of TSP is similar to those described by
Stewart and by Kazakov et al. (8,9). The predominance of
basaloid pattern caused resemblance with adenoid-basal
carcinoma (ABC). After Stewart found this basaloid
morphology in TSP, studies of expression of prostatic
markers were performed in cases of ABC and they found
positivities of prostatic markers in many of these tumors
(5,10). The authors suggest that at last cases of "pure”
ABC (especially HPV-independent cases) represent
prostatic type lesion that is related to TSP or to basal cell
hyperplasia of the male prostate. It can explain indolent
behavior of majority of pure ABCs. For the reason of good
prognosis, some authors prefer to name the tumor as
adenoid basal epithelioma (ABE) rather than carcinoma
(8,11,12), and we concur with this opinion (13).
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Figure 2. Inmunohistochemical features. Panel A shows expression of NKX3.1 in the tubule and in scarce isolated cells. B
demonstrates ER positivity and its absence in cuboidal cells of tubule. C shows AR negativity in the tubule (arrow). D
expression of PR is limited to the stromal cells. E low proliferation of the lesion demonstrated by MIB-1 immunostaining. F
desmin positivity in the stroma is strong and diffuse. G expression of alpha-smooth muscle actin. H shows moderate CD34
positivity in the stromal cells.
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Immunohistochemically, TSP typically express prostate
marker NKX3.1 in the small tubules, as seen in our case.
The tubules were quite inconspicuous and scarce, and
therefore immunohistochemistry for NKX3.1 was very
usually positive in TSP. In our case we have seen
expression of ER and AR in the basaloid/basosquamous
epithelium, with absence of the staining in tubules. P16 is
typically negative in TSP as it was in present case. It proves
HP-independent genesis of this lesion. AR positivity can be
interpreted as a demonstration of male type differentiation
of the tissue, i.e. that the cells are capable to react on
androgen stimuation. Itis known that testosterone therapy
stimulates prostatic differentiation in transmasculine
individuals (14,15).

We think that prostate type differentiation can apply not
only to the epithelium, but also to the stroma of TSP. In our
case, the stroma was myofibroblastic and focally it
contained numerous small vessels. It expressed myoid
markers, CD34 and AR, and it resembled stroma of
prostatic nodular hyperplasia. This stroma differed from
desmin-negative subepithelial stroma in adjacent normal
mucosa. Recently Vasallo et al. (16) described in their
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Myokarditida ako komplikacia COVID-19
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COVID-19 a jeho dopad na organizmus su stale aktualnou témou. V poslednom obdobi sa pozornost ¢oraz viac sustreduje na
dlhodobé uc¢inky infekcie a jej vplyv na jednotlivé organy vratane kardiovaskularneho systému. Je zndme, Ze infekcia SARS-
CoV-2 méze postihovat kardiovaskularny systém a pacienti s kardiovaskularnymi komorbiditami maju vysSie riziko tazkého
priebehu ochorenia. Okrem toho samotna infekcia SARS-CoV-2 mdze negativne ovplyvnit myokard a viest k vzniku komplikacii
aj v obdobi, ked sa akutna infekcia uz priamo neprejavuje. Hoci v prezentovanom suUbore nebola preukazana vyznamna
asociacia medzi histopatologickymi zmenami myokardu a ochorenim COVID-19, ukazuje sa, Ze u Casti pacientov mbze
dochadzat k rozvoju tichej (inaparentnej) lymfocytovej infiltracie myokardu. Klinicky vyznam takejto nepoznanej myokarditidy
asociovanej s COVID-19 je vSak stale nejasny. Zatial nepozname vSetky mechanizmy jej u€inku a nemame spolahlivo
definovanu terapeuticku stratégiu pre prevenciu a lie¢bu postcovidovych kardiovaskularnych komplikacii. Tento nalez méze
mat dopad na dlhodobé zdravie pacientov s prekonanym COVID-19 a suvisiet s neskorymi komplikdciami, ktoré su ¢asto
pozorované v ramci postcovidového syndrému.

Ktacové slova: COVID-19, myokarditida, poSkodenie tkaniva, dlhodoby efekt

Myocarditis as a complication of COVID-19.
Summary

COVID-19 and its impact on the body remain a hot topic. Increasing attention is being given to the long-term effects of the
infection and its impact on various organs, including the cardiovascular system. Cardiovascular involvement is known to be
associated with SARS-CoV-2 infection, with patients having cardiovascular comorbidities at a greater risk of severe infection.
Additionally, SARS-CoV-2 infection itself affects the myocardium, posing a risk of complications later, even after the infection
is no longer directly evident. Although no significant association between myocardial histopathological changes and COVID-
19 was observed in the present cohort, it appears that some patients with COVID-19 develop inapparent infiltration of
myocardial tissue by lymphocytes. However, the clinical significance of unrecognized COVID-19-associated myocarditis
remains unclear. We do not know all the mechanisms of its impact, and we do not have a reliably defined therapeutic strategy
for future cardiovascular post-COVID complications. This finding may have implications for the long-term impact of COVID-
19, potentially leading to late complications and being related to the post-COVID syndrome observed in many patients.

Key words: COVID-19, myocarditis, tissue damage, long-term effect
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Uvod (~83 %), kaSel (=82 %) a dychavicnost (=31 %) (3).
Chorobu COVID-19, ktord spbsobuije virus SARS-CoV-2, NajcastejSimi komorbiditami pacientov s COVID-19, ktori
vyzaduju hospitalizaciu, su hypertenzia a diabetes
mellitus. Podla viacerych Studii hypertenzia vyznamne
zvySuje riziko Umrtia u pacientov s COVID-19. V
porovnanim s ostatnymi koronavirusmi ma SARS-CoV-2
Castejsie kratSiu inkubac¢nud dobu. Pocas pandémie, sa
zistilo, Ze SARS - CoV-2 nespdsobuje iba respiracné alebo
gastrointestinalne choroby, ale napada aj

SARS-CoV-2 spdsobuje u ludi respiracnu infekciu so kardiovaskularny systém, 8o moze mat vézne a dlhodobé
symptémami podobnymi chripke. Td& moéze vyustit do nasledky (4).

zapalu pluc, akutnej respiracnej tiesne az nasledne k
multiorgdnovému zlyhdvaniu a smrti (2). Medazi
najcastejSie klinické prejavy COVID-19 patria horucka

prvykrat identifikovali koncom roka 2019 u pacientov v
meste Wu-chan v Cine. V roku 2020 sa virus rychlo rozsiril
do viac nez 140 krajin sveta a spo6sobil celosvetovu
pandémiu. COVID-19 mal ovela zavaznejSie symptomy v
porovnani s beznymi [(udskymi koronavirusmi, ktoré
typicky postihuju horné dychacie cesty (1).

Cielom SARS-CoV-2 je najma ACE2 receptor,
prostrednictvom ktorého virus prenikd do bunky.
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Postihnuté su najméa bunky nachadzajuce sa v dychacom
trakte, predovSetkym cilidarne bunky v bronchialnom
epiteli (5). Expresiu ACE2 receptora ale pozorujeme aj v
inych orgdanoch ako suU napr. oblicky, c¢reva, bunky
hematopoetického systému, ale aj kardiovaskularneho
systému vratane srdca a endotelovych buniek artérii a vén
(6). Na zaklade databdzy Genotype-Tissue Expression
vieme, Ze vysoka expresia ACE2 sa nachéadza v trdviacom
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Obr. 1 Expresia ACE2 v r6znych organoch

19, najma u pacientov s komorbiditami, ako su
hypertenzia, diabetes mellitus a chronické
kardiovaskularne choroby (11). Pri zniZzenej expresii ACE2
prevazuju uc€inky angiotenzinu Il, ktory posobi
prozéapalovo, vazokonstrikéne a profibroticky (12).

Patologické zmeny na srdci u pacientov s COVID-19 su

velmi rbéznorodé. Vo vacsine pripadov nepozorujeme
ziadne zjavné histologické zmeny. Viaceré Studie

Bunky jednotlivych organov vykazuju réznu expresiu receptorov ACE2 na svojom membranovom povrchu, spracované

podla Chen et Chi (28)

trakte, v ¢reve, po ktorom nasleduju semenniky a oblicky
(obr. 1). Prave vysoka expresia ACE2 receptora v traviacom
trakte a v oblickach vysvetluje pozitivhu detekciu SARS-
CoV-2 v stolici a moci pacientov (7).

Expresia ACE2 v myokarde je sice niZSia ako v Creve a
oblickach, ale vyssSia ako v plucach, ktoré sd hlavnym
cielovym organom SARS-CoV-2 v prvych fazach infekcie,
¢o naznacuje aj potencialnu nachylnost
kardiovaskularneho systému k infekcii. ACE2 receptor je
vo velkom mnoZstve exprimovany v pericytoch vdospelom
myokarde (7, 8). V dbésledku pritomnosti receptora na
kardiomyocytoch a pericytoch dokaze SARS-CoV-2 vstupit
do hostitelskych buniek a spustit kaskadu réznych
mechanizmov zahffiajuc priame poskodenie myokardu,
systémovy zapal ale aj hypoxiu. Nasledkom je vznik
myokarditidy, ale aj ischemickych zmien, akutneho
koronarneho syndrému, arytmii a srdcového zlyhania.

