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1. Kognitivne aspekty hepatalnych encefalopatii: pilotna Studia

Martina Mikusiakova
(vSeobecné lekarstvo, 6. ro¢nik)

Spoluautor: MUDr. Maria Komlési, PhD. ?
Skolitel: MUDTr. Igor Straka, PhD.!
L11. neurologickd klinika LF UK a UN Bratislava; 2lIl. internd klinika LF UK a UN Bratislava

Uvod

Hepatalna encefalopatia (HE) je komplexny neuropsychiatricky stav, ktorého klinicky obraz sa
méze vyvijat od miernej zmatenosti, poruchy kognitivnych funkcii az po kdmu a nakoniec smrt
(1,2). Vyskyt HE pri chronickom ochoreni pecene je asociovany so zlou progndzou, negativnym
vplyvom na kvalitu Zivota a celkové preZivanie pacientov (3). Podla klinickej manifestécie a
vyuzivanych nastrojov na diagnostiku sa HE deli na manifestnu, rozpoznatelnu pri klinickom
vySetreni, a subklinicku, kedy kognitivne deficity mozno odhalit len pomocou $pecializovanych
testov (4). Tieto metddy zahffaju psychometrické testovanie pozornosti, pracovnej pamaéte,
psychomotorického tempa ako aj testovanie vizuo-priestorovych schopnosti (5).

Ascites je jednou z najcastejsich komplikacii cirhdzy pecene a tiez stavom, ktory vedie k ¢astym
hospitalizaciam (1). Je rozdeleny do 3 stupriov podla zavaZnosti. Stupen 1 je najmenej zavazny,
detekovatelny len ultrasonograficky a nie tu je indikovana Ziadna liecba. Pri stupni 2, ktory sa
manifestuje miernou symetrickou abdominalnou distenziou je odporucand liecba diuretikami
a restrikciou sodika. Stupen 3 je najzdvazinejsi, je sprevadzany signifikantnou distenziou
abdomenu a je indikovany na abdominalnu paracentézu. Do tejto Studie boli zaradeni len
pacienti s indikaciou na punkciu ascitu (3. stupen alebo refraktérny ascites) (6,7).

Podla mnoZstva odsatej tekutiny pocas vykonu sa brusnd paracentéza deli na dve skupiny:
velkoobjemova punkcia (>5000 ml) a nizkoobjemova punkcia (<5000 ml).

Obehovéd dysfunkcia po abdominalnej punkcii (PPCD, zanglického Post-Paracentesis
Circulatory Dysfunction) v dosledku rychleho poklesu efektivneho objemu arterialnej krvi sa
moze vyskytndt najma pri vaésom objeme punkcie. PPCD moZe byt pric¢inou rychleho
opatovného objavenia sa ascitu, zlyhania oblic¢iek, hepatdlnej encefalopatie, dilucnej
hyponatriémie a tieZ je spojend so zvysenym rizikom mortality (6,8). Tato pilotna Stidia bola
zamerana na jeden z moznych neZiaducich ucinkov abdomindlnej paracentézy, zhorsenie
hepatalnej encefalopatie. Predpoklad tohto zhorSenia stavu je zaloZeny na efekte zniZenia
objemu krvnej plazmy spojeného so zvysenim koncentracie amoniaku v krvi a postpunkénou
vazodilataciou. Bol skiimany a analyzovany vplyv velkoobjemovej paracentézy v porovnani
s nizkoobjemovou paracentézou ascitu na celkovy stav a kognitivne funkcie pacientov.

Materidly a metédy

Do studie bolo zahrnutych 10 pacientov (7 muZov a 3 Zeny) u ktorych bola diagnostikovand
cirhéza pecene. Vek pacientov v skimanom subore sa pohyboval v rozmedzi 30-62 rokov

13



Martina Mikusiakovd, Mdria Komldsi, Igor Straka. Kognitivne aspekty hepatdlnych encefalopatii:
pilotnad studia. Zbornik studentskych vedeckych prdc. Univerzita Komenského v Bratislave. Bratislava.
2023.

(priemer 50,30 + 10,77 rokov). Hodnotenie kognitivnej poruchy u zi¢astnenych pacientov bolo
zaloZené na diagnostickych kritériach podla skal MoCA (Montreal Cognitive Assessment) a FAB
(Frontal Assessment Battery).

Zaroven boli vSetci participanti indikovani na velkoobjemovu alebo nizkoobjemovu punkciu
ascitu. VSetci pacienti boli prijati na Ill. internd kliniku Lekarskej fakulty Univerzity
Komenského a Univerzitnej nemocnice Bratislava, Nemocnica akademika Ladislava Dérera.
Studia bola vykonana v stlade s Helsinskou deklaraciou. Informovany suhlas podpisal kazdy
pacient zahrnuty a hodnoteny v $tudii. Exkliznymi kritériami boli nepritomnost hepatalnej
encefalopatie, kontraindikacia paracentézy ascitu, nespolupraca pacienta a tazky kognitivny
deficit (MoCA < 12 bodov).

Studia bola dizajnovana ako intervenéna prospektivna. V $tadii boli pouzité nasledovné $kaly
a testy:

* MoCA (Montrealska skala hodnotenia kognitivnych funkcii z angl. Montreal Cognitive
Assessment test) (9,10)

* FAB (Test exekutivnych funkcii frontalneho laloka z angl. Frontal Assessment Battery)
(11, 4)
o NCT- A a B (Test spajania Cisel z angl. Number Connection Test) (12,13,14)

o DSST (Test priradovania symbolov a Cisel z angl. Digit Symbol Substitution Test) (12,
14,15)

Na celkové zhodnotenie kognitivnych funkcii boli pouzité skaly MoCA a FAB. Na porovnanie
ucinku punkcie pred (baseline) a nasledne 24 hodin po vykone boli pouZzité testy NCT-A, NCT-
B a DSST.

Pacienti boli pseudorandomizovane konzekutivne rozdeleni do dvoch skupin. Skupina 1
predstavovala pacientov s nizkoobjemovou punkciou, t.j. odobraty objem ascitu bol mensi ako
5000 ml, zatial ¢o skupinu 2 tvorili pacienti s velkoobjemovou punkciou nad 5000 ml.
Statisticka analyza sa realizovala pomocou IBM® SPSS® Statistics 24. Demografické a klinické
parametre sa analyzovali pomocou deskriptivnej $tatistiky. Uroveri premennych bola
charakterizovana priemerom a medianom a zakladnymi mierami variability (Standardna
odchylka, medzikvartilové rozpatie). Podla Kolmogorovho-Smirnovovho testu neboli data v
stibore rovnomerne rozdelené, preto sa pouzili neparametrické testy. Statisticka sila
intervencie (rozdiel medzi vychodiskovou hodnotou a hodnotou 24 hodin po punkcii) sa
merala pomocou Wilcoxonovho parového testu. Rozdiel medzi jednotlivymi skupinami bol
hodnoteny pomocou Mann-Whitney U testu. Hodnota p < 0,05 bola povazovana za Statisticky
vyznamnu.

Vysledky

Do pilotnej studie bolo zaradenych 10 pacientov s diagnostikovanou cirhézou pecene
a ascitom indikovanym na punkciu. Kohortu tvorilo 7 muZov a 3 Zeny vo veku 30-62 rokov
(priemer 50,30 + 10,77 rokov).
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Tabulka 1: Zékladné vychodiskové klinické a demografické data

Spolu Skupina 1 Skupina2
Pohlavie 7/3 4/1 3/2
M/Z
Pozivanie 9 4 5
alkoholu
Tenzny 7 3 4
ascites

Priemer |[Median Priemer Median Priemer Median

(50) (25.;75. (50) (25.;75. (50) (25.;75.percentil)

percentil) percentil)

Vek 50.30  [50.50 53.80 [52.00 46.80 46.00

(10.77) |(43.00;54.75) [(10.89) ((46.00;62.50) |(10.57) |(37.50;56.50)
Objem 4830.00 |4950.00 3400.00 [350.00 6260.00 |6400.00
punkcie  |(1687.85)|(3425.00; (857.32) |(2700.00; (750.33) |(5500.00;6950.00)

6500.00) 4050.00)

Child- 1120 [11.50 11.00 [11.00 11.40 [12.00
Pugh (2.15)  |(9.00;13.25)  [(2.56) [(8.50;13.50)  |(1.95) |(9.50;13.00)
MELD- 2230  [22.00 22.00 [20.00 22.60 [24.00
Na (7.17)  |(14.75;30.00) [(8.60) ((14.00;31.00) |(6.43) |(16.00; 28.50)
MoCA 18.90  [20.00 18.60 [20.00 19.20 20.00

(6.33)  [(12.75;24.25) |(5.86) [(12.50;24.00) |(7.46) |(12.00; 26.00)
FAB 13.00  [14.50 13.00 [15.00 13.00 [14.00

(4.57) [(8.50;17.00)  |(4.70) [(8.00;17.00)  [(5.00) |(8.00;17.50)
DsST 1 9.20 8.50 7.60  [5.00 10.80 [14.00
(baseline) |7 18)  |2.75;15.25)  |(6.11) |(2.50;14.00) ((8.50) ((2.00;18.00)
DSST 2 6.50 5.50 520  [1.00 7.80  [10.00
(24"ka_=) (6.70)  |(0.00;12.75)  [(6.90) [(0.00;12.50)  |(7.01) |(0.50;14.00)
punkcii
NCT-ALl 18990  73.00 93.60 97.00 86.20 62.00
(baseline) 18 13)  (52.75; 140.00) |(48.77) |(44.50; 141.00) |(52.90) ((53.50; 131.00)
NCT-A2 (9538  [82.00 84.25 72.00 106.50 (84.00
(24hkp_?) (51.10)  [(56.75; 140.25) |(52.42) ((41.50; 139.25) [(54.90) |(71.25; 164.25)
punkcii
NCT-B 1 198.00 [149.00 177.00 [141.00 2245 [216.50
(baseline) {95 37)  (115.00; 295.00)(104.80) |(84.00; 288.00) ((89.07) (147.50; 308.75)
NCT-B2  [206.50 [176.50 199.75 (117.00 220.00 [220.00
(24hkP_?) (152.84) ((81.75; 300.25) |(196.37) [(77.25; 405.00) |(24.04) |(203.00; 220.00)
punkcii

Skr.: SO- Standardna Odchylka, MELD- Model for End Stage Liver Disease , MoCA -Montreal Cognitive Assessment
FAB- Frontal, Assessment Battery, DSST- Digit Symbol Substitution Test, NCT-Number Connection Test
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U deviatich pacientov bol pri¢inou cirhdzy pecene abuzus etylalkoholu a u jedného pacienta
bola pric¢inou hepatitida typu C. Ako skérovacie systémy na posudenie zavaznosti ochorenia
boli pouZité skore MELD-Na (Model For End-Stage Liver Disease) a Child-Pugh. Priemerna
hodnota MELD-Na skoére v nasej kohorte bola 22,30, ¢o predstavuje priblizne 20 %
pravdepodobnost Umrtia v priebehu nasledujicich 3 mesiacov. Child-Pugh skére ukazalo, ze
pecene a 3 pacienti v kategdrii B, ¢o prestavuje stredne tazku poruchu funkcie pecene. Podla
Skdly MoCA (maximalne 30 bodov) priemerné skére bolo 18,90 bodov pre celt kohortu, ¢o
naznacuje stredne zdvaznu kognitivnu dysfunkciu v oboch z nich (10). Vo FAB teste (maximalne
18 bodov) bolo priemerné skére 13 bodov.

Nasledne boli pacienti rozdeleni do dvoch skupin podla objemu punkcie ascitu, pricom to
skupinu 1 predstavovali pacienti, ktori podstupili nizkoobjemovu punkciu ascitu (t.j. do 5000
ml) a skupinu 2 tvorili pacienti, ktori podstupili velkoobjemovu punkciu ascitu (t.j. nad 5000
ml). Medzi skupinami 1 a2 nebol zisteny Statisticky signifikantny rozdiel v zékladnych
premennych, ako vek, Child-Pugh skére, MELD-Na skore av Skdlach MoCA a FAB. Kazda
skupina obsahovala 5 pacientov. Na vyhodnotenie Ucinku intervencie boli pouZité testy DSST,
NCT-A a B, ktoré pacienti absolvovali pred a 24 hodin po intervencii.

Tabulka 2: Porovnanie vplyvu punkcie na sledované parametre v jednotlivych skupinach a
vzajomné porovnanie skupin

Z skére p hodnota Z skére p hodnota | p hodnota
DSST -2,060 0,039 -2,023 0,043 0,548
NCT-A -0,365 0,715 -1,826 0,068 0,486
NCT-B -0,730 0,465 -1,342 0,180 0,533

Skr.: NCT- Number Connection Test, DSST- Digit Symbol Substitution Test

Pre porovnanie Gcinkov intervencie u pacientov v jednotlivych skupindch sa pouzil Wilcoxonov
parovy test. Vyrazné zhorSenie po intervencii bolo pozorované v skale DSST v skupine 1 aj v
skupine 2. Bolo zaznamenané signifikantné zhorsenie pri pouziti stupnice NCT-A v skupine 2,
zatial ¢o v skupine 1 sme zistili iba trend zhorSovania. Vysledky Wilcoxonovho testu, ktory bol
pouZity na stanovenie Statistickej sily intervencie (punkcia ascitu), v pripade NCT-A ako aj NCT-
B mézu byt ovplyvnené skutoénostou, ze nie vietci pacienti zaradeni do 3tudie boli schopni
dokoncit testy. Jeden pacient zo skupiny 1 nebol schopny dokonéit NCT-A a NCT-B po
paracentéze. Jeden pacient zo skupiny 2 nebol schopny dokon¢it NCT-B pred zakrokom.
Okrem toho, jeden pacient zo skupiny 2 nedokoncil NCT-A a traja pacienti NCT-B po punkcii
ascitu (test bol preruseny, ked pacient nedokoncil test do 5 minut). Hoci v skupine 2 nedoslo
k Statisticky vyznamnému zhorseniu v NCT-A a NCT-B, deskriptivne mdézeme konstatovat, ze v
skupine 2 doslo k vyznamnému zhorseniu tychto dvoch sledovanych parametrov. V tomto
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pripade sa javi lepSim deskriptivny opis stboru ako Sstatisticky, za o mdZze maly subor
pacientov a dosahovanie stropovych efektov. Mann-Whitney U testom sme nezistili rozdiely v
sledovanych parametroch po intervencii medzi skupinami navzajom.

Diskusia

Studia sa zaoberala komplikaciami cirhdzy pecene so zameranim na hepatalnu encefalopatiu
v stvislosti s punkciou ascitu. K dispozicii je viacero udajov o celkovom vplyve rozvijajucej sa
postpunkénej cirkulaénej dysfunkcie (PPCD), ktorej sticastou je aj hepatélna encefalopatia a
tiez o vplyve LVP (velkoobjemovd paracentéza z angl. Large Volume Paracentesis) v porovnani
s TIPS (Transjugularny Intrahepaticky Portosystémovy Skrat) na pacientov stav. Podla
odporucani pre manazment cirhdzy a ascitu z roku 2020 je jednorazovéd velkoobjemova
punkcia preferovand pred opakovanou nizkoobjemovou punkciou z dévodu vyssieho rizika
vzniku komplikdcii spojenych s vykonom punkcie (8). Podla Studie z roku 2021 nie je stanoveny
limit pre objem jednorazovej punkcie, avsak riziko PPCD vyrazne stupa, ak sa naraz odoberie
viac ako 8 000 ml tekutiny (16). Rozvoj PPCD a zhorsenie symptomov HE po velkoobjemovej
punkcii ascitu je podmieneny prudkym poklesom efektivneho cirkulujiceho objemu a
prehibenim hyperamonémie (6). Po velkoobjemovej punkcii ascitu (> 5 000 ml) sa odporuéa
podat 20 — 25 % roztok albuminu (8 g/1 000 ml), z dévodu prevencie a znizenia rizika vzniku
PPCD, a tieZ nizku davku diuretik kvoli prevencii opatovnej akumulacie tekutiny (17, 8).