SARS-CoV-2 po naviazani na receptor pre ACE2 znizuje
jeho membranovld pozitivitu. Receptor moéze byt
internalizovany, ¢o znizuje jeho dostuprniost pre dalSie
fyziologické deje (9, 10). ACE2 je kluc¢ovym reguldtorom
systému renin-angiotenzin-aldosteréon (RAAS). Virus
spOsobuje naruSenie rovnovahy ACE/ACE2 a aktivaciu
RAAS, ¢o v kone¢nom dosledku vedie k progresii COVID-

nepreukdazali Ziadne zjavné Strukturdlne postihnutie
myokardu u pacientov, ktori zomreli na infekciu SARS-
CoV-2 (13, 14). Dobkaz virusu v myokarde je cCasto
minimalny, niektoré studie nepreukazali pritomnostvirusu
v kardiomyocytoch. To je ale v rozpore s predstavou
difuzneho zapalu a myokarditidy vyvolanej SARS-CoV-2
pozorovanej v inych Stadiach (13, 15).

Infekcia SARS-CoV-2 ovplyviiuje aj imunitny systém, vedie
k znizeniu adaptivnej imunity v organizme. ZvySena
produkcia prozapalovych cytokinov méze u tazkych
pripadov vyustit az do vzniku tzv. cytokinovej burky. U
pacientov s tazkym priebehom COVID-19 dochadza v
drobnych cievach k tvorbe tzv. NET - neutrofilnych
extracelularnych sieti. Tie sa pokladaju za moznych
potencidtorov patogenézy COVID-19 (16, 17). Tazky
priebeh choroby COVID-19 sprevadzany systémovym
zdpalom moze vyustit az do multiorgdnového zlyhavania
vratane vzniku ARDS. V désledku znizenia mnozZstva
kyslika v krvi vznikd nerovnovaha medzi ponukou a
dopytom kyslika v myokarde, ¢o mdze vyustit do akitneho
poskodenia myokardu (18).

Cielom predlozenej prace bolo posudit histopatologické
zmeny v tkanive myokardu u pacientov, ktori zomreli v
suvislosti s infekciou SARS-CoV-2 a charakterizovat vztah
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medzi klinickym nalezom u
histopatologickymi zmenami myokardu.

pacientov a

Metodika

Zakladny hodnoteny subor tvorilo 31 pacientov, ktori boli
pitvani na Ustave patologickej anatémie. Hodnoteny
sUbor tvoria pacienti, u ktorych boli k dispozicii klinické
Udaje a sucasne bolo mozné analyzovat histologické
vzorky tkaniva myokardu. Pitva prebehla Standardne,
vzorky myokardu odobraté pri Standardnej pitve boli
fixované v 4% formaldehyde a histopatologicky
spracované.

Obr. 2 Difazna a disseminovana myofibr6za myokardu.
V tkanive myokardu moézeme vidiet napadnu difuznu a
perivaskularnu fibrézu s ojedinelou pritomnostou
polymorfonuklearnych leukocytov a lymfocytov, HE, 200x,
400x

Zakladny subor sme na zaklade diagno6z infekcie SARS-
CoV-2 rozdelili do troch skupin. Vyber pacientov zahfnal
pacientov

1. skupina s infekciou SARS-CoV-2 s tazkym priebehom
choroby COVID-19 (10 pacientov)

2. skupina s infekciou SARS-CoV-2 s nekomplikovanym
priebehom choroby COVID-19 (5 pacientov)

3. skupina zahfnala pacientov bez preukazanej infekcie
SARS-CoV-2 (16 pacientov)

V klinickom obraze sme sa sutredili na vek, pridruzené
choroby, laboratérny nalez, klinicky obraz a
kardiovaskularne komplikacie. Z pridruzenych choréb
sme sa zameriavali najma na pritomnost
kardiovaskularnych chordb. Pri histologickom obraze sme
sa zamerali na regresivne zmeny myokardu, najma na
pritomnost difuznej fibrézy, diseminovanej resp.
perivaskularnej fibrézy, polymorfonukleranych buniek,
lymfocytov, histiocytov a na pritomnost cerstvych
ischemickych zmien. Ojedinele sme mali moznost vidiet
pritomnost  hypertrofickych  jadier kardiomyocytov,
extravazaciu erytrocytov a lipofuscinové zrniecka.
Ndasledne sme pristupili kimunofenotypizacii chronického
zapalového infiltratu. Zamerali sme sa na pritomnost
histiocytov (s pozitivitou markera CD68) a T-lymfocytov (s
pozitivitou markra CD3) v tkanive myokardu.

Typizacia buniek bola realizovana imunohistochemicky;
odparafinované preparaty boli preplachnuté 5 mindt v
PBS, tkanivové epitopy boli demaskované pouzitim Dako
PT Link (Dako, Glostrup, Denmark) s inkubaciou
preparatov v roztoku TRIS-EDTA (10mM TRIS, 1mM EDTA
pH 9.0) pri teplote 98 °C pocas 20 minut, rezy boli
nasledne inkubované 60 minut s mySacou monoklonalnou
protilatkou proti CD3 (ready to use, Agilent, USA) a CD68
(ready to use, Agilent, USA), po premyti nasledne
inkubované 30 minut s Histofine sekundarnou protilatkou
(Nichirei Biosciences, Japonsko) a farbené 5 minut
diaminobenzidinom (DAB+, DAKO, Carpinteria, USA) a
dofarbené hematoxytinom.

Vzorky boli hodnotené vo svetelnom mikroskope
semikvantitativne. Vysledky boli Statisticky spracované
pomocou software Graph Pad Prism (veria 10) s pouzitim
one-way ANOVA testu s naslednym Tukey posttesom,
resp. t-testu. Kvalitativne hodnoty boli porovnané [2
testom. Hodnoty s p<0,05 boli povazované za
signifikantné.

Vysledky

Zakladny subor tvoril 31 pacientov, z toho 18 muzov a 13
zien. U prevaznej vacsiny pacientov (77,4%) sa pocas
hospitalizacie prejavili kardiovaskularne komplikacie, u
22,6% bolo diagnostikované srdcové zlyhanie, u 9,7%
plicna embdlia, u 19,4% arytmie, u 12,9% musela byt
rieSena hypertenzna urgencia, u jedného pacienta bol
diagnostikovany infarkt myokardu. Nepozorovali sme
signifikantné rozdiely vo vyskyte kardiovaskularnych
komplikacii po¢as hospitalizacie v zavislosti od toho, ¢i
pacient bol hospitalizovany v suvislosti s chorobou
COVID-19 alebo nie. Signifikantné rozdiely neboli
pozorované ani v slvislosti od zavaznosti priebehu
infekcie SARS-CoV-2. Pacienti s ftazkym priebehom
infekcie mali ale signifikantne vysSi vyskyt dyspnoe (p <
0,05) a respiracnych tazkosti (p < 0,001) s klinickym
obrazom pneumonie (p < 0,05).

Celkovo u 83,9% pacientov boli anamnesticky pritomné

prejavy  kardiovaskularnych  chordéb.  Anamestické
informacie o aterosklerotickej koronarnej chorobe
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(prejavy ischemickej choroby srdca, anginy pectors,
predchadzajuce infarkty mokardu) boli pritomné u 83,9 %
pacientov, bez rozdielu medzi skupinami. Hypertenzna
choroba bola diagnostikovand u 80,6% pacientov,
diabetes mellitus u 48,4% pacientov.

Histologicky dominoval v myokarde obraz difuznej a
perivaskuldrnej fibrézy, tento koreloval s anamnestickou
informaciou o koronarnej aterosklerotickej chorobe. (obr.
2). U casti pacientov (45,1 %) sme pozorovali fokalne
ischemické zmeny s drobnoloZiskovou myomaléaciou
kardiomyocytov (obr. 3). U jedného pacienta bol pritomny
histologicky obraz infarktu myokardu. Tieto zmeny
nevykazovali signifikantné rozdiely medzi skupinami.

Obr. 3 Cerstvé ischemické zmeny myokardu s
loziskovymi myomalaciami LoZiskovo bolo mozné
pozorovat cCerstvé ischemické zmeny myokardu s
loZiskovymi nekrézami kardiomyocytov. HE, 200x

Zaujimavy je nalez mierneho difuzneho a lozZiskového
nahromadenia lymfocytov (CD3+) a polymorfonuklearov v
myokarde u €asti pacientov s SARS-CoV-2 infekciou, ktory
bol napadnejsi v porovnani s pacientami bez
diagnostikovanej choroby COVID-19 (obr. 4), u ktorych
sme podobné zhluky nepozorovali. Tento nebol
asociovany so znamkami ischémie myokardu. Histiocyty
nevykazovali vyznamnejSiu pozitivitu.

Aj ked bola pritomnost lymfocytového infiltratu len
diskrétna, asociacia s diagnostikovanou infekciou SARS-
CoV-2 mézZe naznacovat skrytd, nenapadne prebiehajicu
myokarditidu a méze mat potencidlne zavazny efekt do
buducnosti.