Zavedenie TIPS je odporucané u pacientov s rekurentnym ascitom kvoli zlepSeniu preZivania
pacientov a tiez pri refraktérnom ascite z dévodu lepsej kontroly stavu (21).

V pripade refraktérneho ascitu moznosti liecby zahfiaju velkoobjemovu punkciu s infaziou
albuminu, umiestnenie TIPS alebo transplantaciu pecene (8). Podla odporiéani z roku 2020 je
TIPS povaZovany za lieCbu refraktérneho ascitu prvej volby. Toto odporucanie je zaloZzené na
randomizovanej kontrolovanej studii, kde 1-ro¢né prezivanie bez transplantécie bolo vyrazne
vys$sie u pacientov s TIPS (93 %) v porovnani s pacientmi s LVP a infaziou albuminu (52 %).
Okrem toho sa ukazalo, Ze TIPS je G¢innym zasahom aj na prevenciu rekurentného krvacania
z varixov (8) a tieZ vykazuje lepsie vysledky v prevencii recidivy ascitu ako LVP (48 % oproti 84
23 %) (19). Medzi potencialne rizikové faktory patria predchadzajice epizédy HE, zvysené
skére Child-Pugh skére a vyssi vek. Odhaduje sa, Ze vyskyt nového nastupu klinickej alebo
zhorsenia subklinickej formy HE po umiestneni TIPS je priblizne 20 % — 54 % (20).

V tejto Studii bola vykonana analyza celkového ucinku punkcie ascitu na kognitivne funkcie
pacientov spolu s porovnanim velkoobjemovej a nizkoobjemovej paracentézy. Predpokladalo
sa, ze punkcia vacsieho objemu spdsobi zavaznejsie zhorsenie, pretoZe prinasa vyssie riziko
rozvoja PPCD. Statisticky vyznamné a v stlade s vychodiskovym predpokladom sa povazovalo
zhorSenie vykonu pri hodnoteni pracovnej pamadti, pozornosti, koncentracie a
psychomotorického tempe. Co sa tyka efektu velkoobjemovej punkcie v porovnani s nizkym
objemom, Statisticky vyznamny rozdiel sa nepreukazal, ale v deskriptivnom pozorovani sme v
skupine s velkoobjemovou punkciou zistili zhorSenie najma koncentracie, pozornosti a
psychomotorického tempa. Vysledky Ciasto¢ne potvrdili pociatocny predpoklad, avsak boli
ovplyvnené velkostou vzorky, ako aj neschopnostou pacientov dokondit testy potrebné na
posudenie kognitivnych funkcii. Jedna sa ale o pilotnu studiu a nadalej pokracujeme v zbere
dat.
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2. Vplyv komorbidit u SARS-CoV-2 pozitivnych pacientov v pri¢innej stvislosti
s ich amrtim.

Veronika Gasparkova
(vSeobecné lekarstvo, 6. rocnik)

Skolitel: MUDr. Mgr. Michal Palkovi¢, PhD., MHA, MPH
Ustav patologickej anatémie LF UK a UN Bratislava

Uvod

Komorbidity maju podstatny vplyv na priebeh ochorenia suvisiaci s infekciou SARS-CoV-2
(koronavirus sposobujuci zdvazny akutny respiracny syndrém 2). U pacienta so zvysenym
poc¢tom komorbidit sa zhorSuje priebeh ochorenia a riziko dlhodobych komplikacii alebo
umrtia na ochorenie COVID-19 (Koronavirusovd choroba 2019). Cielmi nasej prace bolo
zistenie suvislosti medzi komorbiditami, infekciou SARS-CoV-2 a Umrtim na ochorenie COVID-
19. Nase vysledky sme porovndvali s vysledkami podobnych studii zo zahranicia. Vytvorili sme
prehlad o 432 Umrtiach v obdobi za rok 2022 a od septembra do konca roka 2021. Nase
zistenie naznacuju koreldciu medzi rasticim podtom wuZ existujucich respiracnych,
kardiovaskuldarnych, metabolickych, oblickovych a onkologickych ochoreni pritomnych u
pacientov a vy$$ou Umrtnostou na ochorenie COVID-19 na Slovensku. Praca predstavuje jednu
z prvych informacnych databdz o vplyve pridruZzenych ochoreni na uUmrtia sdvisiace s
ochorenim COVID-19 na Slovensku.

Typy Umrti v stvislosti s ochorenim COVID-19 rozdelujeme na $tyri kategérie: 1. Umrtie na
COVID-19 ako zékladnt chorobu, 2. Umrtie s COVID-19 ako pridruzenou chorobou, 3. Umrtie
SARS-CoV-2 pozitivneho pacienta a 4. Umrtie pacienta bez moznosti zaradenia do prvych troch
kategorii.

Material a metody

Ziskanie informacii o komorbiditach u pacientov pozitivnych na SARS-CoV-2, ktoré sa viazu na
ich umrtie, je klicové pre pochopenie vplyvu komorbidit na priebeh ochorenia COVID-19. V
nasej Studii sme vyuZili spravy o Umrtiach a pitevné protokoly ako zdroje tychto informacii.
Detailne udaje sme ziskali z elektronického systému evidencie patologicko-anatomickych
pitiev, sudno-lekarskych pitiev a nepitvanych pacientov (e-Pitvy) na zaklade povolenia sekcie
stidneho lekarstva a patologickej anatémie Uradu pre dohlad nad zdravotnou starostlivostou.
Informaény systém e-Pitvy UDZS bol hlavnym zdrojom informécii na zhodnotenie pritomnosti
a typu komorbidit u zomretych pacientov s infekciou SARS-CoV-2 (Umrtia ,,s COVID-19“) alebo
plicnou formou COVID-19 (Umrtia na COVID-19).

V ramci studie sme spracovali ¢ast Udajov o Umrtiach nepitvanych pacientov, ktori zomreli v
nemocniciach UN BA na alebo s ochorenim COVID-19 z obdobia od zaciatku septembra 2021
do konca roka 2022. Ziskané Udaje zahfnali informacie o ¢iselnom poradi pacienta, datume
umrtia, Cisle pitevného protokolu, veku, pohlavi, pri¢ine umrtia (na COVID-19 alebo ,s
COVID*), diagndzach (komorbidity) a bezprostrednej pricine smrti.
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Diagnézy sme vyhodnocovali na zdklade lekarskych zaznamov uréenych klinickymi
pracovnikmi z poslednej hospitalizacie kazdého pacienta. Nadsledne sme porovnali a zhodnotili
diagnozy urcené klinickymi pracovnikmi s diagnézami uvedenymi v pitevnom protokole pocas
prehliadky tela a vykonu pitvy veducim patolégom. Diagndzy sme zoradili do skupin podla
najviac ovplyvneného organového systému. (Tab. 1)

Tab.1 Skupiny diagndz zoradené podla najviac ovplyvneného orgdnového systému

Kardiovaskularne ICHS, ASU, Stav po operacii srdca, AH, Embolizacia do
artérie pulmonalis

Respiracné Zapal pltuc, Asthma bronchiale, CHOCHP

Neurologické NCMP, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
Imobilizacny syndrém, Demencia

Renalne Chronické ochorenie oblic¢iek, Akutne zlyhanie oblic¢iek
Onkologické Onkologickd diagnéza
Metabolické DM, Obezita, Metabolicky rozvrat
Iné Anémia, CHSZ, FiP, Cirhdza pecene
Vysledky

Celkovo sme analyzovali Umrtia u 432 pacientov za obdobie od septembra 2021 do konca roku
2022. Z tohto poctu, 246 pacientov zomrelo v roku 2022 a 186 v roku 2021. Z tychto pacientov,
188 v roku 2022 zomrelo na plucnu formu COVID-19 a 58 bolo SARS-CoV-2 pozitivnych
pacientov (pacienti "s COVID"), ktorych pri¢ina smrti bola ind. V roku 2021 zomrelo na COVID-
19 celkovo 172 pacientov a 14 pacientov "s COVID". V roku 2022 prevladalo v pocte umrti
muzské pohlavie - 127 (52%) z celkového poctu 246. V roku 2021 mierne prevysovalo v pocte
umrti Zenské pohlavie - 96 (52%) z celkového poctu 186.

Priemerny vek pacientov pre rok 2022 bol 78 rokov (medidn 80 r.). Priemerny vek pre rok 2021
bol 76 rokov (medidn 78 r.). V nasej vzorke najstarsi pacienti sa dozili 100 rokov, zatial ¢o
najmladsi pacient mal 34 rokov (v roku 2021) a najmladsia pacientka mala 35 rokov (v roku
2022). Pocet umrti osd6b mladsich ako 50 rokov bol spolu 14 za obidva roky. V tejto kategorii
prevladali muzi, s 8 pripadmi, a zvysnych 6 pripadov Umrtia bolo u Zien s prevahou pltcnej
formy ochorenia COVID-19.

V roku 2022 z 246 pripadov malo 236 (96%) pacientov poskodeny respiracny systém, z toho
219 (89%) pacientov malo virusovy alebo kombinovany zépal pltc, 218 (89%) pacientov malo
respiracnu insuficienciu, 18 (7%) pacientov malo astmu bronchiale a 31 (13%) pacientov malo
embolizaciu do artérie pulmonalis a 19 (8%) pacientov malo Chronicki obstrukénd chorobu
pltic (CHOCHP). Zo 186 pripadov pre rok 2021 malo 184 (99%) pacientov poskodeny respiracny
systém, 179 (96%) pacientov malo virusovy alebo kombinovany zapal plic, 177 (95%)
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pacientov malo respiracnu insuficienciu, 10 (5%) pacientov malo astmu bronchiale, u 18 (10%)
pacientov sa vyskytla embolizécia do a. pulmonalis a 12 (6%) pacientov malo CHOCHP.

Okrem toho, v roku 2022 z 246 pripadov malo 214 (87%) pacientov postihnuti
kardiovaskularny systém, 146 (59%) pacientov malo Ischemicku chorobu srdca (ICHS), 100
(41%) pacientov malo Univerzdinu aterosklerézu (ASU), 32 (13%) pacientov bolo po operdcii
srdca a 188 (76%) pacientov sa lieCilo na Arteridlnu hypertenziu (AH). Zo 186 pripadov v roku
2021 malo 157 (84%) pacientov postihnuti kardiovaskularny systém, 90 (48%) pacientov malo
ICHS, 76 (41%) pacientov malo ASU, 15 (8%) pacientov bolo po operacii srdca a 146 (78%)
pacientov sa liecilo na AH.

Z poskytnutych informacii vyplyva, Ze v roku 2022 malo renalne postihnutie 129 (52%)
pacientov z 246 pacientov a v roku 2021 malo renalne postihnutie 103 (55%) pacientov zo 186
pacientov. Chronické ochorenie obli¢iek malo v roku 2022 104 (42%) pacientov a v roku 2021
78 (42%) pacientov. Akutne zlyhanie obli¢iek malo v roku 2022 32 (13%) pacientov a v roku
2021 26 (14%) pacientov.

V roku 2022 z 246 pacientov malo metabolické postihnutie 118 (48%) pacientov, 91 (37%)
pacientov malo DM, 44 (18%) pacientov bolo obéznych a metabolicky rozvrat nastal u 11 (4%)
pacientov. Zo 186 pacientov v roku 2021 malo metabolické postihnutie 100 (54%) pacientov,
80 (43%) pacientov malo DM, 48 (26%) pacientov bolo obéznych a metabolicky rozvrat nastal
u 9 (5%) pacientov.

V roku 2022 z 246 pacientov malo neurologické postihnutie 121 (49%) pacientov, 15 (6%)
pacientov malo NCMP, 22 (9%) pacientov malo Alzheimerovu chorobu, 12 (5%) pacientov
malo Parkinsonovu chorobu a 88 (36%) pacientov malo imobilizacny syndrom. Zo 186
pacientov v roku 2021 malo neurologické postihnutie 78 (42%) pacientov, 5 (3%) pacientov
malo NCMP, 8 (4%) pacientov malo Alzheimerovu chorobu, 6 (3%) pacientov malo
Parkinsonovu chorobu a 60 (32%) pacientov malo imobilizacny syndrém.

V roku 2022 z 246 pacientov bola onkologicka diagndza potvrdena u 49 pacientov (20%), z nich
zomrelo 32 (17%) pacientov na COVID-19 a 17 (29%) zomrelo "s COVID." Zo 186 pacientov v
roku 2021 bola onkologicka diagndza potvrdena u 20 pacientov (11%), z nich zomrelo 16 (9%)
na ochorenie COVID-19 a 4 (29%) zomreli "s COVID."

V roku 2022 z 246 pacientov malo 219 (89%) aj iné komorbidity. Zo 186 pacientov v roku 2021
malo 153 (82%) aj iné ochorenia.

V roku 2022 z 246 pacientov mali 2 pacienti zo sledovanych skupin az sedem vaznych choréb,
pricom jeden z nich mal plicnu formu ochorenia COVID-19 a druhy zomrel pozitivny na
koronavirus SARS-CoV-2 (,,s COVID“). Sest zavaznych komorbidit malo 46 pacientov a z nich
zomrelo 34 pacientov na COVID-19 a 12 zomrelo ,s COVID“. Pat zévaznych sprievodnych
ochoreni malo 76 pacientov, z nich bolo 55 umrti na COVID-19 a 21 pacientov zomrelo ,s
COVID“. Po styri komorbidity sa vyskytlo u 63 pacientov, z ktorych 53 malo pozitivnu plicnu
formu COVID-19 a 10 bolo ,;s COVID”. Tri sprievodné ochorenia malo 46 pacientov, z nich
zomrelo na COVID-19 36 pacientov a 10 pacientov ,s COVID“. Po dve komorbidity sme
napoditali len u 13 pacientov, z ktorych 9 zomrelo na COVID-19 a 4 pacienti zomreli s
pozitivitou SARS-CoV-2 (,s COVID). V skupine nepitvanych pacientov z roku 2022, ktori
zomreli na plicnu formu COVID-19 alebo ich pri¢ina umrtia bola in3, ale zaroven boli RT-PCR
pozitivny pre koronavirus SARS-CoV-2 (,,s COVID“), sa vyskytli minimalne dve komorbidity.
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Zo 186 pacientov v roku 2021 mal 1 pacient zo sledovanych skupin sedem komorbidit, a teda
mal pltcnu formu ochorenia COVID-19. Sest zavaznych komorbidit malo 27 pacientov a z nich
zomrelo 25 pacientov na COVID-19 a 2 zomreli ,,s COVID“. Pat zdvainych sprievodnych
ochoreni malo 58 pacientov, z nich bolo 51 imrti na COVID-19 a 7 pacientov z nich zomrelo ,,s
COVID“. Po styri komorbidity sa vyskytlo u 55 pacientov, z ktorych 52 malo pozitivnu pltcnu
formu COVID-19 a 3 boli ,s COVID“. Tri sprievodné ochorenia malo 30 pacientov, z nich zomreli
vsetci na COVID-19. Po dve komorbidity sme napocitali u 11 pacientov, z ktorych 9 zomrelo na
COVID-19 a 2 pacienti zomreli s pozitivitou SARS-CoV-2 (,,s COVID*). Jednu komorbiditu mali 4
pacienti a vietci Styria zomreli na ochorenie COVID-19. V skupine nepitvanych pacientov z roku
2021, ktori zomreli na plicnu formu COVID-19 alebo ich pri¢ina Umrtia bola ind, ale zaroven
boli RT-PCR pozitivny pre koronavirus SARS-CoV-2 sa vidy vyskytla minimalne jedna
komorbidita.