Diskusia

Priebeh choroby COVID-19 ma multiorganovy patologicky
dopad. Aj ked'sa primarne prejavuje zmenamiv dychacom
systéme, ktoré klu€ovym spdsobom prispievaju k
mortalite pacientov, postihuje aj iné organy. Infekcia
SARS-CoV-2 je spajana aj s chorobami
kardiovaskularneho systému. Pacienti so zavaznymi
kardiovaskularnymi komorbiditami maju vacsie riziko
tazkého priebehu infekcie (19). Na druhej strane ma aj
samotnéd infekcia SARS-CoV-2 vplyv na myokard. Stidie
ukdazali, Ze pacienti po prekonani COVID-19 maju zvySené
riziko vyskytu akutneho infarktu myokardu v neskor§om
obdobi, v Case ked sa uz samotna infekcia priamo
neprejavuje (20).

Cielom predloZenej prace bolo porovnat kardiovaskularne
komplikacie u pacientov s lahkym a tazkym priebehom
choroby COVID-19 v porovnani s kontrolnou skupinou bez
infekcie SARS-CoV-2. Aj ked sme v celom subore
pacientov pozorovali signifikantny vyskyt
kardiovaskularnych  komplikacii  vratane  prejavov
zavazného kardialneho zlyhania, arytmii, cirkulaéného
zlyhania kombinovanej etioldgie, hypertenznej choroby a
infarktu myokardu, nepozorovali sme rozdielny vyskyt
tychto komplikacii v suvislosti s infekciou SARS-CoV-2 ani
so zavaznostou priebehu choroby COVID-19. U pacientov
dominovalo najma srdcové zlyhanie, cirkulaéné zlyhanie
kombinovanej etioldgie a vyskyt arytmii. Histologicky sme
v postihnutom myokarde pozorovali pritomnost difuznej a
diseminovanej fibrézy a ischemickych zmien. Zaujimavym
nalezom je ale difuzne ako aj loziskové nahromadenie
lymfocytov v myokarde u ¢asti pacientov s SARS-CoV-2
infekciou. Aj mierna zapalova reakcia, v kombin&acii
priameho poskodenia buniek a cytotoxicity T-buniek
zosilnena syndromom cytokinovej burky v myokarde méze
mat zavazné dlhodobé prejavy (21). ZvySeny pocet T
lymfocytov a intersticiadlnych histiocytov v histologickych
vzorkéach myokardu ziskanych pomocou
endomyokardialnej biopsie u ludi s chorobou COVID-19
pozorovali Shah et al. (22).

Aj ked je pritomnost lymfocytového infiltratu len mierna a
nevyrazna a na jej lepSie diferencovanie by bolo potrebné
pouzit  Specifické imunohistochemické  farbenie,
pozorovany vztah s infekciou SARS-CoV-2 moze
naznacovat inaparentne prebiehajucu myokarditidu.
Akutna myokarditida je opisovana ako relativne zriedkava
komplikacia infekcie COVID-19. Vyskytuje sa priblizne u
0,2 z 1000 pacientov, ktori prekonali a prezili infekciu
COVID-19, pacienti vylieceni zCOVID-19 ale maju vyrazne
vysSie riziko vzniku myokarditidy do 1 roka od infekcie. Aj
ked su samotné virusové infekcie pomerne c¢astou
pricinou akutnej myokarditidy, takyto priebeh v pripade
infekcie SARS-CoV-2 nepozorujeme (20, 21).

Vyskum v poslednom obdobi sa zameral najma na
potencidlne patofyziologické mechanizmy akudtneho
poskodenia myokardu bud ako komplikacie infekcie
pocas akutnej fazy ochorenia, alebo postvakcinacne. V
sucasnosti ale nemame dostato¢nu predstavu o moznych
dlhodobych komplikaciach a o vyskyte postakuitnej
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Obr. 4 Loziskové nahromadenie lymfocytov a polymorfonuklearov v myokarde Zaujimavy je nalez mierneho difizneho a

loziskového nahromadenia lymfocytov (CD3+) a polymorfonuklearov v myokarde u €asti pacientov s SARS-CoV-2 infekciou.
HE, 400x

myokarditidy asociovanej s COVID-19. UvaZuje sa, Ze infarktu myokardu moéze byt spbsobené naruSenou

zvySené riziko kardiovaskularnych komplikacii po neurohumoralnou reguldciou, sprevadzanou napr.

prekonani infekcie, vratane vysSieho rizika akuatneho zvySenou hladinou interleukinu-6. Plazmatické hladiny IL-
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6 su potencidlnym markerom rizika buducich
aterotrombotickych prihod u postkovidovych pacientov
(23-25). Inym mechanizmom mbze byt aj tvorba
extracelularnych pasci neutrofilov (NETs) a inhibicia
tvorby NETs by mohli zohravat ulohu v prevencii
kardiovaskularnych chor6b po prekonani COVID-19 (26).

Potencidlna postakitna myokarditida predstavuje
zavaznu kardiovaskularnu chorobu. Prave nepoznana
myokarditida mé6ze mat dopad aj na dlhodoby vplyv
choroby COVID-19 na populaciu a mbze sa prejavit
neskorymi  komplikdciami. Inaparentnd nepoznana
myokarditida moéZze suvisiet aj s komplikdciami v rdmci
postkovidového syndrému resp. dlhodobého ,long“
COVID syndrému pozorovaného u mnohych pacientov. V
sucasnosti predstavuje prave dlhodoby COVID zavazny
problém u casti pacientov, sprevadzany dlhotrvajucim
postihnutim viacerych organov vratane
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From tissue architecture to precision oncology: spatial transcriptomics of bladder cancer
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Urothelial carcinoma of the urinary bladder is a biologically heterogeneous malignancy characterized by substantial variability
in its morphological and molecular features. The aim of this study was to evaluate the potential of spatial transcriptomics for
identifying biologically distinct tumour populations within invasive urothelial carcinoma. Spatial transcriptomic profiling was
performed on a formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) specimen of invasive bladder carcinoma using the 10x Genomics
Visium Spatial Gene Expression platform. Transcriptomic data were analysed using cluster analysis and differential gene
expression analysis. Six transcriptionally distinct clusters with a clear spatial organization were identified. Cluster 1
corresponded to superficial papillary non-invasive tumour formations, whereas Clusters 2 and 4 were localized within deeper
papillary structures. Cluster 6 was localized at the invasive tumour front. Clusters 3 and 5 represented transitional populations
containing stromal and inflammatory cells. Expression of EPCAM was detected in all tumour-associated clusters, confirming
their epithelial origin. The superficial cluster was characterized by genes associated with epithelial differentiation, mucosal
defence, and maintenance of epithelial polarity. The deeper Cluster 2 exhibited increased expression of cell-cycle and
proliferation-related genes, including PCLAF, PLK1, STMN1, and E2F3. Cluster 4 was associated with metabolic and signalling
pathways. The invasive Cluster 6 demonstrated increased expression of genes related to mitotic activity as well as genes
involved in immune processes. This pilot analysis confirmed marked transcriptional heterogeneity among individual tumour
compartments. The findings demonstrate the potential of spatial transcriptomics for investigating the biological diversity of
urothelial carcinoma and for identifying molecular mechanisms associated with tumour progression and invasion.

Keywords: bladder cancer, spatial transcriptomics, diagnostic markers, prognostic markers

Od tkanivovej architektury k preciznej onkologii: priestorova transkriptomika karcinému mocéového mechura
Abstrakt

Urotelovy karcindm mocového mechura patri medzi biologicky heterogénne nadory s vyraznou variabilitou morfologickych a
molekulovych vlastnosti. Cielom prace bolo zhodnotit mozZnosti priestorovej transkriptomiky pri identifikacii biologicky
odliSnych nadorovych populacii v invazivnom urotelovom karcindme. Analyza bola realizovana pomocou platformy 10X
Genomics Visium Spatial Gene Expression na formalinom fixovanej v parafine zaliatej (FFPE) vzorke invazivneho karcinému
mocového mechura. Transkriptomické data boli analyzované prostrednictvom klastrovej analyzy a diferenciadlnej expresnej
analyzy génov. Identifikovanych bolo Sest transkripéne odliSnych klastrov s jasnou priestorovou organizaciou. Klaster 1
zodpovedal povrchovym papilarnym neinvazivnym nadorovym formaciam, zatial ¢o klastre 2 a 4 boli lokalizované v hlbsich
papilarnych Strukturach. Klaster 6 bol lokalizovany v oblasti invazivneho infiltracného frontu. Klastre 3 a 5 predstavovali
prechodné populacie so zastupenim stromalnych a zapalovych buniek. Vo vsetkych nadorovych klastroch bola pritomna
expresia génu EPCAM, potvrdzujuca ich epitelovy pévod. Povrchovy klaster bol charakterizovany génmi spojenymi s epitelovou
diferenciaciou, slizni€énou ochranou a bunkovou polaritou. HlbSi klaster 2 vykazoval zvySenu expresiu génov bunkového cyklu
a proliferacie vratane PCLAF, PLK1, STMN1 a E2F3. Klaster 4 bol asociovany s metabolickymi a signalizaénymi procesmi.
Invazivny klaster 6 vykazoval zvySenu expresiu génov suvisiacich s mitotickou aktivitou a zaroven génov zapojenych do
imunitnych procesov. Realizovana pilotna analyza potvrdila vyraznua transkripéna heterogenitu medzi jednotlivymi naddorovymi
kompartmentmi. Vysledky dokumentuju potencidl priestorovej transkriptomiky pri Stadiu biologickej diverzity urotelového
karcindmu a pri identifikacii molekulovych mechanizmov spojenych s nadorovou progresiou a invaziou

Kluéové slova: karcinom mocového mechura, priestorova transkriptomika, diagnostické markery, prognostické
markery
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Introduction

Urinary bladder carcinoma is a relatively common
malignancy with an increasing incidence worldwide.
According to GLOBOCAN 2022 data, it is the 9th most
frequently diagnosed cancer, with over 610.000 new cases
and over 220.000 deaths annually. Approximately 75% of
cases are observed in males, who are affected 3-4x more
frequently than females (1, 2).

The highest incidence is reported in high-income
countries, and the strongest demographic risk factor is
increasing age, with 90% of patients diagnosed after the
age of 55. The overall prognosis is variable. The 5-year
survival ranges from 96% for non-invasive and lamina
propria-invasive tumours to 5% in cases with distant
metastases (3, 4). Tobacco smoking is an important
environmental and modifiable risk factor. Tobacco smoke
contains polycyclic aromatic hydrocarbons and aromatic
amines, which, when excreted in urine, are potent
urothelial carcinogens. Additional risk factors include
chronic bladder inflammation and chronic irritation from

long-term catheterisation. In some countries, the crucial
risk factor is chronic Schistosoma infection. (5).

Genetic predisposition is less prominent, but hereditary
syndromes, such as Lynch syndrome, may also
predispose to urothelial carcinoma, and germline DNA
mutations can be identified in approximately 14% of
bladder cancer patients. (6, 7). Bladder carcinogenesis
follows at least partially distinct molecular pathways that
differ from early dysplasia through papillary precursor
lesions to invasive carcinoma. Early events in low-grade
papillary tumours frequently include loss of chromosome
9 and activating mutations in the FGFR3 gene. TP53
mutations and additional chromosomal aberrations
characterise progression to high-grade dysplasia. The
critical point in carcinogenesis is a progression from non-
invasive disease to lamina propria-invasive (pT1) and
subsequently muscle-invasive (pT2) disease (8, 9). At this
stage, urothelial tumours exhibit pronounced intratumoral
molecular heterogeneity.

Gene Full name Main biological function Functional category
C100rf99 G protein-coupled Antimicrobial peptide expressed in Mucosal defence /
(GPR15L) receptor 15 ligand epithelial tissues epithelial protection
KIAA1324 Estrogen-induced gene Regulates autophagy and epithelial . . .
(EIG121) 121 cell survival Epithelial homeostasis
Chloride intracellular Endosomal recycling and extracellular Membrane trafficking /
CLIC3 . . .
channel 3 matrix remodelling ECM remodelling
Extracellular matrix glycoprotein .
FBLN1 Fibutin-1 involved in tissue integrity and Extracellular matrix/.
. . . . epithelial differentiation
epithelial differentiation
Purinergic receptor Regulates proliferation, differentiation . .
P2RY2 P2Y2 and ion secretion in epithelial cells Cell signalling
Mitochondrial protein involved in
FDX1 Ferredoxin 1 steroid biosynthesis and copper Cellular metabolism
metabolism
PIFO Pitchfork Partnmpates in ciliogenesis and ciliary Ciliogenesis
formation
SLPI Secretory leukocyte Antimicrobial and anti-inflammatory Mucosal defence /
protease inhibitor protein of mucosal surfaces inflammation control
Myelin and lymphocyte !_lpld_raft-assomatgd prote.ln involved Epithelial polarity /
MAL . in apical transportin polarized
protein . . membrane transport
epithelial cells
MREG Melanoregulin Regulatgs vesicular trafficking and Vesicular transport
exocytosis
MALL MAL-like protein Invol\{ed in apical membrane transport, | Epithelial polarity /
functionally related to MAL membrane transport

Table 1. Representative marker genes identified in Cluster 1 and their principal biological functions. The cluster was
predominantly localised within superficial papillary non-invasive tumour structures and was characterised by genes
associated with epithelial differentiation, mucosal defence, membrane trafficking, epithelial polarity, and tissue homeostasis
(21-23, 38).
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Figure 1. Spatial transcriptomic clustering of invasive urothelial carcinoma. Representative hematoxylin and eosin (H&E)-
stained tissue section (top) and corresponding spatial transcriptomic map generated using the 10x Genomics Visium
platform (bottom). Unsupervised graph-based clustering identified six transcriptionally distinct clusters within the analysed
tumour specimen. Cluster 1 (black) was predominantly localised within superficial non-invasive papillary tumour structures.
Clusters 2 (yellow-green) and 4 (orange) were mainly distributed within deeper papillary formations extending towards the
bladder wall. Cluster 6 (dark red) was concentrated at the invasive tumour front and corresponded to areas of infiltrative
growth. Clusters 3 (blue) and 5 (green) represented transitional populations located between the major tumour
compartments and were associated with regions containing stromal elements, inflammatory infiltrates, and mixed cellular
populations. The spatial distribution of clusters demonstrates marked intratumoral transcriptional heterogeneity and reveals
distinct molecular profiles associated with superficial, deep, and invasive tumour compartments.
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Functional group

Genes

Epithelial differentiation and homeostasis

KIAA1324, FBLN1, MAL, MALL

Mucosal defence and antimicrobial activity

C100rf99, SLPI

Membrane trafficking and epithelial polarity

CLIC3, MAL, MALL, MREG

Cell signalling and regulation P2RY2
Metabolism FDX1
Ciliogenesis PIFO

Table 2. Summary of the major functional groups represented by genes in Cluster 1. The identified genes were
categorized according to their predominant biological functions. The transcriptional profile of Cluster 1 is consistent with a
differentiated epithelial phenotype characterized by preserved epithelial polarity, active membrane transport, mucosal
protective mechanisms, and tissue homeostasis. These findings are in accordance with the spatial localization of Cluster 1

within superficial papillary non-invasive tumour formations.

Figure 2. Spatial distribution of EPCAM expression within the analysed urothelial carcinoma specimen. Spatial
transcriptomic mapping demonstrated widespread EPCAM expression across the tumour tissue. EPCAM-positive spots
were detected throughout all major tumour-associated clusters, confirming the predominantly epithelial origin of the
analysed cellular populations. The relatively homogeneous distribution of EPCAM expression across superficial, deep, and
invasive tumour compartments indicates preservation of epithelial lineage characteristics despite the marked
transcriptional heterogeneity observed between individual clusters. Colour intensity corresponds to normalised EPCAM

expression levels within individual Visium spots.
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Gene Fullname Main biological function Functional category
PCLAF PCNA Clamp Regulates DNA replication and progression DNA replication / Cell
Associated Factor through the S phase of the cell cycle cycle
PTTG1 Pituitary Tumor- Controls chromatid segregation during Mitosis / Chromosome
Transforming Gene 1 mitosis by inhibiting separase until segregation
(Securin) anaphase
PLK1 Polo-Like Kinase 1 Essential for mitotic entry, spindle Cell cycle / Mitosis
assembly, and cytokinesis
STMN1 Stathmin 1 Regulates microtubule dynamics and Mitosis / Cytoskeleton
mitotic spindle formation regulation
E2F3 E2F Transcription Factor | Controls G1/S transition and transcription of | Cell cycle regulation
3 DNA replication genes
ASF1B Anti-Silencing Function Histone chaperone associated with cellular Chromatin regulation /
1B Histone Chaperone proliferation and cell-cycle progression Proliferation
ASRGL1 Asparaginase-Like Catalyzes hydrolysis of L-asparagine and Metabolism / Tumour
Protein 1 isoaspartyl peptides; linked to progression
tumorigenesis
FABP5 Fatty Acid-Binding Promotes tumour cell proliferation and Lipid metabolism /
Protein 5 survival through lipid signalling pathways Tumour proliferation

Table 3. Representative marker genes identified in Cluster 2 and their principal biological functions. The cluster was
predominantly localized within deeper papillary tumour structures and was characterized by genes involved in DNA
replication, cell-cycle progression, mitotic regulation, cellular proliferation, and tumour growth (23, 39-41).

Functional group

Genes

DNA replication and S-phase progression

PCLAF, E2F3

Mitosis and chromosome segregation

PTTG1, PLK1, STMN1

Cell-cycle regulation and proliferation

PCLAF, PLK1, E2F3, ASF1B, STMN1

Chromatin organization ASF1B
Metabolism and tumour progression ASRGL1, FABP5
Lipid signalling and tumour survival FABP5

Table 4. Summary of the major functional groups represented by genes in Cluster 2. The transcriptional profile of Cluster
2 is consistent with a highly proliferative tumour cell population characterised by active DNA replication, cell-cycle
progression, mitotic activity, and enhanced tumour cell survival. The predominance of genes involved in cell-cycle
regulation and mitosis suggests that this cluster represents a biologically aggressive proliferative compartment located

within the deeper papillary regions of the tumour.