Tab. 2

Tabulka popisuje celkovy pocet umrti na COVID-19 alebo ,,s COVID*, rozdelenie a vypocty pre vek a
pohlavie, pocet umrti pod 50 rokov. Medzikvartilové rozpatie (IQR), Interval spolahlivosti (Cl).

Rok2022 [na COVID-19| s COVID-19 Total Rok2021 |na COVID-19| s COVID-19 Total
@=188) @=58) @ =246) @=172) @=14) (n = 186)
Cellovy 188 58 246 Celkovy 172 14 186
pocet pocet
Pohlavie Pohlavie
Muzi_ | 98 (52%) | 20 (30%) | 127 (32%) Muwi_ | 83(48%) | 7(50%) | 90 (48%)
Zeny | 90 (48%) | 20(50%) | 119 (48%) Zeny | 89(52%) | 7(50%) | 96 (52%)
Vek Vek
Mediin 81 77 80 Median 78 75 78
Priemer 79=119 76119 78=12 Priemer 76=124 73=16.7 76=12.8
Najmladsi 35 47 35 Najmladsi 36 34 34
Najstarsi 100 95 100 Najstarsi 100 95 100
IQR 71,0-88.0 70.0-87.0 703-87.8 IQR 69.0-843 64,0-86.0 683-850
95% CI 77.3-80.7 733-79.5 76.9-79.9 95% CI 74,3-780 63.8-813 74,1777
Mui, vek Mui, vek
Mediin 79 76 78 Median 74 65 74
Priemer 77=124 75=100 76=119 Priemer 73=117 67=184 73=123
Najmladsi 41 56 41 Najmladsi 36 34 34
Najstarsi 100 93 100 Najstarsi 95 92 95
IQR 673-87.0 70-81 68.0-86,0 IQR 65,0-810 60,5-77.0 643-80.8
95% CI 74.3-79.2 71.4-78.6 743-784 95% CI 70.7-75.8 53.0-80.2 702-753
Zeny, vek Zeny, vek
Mediin 83 80 83 Median 80 86 81
Priemer 81=109 78=13.6 81=117 Priemer 79=125 79=13.6 79=125
Najmladsia 35 47 35 NajmladSia 42 58 2
Najstarsia 97 95 97 Najstarsia 100 95 100
IOR 78-90 70-88 76-89.5 IQR 71,0-88.0 69.0-86.5 71.0-880
95% CI 792-83,7 729-82,8 78,5-82,7 95% CI 76,3-81,5 68,5-88.6 764-814
Poéet umrti pod 50 rokov Pofet umrti pod 50 rokov
Celkovy 6 1 7 Celkovy 6 1 7
pocet pocet
Muzi 4 0 4 Muzi 3 1 4
Zeny 2 1 3 Zeny 3 0 3
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Graf 1 (Cast 1) Graf znazorfiuje vietky komorbidity vyskytujlce sa u pacientov v roku 2022.
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Graf 1 (Cast’ 2) Graf znazorfiuje vietky komorbidity vyskytujiice sa u pacientov v roku 2021.
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Graf 2 Graf zndzorfiuje priemerny priemerny pocet komorbidit na pacienta vroku 2022
a2021.

Diskusia

Z vysledkov sme zistili, Ze v rokoch 2021 a 2022 bola vy33ia umrtnost na plicnu formu
ochorenia COVID-19 v porovnani s Umrtiami pacientov ,,s COVID”, ktorych prvotna pricina
umrtia bola ind. Z celkového poctu 432 pacientov sme zaznamenali 360 pripadov Umrti
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sposobenych COVID-19. Pohlavie pacientov bolo priblizne rovhomerne zastupené, pricom v
roku 2021 bola prevaha Zien (96 Zien zo 186 pripadov), a v roku 2022 bola prevaha muzov (127
muzov z 246 pripadov). Porovnanim nasich vysledkov so studiou z Hamburgu vykonanej na
pitvanych pacientoch, kde sa zistilo, Ze vy$si pocet umrti zaznamenali u muzov (336 muzZov zo
618 pripadov umrti suvisiacich s COVID-19), sme si vsimli vyraznejsiu prevalenciu dmrti na
COVID-19 u muZov [1]. V Taliansku bola prevalencia imrti Zien 40% z celkového poctu 6085
pripadov Umrti [2].Vo vSeobecnosti vyssi podiel dmrti muzov by sme mohli vysvetlit
prirodzenou dlhdou dizkou Zivota Zien. Prieskum z &smich krajin ukazal, ze Zeny majd
tendenciu dodrZiavat prisnejSie opatrenia a vnimat COVID-19 ako vazny zdravotny problém,
¢o moze viest k nizSiemu riziku nakazy a Umrtnosti u Zien v porovnani s muzmi. Na druhej
strane, muzi sa ¢astejsie zucastfiuju rizikovych aktivit, ako su cestovanie alebo uéast na velkych
verejnych podujatiach, ¢o méze zvysit ich riziko nakazy. Tento behavioralny faktor méze
prispievat k rodovym rozdielom v imrtnosti [8].

Vek zahrnutych pacientov v nasej studii bol v priemere 77 rokov (median 79 r.). V Taliansku
bol priemerny vek pri imrti 79,1 + 12,0 rokov [2].V Hamburgu bol median veku 83 rokov, ¢o
ukazuje, Ze Umrtia suvisiace s ochorenim COVID-19 sa prevazne vyskytovali u starsich osob [1].
Priemerny vek Zien pocas sledovaného obdobia bol 80 rokov (median 82 r.). Priemerny vek
muzov bol nizsi, 75 rokov (median 76 r.). V Hamburgu bol u Zien median veku 84 rokov a u
muzov 81 rokov, ¢o potvrdzuje, Ze muzi zomierali mladsi na ochorenie COVID-19 v porovnani
so zenami [1]. Pocet umrti u pacientov mladsich ako 50 rokov bol vyrazne nizsi, ale s prevahou
umuzov (8 z celkového poctu 14 pripadov). V Hamburgu zaznamenali 7 imrti zo 618 pripadov
s prevahou u muzov [1].

Multimorbidita, stav pri ktorom pacient trpi viacerymi chronickymi ochoreniami sucasne,
moze negativne ovplyviiovat zdravie pacienta. Existuju pozorovania, ze expresia ACE-2 je
zvySend u pacientov s urcitymi komorbiditami, ako je DM, CHOCHP a hypertenzia. Kombinacia
uZ viacerych existujucich kardiovaskularnych, respiracnych, rendinych alebo hepatalnych
ochoreni moze zvysit riziko infekcie SARS-CoV-2, zavaznost priznakov a priebehu ochorenia
COVID-19 [9]. V nasej praci v kategdrii komorbidit mali najvacsie zastipenie z hodnotenej
vzorky umrti pacientov pre rok 2021 a 2022 respiracné komorbidity (96-99%), po nich
nasledovali kardiovaskuldrne (84-87%), metabolické (48-54%), renélne (52-55%), neurologické
(42-49%) a ako posledné v poradi onkologické (11-20%). Z respiracnych komorbidit to bola
najma pneumonia (89-96%) spojena s respiracnou insuficienciou (89-95%), potom nasledovala
embolizacia do a. pulmonalis (10-13%), astma bronchiale (5-7%) a CHOCHP (6-8%). Z
kardiovaskuldrnych komorbidit mali najvyssie zastipenie AH (76-78%), za riou nasledovala
ischemicka choroba srdca (48-59%), ASU (41%) a ako posledny v poradi bol stav po operacii
srdca (8-13%). Metabolické komorbidity zahfriali v najvacsom pocte DM (37-43%), obezitu (18-
kachekticki, ich pocet pripadov v kategdrii obezity nebol taky, aky by sme mozno ocakavali, z
toho dévodu sme ich nezaradovali do jednotlivych kategérii podla BMI rozmedzia, ako to robili
v Studii v Hamburgu [1]. Z kategodrie rendlne ochorenia tvorilo najvacsie zastupenie chronické
ochorenie obliciek (42%) a za nim nasledovalo akutne ochorenie obli¢iek (13-14%). V
podkategorii neurologickych ochoreni boli imobilizaény syndrém (32-36%), Alzheimerova
choroba (4-9%), Parkinsonova choroba (3-5%) a nahla cievna mozgovd prihoda (3-6%).
Diagndzy, srdcové zlyhavanie a fibrilacia predsieni tvorili velkd ¢ast komorbidit v kategorii
,INé" (77-83%). Anémiu, ktord sme si zaradili do kategérie ,Iné” bola pritomnd u 30-47%
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pacientov. Poslednou najmenej zastipenou kategdriou boli onkologické diagndzy u pacientov,
ktoré boli zistené u 11-20% pacientov. V Studii z Hamburgu sa na prvé miesto zaradili
kardiovaskuldrne komorbidity (89%), po ktorych nasledovali plicne (48,8%), neurologické
(47%), renalne (37%), endokrinné (28,6%), onkologické (20,9%), postihnutie pecene (6,7%),
pankreasu (1,6%), imunologické (4,7%), psychologické (2%), chronicky zdpal (1,6%) a iné
(6,3%) [1]. Studia z Velkej Britanie potvrdzuje, ze DM 2.typu, CHOCHP, pneumdnia, demencia,
depresia, hypertenzia a fibrildcia predsieni maju suvis s priebehom ochorenia COVID-19 a
umrtim [3]. Meta-analyza z Wu-chanu o prevalencii komorbidit u pacientov s COVID-19 tiez
potvrdzuje, Ze zakladné ochorenie hypertenzia, ochorenia dychacieho systému a
kardiovaskuldrneho systému su rizikovymi faktormi pre zavazny priebeh ochorenia COVID-19
v porovnani s pacientmi, ktori tieto zakladné ochorenia nemaju [4]. NajcastejSimi
komorbiditami u 5700 hospitalizovanych pacientov v New Yorku boli hypertenzia (56,6%),
obezita (41,7%) a DM (33,8%) a aZ 553 (21%) pacientov s tymito komorbiditami zomrelo [5]. V
rumunskej multicentrickej S$tudii medzi komorbidity s najvy$Sou prevalenciou patrili
hypertenzia (37,5%), DM (35,4%), obezita (12,27%), chronické ochorenie obli¢iek (10,19%),
metabolické poruchy (42,82%) a choroby obehovej sustavy (59,26%) [7].

V nasej praci sme zistili, Ze najviac prevladalo 5 komorbidit. Z oboch nasich kategérii pre rok
2021 aj 2022 malo aZ 58-76 pacientov minimdlne 5 komorbidit, 55-63 pacientov aspon 4
komorbidity, 30-46 pacientov minimalne 3 komorbidity a 27-46 pacientov 6 komorbidit.
Pacientov, ktori mali 2 komorbidity bolo 11-13, pacienti s minimalne 1 komorbiditou boli Styria
a pacienti bez komorbidity (komorbidita=0) neboli Ziadni. V Taliansku dosahovala prevalencia
multimorbidit (2 a viac komorbidit) az v 85% pripadov. V klinickych zaznamoch zosnulych
pacientov boli najcastejSie hlasené hypertenzia (66%), DM 2.typu (29%) ISCHS (28%) a
fibrilacia predsieni (24%) [2]. V Hamburgu malo priemerne 85 pacientov tri pre-existujlce
komorbidity [1].

Zaujimavou Studiou je aj narodna kohortova studia z Esténska, ktorej autori zistili, Ze fudia
infikovani SARS-CoV-2 (66 287 ludi) mali viac ako trojndsobne vyssie riziko Umrtia pocas
nasledujiceho roka v porovnani s tymi, ktori zostali neinfikovani (254 969 ludi). Kratkodoba
umrtnost do 5 tyzdfiov po infekcii bola vyznamne vyssia v skupine s COVID-19 ako v
referencnej skupine. V pripade vekovej kategérie nad 60 rokov s ochorenim COVID-19
pretrvavala zvySend umrtnost az do konca prvého roka po infekcii a stuvisela so zvysenym
rizikom pre pritomnost kardiovaskularnych, respiraénych ochoreni, rakoviny alebo inych pricin
smrti [6]. Pre-existujuce ochorenia maju svoje opodstatnenie v priebehu ochorenia COVID-19
a u pacienta so stupajucim po¢tom komorbidit stipa zavaznost ochorenia a riziko dlhodobych
komplikacii alebo Umrtie na ochorenie COVID-19.

Zaver

Celosvetovo sa ku driu 3.4.2023 zaznamenalo takmer 7 milidnov Umrti suvisiacich s COVID-19,
z toho bolo 21 114 Gmrti suvisiacich s touto chorobou na Slovensku. Podla statistickej krivky
sa najvyssie vrcholy vyskytu dosiahli v decembri 2021 a vo februari 2022, ¢o sme zahrnuli aj v
nasej praci. Pacienti, ktori podlahli ochoreniu COVID-19 v tejto nasej vzorke 432 Gmrti trpeli
uz mnohymi pre-existujucimi ochoreniami (134 pacientov malo 5 a viac komorbidit) a kazdy
jeden pacient mal aspori jednu alebo dve pridruzené komorbidity. Najvacsie zastipenie mali z
hodnotenej vzorky umrti pacientov pre rok 2021 a 2022 respiraéné komorbidity (96-99%), po
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nich nasledovali kardiovaskularne (84-87%), metabolické (48-54%), rendlne (52-55%),
neurologické (42-49%) a ako posledné v poradi onkologické (11-20%). Umrtnost sa zvySovala
s vekom pacientov, s priemernym vekom 77 rokov (medidan 79 rokov). V roku 2021 bola
bilaterdlna koronavirusova pneumaénia bezprostrednou pri¢inou smrti v porovnani s rokom
2022, kde kardiorespiracné zlyhanie bolo hlavnou pric¢inou Gmrti na COVID-19. V roku 2021
bolo 30 pripadov pacientov s vaZznym priebehom virusového zéapalu pluc, ktori potrebovali
umelu plucnu ventilaciu, s priemernym vekom 63 rokov. V roku 2022 bolo takychto pripadov
len 13 s priemernym vekom 65 rokov.

Podobne ako zahrani¢né sStudie, aj nase ziskané udaje potvrdzuju, Ze vek, pohlavie a
komorbidity su rizikovymi faktormi smrti spdsobenej ochorenim COVID-19. Chceme
pokracovat v zbierani dat, aby sme vytvorili eSte detailnejsiu analyzu umrti spésobenych
ochorenim COVID-19 od zadiatku prvych pripadov na Slovensku.

Limitacie

Limitacie tejto prace zahffaju nasledujice body. Prvou limitaciou je obdobie, pre ktoré sme
zahrnuli Udaje o umrtiach suvisiacich so SARS-CoV-2. Analyzovali sme Udaje za obdobie
september aZz december 2021 a za cely rok 2022, avsak ak by sme zahrnuli idaje od zaciatku
pandémie na Slovensku, mohli by sme poskytnut este podrobnejsiu analyzu.

Druhou limitaciou je to, Ze prehlad vychadza len z vyhodnotenia nepitvanych pacientov. Ak by
sme zahrnuli aj ddta o pitvanych pacientoch, ziskali by sme podrobnejSiu interpretaciu
vysledkov s podrobnym morfologickym a mikroskopickym hodnotenim nalezov. Vzhladom na
to, Ze sme nezahrnuli pitevné pripady umrti s ochorenim COVID-19, nevieme s istotou
povedat, ¢i pri¢inou zdvazného stavu pacienta a nasledného Umrtia bolo len samotné pre-
existujuce ochorenie spojené s plticnou formou COVID-19 alebo ¢i bunky jednotlivych organov
boli poskodené pre pritomnost ACE2 receptorov, na ktoré sa viazal SARS-CoV-2 a mohol ich
poskodenie este vyraznejsie ovplyvnit a spdsobit ich zhor$enie a ndsledné zlyhanie.

Tretou limitaciou si minimélne rozdiely, ktoré mohli nastat v désledku subjektivnej
interpretacie a vyhodnocovania jednotlivych diagnéz pacientov.
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Uvod

Nespecifické zdpaly pluc su charakteristické akutnym zdpalovym procesom vlastného
funkéného plucneho tkaniva, nachadzajliceho sa distdlne od terminalnych bronchiolov. Prave
v jesennom a zimnom obdobi sa na ich etioldgii vyznamnou mierou podielaju intracelularne
patogény ako su virusy alebo mykoplazmy a chamydie, s alebo bez sekunddarnej baktériovej
infekcie (1). MézZu viest k zavaznych zmenam intersticia tkaniva plic, charakterizovanych
nepomerom medzi klinickym nalezom a skutoénym rozsahom poskodenia. Na rozdiel od
typickej baktériovej pneumdnie s bohatym auskultacnym nalezom a produktivnym kaslom s
pritomnostou sputa, je pri neSpecifickych zapaloch pltc pritomny najméa suchy drazdivy kasel.
Rozvoj molekularnych diagnostickych metédd v poslednom obdobi napomohol lepsej
identifikacii pévodcov (2).

V poslednom obdobi vzhladom na prebiehajicu pandémiu choroby COVID-19 vyznamne
stuplo mnozstvo pripadov pneumonii spojenych s infekciou SARS-CoV-2. Infekcie sa podielali
na chorobnosti populacie, vyznamne stupol pocet pripadov Umrti priamo spésobenych alebo
komplikovanych infekciou SARS-CoV-2. Opisana bola asociacia tazsieho priebehu COVID-19 s
niektorymi chronickymi chorobami, ako boli kardiovaskularne choroby alebo diabetes
mellitus. Z hladiska infekénosti je najvyznamnejSou Strukturou virusu SARS-CoV-2 spike
protein. Je to glykoprotein sprostredkujuci vazbu virusu na jeho membranovy receptor —
angiotenzin konvertujuci enzym 2 (ACE2). Spike protein je tvoreny S1 podjednotkou
obsahujlucou receptor-viazice domény a S2 podjednotkou, ktora po svojom uvolneni
rozstiepenim spike proteinu umozriuje membranovu faziu s hostitelskou bunkou a uvolnenie
gendmu virusu do cytoplazmy (3). Rozstiepenie spike proteinu je sprostredkované
proteolytickymi enzymami ako suU transmembrdnova protedza serin 2 (TMPRSS2) a
proteolyticky enzym furin, ktory v Stiepnom mieste S1-S2 Stiepi Specidlnu sekvenciu oznacenu
ako Stiepne miesto pre furin — FCS (4). Infekcia COVID-19 primdrne moduluje imunitné a
zdpalové reakcie a moze spdsobit cytokinovi burku ktora moze mat u diabetikov vaznejsi
priebeh. Bolo opisané, Ze hyperglykémia ovplyvrniuje imunitu a zvySuje replikaciu SARS-CoV-2.
Diabetes mellitus je asociovany s oxidacnym stresom a zvy$enym uvolfiovanim prozapalovych
cytokinov, ¢o zhorduje vysledok infekcie SARS-CoV-2 u diabetikov, ¢o méze viest k moznym
smrtefnym nasledkom u diabetikov. Okrem toho COVID-19 sa moze podielat na hyperglykémii
aj v désledku inzulinovej rezistencie a destrukcii B-buniek pocas infekcie SARS-CoV-2 (5).
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Cielom predlozenej prace bolo posudit histopatologické zmeny v tkanive plic u pacientov,
ktori zomreli v suvislosti s infekciou SARS-CoV-2 pocas druhej viny pandémie choroby COVID-
19 na jeser v roku 2020 a boli pitvani na Ustave patologickej anatomie Lekarskej fakulty
Univerzity Komenského v Bratislave a hladat pripadné asociacie medzi histopatologickymi
zmenami a dostupnymi klinickymi parametrami pozorovanymi u pacientov pri prijati majdcimi
asociaciu s moznym diabetes mellitus.

Metodika

Zakladny hodnoteny subor tvorilo ndhodne vybratych 16 pacientov — 7 Zien a 9 muZov s
priemernym vekom 76,13 roka (median 77,5, rozsah 35-92 rokov), ktori zomreli v oktdbri a
novembri 2020 v suvislosti s infekciou SARS-CoV-2 a boli pitvani na Ustave patologickej
anatémie LF UK.

InklGznym kritériom bolo Umrtie na infekciu COVID-19 ako zakladnd pri¢ina Umrtia,
hospitalizacia v suvislosti s infekciou COVID-19 krat3ia ako 10 dni a dostupnost dostato¢nych
klinickych Gdajov o pacientoch a informacii o priebehu choroby. Cielom bolo ziskat dostato¢ne
homogénny subor pacientov, u ktorych bude mozné porovnat jednotlivé nalezy.

Pitva bola realizovana Standardne, v zmysle platnych odportcani a vzorky tkaniv odobraté
pocas pitvy boli fixované v 4% roztoku formaldehydu a histopatologicky spracované. Hodnotili
sme histologické nalezy v plucach u pacientov. Na zdklade predchadzajucich nalezov
popisanych pri COVID-19 pneumonii (6) sme sa sUstredili na nélezy typické pre difuzne
alveoldrne poskodenie (DAD, diffuse alveolar damage) a to tak v exsudativnej ako aj neskorej
proliferativnej faze. Nasledne sme histologicky ndlez korelovali s klinickymi laboratérnymi
parametrami u pacientov pri prijati. Sustredili sme sa najma na saturaciu 02, obezitu, klinicky
Udaj o diabetes mellitus u pacientov a hladinu glukdzy pri prijati. Udaje o glykovanom
hemoglobine neboli Standardne k dispozicii. Do hodnotenia sme doplnili aj dalSie biochemické
parametre ako hladina mocoviny, kreatininu, fibrinogén, INR, DDI, NTBNP, albumin, celkovy a
konjugovany bilirubin, GMT, ALP, CRP, IL6 a prokalcitonin. Vyber parametrov bol ovplyvneny
vyberom jednotlivych parametrov u pacientov pocas hospitalizacie.

Udaje o pacientoch st vyjadrené ako priemer a $tandardnd chyba priemeru (SEM) pre
kontinudlne premenné. Shapiro-Wilk test sme vyuzili na analyzu normalnej distribucie
hodnotenych dat. Vysledky boli Statisticky spracované pomocou one-way ANOVA testu a
neparového t-testu v pripade kontinualnych premennych a normélnej distriblucie dat resp.
neparametrického Mann-Whitney testu v pripade dat pri ktorych nebola zachytend Gaussova
distribucia. Vysledky boli povaZované za Statisticky signifikantné pri p<0,05.

Vysledky

Histologicky sme v pltcach pozorovali zmeny typické pre difizne alveolarne poskodenie v
exsudativnej ako aj proliferativnej faze. V exsudativnej faze dominoval obraz alveolarnej
kapilaritidy s pritomnostou lymfocytov a polymorfonukledrov v alveolarnych septach.
Pozorovali sme taktiez dalSie zmeny typické pre exsudativhu fazu DAD ako intersticidlny
alveolovy edém a ovela CastejSie pritomny intraalveolovy edém. Pre exsudativnu fazu DAD je
typicka pritomnost hyalinovych membran, aviak tie sme pozorovali len u 20% pacientov. U

pritomnostou obrovskych transformovanych buniek a obrovskych mnohojadrovych buniek.
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Obr.1 Histologicky obraz pneuménie asociovanej s infekciou SARS-Cov-2

Vcasné postihnutie je charakteristické intraalveolovym edémom a tvorbou hyalinnych membrén (A).
Charakteristickym ndlezom je aj alveoldrna kapilaritida (Sipka). Dochddza k deskvamdcii epitelu (B),
aktivacii pneumocytov s vyrazne zva¢senym jadrom (C) aich hyperplazii a metaplazii (D, E). Castou
komplikdciou moéze byt sekundarna bakteridlna infekcia s rozvojom bronchopneumdnie s infiltraciou
alveolov polymorfonuklearmi (F).
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Obr.2 Porovnanie laboratérnych parametrov a histologického obrazu COVID-19 pneuménie

Histologicky obraz pneumaénie bol asociovany s glykémiou pri prijati a s dizkou hospitalizcie.

Pozorovali sme taktieZ prejavy proliferativnej fazy DAD ako hyperplaziu alveolového epitelu a
dlazdicovi metapléziu v alveolarnych priestoroch a taktieZ reparativne zmeny a loZiskovu
proliferdciu fibroblastov s tvorbou vaziva.
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Nepozorovali sme suvislost medzi anamnestickou diagnézou diabetes mellitus a
histologickymi zmenami u pacientov. Podobne ani di?ka hospitalizacie nekorelovala s hladinou
glukozy pri prijati. Zaujimavy bol ale signifikantne napadnejsi nalez alveolarnej kapilaritidy a
pritomnosti velkych transformovanych buniek v plticach pacientov s vyssou hladinou glukdzy
(6,9 @ 1,01 vs. 10,8 @ 1,44 mmol/l resp. 6,33 @ 1,3 vs. 11,01 @ 1,38 mmol/l, p<0,05) a nizsi
vyskyt mnohojadrovych buniek ktory bol na hranici vyznamnosti (11,67 @ 1,3 vs. 7,63 @ 1,02
mmol/1). Histologicky obraz bol ovplyvneny aj ditkou hospitalizacie, dlhdia hospitalizicia bola
asociovana s napadnejSim nalezom alveolarnej kapilaritidy, naopak pacienti so sekundarnym
zapalom zomierali skor s kratSou hospitalizaciou. Ostatné sledované parametre nevykazovali
napadnejsiu suvislost.

Diskusia

V histologickych vzorkdch plic ziskanych pocas pitvy sme podobne ako Menter a kol. (7)
pozorovali zndmky difizneho alveoldrneho poskodenia (DAD) a to tak v exsudativnej ako aj
neskorej proliferativnej faze. Podobne ako v predchadzajucom vyskume na Ustave
patologickej anatomie v Bratislave (6), bola dominantnym znakom v exsudativnej faze
alveoldrna kapilaritida s pritomnostou zmieSanej zdpalovej celulizacie lymfocytov a
polymorfonukledrov v alveoldrnych septach.

Zaujimava je nami pozorovana asocidcia zvySenej hladiny glukdzy pri prijati s napadnejsim
nalezom alveolarnej kapilaritidy a pritomnosti velkych transfomrovanych buniek. Na hranici
Statistickej vyznamnosti vychadzal aj negativny vztah k pritomnosti viacjadrovych buniek, teda
nizsi vyskyt viacjadrovych buniek pri zvy$enej hladine glukdzy. Predpokladame, Ze s tym méze
suvisiet zmenena imunitna reakcia u pacientov s DM. Prave u pacientov s diabetes mellitus
prevaZzuje prozapalovy typ reakcie, ktory je vSak malo efektivny a nekontrolovany, vedie k
vzostupu volnoradikalového pretazenia organizmu a sekunddrne inhibuje protektivne
schopnosti organizmu brénit sa infekcii. Svoju ulohu tu zohrava aj proteolyticky enzym furin,
ktorého hladiny byvaju zvysené pri DM, arteridlnej hypertenzii a obezite (8). Furin vSak zohréava
podobne ako TMPRSS2 ulohu v Stiepeni spike proteinu virusu SARS-CoV-2. Spike protein je
tvoreny S1 podjednotkou sprostredkujicou vazbu virusu ku svojmu receptoru ACE2 a S2
podjednotkou. Po vézbe virusu na ACE2 je spike protein rozstiepeny najma prostrednictvom
TMPRSS2. Uvolnena S2 podjednotka zabezpecuje membranovu flziu s hostitelskou bunkou a
uvolnenie gendmu virusu do cytoplazmy (3). V polybazickom Stiepnom mieste S1/S2 sa
vyskytuje aj Specidlna sekvencia, ktora moze byt Stiepena proteazou furinom — FCS (4).
Zvysena hladina furinu teda ulahcuje vstup virusu do intracelularneho prostredia a tym zvysuje
jeho infekénost (8). Avsak pritomnost intaktného FCS v spike proteine SARS-CoV-2 je kltiéovou
z hladiska tvorby viacjadrovych buniek, ¢o sa méze podielat na pozorovanej menej napadnej
tvorbe viacjadrovych buniek (9).

Napriek tymto nalezom sme nepotvrdili asocidciu medzi anamnestickou diagnézou diabetes
mellitus a histologickymi zmenami v plicach u pacientov. Samotné anamnestické Gdaje viak
vzhlfadom na prebiehajicu pandémiu nemuseli byt dostatocne spolahlivé.

Presné mechanizmy vplyvu niektorych klinickych parametrov na jednotlivé histopatologické
zmeny vyzaduju dalSie skimanie. Rovnako vyZaduje dalSie skimanie posudenie vyuZitia
tychto poznatkov pre efektivnu terapiu infekcie SARS-CoV-2.

35



Jozef Simek, Pavol Janega. ZvySend hladina glukdzy u pacientov s infekciou SARS-CoV-2 md vplyv na
histologicky obraz pneumdnie. Zbornik Studentskych vedeckych prdc. Univerzita Komenského v
Bratislave. Bratislava. 2023.

Podakovanie:

Tato publikdcia vznikla vdaka podpore v ramci Operacného programu Integrovana
infrastruktidra pre projekt: Vyvoj biomodelov pre zlepsenie hodnotenia Ucinnosti liekov a
latok, ktoré maju potencial pri liecbe COVID-19 (BIOVID-19), kéd ITMS: 313010AVG3,
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.

Zoznam poutzitej literatiry

1.
2.

Mohan H. Patoldgia. Bratislava: BALNEOTHERMA, 2011. ISBN 978-80-970156-6-4.
Ruuskanen O, Lahti E, Jennings LC, Murdoch DR. Viral pneumonia. Lancet. 2011 Apr
9;377(9773):1264-75.

Li T, Huang T, Guo C a spol. Genomic variation, origin tracing, and vaccine development
of SARS-CoV-2: A systematic review. Innovation (Camb). 2021 May 28;2(2):100116.
Harrison AG, Lin T, Wang P. Mechanisms of SARS-CoV-2 Transmission and Pathogenesis.
Trends Immunol. 2020 Dec;41(12):1100-1115.

Sen S, Chakraborty R, Kalita P, Pathak MP. Diabetes mellitus and COVID-19:
Understanding the association in light of current evidence. World J Clin Cases. 2021.
9(28): 8327-8339.

Krivosikova L, Horak S, Mikus-Kuracinova K, Janega P, Palkovi¢ M, Babal P. Prispevok
imunohistochémie k histomorfologickej diagnostike COVID-19 pneumdnie. Newslab.
2021 12(1): 12-16.

Menter T, Haslbauer JD, Nienhold R, Savic S, Hopfer H, Deigendesch N, et al (2020).
Postmortem examination of COVID-19 patients reveals diffuse alveolar damage with
severe capillary congestion and variegated findings in lungs and other organs
suggesting vascular dysfunction. Histopathology. 77(2): 198-209.