This heterogeneity reflects the diverse histological and
molecular subtypes and participates in variable clinical
behaviour (10, 11).

The molecular complexity makes diagnosing and
classifying urothelial carcinoma more difficult and can
result in varied responses to treatment. Traditional
morphological classification is often insufficient to fully
describe disease biology (10, 11). Integrating mutational,
transcriptomic, epigenetic, and proteomic profiles
enables molecular subtyping with potential prognostic
and predictive value. In this context, spatial
transcriptomics has recently emerged as a promising
approach to better characterise tumour biology. The
spatial analysis of gene expression mapped to specific
locations within a tissue section helps to better
understand cellular changes in their histological context,
which is especially important in malignancies

characterised by marked intratumoral heterogeneity, such
as urothelial carcinoma. (12, 13).

Methods

The multidisciplinary study "BLAC-GPRO" (Genetic Profile
Variability in Bladder Cancer: Implications for Diagnosis
and Therapy) was realised in collaboration with Comenius
University in Bratislava (Faculty of Medicine and University
Science Park) and the University Hospital in Bratislava.
The study protocol was approved by the ethics committee,
and the participants signed the informed consent. To date,
257 patients are enrolled. The inclusion criteria comprised
patients with clinical pathology of the urinary bladder or
suspected bladder carcinoma who were indicated for
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Gene Full name Main biological function Functional category
OAS1 2'-5'-Oligoadenylate Synthesizes 2'-5'-oligoadenylates and Antiviral immunity
Synthetase 1 activates RNase L as part of the innate
antiviral response
MAPK3 Mitogen-Activated Protein Regulates signalling pathways involved Signal transduction
(ERK1) Kinase 3 in proliferation, differentiation, and
innate immune responses
ASS1 Argininosuccinate Synthase | Catalyzes argininosuccinate synthesisin | Amino acid metabolism
1 the urea cycle and arginine metabolism
PLA2G2F | Phospholipase A2 Group IIF | Secreted phospholipase involved in lipid | Lipid metabolism /
metabolism and inflammatory Inflammation
responses
SCNN1G | Sodium Channel Epithelial Component of the epithelial sodium lon transport
1 Gamma Subunit channel (ENaC), essential for sodium
transport and reabsorption
ZNF90 Zinc Finger Protein 90 Putative transcription factor involved in Transcriptional regulation
the regulation of gene expression

Table 5. Representative marker genes identified in Cluster 4 and their principal biological functions. This cluster
exhibited a heterogeneous transcriptional profile associated with signal transduction, metabolic processes, interferon-
related responses, ion transport, and transcriptional regulation (26, 42, 43).

Functional group Genes
Antiviral and innate immunity OAS1, MAPK3
Signal transduction MAPK3
Amino acid metabolism ASS1

Lipid metabolism and inflammatory response PLA2G2F

lon transport and epithelial homeostasis SCNN1G
Transcriptional regulation ZNF90

Table 6. The transcriptional profile of Cluster 4 represents the most functionally heterogeneous cluster identified in the
analysis. The enriched genes are involved in diverse biological processes, including innate antiviral immunity, signal
transduction, amino acid metabolism, lipid metabolism, ion transport, and transcriptional regulation. Unlike Clusters 1, 2,
and 6, no single dominant biological pathway is evident. These findings suggest that Cluster 4 may represent a metabolically
and functionally adaptive tumour population reflecting local microenvironmental influences within deeper tumour

compartments.

diagnostic biopsy. Patients with concurrent multiple
malignancies and patients who had previously received
neoadjuvant chemotherapy were excluded from the study.

In this report, we present the results of a pilot spatial
transcriptomic analysis of invasive urothelial carcinoma,
comparing superficial and deep tumour compartments.
This approach identified spatially distinct gene expression
patterns associated with tumour invasion and interactions
with the tumour microenvironment.

Spatial transcriptomic profiling was performed on a
selected formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE)
bladder tumour specimen using the 10x Genomics Visium
Spatial Gene Expression platform (10x Genomics,
Pleasanton, CA, USA). Whole-transcriptome sequencing
libraries were generated from tissue sections captured on
Visium slides, enabling alignment and visualisation of
mMRNA expression profiles directly within their histological
context. Raw sequencing data were processed using Cell

Ranger (10x Genomics), and gene expression profiles were
visualised in Loupe Browser v 9.1.0 (10x Genomics)
according to the manufacturer's recommendations.

To further investigate intratumoral transcriptional
heterogeneity, the dataset was reanalysed. Secondary
analysis and reclustering were performed directly within
the software's reanalysis module. Dimensionality
reduction via UMAP was executed with the parameters
optimised to min_dist = 0.05 and neighbors number = 10,
using the top 30 principal components. Graph-based
clustering was subsequently performed using the
integrated Louvain algorithm at a resolution of 0.05.
Differential expression analysis was performed for each
cluster, and genes with the highest positive log2 fold-
change (L2FC) values were selected as representative
cluster-associated markers.

The resulting L2FC values were visualised as heatmaps in
GraphPad Prism version 11.0.2 (GraphPad Software,
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Gene Full name Main biological function Functional category
CENPF Centromere Protein F Localizes to kinetochores during mitosis | Kinetochore / Mitosis
and is essential for accurate
chromosome segregation
CENPBD1 CENP-B DNA-Binding Centromere-associated protein Kinetochore /
Domain Containing 1 involved in chromosome organization Centromere function
MIS12 MIS12 Kinetochore Component of the MIS12 complex Kinetochore /
Complex Component linking inner and outer kinetochores and | Chromosome segregation
enabling chromosome attachment to
spindle microtubules
BLNK B-Cell Linker Protein Adaptor protein required for B-cell Adaptive immunity / B-
receptor signalling and B-cell cell signalling
development
IGHG1 Immunoglobulin Heavy Encodes the constant region of the IgG1 | Humoralimmunity
Constant Gamma 1 heavy chain and participates in humoral
immune responses
NMNAT1 Nicotinamide Nucleotide Catalyzes NAD+ biosynthesis and Cellular metabolism
Adenylyltransferase 1 contributes to cellular homeostasis and
DNA repair
GGPS1 Geranylgeranyl Synthesizes geranylgeranyl diphosphate | Cellular metabolism /
Diphosphate Synthase 1 required for prenylation of small Signal transduction
GTPases and intracellular signalling

Table 7. Representative marker genes identified in Cluster 6 and their principal biological functions. The cluster
corresponded to the invasive tumour front and was characterized by genes involved in chromosome segregation,

kinetochore assembly, mitotic progression, immune-related processes, and cellular metabolism (26, 28).

Functional group

Genes

segregation

Kinetochore assembly, mitosis and chromosome

CENPF, CENPBD1, MIS12

B-cell signalling and humoral immunity

BLNK, IGHG1

Cellular metabolism and signalling

NMNAT1, GGPS1

Table 8. The transcriptional profile of Cluster 6 comprises two major biological modules. The first are involved in kinetochore
assembly, chromosome segregation, and mitotic progression, indicating active cellular proliferation. The second consists
of genes associated with B-cell receptor signalling and humoral immune responses. The coexistence of mitotic and
immune-related genes suggests that Cluster 6 may represent a biologically distinct invasive compartment characterised by
active proliferation and close interaction with the local immune microenvironment, rather than a single uniform biological

pathway.

Boston, MA, USA), enabling direct comparison of cluster-
specific transcriptional signatures across superficial,
deep, and invasive tumour compartments.

The manuscript was linguistically reviewed and
grammatically corrected using Al Grammarly (Grammarly
Inc., San Francisco, CA, USA).

Results

Spatial  transcriptomic analysis identified six
transcriptionally distinct clusters within the analysed
urothelial carcinoma specimen. Correlation of the spatial
transcriptomic map with the corresponding histological
structure revealed a clear spatial organisation of the
identified clusters (Figure 1).

Cluster 1 was predominantly localised within superficial,
non-invasive papillary tumour structures. Clusters 2 and 4
were mainly detected in deeper papillary formations
extending into the bladder wall. Cluster 6 was
concentrated at the invasive tumour front and
corresponded to areas of infiltrative tumour growth.
Clusters 3 and 5 represented transitional populations
located between the major tumour compartments and
were associated with regions containing stromal
elements, inflammatory infiltrates, and mixed cellular
populations.

Expression of EPCAM was detected across all analysed
tumour-associated clusters, supporting the epithelial
origin of the cells (Figure 2). Differential expression
analysis identified distinct groups of genes showing
increased expression within individual clusters compared
with the remaining cell populations (Figure 3).
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The superficial Cluster 1 was characterised by increased
expression of C100rf99, KIAA1324, CLIC3, FBLN1, P2RY2,
FDX1, PIFO, SLPI, MAL, MREG and MALL. The genes
identified in this cluster are predominantly associated
with the functions of differentiated epithelial tissues and
mucosal surfaces, including epithelial polarity, mucosal
defence, and tissue homeostasis. These findings are
consistent with a relatively differentiated urothelial
phenotype corresponding to superficial papillary tumour
components (Table 1-2).