Fitzgerald K. Furin Protease: From SARS CoV-2 to Anthrax, Diabetes, and Hypertension.
Perm J. 2020;24:20.187.

Frolova El, Palchevska O, Lukash T, Dominguez F, Britt W, Frolov I. Acquisition of Furin
Cleavage Site and Further SARS-CoV-2 Evolution Change the Mechanisms of Viral Entry,
Infection Spread, and Cell Signaling. J Virol. 2022 Aug 10;96(15):e0075322.

36



Matus Sedliak, Peter Kovdc, Alexandra BraZinovd. SamovraZednost — monitoring, identifikdcia rizik,
vyskyt dusevnych portch. Zbornik studentskych vedeckych prdc. Univerzita Komenského v Bratislave.
Bratislava. 2023.

4. Samovrazednost — monitorovanie, identifikacia rizik, vyskyt dusevnych
poruch

Matus Sedliak
(Epidemioldgia a sudne lekarstvo)

Spoluautori: Peter Kovac
Skolitelka: prof. MUDT. Alexandra BraZinova, PhD., MPH?
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Uvod

Celosvetova umrtnost na samovrazdu predstavuje 1,4 % vSetkych umrti, ¢im sa radi k hlavnym
preventabilnym problémom zdravia populdcie (1). Doposial realizované studie potvrdzuju, Ze
vacsina ludi, ktori zomreli samovrazdou, trpela dusevnymi poruchami (2). Dusevna porucha je
evidovana az u 90 % dokonanych samovrézd (3,4). Z psychickych porich su naj¢astejSimi
rizikovymi faktormi depresia, poruchy spdsobené uZivanim ndvykovych latok a poruchy
s psychotickymi priznakmi, napriklad schizofrénia. Prispievaju vSak aj uzkostné poruchy,
poruchy osobnosti, poruchy prijmu potravy a traumy, ako aj organické dusevné poruchy (1).
V Slovenskej republike doposial nebolo mozné uskutoénit kvantifikaciu zastupenia dusevnych
poruch v pripadoch dokonanych samovrdzd z dévodu nedostupnosti potrebnych uUdajov.
Narodné centrum zdravotnickych informacii disponuje len Statistikami o predchadzajicej
psychiatrickej liecbe fudi po suiciddlnom pokuse.

V 80. a 90.rokoch 20.storoCia sa na Lekarskej fakulte Univerzity Komenského v Bratislave
realizoval podrobny vyskum okolnosti Umrtia a charakteristiky zomretého u samovrazd. Pri
tvorbe psychopatologického profilu zomretého sa stretdvame s pojmom psychologickej pitvy.
Psychologickd pitva je jednym z najcennejSich nastrojov vyskumu dokonéenej samovrazdy.
Prva generdcia psychologickych pitiev potvrdila, Ze viac ako 90 % dokonanych samovrazd bolo
spojenych s komorbidnymi dusevnymi poruchami. Metdda zahifia zber vsetkych dostupnych
informdcii o zosnulom prostrednictvom Struktdrovanych rozhovorov s rodinnymi prislusnikmi,
a blizkymi osobami. Okrem toho sa zhromazduju informacie z dostupnej zdravotnej
starostlivosti, vratanie psychiatrickej. Psychologicka pitva teda syntetizuje informacie zo
véetkych dostupnych zdrojov. Studie psychologickej pitvy v buducnosti by sa viac mali
zmeriavat na interakcie medzi rizikovymi faktormi (5).

Proces psychologickej pitvy mé dva hlavné prvky. Prvym su rozsiahle rozhovory s rodinnymi
prislusnikmi a inymi blizkymi osobami. Druhym je zbieranie lekarskych, psychiatrickych a inych
relevantnych dokumentov o zosnulych. Typickd psychologicka pitva mda jedného, respektive
dvoch hlavnych informatorov, napr. manzel, partner, rodi¢ alebo dospelé dieta, alebo iného
blizkeho pribuzného (5).

Nasa praca nadvazuje na historické poznatky ziskané tymto vyskumom. Ciefom préce je
navrhnut protokol na zber Udajov o charakteristike samovrazedného konania a suvisiacich
okolnostiach. Protokol umozni identifikaciu rizikovych faktorov podielajucich sa na
samovrazednom konani v pripadoch dokonanych samovrazd. Protokol vyplni prehliadajici
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lekar a sudnolekarske pracovisko. Vystup podrobného sledovania takto ziskanych informécii
bude mozné vyuZit pre cielend prevenciu samovrazd.

Material a metody

Retrospektivne sme analyzovali materialy zozbierané v 80.tych a 90.tych rokoch 20. storocia
na Ustave sGdneho lekarstva LF UK v Bratislave. Materidly obsahovali zbierku listov na
rozltc¢ku, rucne pisanych grafov, dotaznik pre psychiatrov, predlohu na zakladné otazky pre
pozostalych, listy od pribuznych, kde opisovali povahu a spravanie zomrelych. Dokumenty
obsahovali aj kratku Studiu, ktora sa zamerala na psychologicku a psychopatologicku stranku
suicidia. Vyskum prebiehal vrokoch 1980-1982. Sledovanie sa zameralo na nasledovné
oblasti:

Charakteristika zomretého: datum narodenia/vek, pohlavie, bydlisko, rodinny stav,
zamestnanie, nadmerné pozivanie alkoholu/zavislost, osobnost (povaha) / psychopatologicky
profil

Okolnosti suicidia: sezénnost, mechanizmus samovrazdy, koncentracie alkoholu v krvi ¢ase
smrti, motivdcia, rozhodovanie, Udaj o diagnostikovanej dusevnej poruche /
vyuzivanie psychiatrickej starostlivosti pogas Zivota, zatiatok lie¢by a dizka trvania, konflikty v
rodine, osobné problémy, trapenie, list na rozlucku.

Zéaroven sme analyzovali suc¢asné zahrani¢né studie tykajuce sa epidemioldgie samovrazd,
rizikovych faktorov, vyskytu dusenych poruch medzi suicidantmi. Porovnané poznatky sme
nasledne pouZili pre tvorbu protokolu, ur¢eného pre prehliadajucich lekarov a pracoviska
sudneho lekdrstva, sluZiaceho na zber Udajov o okolnostiach suicidia a charakteristike
zomretého.

Vysledky

Zozbierané informacie a podklady sa stali predlohou na vypracovanie navrhovanej podoby
protokolu (Obr.1).

Diskusia

Retrospektivnou Studiou dokumentov a ¢lankov sme potvrdili prevladajuce rizikové faktory
suicidia. Jedna sa najma o nedostatok dévernikov, osamely Zivot, nezamestnanost, finan¢ny
problém, dusevné poruchy alebo samovrazdu v rodine, zneuZivanie alkoholu alebo drog,
dusevnu chorobu v anamnéze, medzifudské konflikty, a patologické zvlddanie zétaZovych
situacii (6).

Pre ucely protokolu pre prospektivny zber informacii o okolnostiach samovrazdy boli
najdélezZitejsSie poznatky o ulohe dusevnych poruch ako rizikového faktora. ZvySené riziko
samovrdazd bolo hldsené prave medzi psychiatrickymi pacientmi (7, 8) a hlavnym rizikovym
faktorom dokoncenej samovrazdy je psychiatrickd porucha vanamnéze (9). Vo viacerych
zahrani¢nych Studidch sa psychiatrickd porucha uvddza az u 90% ludi, ktori zomreli na
samovrazdu (10). Pritomnost samotného psychiatrického ochorenie nie je dostatoénou
pri¢inou na vysvetlenie samovrazedného sprdvania, napriek tomu je jedenym z
najdolezitejSich rizikovych faktorov, ktoré sa vzajomne ovplyviiuji v samovrazednom
konani(11).
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Protokol pre vykonanie psychologickej pitvy a zber Gdajov pre Statistické Glely

Identifikicia pacienta:

Priezvisko, meno | ]

vee [ ]

Bydlisko (obec, okres, kraj) [ |
Rodinng stav | ]

V pripade pacienta do 18 rokov, rodinny stav (rodina biologickd, kombinovani, adoptivna)
| |

Informicie tykajice sa dokonaného sulcidia:

Ddtum dmrtia (mesiac, deh (af deh v tyZdni, hodina)-
Miesto dmrtia

Spdsob vykonania cinu

Motiv &inu (ak je zndmy)

Psychopatologické ddaje:

Vyskytli sa v minulosti pred dokonanym suicidiom pokusy?
Mal/a menovany/d diagnostikovans psychicks poruchu?
Bol/a menovanyd pod dohladom psycholéga/psychiatra?
Bol/a hospitalizovany na psychiatrickom oddeleni?
Uzival/a menovany/d psychiatrické medikamenty?
Vysledky toxikologie ~

Bol/a Wa zdvisld od alkoholu alebo inych psychoaktivaych ldtok?

Mal/a menovany/d rodinné problémy?

Mal/a menovany/d pracovné/ 3kolské problémy?
Iné probiémy? (ak dno, aké?)-

Zmeny spravania v poslednom obdobi?

Povahové ériy-

Bol/a menovany/d spolodensky/d alebo samotdr/ka?
Mal/a W/ nejaké ické ochorenie?

Vyskyt suicidia v rodine/ ind neuropsychiatrickd zdta2?
Zachoval sa list na rozlicku? (ak dno, a je to moZné, prilofit’ kbpiu)

Obr. 1: Protokol (vzor)
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Nami navrhnuty vzor protokolu by mohol byt pouzity prehliadajdcimi lekarmi pri obhliadke
tela zosnulého a na sudnolekarskom pracovisku. Informdcie ziskané po vyplneni nami
vytvoreného protokolu by nds pribliZili k presnejsSim Statistickym Gdajom o zastupeni
dusevnych poruch medzi dokonanymi suicidiami. V sucasnosti v Slovenskej republike
disponujeme najma Statistickym prehladom o suiciddlnych pokusoch. Na strankach
Narodného centra zdravotnickych informdcii su dostupné Statistiky tykajuce sa
samovrazednosti na Slovensku. Dostupné su Uudaje ovyvoji poctu samovrdid a
samovrazednych pokusov podla pohlavia, vekovych skupin, Gzemia trvalého rodinného stavu,
podla motivu ¢inu. Chyba prehlad o predchadzajucej psychiatrickej liecbe u dokonanych
suicidii.

Podla vystupov vedeckych Sstudii vcasnd identifikacia a liecba psychiatrickych poruch
predstavuje jednu z najddleZitejSich stratégii prevencie samovrazd, kde farmakologické aj
psychologické intervencie preukazali svoju ucinnost (9). Napriek tomu su psychiatrické
poruchy nedostatocne zachytavané a lie¢ené, najma v podmienkach primarnej starostlivosti
(12, 13, 14). Vyskum samovrazd sa vacsinou zameriava na rizikové faktory, zatial ¢o ovela
menej preskimané su faktory, ktoré mézu zohravat ochranni dlohu (15). Napriklad socidlna
podpora je uzndvana ako dolezity ochranny faktor u jedincov s psychiatrickymi poruchami a
poruchami uZivania ndvykovych latok (16) a spdja sa so zvySenym vyhladdvanim
profesionalnej pomoci v pripade samovrazdy (17). ZvySenie kvality spanku, podpora fyzickej
aktivity, zdrava strava a Citanie literatury su vyskumom potvrdené ochranné stratégie podpory
dusevného zdravia a prevencie samovrazd (18, 19, 20).

Navrhnuty protokol, nadvézujuci na Gdaje ziskavané v osemdesiatych a devatdesiatych rokoch
minulého storodia, je dostupna cesta zistovania vyskytu dusevnej poruchy u dokonanych
suicidii. Verime, Ze prave tieto Statistické Udaje méZu viest k efektivnemu nastaveniu
prevencie samovrazd v Slovenskej republike.
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5. Bradykinéza pri dystonickych syndrémoch

Barbora Gastanova

(vSeobecné lekarstvo, 6.ro¢nik LF UK)

Skolitel: doc. MUDr. Zuzana Ko3utzka, PhD.
1. neurologicka klinika LF UK

Uvod

Dysténia a dystonické syndrémy su heterogénnou skupinou pordch, ktoré patria medzi
hyperkinetické poruchy. SuU charakterizované trvalymi, alebo prerusovanymi svalovymi
kontrakciami, spdsobujuce abnormalne, ¢asto sa opakujuce pohyby a postoje. Dystonické
pohyby maja typicky vzorec, su krativé a moézu mat charakter tremoru (1). V pripade, Ze
dystonickymi priznakmi je postihnuta iba jedna ¢ast tela, hovorime o fokélnej dystoniii (2). O
segmentalnej dysténiii hovorime vtedy, ak je postihnutych viacero prilahlych oblasti tela. Ak
je postihnuty trup a sucasne najmenej dve dalSie oblasti, ide o generalizovanui dysténiu.
NajbeznejsSou izolovanou dysténiou je cervikalna dysténia (CD) (3).

V sucasnosti je CD definovana ako neurologické ochorenie, ktoré je charakterizované
mimovolovymi svalovymi kontrakciami svalov krku, spdsobujice abnormalne pohyby a
drzanie hlavy a krku. V niektorych pripadoch su tieto kontrakcie trvalé, u inych moézu byt
pritomné ako intermitentné krée alebo tremor hlavy (4). Cervikdlna dysténia je beinejsia u
Zien, ako u muzov a jej vyskyt sa uvddza 5 — 20/ 100 000 jedincov. Vrcholny vek néstupu je
medzi 40 az 50 rokom Zivota, priemerne v 42 roku (5). Ako patofyziologicky podklad CD bola
dlho vnimana porucha na trovni bazalnych ganglii, no si¢asné poznatky hovoria o tzv. sietovej
poruche, ktord zahfria bazélne ganglia, cerebellum a senzomotorickd kéru (6). Z motorickych
priznakov su pritomné najma abnormalne pohyby a postury hlavy a krku, elevacia ramena ¢i
geste antagoniste (7). Diagndza CD je zaloZzena najma na anamnéze, klinickom vySetreni a
znalosti poruchy. Zlatym Standardom liecby CD je liecba botulotoxinom (4).

Bradykinéza (BK) je pojem, odvodeny z gréctiny, znamena pomalost (brady- ) pohybu (kinéza)
(8). V sucasnosti je zndme, Ze ochorenia bazalnych ganglii sposobuju parkinsonské priznaky,
ako BK, tremor, rigiditu, poruchy chédze, hypomimiu. Preto existuje predpoklad, Ze dystonické
syndrémy mozu byt sprevadzané miernymi parkinsonskymi priznakmi, aviak obdobné studie
zatial chybaju (9).

Material a metody

Vysetrovali sme celkovo 24 o0s6b — 12 pacientov s CD a 12 vekovo pribuznych zdravych kontrol.
Zdravé kontroly pochadzali z databazy Il. neurologickej kliniky LFUK a UNB. Pacienti boli
regrutovani z Centra pre extrapyramidové ochorenia Il. neurologickej klinike UNB Kramdre.
Vsetkych 12 pacientov s CD bolo klasifikovanych podla Movement Disorder Society Consensus
update z roku 2013 (MDS-UPDRS) (1). Vysetrovaci protokol pozostdval z dvoch casti —
klinického vysetrenia vratane zhodnotenia bradykinézy a merania spinania prstov pristrojom
Leap Motion Controller (LMC). V ramci kognitivneho skriningu bol vietkym participantom
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administrovany Montreal Cognitive Assessment (MoCA). Inkliznym kritériom boli len pacienti
a zdravé kontroly bez kognitivneho deficitu. Sumdrne klinicko-demografické udaje
vySetrovanych su uvedené v Tab. 1. Kritériami vylucenia pacientov z vyskumu boli iné
neurologické choroby ako CD alebo ochorenia, ktoré by mohli interferovat s vySetrovacim
protokolom. V pripade pacientov bola zavaznost CD kvantifikovana pomocou . ¢asti Toronto
Western Spasmodic Torticollis Rating Scale (TWSTRS).

Tab. 1: Klinicko-demografické Gdaje pacientov a zdravych kontol. MoCA - Montreal Cognitive
Assessment, TWSTRS — Toronto Western Spasmodic Torticollis Rating Scale

Vek Dizka  ochoreniaMoCA [TWSTRS (1. ¢ast)

(priemer+SD)  |(priemer+SD) (priemer+SD) |(priemer+SD)
cD 59,8+ 8,7 11+11,1 25,6+2,3 11,4+ 3,8
Zdravi 60+ 7,1 3 27 3

Pri objektivnom hodnoteni bradykinézy boli pacienti poZiadani o jednoduchy motoricky Ukon
— spinanie prstov podla pokynov MDS-UPDRS. Tento pohyb bol zaznamenavany na video
a merany pomocou LMC senzora, aby sme pripadné nejasnosti, alebo problémové zaznamy
systému LMC mohli posudit aj na zéklade nasho videozaznamu. Ucastnici sedeli na stolicke
a zariadenie LMC bolo poloZené na stole (Obr. 1). Nasledne ucastnici dostali pokyn, aby
predpazili ruku a my sme nakalibrovali pristroj podla odporucani vyrobcu. Participanti boli
poziadani o spinanie prstov palec aukazovdk sc¢o najvacsou rychlostou, amplitidou
a frekvenciou po dobu 10 sekund (Obr. 2). Meranie sme vykonavali trikrat na pravej a trikrat
na lavej ruke.
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Obr. 1 Znazornenie vysetrenia systémom LMC (11)
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Obr. 2 Pohyb spinania prstov(12)

V spoluprdci s timom inZiniera Kajana z Ustavu robotiky a kybernetiky pri FEI STU boli
spracované avyhodnotené namerané data. Parametre, ktoré sme merali boli: amplitida,
dekrement amplitudy, frekvencia, dekrement frekvencie, rychlost azrychlenie spinania
prstov. Na Statistické spracovanie dat bol pouzity program IBM SPSS verzia 24. Na porovnanie
jednotlivych parametrov BK sme pouZili neparametricky Mann-Whitney U test. Korela¢nu
analyzu parametrov BK a klinickych parametrov v skupine pacientov sme hodnotili
prostrednictvom Spearmanovho korelacného koeficientu. Za statisticky vyznamna hodnotu p
sme povazovali vysledky mensie alebo rovné 0,05.

Vysledky

Vek zdravych kontrol a pacientov s CD nebol Statisticky vyznamne odli$ny. Pacienti aj zdravé
kontroly nemali Statisticky vyznamne rozdielne hodnoty pri porovnéavani pravej a lavej ruky,
preto sme dalej hodnotili priemerné hodnoty pravej a lavej hornej koncatiny. Priemerné
hodnoty vybranych parametrov a Statisticky vyznamné rozdiely st uvedené v Tabulke 2. Zistili
sme Statisticky vyznamne signifikantné rozdiely vo frekvencii spinania prstov dekremente
frekvencie, akceleracii a rychlosti pri porovnani zdravych kontrol a pacientov s cervikalnou
dysténiou. V pacientskej populécii parametre BK nekorelovali s dizkou trvania ochorenia ani
so skodre Skaly TWSTRS. Priemerné hodnoty parametrov a porovnanie skupin je uvedené v Tab.
2.

Tab. 2: Priemerné hodnoty vybranych parametrov.

zdravi cervikalna dystonia (CD) p hodnota

priemer STD priemer STD
Amplitdda (mm) 62,22 9,65 58,67 15,73 0,77
Dekrement amplitudy (14,16 4,50 18,55 7,49 0,65
Frekvencia (poéet/10s) (15,67 3,55 8,00 2,80 0,006*
Dekrement frekvencie 0,60 0,37 1,02 0,63 0,04*
Rychlost (m/s) 0,44 0,06 0,29 0,12 0,03*
IAkceleracia (m/s2) 22,68 5,28 15,13 6,87 0,04*
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Diskusia

Nasou pracou sme objektivne zhodnotili spinanie prstov u pacientov s cervikdlnou dysténiou
prostrednictvom optického senzora LMC. V pacientskej skupine sme zistili mensiu frekvenciu
zdravymi kontrolami. Podla nasich najlepsich vedomosti je nasa praca jednou z prvych studii
hodnotiacich BK u pacientov s CD. Nakolko pri CD je pritomné aj postihnutie bazalnych ganglii,
existuje predpoklad pritomnosti BK u tychto pacientov, aj ked'je povaZovana za hyperkineticku
extrapyramidovu poruchu (9). Preto je moZnym vysvetlenim primarna porucha bazélnych
ganglii, ktord spbsobuje BK, aj ked toto vysvetlenie je menej pravdepodobné. Viac
pravdepodobnym vysvetlenim je tzv. sekundarna pricina koncatinovej BK, pri ktorej dochadza
pri ktorej sa objavuje ,pretekajuca” dystonicka aktivita nielen v oblasti krku ale aj v oblasti
koncatin (10). T4 ma pravdepodobne kineziogénnu komponentu, Cize sa demarkuje az pri
Specifickej pohybovej aktivite. Zaujimavym zistenim bola absencia rozdielu v hodnoteni
amplitudy a dekrementu amplitudy pri hodnoteni spinania prstov. Pri pacientoch s CD teda
absentuje hypokinéza, ktord je na druhej strane pritomnda pri Parkinsonovej chorobe a
parkinson plus syndromoch. Pravdepodobne sa teda jednd o jedineény dystonicky fenotyp BK
so zachovanym $kalovanim pohybu ale men3ou frekvenciou, rychlostou a akceleraciou.
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Introduction:

Thyroid cancer can develop at any age, and it is more frequent in females than in males. There
are different types of thyroid cancer; the most common is PTC. There are several differences
regarding TC, between adults and children.? In fact, in children, germline mutations like MEN2
and RET/PTC are more common, while somatic mutations like RAS and TERT are much more
common in adults.? Also in the diagnostic, there are multiple differences. In children FNA
biopsy is not always performed, because children as well as their parents are afraid of the
procedure. During the FNAB, LN biopsy is not performed because lymphoma is quite common
at this age and misdiagnosis can be present. Moreover the biopsy is not always necessary,
because all hyperfunctioning nodules will be removed in children anyway.? Regarding the
surgical approach, there are some differences between adults and children as well.
Prophylactic surgeries are performed much more frequently in children because they have a
high risk to develop MTC due to the germline mutation. Moreover in childhood age, post-
surgical complications are quite common due to several anatomical variations in children like
large thymus, small vessels, small nerves, etc. For that reason RLN palsy, hypoparathyroidism,
laryngeal spasm, and other complications can occur more often. Due to this high incidence of
complications, children are often treated in the ICU. The main focus of the presented research
is to compare the differences in the management of thyroid cancer in children and in adults,
with their relative complications.*

Methods:

In a single-center retrospective study, | evaluate the documentation of patients (adults and
children) in Bratislava indicated for thyroid surgery due to a malignant and a non-malignant
cause. For the Adults the data were obtained from the 1% January 2018 to the 31 December
2021, moreover for children, this data were obtained from the 1%t January 2012 to the 31t
December 2020. Of a total of 630 adult patients investigated, 20% were males while 80% were
females; median age is 55 years (17-86); the median age in males is 52 years (22-82); while
the median age in females adults is 55 years (17-86). In children however the patients
investigated are 109, with 18% males and 82% girls, median age is 15 ( 4-19).

The second part of this study is composed of a comparison between my results and the results
obtained from another retrospective study, performed in the University Medical Center
Mainz, Germany from 2005 to 2018. They evaluated the documentation of patients (children
and young adults) indicated for a thyroid surgery due to a malignant and a non-malignant
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cause. Total number of patients investigated is 155, 24% males and 76% females, median age
15 years.

All the information were archived and portrayed utilizing Microsoft Excel (Microsoft
corporation, Redmond, USA).

Results:

1. Indication for OP in adults and in children

In Adults in a total of 630 adult patients investigated, 71% were indicated for OP due to a
goiter-nodule; 23% due to a carcinoma; 4% due to G-B toxicosis and 2% were indicated for
prophylactic surgery due to calcitonin levels between 10-40 pg/ml. In children, the indications
for surgery are the same as in adults. In fact, in a total of 109 young patients investigated, 44%
were indicated for OP due to a goiter or a nodule, 27% due to carcinoma, 23% due to G-B
toxicosis and 6 % were indicated for prophylactic surgery due to calcitonin levels between 10-
40 pg/ml. However the situation is changing in Mainz, in a total of 155 children investigated
the indications for cancer are much higher (57%). This value will decrease after the surgery, in
fact, many children with postoperative histology will not present a TC but a nodular goiter.
Another higher value is G-B toxicosis with 23%, while prophylactic surgeries indications are
just 7%. Moreover in Mainz, there are also other indications like compression syndrome which
accounts for 4%, and the completion thyroidectomy with also another 4%.

80%
70%
60%

50%

40%
30%
20%
10% I I
0% - | -

Carcinoma Goiter-nodules G-B toxicosis prophylactic due to
calcitonin 10-40 pg/ml

H Children (SK)  m Adults (SK) Children (DE)

Graph 1

2. Relevance of biopsies performed and cancer in adults and children in Slovakia as well as in
children in Germany
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Table 1
biopsy No biopsy p-value
Children with cancer | 13 16
(SK) 0
Adults with cancer | 130 12
(SK)
Children with cancer | 13 16
(SK) 0,22935
Children with cancer | 41 69
(DE)

The Odd ratio of 5,395 shows that in adults (SK) the biopsy is 5,395 times more often
performed than in children. And this is statistically relevant due to a P-value of 0.

Due to the P-value of 0,22935 the comparison between children with cancer (SK) and children
with cancer (DE) is not statistically relevant, because the percentage of performed biopsies in
children with cancer in Slovakia and Germany is too similar.

3. Correlation of different types of surgeries

Slovakia and in children in Germany

with complications in adults and children in

Table 2
Complications No Complications p-value
(transient
hypoparathyroidism)
Children (SK) with |13 56
TTE 0,00001
Adults (SK) with TTE |10 287

Due to an Odds ratio of 4,25921. | can say that in children the complication of transient
hypoparathyroidism post TTE is occurring 4,25921 times more often, than in adults. And this
is statistically relevant due to a P-value of 0,00001

Table 3
Complications No Complications p-value
(transient RLN palsy)
Children (SK) with |9 60
TTE 0,00305
Adults (SK) with TTE |12 285
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The Odd ratio of 2,74238 shows that in children the complication of transient RLN palsy post
TTE is occurring 2,74238 times more often, than in adults. And this is statistically relevant due
to a P-value of 0,00305

Table 4
Complications (perm.| No Complications p-value
RLN palsy)
Children (SK) with|1 68
TTE 0,47367
Adults (SK) with TTE |4 293

The percentage of the occurrence of the complication of permanent RLN palsy post TTE is too
similar in children and adults, which can be seen on the p-value of 0,47367 and it is therefore
not statistically relevant.

Table 5
Complications No Complications p-value
(transient RLN palsy)
Children (SK) with|1 35
lobectomy 0,30639
Adults  (SK) with |13 267
lobectomy

Due to the P-value of 0,30639 the comparison is not statistically relevant, because the
percentage of the occurrence of the complication of transient RLN palsy post lobectomy is too
similar in children and adults.

Table 6
Complications (perm. | No Complications p-value
RLN palsy)
Children (SK) with |0 36
lobectomy NaN
Adults  (SK)  with|1 279
lobectomy

The P-value is undefined or unrepresentable, because there are no cases of a permanent RLN
palsy in children after the lobectomy.
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Complications in Adults (SK) and in children (SK;DE)
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Graph 2. The percentages of complications after TTE and lobectomy in adults (SK) are: 4%
transient RLN palsy; 1% permanent RLN palsy; 1% transient hypoparathyroidism; 1%
permanent hypoparathyroidism.

Post TTE in adults (SK) the percentages of complications are: 4% transient RLN palsy; 1,3%
permanent RLN palsy; 1% transient hypoparathyroidism; 2% permanent hypoparathyroidism.
Post lobectomy in adults (SK) the percentages of complications are: 4% transient RLN palsy;
0,5% permanent RLN palsy.

The percentages of complications after TTE and lobectomy in children (SK) are: 9% transient
RLN palsy; 0,5% permanent RLN palsy; 12% transient hypoparathyroidism; 2% permanent
hypoparathyroidism.

Post TTE in children (SK) the percentages of complications are: 13% transient RLN palsy; 1%
permanent RLN palsy (the only case of permanent RLN palsy was due to the infiltration of the
tumor in the wall of the trachea); 18% transient hypoparathyroidism; 0% permanent
hypoparathyroidism.

Post lobectomy in children (SK) the percentages of complications are: 2% transient RLN palsy;
0% permanent RLN palsy.

The percentages of complications after TTE and lobectomy in children in Mainz (DE) are: 2,3%
transient RLN palsy; 0,5% permanent RLN palsy; 34% transient hypoparathyroidism; 2%
permanent hypoparathyroidism.

Discussion:

In this retrospective study it is possible to observe how the approach of thyroid surgery is
changing between adults and children in Slovakia. The indication for performing thyroid
surgery in children and in adults are different. In adults the most frequent indications for OP
are due to a goiter and nodules, however in children the causes are different in fact goiter and
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nodules are still the main cause but in comparison to adults it is much lower, moreover in
children we find an high amount of indication associated to carcinoma, G-B toxicosis and
prophylactic due to calcitonin 10-40 pg/ml.

According to other author, like Prgomet et al., in children the main indication for OP is due
carcinoma. However, there are several benign thyroid disorders in children, including Grave’s
disease, toxic adenomas, congenital hyperthyroidism and goiter, which required surgery.®
Mondain et al. elaborated that thyroid disorders that might lead to a thyroid surgery in
children and teenagers include, thyroid nodules (which have a greater malignancy rate than
adults); toxic multinodular goiter, Graves’ disease with inconsistent medical treatment
effectiveness and familial MTC.®

According to the analyzed data, we can observe a discrepancy in the diagnostic method
between adults and children, in fact FNA thyroid biopsy on children is more difficult to
perform, because children are complaining much more and many parents are afraid of this
examination, due to the fact that it should be performed under anesthesia. Because of this,
many thyroid procedures are also carried out without a biopsy in children.

According to the 2009 adult guidelines, FNA biopsy of the thyroid is not necessary for the
assessment of an adult with a hyperfunctioning nodule. Moreover in the ATA guidelines
relative to children, the pre-operative FNA biopsy in a child with an hyperfunctioning nodule
is also not necessary. This is based on the idea that in all children with hyperfunctioning
nodules, they would be surgically removed.” Gharib et al. stated that FNA biopsy sensitivity
and specificity in children are 86% to 100% and 65% to 90% respectively.?

The likelihood of complications following surgical resection for pediatric thyroid cancer varies
and is often determined by a number of variables, including the surgeon’s expertise, the
aggressiveness of the operation and the features of the tumor. When compared to adult
patients, it was shown that children in Slovakia were more likely to experience surgical
problems like transient RLN palsy and transient hypoparathyroidism.