C100rf99
KIAA1324
CLIC3
FBLN1
P2RY2
FDX1
PIFO
SLPI
MAL
MREG
MALL
ZMAT4
PCDH10
FABPS
ASRGL1
STEAP1
PCLAF
PTTG1
PLK1
STMN1
E2F3
ASF1B
ZNF90
ASS1
PLA2G2F
SCNN1G
MAPK3
OAS1
NMNAT1
CENPF
GGPS1
BLNK
IGHG1
CENPBD1
Mis12

Cluster 2 demonstrated increased expression of ZMAT4,
PCDH10, FABP5, ASRGL1, STEAP1, PCLAF, PTTG1, PLK1,
STMN1, E2F3 and ASF1B. Several of these genes are
directly involved in DNA replication, cell-cycle
progression, mitotic regulation and cellular proliferation.
This cluster is strongly associated with cellular
proliferation and cell-cycle progression. The observed
transcriptional profile suggests enhanced proliferative
activity within deeper tumour compartments (Table 3-4).

Cluster 4 was characterised by increased expression of
ZNF90, ASS1, PLA2G2F, SCNN1G, MAPK3 and OAS1. In

2

—

1
—

Figure 3. Heatmap of representative cluster-associated genes identified by spatial transcriptomic analysis of
urothelial carcinoma. The heatmap demonstrates distinct transcriptional signatures corresponding to superficial papillary
(Cluster 1), deep papillary (Clusters 2 and 4), and invasive (Cluster 6) tumour compartments. Cluster 1 was enriched for
genes associated with epithelial differentiation and mucosal homeostasis, Cluster 2 for genes involved in cell-cycle
progression and proliferation, Cluster 4 for genes related to signalling, metabolism, and innate immune responses, and
Cluster 6 for genes associated with mitotic activity and immune-related functions. The observed expression patterns
highlight substantial intratumoral transcriptional heterogeneity and clear molecular segregation of superficial, deep, and

invasive tumour regions.
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contrast to Cluster 2, the genes identified in this cluster
did not form a single dominant biological pathway.
Instead, they are associated with a broad range of cellular
processes, including antiviral immunity, signal
transduction, amino acid metabolism, lipid metabolism,
ion transport, and transcriptional regulation (Table 5-6).

Cluster 6, corresponding to the invasive tumour front,
demonstrated increased expression of NMNAT1, CENPF,
GGPS1, BLNK, IGHG1, CENPBD1 and MIS12. Functional
analysis revealed enrichment for genes involved in
chromosome segregation, kinetochore assembly, and
mitotic progression (CENPF, CENPBD1, MIS12), as well as
genes associated with immune-related functions (BLNK,
IGHG1). These findings indicate a biologically distinct
invasive compartment characterised by active cellular
proliferation and interactions with the local immune
microenvironment (Table 7-8).

To compare cluster-specific transcriptional signatures,
genes from Clusters 1, 2, 4, and 6 were visualised on a
heatmap of log2 fold-change values (Figure 3). The
heatmap showed clear separation of superficial, deep,
and invasive tumour compartments and revealed
transcriptional heterogeneity within the urothelial
carcinoma specimen.

Discussion

Bladder urothelial carcinoma is characterised by
significant intratumoral heterogeneity in both morphology
and biological behaviour. This diversity reflects distinct
transcriptional programs among cells within the same
tumour and strongly influences progression, invasiveness,
and treatment response (14-16). The present pilot spatial
transcriptomic analysis demonstrates the ability of the
10X spatial transcriptomic method to identify biologically
distinct tumour cell populations within urothelial
carcinoma while preserving precise histological
localisation. Unlike  conventional transcriptomic
approaches, spatial transcriptomics enables direct
correlation between gene expression profiles and
morphological  structures, revealing intratumoral
heterogeneity.

Recent studies combining single-cell and spatial
transcriptomic approaches have demonstrated the
presence of multiple epithelial subpopulations within
bladder cancer, each characterised by distinct biological
functions, mutational burdens, and spatial localisation
(17-19). Our pilot study identified six transcriptionally
distinct clusters in the analysed tumour, corresponding to
superficial papillary tumour formations, deeper tumour
compartments, transitional stromal regions, and the
invasive tumour front. These findings highlight the
considerable molecular complexity of urothelial
carcinoma and illustrate how morphologically related
tumour areas may harbour markedly different

transcriptional programs. Spatial transcriptomic analyses
of recurrent bladder tumours reveal more pronounced
interactions among epithelial cells, immune cells, and the
extracellular matrix than in primary tumours, despite
comparable or lower abundances of malignant and
immune cell populations (20). Despite molecular
differences among individual tumour compartments,
EPCAM expression remained detectable across all major
tumour-associated clusters, confirming their epithelial
origin.

The identified clusters appeared to represent different
biological states of tumour progression. The superficial
papillary compartment was enriched in genes associated
with  epithelial differentiation, mucosal defence,
membrane trafficking, and maintenance of epithelial
polarity, consistent with a relatively differentiated
urothelial phenotype (21-23). In contrast, deeper clusters
demonstrated strong enrichment of genes involved in DNA
replication, mitosis, and cell-cycle progression,
suggesting the presence of a highly proliferative tumour
population (24, 25). In deeper parts of the tumour, the
expression profile was more heterogeneous, involving
metabolic pathways, interferon-related responses, and
signal transduction, potentially reflecting tumour
adaptation to local microenvironmental conditions. The
invasive tumour front exhibited increased expression of
genes associated with chromosome segregation and
mitotic activity, as well as immune-related genes,
indicating biologically distinct features characterised by
active proliferation and interactions with the surrounding
immune microenvironment (26-28).

The identification of a deeper highly proliferative
compartment, dominated by genes involved in DNA
replication, mitosis, and cell-cycle progression, is a
reproducible finding across molecular classification
systems. The International Society of Urological Pathology
consensus recognises that bladder cancer has three
major molecular subtypes—luminal, basal-squamous,
and neuroendocrine, which are associated with
considerable biological diversity (29). The luminal
unstable subtype is characterised by higher cell-cycle
activity and genomic instability compared with other
luminal subtypes. The genes identified in Cluster 2 are
well-established markers of proliferative activity in
urothelial carcinoma. E2F3 amplification has been
reported in approximately 10% of urothelial carcinomas
and is associated with tumour progression (30). The
spatial localisation of this proliferative signature in deeper
tumour regions suggests a gradient of increasing
proliferative activity from the tumour surface toward the
invasive front, a pattern observed in other epithelial
malignancies.

The heterogeneous expression profile observed in Cluster
4, involving metabolic pathways, interferon-related
responses, and signal transduction, may reflect the
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complex metabolic and immunological adaptations that
occur within the tumour microenvironment. Metabolic
reprogramming is a hallmark of bladder cancer, with
tumour cells exhibiting altered glycolysis and amino acid
metabolism that directly influence the surrounding
immune landscape (31). The presence of interferon-
stimulated genes in this compartment is particularly
noteworthy, as interferon signalling plays a dual role in the
biology of urothelial carcinoma. On the one hand, it has
been shown to drive the transition from luminal to basal-
squamous transcriptional states; on the other hand,
interferon  signalling activates  cancer-associated
fibroblast subpopulations that promote cancer stemness,
associated with poor outcomes and resistance to
chemotherapy and immunotherapy (32-34).

The invasive tumour front exhibited a distinctive
combination of mitotic activity and immune-related gene
expression. This can have significant biological and
clinical implications. The invasive front is recognised as a
biologically special region in urothelial carcinoma. The
pattern of tumour growth at the invasion front is an
independent predictor of survival and progression (35-37).
The increased expression of chromosome segregation
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Limitacie neinvazivneho prenatalneho testovania - faloSna pozitivita
Michaela Hyblova, Gabriel Minarik

Trisomy test s.r.o., Nitra, Slovensko

Neinvazivne prenatalne testovanie (NIPT) predstavuje modernu skriningovd metdédu zalozenu na analyze volnej cirkulujucej
DNA placentarneho povodu v krvi tehotnej zeny. Vdaka vysokej citlivosti a Specificite umoznuje spolahlivi detekciu
najcastejSich fetalnych aneuploidii vratane trizémii chromozémov 21, 18 a 13. Napriek velmi dobrym diagnostickym
parametrom sa v klinickej praxi stretdvame aj s falo$ne pozitivnymi vysledkami, ktorych biologické pri¢iny st dnes pomerne
dobre zname. NajcastejSou pricinou je skryty placentarny mozaicizmus, pri ktorom je chromozémova abnormalita pritomna v
placente, zatial ¢o karyotyp plodu zostava normalny. KedZe analyzovana DNA pochadza prevazne z buniek cytotrofoblastu,
placentarne aberacie mézu viest k pozitivnemu vysledku NIPT bez pritomnosti fetalnej abnormality. Medzi dalSie biologické
priciny patria materndlny mozaicizmus alebo syndrém miznuceho dvojcata. V préci prezentujeme reprezentativne kazuistiky
z laboratérnej praxe dokumentujuice biologické pozadie faloSne pozitivnych ndlezov. Uvedené pripady poukazuju na vyznam
spravnej interpretacie vysledkov v kontexte ultrazvukovych, klinickych a genetickych vySetreni. NIPT predstavuje vysoko
presnu skriningovl metddu, avSak pozitivny vysledok musi byt vzdy potvrdeny invazivnou prenatalnou diagnostikou. Poznanie
biologickych pri¢in faloSnej pozitivity je nevyhnutné pre spravne genetické poradenstvo a optimalny manazment gravidity.