According to Schneider et al. perform a thyroid surgery in children can result very tricky and
complex due to a small space for the surgeon to operate and also because children have
thinner nerve in comparison to adults. The RLN is susceptible to damage during surgery since
itis located just beneath the thyroid capsule. The danger of damaging the nerve is higher while
treating thyroid cancer since the thyroid gland must often be entirely removed.®

Borghi et al. showed that transient RLN palsy can be caused by post-operative edema
(dysphonia present between the second and fifth post-operative days), or by traction injury
of the nerve and damage of the axons (dysphonia up to 6 months). Permanent RLN palsy is
associated with cutting, ligation or cauterization of the nerve (dysphonia persist beyond six
months).10

Elgendy et al. showed that transient hypoparathyroidism is a common complication after TTE,
because there is a high risk of injury and/or devascularization of the parathyroid gland, which
has a high sensitivity to ischemic damage.*
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Introduction

In the young population, trauma is the leading cause of death [2], with almost 5 million
traumatic deaths in 2013 [3]. Around 80% of trauma is due to blunt force with subsequent
hypovolaemic shock as the cause of death. Also, intraperitoneal bleeding can be found in
around 12% of trauma cases [1]. Generally, there are three common possibilities to detect
free intraperitoneal fluid. These include Diagnostic Peritoneal Lavage (DPL), Computer
Tomography (CT), and Point of Care Ultrasonography (POCUS) [1]. DPL is an outdated invasive
procedure to detect intraperitoneal bleeding by injecting sterile saline solution into the
abdominal cavity and inspecting the aspirate for gross bleeding [4]. Nowadays, the CT scan is
the gold standard due to its sensitivity to free fluid. The main disadvantages of this method
are logistics, time delays, and (fixed) localization, making it not always the best option for
hemodynamically unstable patients [1]. Meanwhile, POCUS provides a cheap, non-invasive,
and quick imaging method with high sensitivity and specificity for free intraperitoneal fluid
[1]. In contrast to CT scan, ultrasonography machines are compact and can be quickly used all
over the Emergency department area. Also, due to their size, portability and their ability to be
deployed in pre-hospital care [5]. When speaking of POCUS and trauma, it is inevitable to talk
about the most known ultrasound protocol for trauma, FAST [3]. FAST stands for Focused
Assessment with Sonography in Trauma, having its roots 30 years ago, when Rozicky et al.
described ultrasound examination of trauma patients in four predefined anatomic
localisations, which are still in use today. It is generally agreed upon that trauma patients need
early resuscitation, physical examination, and diagnostics [7]. Thus, it is why the FAST
examination is established in trauma guidelines like the ATLS [9]. The FAST examination should
answer three basic questions: (1) Does the patient have pericardial effusion or tamponade?
(2) Does the patient have free intraperitoneal fluid? (3) Does the patient have haemothorax?
[3]. To answer these questions, four anatomical areas are examined: the left and right upper
abdominal quadrant, the pelvis, and the pericardium via the subxiphoid four-chamber view
[1]. Lately, the acronym FAST was changed to eFAST (extended Focussed Assessment with
Sonography in Trauma), which includes thoracic examination focussed on the detection of
pneumothorax [10].

According to the results, the patients have three possible routes: observation and monitoring
with additional diagnostics and repeated eFASTs, CT-Scan, or directly into the Operating
Theatre. The latter is especially the case in hemodynamic unstable patients with positive
eFAST for free intraperitoneal fluid [8]. In this prospective pilot study, we want to show that
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the practice of eFAST in Slovakia and similar countries, results in increased efficiency of trauma
patient management by shortening the time for answering the most important questions after
free abdominal fluid, pericardial tamponade, and hemo-/pneumothorax. Currently, in the
University Hospital Bratislava (UNB) the practice of POCUS in the Emergency Department (ED)
is not as established as it is in more modern hospitals for example like in Germany and Austria.
Here, the physician relies on ultrasonographic examination performed by a radiologist in the
Radiology department one floor above the ED. The patient is often transported there and
supervised by hospital staff that is only trained in basic cardiopulmonary resuscitation without
additional monitoring and interventional equipment, hindering direct intervention in sudden
hemodynamic instability and accepting possible time delays in case of need for emergent
interventions. The aim of this work was to show that the implementation of the eFAST
protocol, how it is suggested by current trauma algorithms, a physician from the Emergency
Department can examine traumatic patients by POCUS with similar results as a radiologist and
can thereby shorten the time to exclude or diagnose free intraperitoneal fluid, pericardial
tamponade and hemo- /pneumothorax.

Subjects and Methods

A prospective pilot study with 90 patients from March 2022 until March 2023 was performed.
From these 27 patients were females and 63 were males. A medical student in 4™ year
received a half day training in performing eFAST with a subsequent 2-week practice. After the
initial training, all patients fitting the study population received eFAST examination in the
primary survey along with standard examination. The study population included patients from
age of 18 and up of both genders having sustained blunt or penetrating trauma to the thorax
or the abdomen, fall from height of more than three metres, road traffic accidents and
polytrauma. Documented were times from registration, upon the admission to hospital or
discharge of the patient from ED. Other information included time when the eFAST was
performed, time when the results from the examination performed by the radiologist were
available to physicians of the Emergency department. Additionally, vital parameters were
noted and Injury Severity Scale (ISS), Revised Trauma Score (RTS) and Trauma score and Injury
Severity Score (TRISS), were calculated. Statistical analysis was performed by Graphpad Prism
9.5.1 (LaJolla, California, USA) with unpaired Mann-Whitney test. P values less than 0.05 were
considered as significant. All values are presented as mean # standard deviation.

Results
The clinical characteristics of the patients are presented in Table 1.

From the clinical parameters the average survival prognosis for blunt and penetrating injuries
according to Trauma Injury Severity Score (TRISS) was calculated. For the blunt injuries the
survival prognosis was 97.79 + 8.662 % and 97.63 + 8.819 % for penetrating injuries. From 90
patients in total, five had positive eFAST in ED. In 85 patients, the eFAST examination was
negative, no abdominal free fluid, tamponade or pneumothorax was found which was also
confirmed by the radiologist. In one case, there was a missed finding, where initial eFAST was
negative and examination from the radiologist revealed a positive finding for low amount of
abdominal fluid around spleen with subsequent CT scan confirming the diagnosis of spleen
rupture. On average, the patients spent 183.9 + 77.82 minutes in the ED, from which 64
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patients were discharged and 26 patients were admitted due to various reasons. With 72
cases, Road Traffic Accidents were the most common cause of injury. Road Traffic Accidents
included all injuries happening in the road traffic, not discriminating the type of vehicle with
which the accident happened, as well as speed and roll over manoeuvres. On average, the
patients waited for 21.17 + 18.80 minutes until they were first examined. It took on average
66.33 +40.01 minutes from beginning of examination until results from the diagnostics by the
Radiology were available to the ED physician. It took on average 6.089 + 4.129 minutes from
beginning of examination until performing the eFAST examination in the Emergency
Department. It took on average 10.62 + 8.708 minutes from the start of the examination until
eFAST was performed. The average duration of the eFAST examination was 3.867 + 2.051 min.
From the start of examination until the patient arrived at the Radiologic Department on
average passed 33.07 £ 19.58 min. The eFAST in the Emergency Department achieved 83%
sensitivity and 98.8% specificity.

Table 1 Clinical parameters from study population

Parameter Mean * Standard deviation Maximal Minimal
IAge 44.96 +17.10 83 18
Systolic Blood Pressure [mmHg] 136.4 + 20.89

Diastolic Blood Pressure [mmHg] 82.88 +13.10

Blood Pressure (Systolic/Diastolic) [mmHg] 205/105 66/51
Heart Rate [BPM] 84 £83.96 163 55
Oxygen saturation [%] 97.31+2.217 100 88
Glasgow Coma Scale (GCS) 14.73 +1.356 15 B
Respiratory Rate [/min] 15.74 +2.89 R4 11
Injury Severity Scale (ISS) 6.644 + 6.94 B3 o]
Revised Trauma Score (RTS) 7.761 + 0.4372 7.84 4.09
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Fig.1 Duration, until the respective examination(s) (eFAST or Radiologic examination) could be
started and how much time passes until the results are available to the examining physician
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Fig.2 Duration for performing the respective examination(s) (eFAST or Radiologic
examination), comparing the time needed from the start of examination until the availability
of the results to the examining physician.

From the graphs one value was excluded from the radiologic examination data set, which
would distort standard deviation values. On the given day the elevators for patient
transportation were out of service. Therefore, patients in need of in bed-transportation had a
time delay until the elevators were repaired. Despite the exclusion, the overall picture for
radiology times remains the same.
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Discussion

In the current organisation, a trauma patient will enter the treatment room and will be
examined and monitored by a nurse and a doctor. Blood samples will be taken, vital
parameters monitored followed by a physical examination, after which the physician will
decide which imaging methods the radiologist should use. The patient is transported to the
CT scan, X-Ray or Ultrasound examination by staff who is only trained in basic
cardiopulmonary resuscitation, without possibilities to intervene or monitor the patient.
Performing eFAST exams in the Emergency Department of the UNB RuZinov could show the
desired effect on care for traumatic patients, by shortening the time until a patient is
evaluated by an imaging method for trauma related internal injuries. All of this without the
need to remove the patient from the examination room. It could decrease the delay, caused
by the transport to the radiology department, until the initiation of definitive treatment of the
injuries to a minimum, because with practising POCUS a hemodynamically unstable patient
can be declared and evaluated quickly at the beginning of the physical examination for the
cause of instability or the hemodynamically stable (but potentially being on the verge to
become hemodynamically instable) patient can be found. In either case, immediate
consultation with surgeons and anaesthesia can happen without the need to leave the safe
and monitored space of the Emergency Department. If the patient is hemodynamically stable
a CT scan, or other radiologic examinations, still can be performed to investigate injuries. On
average the eFAST exam is possible to do quickly after the patient enters the door of the
examination and treatment room and provides almost immediate results to the most
important questions related to trauma and the clinical presentation of the patient. This will
be performed by the examining doctor in the Emergency Department, not needing the
presence of a Radiologist. In our study, the achieved sensitivity of 83% is slightly below the
value found in international literature, which may be due to lower quality of ultrasound
machines and the low occurrence of positive findings. Otherwise a 98.8% specificity was
achieved, matching the international literature.
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Introduction

Testicular germ cell tumours (TGCTs) account for 98% of all testicular cancer, the rest belongs
to non-germ cell tumours. Testicular cancer is the most common malignancy in young men
(14-44 years) and its incidence has been increasing during recent decades, especially in
industrialized countries (1).

The prognosis for TGCTs is good with overall survival rates greater than 90%. Despite the
remarkable sensitivity to cisplatin-based chemotherapy, after first-line treatment, 10-30% of
patients will experience relapse mostly within the 2 years and salvage chemotherapy is
needed (2, 3, 4). In the metastatic stage, the overall cure rate is also excellent (>80%),
however, patients experienced recurrence or have refractory disease have a poor prognosis
(5,6). Patients with relapsed disease comprise a heterogeneous group of patients.

There have been efforts to find criteria that can reflect the biological characteristics of
tumours to better estimate the prognosis of a patient before treatment. Systemic
inflammatory indexes are prognostic factors whose potential is still being intensively
researched not only in oncological but also in non-cancer diseases (7). The systemic immune-
inflammation index (SHI) and neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) are inflammation-based
markers dependent on immune-inflammatory cells. Those cells, along with their mediators,
play an important role in the local microenvironment of tumours responsible for various
tumour-promoting effects such as proliferation, survival of malignant cells, angiogenesis and
metastasis promotion, response alteration to chemotherapy, and more (8). In 2014, SlIl was
defined for the first time as a prognostic factor in patients with hepatocellular carcinoma, but
could also be used in urologic, gastrointestinal, small cell lung cancer, and many more cancers
(9). NLR was first described in sepsis at the St. Elizabeth Cancer Institute in Bratislava, and its
applicability in oncology is also diverse (10). In the case of TGCTs, high Sl was associated with
poor outcomes such as worse progression-free survival and overall survival in chemotherapy
naive patients and patients receiving high-dose chemotherapy (2,11,12). The SIlIl was
considered a powerful tool due to its balanced consideration of tumour-promoting
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(neutrophils, platelets) and tumour suppressing (lymphocytes) variables, therefore, the
predictive value of Sl is higher (11,13).

The main purpose of this study is to assess the prognostic value of Slll and NLR in patients with
relapsed TGCT and their association with patients/tumor characteristics.

Methods
Study population

This retrospective study included 71 patients with relapsed testicular germ cell tumour treated
from March 2010 to May 2022 at the National Cancer Institute in Bratislava who underwent
at least one line of previous chemotherapy. Exclusion criteria were other concurrent
malignancy, infectious disease, and administration of growth factors for platelets, neutrophils,
or lymphocytes. All necessary data was obtained using the National Cancer Institute medical
records database. The study was approved by the Ethics Committee of the National Cancer
Institute of Bratislava, and waiver of informed consent was granted.

Definitions

In the calculation of the indexes, platelets (P), neutrophils (N) and lymphocytes (L) were
considered. The equation for the SllI calculation was: PxN/L (9). The neutrophil-to-lymphocyte
ratio was calculated using the following formula: N/L (10). The calculated Slil and NLR values
were dichotomized into 2 categories below and above the median Slil and NLR to classify
patients into low Slil, NLR and high Slil, NLR groups. The data were not normally distributed,
therefore, median SlIl and median NLR were used as cut-off values. Dichotomized data were
used in survival analyses. Both variables were calculated using the blood count before the first
cycle of the upcoming chemotherapy line.

Statistical analysis

The results of a Shapiro-Wilk test indicated a significant difference from normal distribution
of SllIl and NLR values, thus nonparametric tests were used. The Kruskal-Wallis test was
performed to evaluate the correlation between the groups covered in the
patients‘characteristics and the Sl but also the NLR values. A prognostic value of Slll and NLR
was evaluated using Kaplan-Meier analysis. Subsequently, log-rank test was performed to test
the statistical significance of the difference in progression-free survival and overall survival
between the low SliI, NLR and high SllI, NLR groups.

The median follow-up period was calculated as the median observation time among all
patients. Progression-free survival (PFS) was calculated from the date of day 1 of the first
chemotherapy cycle to the date of progression, the last follow-up, or death. Overall survival
(OS) was calculated from the date of day 1 of the first chemotherapy cycle to the date of the
last follow-up or death.

A P-value <0.05 was considered statistically significant for all tests. All analyses were
performed via statistical analysis software NCSS 2022.
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Results
Patients‘/tumour characteristics

Due to the patients’ characteristics, 53 patients (75%) had a non-seminoma histological type
of TGCT and 67 of the tumours (94%) had a gonadal location. 47 patients (66%) had before
the second line of chemotherapy and others before the third line and more. Almost all patients
received standard dose of chemotherapy except for 5 patients who received high-dose
chemotherapy (HDCT). Patients‘/tumor characteristics for the studied cohort are shown in Tab
1.

Association between Slll, NLR, and patients‘characteristics

The median SIll and NLR were calculated as 1099.17 and 4.28 respectively. A statistically
significant correlation (P=0.015) was found between the Slil and the S stage of the tumour. In
the case of NLR, significant correlations were found with S stage of the tumour (P=0.02) and
with the response to first-line chemotherapy (P=0.024). The association between Slll but also
NLR and patients’ characteristics is shown in Tab 2.