Kluéové slova: Neinvazivne prenatalne testovanie, NIPT, skryty placentarny mozaicizmus, faloSne pozitivny vysledok,
volna cirkulujica fetalna DNA, prenatalny skrining

Limitations of non-invasive prenatal testing - false positivity
Summary

Non-invasive prenatal testing (NIPT) is an advanced screening method based on the analysis of cell-free placental DNA
circulating in maternal blood. Owing to its high sensitivity and specificity, NIPT enables reliable detection of the most common
fetal aneuploidies, including trisomies 21, 18, and 13. Despite its excellent diagnostic performance, false-positive results are
occasionally encountered in clinical practice, and their biological causes are increasingly well understood. The most common
cause is confined placental mosaicism, in which a chromosomal abnormality is present in the placenta while the fetal
karyotype remains normal. Because the analyzed cell-free DNA originates predominantly from placental cytotrophoblast
cells, placental chromosomal abnormalities may result in a positive NIPT finding without fetal involvement. Other biological
causes include maternal mosaicism and vanishing twin syndrome. We present representative cases from routine laboratory
practice illustrating the biological background of false-positive NIPT results. These cases highlight the importance of
interpreting NIPT findings in conjunction with ultrasound, clinical, and genetic data. Although NIPT is a highly accurate
screening tool, all positive findings require confirmation by invasive prenatal diagnostic procedures. Understanding the
biological mechanisms underlying false-positive results is essential for appropriate genetic counseling and optimal pregnancy
management.

Keywords: Non-invasive prenatal testing, NIPT, confined placental mosaicism, false-positive result, cell-free fetal DNA,
prenatal screening

Newslab, 2025, ro&. 15 (2): 78-83

Uvod Standardnym cielom NIPT je identifikovat predovietkym
relativne cCasté a klinicky zavazné trizomie, a to
predovsetkym trizémiu chromozému 21 (T21, spdsobuje
Downov syndrém), trizémiu chromozému 18 (T18,
sposobuje Edwardsov syndrém) a trizémiu chromozému
13 (T13, spbdsobuje Patauov syndrém). Okrem tychto
Castych trizomii umoznuje skrining aj detekciu inych,
zriedkavych autozomalnych trizémii (RAT —rare autosomal
trisomy), aneuploidie pohlavnych chromozémov (SCA -
sex chromosome aneuploidy) a pri dostato¢nom rozliSeni
a za splnenia Specifickych, pre kazdu vzorku prakticky

Neinvazivne prenatalne testovanie (NIPT) sa stalo Siroko
rozsirenou pokrocilou skriningovou metédou vyuzivanou v
prenatalnom skriningu na zistovanie chromozémovych
abnormalit plodu, ktoré su asociované so zmenami
mnozstva képii chromozémov alebo ich ¢asti. Vychadza z
analyzy volnej cirkulujucej ,fetalnej“ DNA v krvi tehotnej
(cffDNA — cell free fetal DNA). Dolezité je ale uvedomenie
si stavu, Ze sa v skuto¢nosti nejedna o pévodom fetalnu,
ale o placentarnu DNA, konkrétne o DNA z buniek
cytotrofoblastu placenty.

individualnych podmienok a parametrov, aj
subchromozomalnych aberacii, vSeobecne znamych ako
2/2025
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mikrodelécie a mikroduplikacie alebo tzv. varianty poctu
képii (CNV - copy number variant).

Na zéklade mnohych §tudii a v réznych krajinach uz
dostupnych skriningovych programov zahriiujucich NIPT
bolo jednoznacéne preukazané, Zze tato forma skriningu
ponuka vysoku citlivost a Specificitu detekcie sledovanych
chromozémovych abnormalit a tiez, Ze existuju relativne
dobre popisané biologické a technické pri€iny, ktoré su
zdrojom faloSnej pozitivity (FP). Jej miera je v8ak v
porovnani s inymi formami skriningu velmi nizka. V

rozsiahlych  Studidch sa sumarizovali  Statistické
parametre z NIPT organizovaného v ramci ploSného
skriningu tehotnych v Holandsku a Belgicku, v ktorych boli
analyzované kohorty s po¢tom vzoriek 73 239 a 153 575.
Pre T21, T18 a T13 bola zisten4 citlivost na drovni 98 %, 91
% a 100 % (pri 239 pripadoch s vysokym rizikom pre T21,
49 pre T18 a 55 pre T13) v holandskej a 98,91 %, 97,47 % a
100 % (pri 494 pripadoch s vysokym rizikom pre T21, 115
pre T18 a 91 pre T13) v belgickej populacii. Kumulativhe
pre vSetky tieto tri najCastejSie trizémie bola zistena
faloSna pozitivita v oboch Studidch na udrovni 0,06 %,
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Obr. 1: Detekcia trizomie chromozému 6 v ramci NIPT vySetrenia.
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pricom v najvacsej miere boli medzi faloSnymi pozitivitami
zastupené pripady s vysokym rizikom pre T13 1,2. V
porovnatelnej miere k celkovej faloSnej pozitivite NIPT
prispieva detekcia SCA a mierne vy§Sou mierou aj RAT, ak
sU sucastou pouZitého testu z kategérie NIPT 3.

Vo vSetkych pripadoch to suvisi s r6znymi biologickymi
fenoménmi, medzi ktorymi je najviac zastlpeny skryty
placentarny mozaicizmus, v menSej miere su zastipené
maternalny mozaicizmus alebo syndrém miznlceho
dvojc¢ata. V tomto kontexte FP netreba vnimat ako nieco
principialne zlé, je absolutne prirodzene o¢akavatelna (v
skuto¢nosti nepredstavuje ani z klinického pohladu Ziadny
postrach, na rozdiel od faloSnej negativity), ale treba na fu
nahliadat ako na kazdy iny zriedkavy biologicky fenomén,
ktory ma svoje pri¢iny a potencidlne aj néasledky (v

kontexte NIPT spojené s klinickym dosahom
prebiehajuce tehotenstvo alebo vyvoj plodu).

na

Reprezentativne pripady z laboratérnej praxe Trisomy test
laboratérii a v nadvaznosti na vysSie uvedené biologické
pri¢iny FP ilustrujeme na konkrétnych kazuistikach.

Skryty placentarny mozaicizmus (CPM - confined
placental mosaicism)

Skryty placentarny mozaicizmus je definovany ako
pritomnost chromozémovej abnormality v placente, ale
nie v plode. Tento stav sa potvrdi, ked cytogeneticka
analyza vzorky placenty alebo choriovych klkov (CVS)
preukaze pritomnost bunkovych linii s normalnym a
abnormalnym karyotypom, ale nasledna analyza buniek
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plodovej vody alebo fetalneho tkaniva je normalna. Kedze
NIPT v skuto€nosti analyzuje placentarnu DNA,
abnormality obomedzené na placentu mézu viest k faloSne
pozitivnym vysledkom.

Kazuistika

U 24-ro¢nej tehotnej sme v 14. tyzdni gravidity detegovali
vysoké riziko trizdmie chromozému 6 (T6) na udrovni
zodpovedajucej o¢akavaniu redlnej detekcie (obr. 1) podla
vo vzorke stanovenej fetalnej frakcie (fetalna frakcia
predstavuje podiel fetalnej DNA na celkovej cirkulujucej
DNA ziskanej z plazmy tehotnej a sluzi ako délezity
parameter pri hodnoteni pévodu a pripadnej drovni
mozaicizmu detegovanej aberacie). Biochemicky skrining
bol negativny. V anamnéze figuroval polyhydramnion a
dilatacia dutého systému plodu. Diagnostické vySetrenie z
plodovej vody pomocou stanovenia karyotypu a FISH
nepotvrdil T6 u plodu. Na zaklade tychto voci Trisomy test
vysledkom diskordantnym vysledkom prenatalnych
analyz bolo po pérode realizované vySetrenie vzoriek
placenty. Analyzovanych bolo celkovo 12 vzoriek, po 6 z
materndlnej a fetalnej strany placenty, reprezentujic jej
r6zne Casti a vrstvy, pricom bola preukazana pritomnost
T6 v rozsahu 0% - 83% (obr. 2). To znamena, Ze vysledok
NIPT nebol v skuto¢nosti FP, ale reprezentoval realny stav
chromozémovej abnormality v placente, ktora je zdrojom
cffDNA a vySetrovand v ramci NIPT.

Syndrém mizniceho dvojéata (VTS - vanishing twin
syndrome)

Syndréom miznidceho dvojcata predstavuje situdciu, kedy
sa jeden plod vo viac plodovom tehotenstve prestane
vyvijat alebo odumrie v maternici a potom sa Ciastoc¢ne
alebo Uplne resorbuje placentou alebo druhym plodom. V
krvnom obehu matky moézeme potom zachytit pritomnu
zvySkovl DNA zo zaniknutého dvojcata, ¢o v pripade
pritomnosti chromozémovej abnormality u odumretého
plodu méze viest k faloSne pozitivnemu vysledku NIPT vo
vztahu k prezivajicemu plodu, ktory je bez tejto
chromozémovej abnormality. Signal reprezentujuci
abnormalitu by mal s pokracujucim tehotenstvom a
postupnou resorpciou odumretého plodu slabnut az
Uplne vymiznut, preto je namieste v takychto pripadoch
realizovat vySetrenie NIPT opakovane a s odbermi s
dostatoénym c¢asovym odstupom, aby bolo mozné
sledovat aj dynamiku signalu detegovanej aberacie a v
idealnom pripade ju korelovat aj s opakovanym
ultrazvukovym vySetrenim tehotne;.

Kazuistika

U 41-ro€nej tehotnej sme v 16. tyzdni u dvojplodovej
gravidity s ultrazvukom potvrdenym VTS, identifikovali
signal trizémie chromozému 7 (T7) na drovni 1,9% fetalnej
frakcie (obr. 3) a tiez signdl chromozému Y, ktory
poukazoval na aspon jeden plod muzského pohlavia v
danom tehotenstve. Po opakovanom odbere doslo k strate

signalu T7 a vysledok analyzy zodpovedal plodu Zenského
pohlavia (s fetdlnom frakciou 18,96%). Nasledne
vykonand amniocentéza a analyza ziskanych vzoriek
detegovala po cytogenetickej analyze u jedného z plodov
T7 s nalezom 47,XY,+7 (obr. 4), druhy plod bol 46,XX. V
takomto pripade je T7 mozné interpretovat ako
jednoznaéne patogénny nalez vo vztahu k odumretému
plodu. To znamen4, Ze vysledok NIPT nebol v skuto¢nosti
FP, ale reprezentoval redlny stav chromozémovej
abnormality v danom S$pecifickom pripade a v tomto
tehotenstva v ¢ase, kedy bola vzorka tehotnej odoberana.

Chromozémové abnormality matky

Chromozémové abnormality matky vratane ich
mozaikovej formy (zriedkavo aj takych, ktoré su
spOsobené premalignym alebo malignym ochorenim
matky) su relativne ¢astou pri¢inou falosne pozitivhych
vysledkov, ktoré dokazu ovplyvnit vysledok NIPT. V
idedlnom pripade a neSpecificky je mozné maternalny
nalez odliSit od fetalneho na zaklade rozdielu medzi
urovnou signalu detegovanej abnormality a v rdmci NIPT
zistenou fetdlnou frakciou, pricom je signal tejto
detegovanej abnormality vyznamne vySsi.

Kazuistika

U 26-ro¢nej tehotnej v 17. tyzdni gravidity po IVF s
darovanymi oocytmi sme pomocou NIPT identifikovali dva
rozsiahle nalezy —trizémiu 12p a deléciu Xq25-928 (obr. 5),
ktorych signal vyrazne prevySoval v NIPT zistenu fetalnu
frakciu. Konfirmacné vySetrenie z plodove] vody
nepreukdzalo Ziadny nalez u plodu. Cytogenetické
vySetrenie z periférnej krvi tehotnej preukazalo rozsiahlu
balansovanu prestavbu 46,XX,der(X)t(X;12)(q23;p11.1).
Trizdmia kratkeho ramena chromozému 12 nebola
vyjadrend vo fenotype tehotnej, ¢o mozno vysvetlit
inaktivaciou tej képie X, ktord obsahovala translokované
rameno 12p, no zaroven rozsiahla delécia nachromozéme
Xbola jasne prepojitelna s neplodnostou tehotne;.

Okultna malignita matky

Detekcia viacnasobnych chromozémovych abnormalit
naprie¢ celym gendmom mdze indikovat premalignitu
alebo malignitu matky. Okultnd malignita matky pocas
tehotenstva je velmi zriedkava. Predpokladand incidencia
okultnej malignity stanovend prostrednictvom NIPT je
priblizne 1:10000 1,4, nov skutocnosti je azdesatnasobne
vysSia. Citlivost NIPT metdd pre detekciu malignity je preto
vo v8eobecnosti nizka a preto nie su vhodné na skrining
onkologickych ochoreni, na druhej strane maju vysoku
pozitivhu prediktivhu hodnotu, podla niektorych Studiije to
takmer 70% v zavislosti od pouZitej technolégie 1,5. Na
zéklade rozsiahlych populaénych retrospektivnych studii
sa ukéazalo, Ze najcastejSie identifikovanymi typmi
rakoviny su lymfémy, po ktorych nasleduje rakovina
prsnika. Zatial ¢o rakovina prsnika je hlavnym typom
rakoviny u ZzZien v reprodukénom veku, prevaha
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Obr. 5: Detekcia trizomie 12p a delécie Xq25-g28.

hematologickych diagnéz prostrednictvom NIPT, ako su
lymfémy a leukémie (predstavuju takmer polovicu
vSetkych identifikovanych pripadov rakoviny), je
pravdepodobna vzhladom na Uuzky kontakt krvnych
nadorovych buniek s materskym obehom a skutoénost, ze
najvacSia Cast plazmatickej DNA je hematologického
pbvodu 6.

Kazuistika

U 29-ro¢nej tehotnej v 14. tyzdni tehotenstva sme
opakovane pomocou NIPT identifikovali profil po¢etnych
chromozémovych abnormalit. Diagnostické vySetrenie z
plodovej vody bolo bez patologického nalezu (obr. 6).
Pacientka bola dalej suspenzarizovana v hematologickej
ambulancii. V roku 2024 bola evidovana s diagnézou
Hodgkinov lymféom.

Predanalytické, analytické a technické chyby

Patria sem chyby pri odbere, transporte a spracovani
primarnych vzoriek krvi, zamena vzoriek v procese ich
laboratérneho spracovania, ich kontaminacia alebo
interpretacia vysledkov z nedostatoc¢ne vyplnenych
anamnestickych udajov, ktoré mézu mat za nasledok
nespravne zavery testu napr. chybajuca informacia o
transplantacii organu alebo transfazii krvi a krvnych
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derivatov od muzského donora, informacia o tehotenstve
po IVF (s darovanym oocytom alebo embryom). FaloSne
pozitivne vysledky moézu byt tiez vysledkom Statistickej
nahody, kedZe hranica pre pozitivny test je ¢asto uréena
na zaklade praxou stanoveného nasobku Standardnej
odchylky napr. pri arteficidlne stanovenej hrani¢nej
hodnote pre detekciu trizémii na drovni + 3 to zodpoveda
falosSnej pozitivite pri 1 z 1 000 testovanych vzoriek.

Vplyv falo$ne pozitivhych vysledkov

FaloSne pozitivne vysledky NIPT mézu mat vyznamné
psychologické a klinické ddsledky. Tehotné Zeny, ktoré
dostani faloSne pozitivny vysledok, moézu prezivat
zbyto&ny stres a Uzkost. Okrem toho takyto vysledok ¢asto
vedie k dal§im invazivnym zakrokom na tehotnej, ako je
amniocentéza alebo odber choriovych klkov (CVS), ktoré
so sebou nesu vlastné rizika. V pripade nalezov ktoré maju
materndlny pévod mozZe pozitivny nalez vyvolat sériu
dalSich vySetreni krvi, kostnej drene alebo dodatocné
hematologické, biochemické ale aj zobrazovacie
vySetrenia, ktoré vS8ak moéZu ozrejmit uz prebiehajuce
ochorenie, ktoré nemusi mat vdanom ¢ase jasné klinické
prejavy alebo je poddiagnostikované. M6ze vSak poméct k
rychlejSej diagndze, skratit cestu od diagndzy k liecbe
alebo dokonca dokaze zachranit zivot. V pripade
materndlnych nalezov s moznym prenosom na plod moze
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Obr. 6: Okultna malignita; A — profil vysledku analyzy s detekciou mnohopocetnych chromozémovych abnormalit v NIPT po
analyze DNA z plazmy tehotnej, B — §tandardny profil ziskany po analyze DNA z amniovej tekutiny.
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mat zasadny dopad na kazdé dalSie tehotenstvo. Zaroven
mbéze byt v Specifickych pripadoch potrebné do
diagnostiky zahrnut aj dalSich pribuznych v oboch
rodi¢ovskych vetvach, aby sa doplnila rodinnd anamnéza,
¢o je pri geneticky determinovanych ochoreniach
délezitou sucastou zdravotnej starostlivosti prenositelnej
na dalSich ¢lenov danej rodiny.

Snaha o uplnu eliminaciu FP nie je realna a dnes takmer
nesuvisi s kvalitou komerénych NIPT testov. Da sa
pracovat na zlepSeni predanalytickych technik, ktoré
zlepSuju presnost a kvalitu pripravy vzorky, daju sa
zlepSovat bioinformatické pristupy, ktoré zlepsSuju
predikciu a dokazu eliminovat faloSné pozitivity
vyplyvajuce z technického Sumu. V pripade biologickych
dbévodov na strane matky alebo placenty moze byt dobrym
vychodiskom  kvalitnd predtestovd a potestova
konzultacia s odbornikom, najcastejSie klinickym
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