Association between SllI, NLR, and patients’ outcome

At a median follow-up of 15.9 months (range:0.2-153.5 months), the disease progression
occurred in 53 (75%) patients and 48 (68%) patients have died. The median PFS in patients
with low SIl was 6.7 months (95% Cl: 4.9-9.4) and with high SIl was 6.6 months (95% Cl: 4.0-
9.2). The median PFS in patients with low NLR was 7.5 months (95% Cl: 5.4-10.2) and with high
NLR was 5.1 (95% Cl: 4.0-7.8). The median OS in patients with low Sl was 19.1 months (95%
Cl:13.9-24.4) and with high SIl was 11.9 months (95% Cl: 8.5-18.9). The median OS in patients
with low NLR was 20.1 months (95% CI: 15.9-24.4) and with high NLR was 9.1 months (95% ClI:
7.3-15.0).

The log-rank test has not shown significant difference in the estimated duration of
progression-free survival or overall survival between patients with low SIl or low NLR and
patients with high Sl or high NLR (Fig 1).

Subgroup analysis (Tab 3 and 4) revealed the prognostic value of Sl in patients with SO stage,
present another than retroperitoneal and mediastinal lymph nodes metastases, unfavourable
response after the last cycle of chemotherapy, and initial prognostic group IIl. The prognostic
value of NLR was revealed in patients with non-seminoma histology, third line of
chemotherapy or higher, initial prognostic group Ill, absent mediastinal and another site of
lymph nodes metastases (except retroperitoneal), present lung, liver and another site of
metastases (except brain), SO stage and unfavourable response after the last cycle of
chemotherapy.
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Tab 1: Table with characteristics studied in a selected cohort of patients (patients’/tumour
characteristics)

All patients (N=71, 100%) [N [%
Histology

seminoma 15 21
non-seminoma 53 75
N/A 3 4
Primary tumour site

gonadal 67 94
extragonadal 4 6
Number of metastatic sites

1-2 31 44
>3 40 56
Metastatic site

retroperitoneal lymph nodes metastases 67 94
mediastinal lymph nodes metastases 23 32
another site of lymph nodes metastases 25 35
lung metastases 38 54
liver metastases 26 37
brain metastases 8 11
another site of metastases 20 28
S stage

0 6 8
1 25 35
2 30 43
3 10 14
Chemotherapy line

2 47 66
>3 24 34
Progression-free survival

relapse 56 79
without relapse 15 21
Response after the last cycle

favourable 34 48
unfavourable 37 52
Overall survival

alive 23 32
dead 48 68
Initial prognostic group

land Il 36 51
11l 35 49
Response to 1% line

favourable 45 63
unfavourable 26 37
Platinum sensitivity

sensitive 53 75
refractory and resistant 18 25
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Tab 2: Table showing the association between systemic immune-inflammatory index (SllI),
neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR), and patients’/tumour characteristics

slll NLR
variable I N | mean | s.e.m. I median | p-value mean | s.e.m. I median | p-value
All patients [71 1501 [ 137 1099 | 617 Joe64 [428 |
Histology 0,171 0,09
seminoma 15 [1987 [296 1887 662 [143 622
non-seminoma 53 | 1354 157 952 6,07 0,76 4,01

N/A 3

Primary tumour site 0,618 0,566
gonadal [67 J1503 142 J1178 | 625 0,66 456
extragonadal [4 J14s6 [s81  [719 | 476 2,72 [362 |
Number of metastatic sites 0,501 0,835
1-2 [31 1431 J208 J9s2 | 549 Jo97 401

>3 {40 [1555 [184 [ 1277 | 67 086 563 |
Retroperitoneal lymph nodes metastases 0,861 0,784
absent [4 T1689 [s80  [1212 | 539 [272 [ags

present |67 [1490 [142 ] 1099 | 622|067 |428 |
Mediastinal lymph nodes metastases 0,338 0,796
absent 48 J1422 167 T[990 | 62 Jo79 [42

present [23 T1665 [241 | 1473 | 61 |114 |561 |
Another site of lymph nodes metastases 0,665 0,596
absent 46 1445 171 Jo73 | 548 Jo79 [401

present [25 T1604 [232 1440 | 743 [107 [s561 |

Lung metastases 0,747 0,496
absent ]33 1544 J202  [1233 | 575 Jo95 [428

present [38 J1464 [188  [1047 | 653 |088 [438 |

Liver metastases 0,142 0,283
absent a5 1385 172 [923 | 504 Jo78 [4,06

present [26 [1702 [226 | 1489 | 813 [1,03 [571 |

Brain metastases 0,203 0,649
absent [63 J1547 J145  [1178 | 6,16 069 [428 |
present |8 1140 [a08 [703 | 626 193 [438 |
Another site of metastases 0,338 0,466
absent [51 J1425 J162  [1028 | 583|076  [42 |
present [20 1695 [258 [1390 | 703 [121 [s.16 |
S-stage 0,015 0,02
0 6 [1319 [438 1093 435 1,96 [36

1 25 [1131 215 791 4,5 0,96 3,61

2 30 | 1477|196 1047 581 088 585

3 10 [2607 339 [2220 12,52 (152 |9,42
Chemotherapy line 0,688 0,56
2 [47 J1463 J169  [1233 | 595 Jo79 [428 |

>3 [24 J1574 [237 1011 | 661 |111 |49 |
Progression-free survival 0,767 0,632
relapse [56 J1534 J1s5  [973 | 641 [073 [442 |
without relapse [15 T1375 [299 1289 | 528 |14 [a11 |
Response after the last cycle 0,853 0,809
favourable [34 J1381 J198  [1103 | 513 [092 [4,04 |
unfavourable [37 T1611 [190  [1099 | 7,13 [088 [565 |
Overall survival 0,97 0,931
alive [23 J1368 J241  [1028 | 515 |1,13  [4,06 |

dead [48 T1564 [167 1166 | 6,66 |078 |537 |
Initial prognostic group 0,589 0,899
1and Il [36 J1552 J193  [1275 | 535 |09  [537 |

i [35 {1449 [196  [905 | 701 [o91 [a11 |
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Tab 2 (continued): Table showing the association between systemic immune-inflammatory
index (SlI), neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR), and patients’/tumour characteristics

Response to 1% line 0,233 0,024
favourable [45 J13s9 J171 [952 | 527 |08  [375 |
unfavourable [26 [1746 [225 1736 | 7,73 104|632 |
Platinum sensitivity 0,937 0,303
sensitive |53 [1467 [159 1028 | 556073 [4,01 |
refractory and resistant 18 [1601 273 1277 | 797|126 |59 [
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Fig 1: Kaplan-Meier curves for estimated progression-free survival (PFS) and overall survival
(OS) length according to low and high systemic immune-inflammatory index (SlIll) and
neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR)
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Fig 1 (continued): Kaplan-Meier curves for estimated progression-free survival (PFS) and
overall survival (OS) length according to low and high systemic immune-inflammatory index
(SI11) and neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR)
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Tab 3: Estimated occurrence of the event (progression:PFS or death:0S) in each subgroup of
the patients’characteristics in patients with low systemic immune-inflammatory index (Sil)

PFS for Sl 0s for slll
variable I N HR | 95% Cl Low | 95% Cl High | p-value | HR | 95% CI Low | 95% CI High | p-value
All patients [71]11 o065 [186  o7185 Jos 045 [141  Jo4371
Histology
seminoma 15 [1,3 Jo,29 5,79 0,7164 [0,8 [ 0,16 4,17 0,8006
non-seminoma 53 [0,9 [0,49 1,58 0,6627 [0,7 [ 0,35 1,23 0,172
N/A 3
Primary tumour site
gonadal [67]12 o7 12,05  To5082]09 047 152 [os5844
extragonadal [4 Jo2 o {1091 [o,0833]0,2 [0 [10,91  [o,0833
Number of metastatic sites
1-2 [31Jo8 035 [1,87 TJo6122]05 Jo.2 [1,47  To,2145
>3 [40]15[o76 1294  Jo2229 12058 {232  TJoe721
Retroperitoneal lymph node metastases
absent [4 Ti6]o16 156  [o6949 [0,7 Jo,o4  J11,88 [o,8084
present [67 11,1 Jo62 1,83  [o8083]08 045 [142  Jo,4325
Mediastinal lymph nodes metastases
absent [48]1 Tos5 [18 08714 0,7 Jo35s  [14 [0,3075
present [23]16 [o6 [3,98 03401 1,1 Jo41 (318 [0,7944
Another site of lymph node metastases
absent 46 [08[038 [146 03786 Jo6 [o28 |12 [o,1215
present 1251250093 [642 o0317]1,4 054 |38  [o4447
Lung metastases
absent [33]1 Jo42 215  Jo,9021]0,8 03 [191  TJos558
present [38]12 o061 [237  [os5906 Jog [037 158  [o459%
Liver metastases
absent [45 1,2 Jos 1236  Jo6131 09044 198 Jos8512
present [26 Jo9 [042  [214 o889 Jo6 026 [147  o,2686
Brain metastases
absent [63]11Jo62 [193  [o0753 [o8 o041 [141  [o,3809
present [8 Jos [o1 1267  [o03382]07 015 34 [0,6383
Another site of metastases
absent [51]1,2Jo65s 225 Jos5427 [o9 Jo43  [1,7 [0,6595
present [20]09 033 [235 [07979 |07 [0,24 [183 [o,4043
S stage
0 6 [o2]0,03 1,81 0,0246 [0,3 [0,04 1,92 0,1098
1 25 [2,4 [0,93 5,93 0,0876 3,2 [1,12 9,12 0,0544
2 30 [1,5 [0,63 3,4 0,3633 [0,9 [0,38 2,29 0,8748
3 10 [0,7 [o,11 3,92 0,6864 0,3 | 0,07 1,12 0,091
Chemotherapy line
2 [47T1,4 o7 [262  To3s73]09 046 [19 [o,859
>3 [24]07 029 J18 {04722 Jo5 |09 [138 [0,1594
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Tab 3 (continued): Estimated occurrence of the event (progression:PFS or death:0S) in each

subgroup of the patients’characteristics in patients with low systemic immune-inflammatory
index (SlI)

Response after the last cycle

favourable [34]15Jo62 376 [o03574 |09 [03 [292  TJo9174
unfavourable [37]09 049  [176  [o8061 05 [027 [104  T[o,0362
Initial prognostic group

land Il [36J18Jos1 398 Joa1198 |13 o056 [300  Jos5226

I [35Jo5 [024 [117  Jo076 Jo4 017 Jo93 Joo119
Response to 1st line

favourable [45]13Joss  [252 [0,4629 0,9 J0,4 [1,88 [0,7061
unfavourable [26 1 fo4s [24 [o9519 [1 Jo41 [225 [o09313
Platinum sensitivity

sensitive [53]1 Jose [1,8  Jo9155 0,7 Jo3s J135  Jo,2702
refractory and resistant [18]12 (043 [352 lo6985 [1,1]038 [3,13 [ 0,8599

Tab 4: Estimated occurrence of the event (progression:PFS or death:0S) in each subgroup of
the patients’characteristics in patients with a low neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR)

PFS for NLR 0S for NLR
variable |N HR |95%C\Low |95%cmugh |p-va|ue HR |95%C|Low |95%c|mgh |p-va|ue
All patients [71]07 Jo43 124  o,2381 06 [034 107  [o,0754
Histology
seminoma 15]0,9 [o,18 4,06 0,8588 [ 1,2 [0,2 6,69 0,858
non-seminoma 53|05 [0,25 0,88 0,0071 Jo,4 [0,18 0,72 0,0005
N/A 3
Primary tumour site
gonadal [67]08 Jo45  [134 03613 Jo6 Jo35 114 [o,1194
extragonadal [4 Jo2 Jo {1091  [o,0833 0,2 [0 [1091  Jo,0833
Number of metastatic sites
1-2 [31]o5J023 126  Jo,1348 Jos 0,17 13 [0,1293
>3 [40]1 Tos [1,93  Jo9632 J08 038 [154  [o0,4499
Retroperitoneal lymph nodes metastases
absent [4 J16 o6 156  [o,6949 [0,7 [0,04 11,88 [o,8084
present [67]07 Jo,a1 121 o,1945 Jo6 [033  [106  [o0,0659
Mediastinal lymph nodes metastases
absent [48]05 o228  [1,03 [0,0502 [o5 [0,23 o3 [0,0221
present [23]14 Jos57  [365 [o4265 |12 [044 [333  [o7116
Another site of lymph nodes metastases
absent [46]o,6 Jo28 109  TJooe6 Jo4 Jo18 Jo83  [o,0059
present [25]1,2 Jo49 289  [o,7038 1,4 [o51 |36 [0,5199
Lung metastases
absent [33]07 [o28 147 [0,2942 [0,8 0,37 [171 [0,5522
present [38]o8 Jo38 [153  [o439 Jos [024 105  [o,0482
Liver metastases
absent [45]08 Jo41  [164 05714 [0,7 Jo31 142 [0,2807
present [26]0,6 [o26  [136 [0,1938 [0,4 [o,16  [o0,92 [0,0222
Brain metastases
absent [63]0,7 Joar 129  To2753 o6 032 1,11 Jo,0942
present [8 JosJo013 231  Jo3221]1 o022 448  [0,9969

68



Martin Hutera, Peter Lesko, Katarina Kalavskd, Valentina De Angelis, Jana Obertovd, Zuzana
Orszdghovd, Patrik Palacka, Katarina Rejlekovd, Zuzana Sycovd-Mild, Jozef Mardiak, Michal Chovanec,
Michal Mego. Prognostic role of the neutrophil-to-lymphocyte ratio and systemic immune-
inflammation index in patients with relapsed testicular germ cell tumours. Zbornik Studentskych
vedeckych prdc. Univerzita Komenského v Bratislave. Bratislava. 2023.

Tab 4 (continued): Estimated occurrence of the event (progression:PFS or death:0S) in each
subgroup of the patients’characteristics in patients with a low neutrophil-to-lymphocyte ratio
(NLR)

Another site of metastases

absent [51Jo9 Jo46  J16 06326 0,7 Jo36  [143 o332
present [20]05 Jo19 139  [o,1655 Jo4 [0,13  [105  [o,0369
S stage

0 6 |03 [o,03 3,23 0,207 |02 Jo,01 3,06 0,0177
1 25]1,1 0,41 2,85 0,8742 [1,3 [0,43 3,95 0,645
2 30[1 [o43 2,3 0,9907 [0,8 [0,33 1,97 0,6311
3 10]0,7 [o,12 3,92 0,6864 [0,3 [0,07 1,12 0,091
Chemotherapy line

2 [47]1 TJosa T2 o9052 [o,9 Joas  T1,83  TJoz7779
>3 [24]04 Jo14 o093  [o,0127 Jo3 Jo1 0,76  ]o,0054
Response after the last cycle

favourable [34]11Jo42  [26 lo9211 [1 Jo32 319 [o9828
unfavourable [37]0,6 |03 [11 [0,0784 [0,4 Jo,19  Jo,74  To,0008
Initial prognostic group

land Il [36]1,2 Jos7 264  Josss1i|1,2 Jos1 2,75  Jo,6803
i1 [35]04 Jo16 o081  [o003 Jo3 o011 Jo61  [o,0001
Response to 15t line

favourable [45]1 Jo48 18  Joss Jo8 o038 [18  [o6466
unfavourable [26]0,7 Jo29 161  o,3988]06 [025 132  [o,1998
Platinum sensitivity

sensitive [53]o8 Jo42 145 04239 [0,7 Jo33 13 [0,2073
refractory and resistant [18]o8 Jo27  [231  [oes14 o6 021 [1,74  [o3486
Discussion

In this study, the association between S stage of the tumour and Slll and the association
between S stage, response to first chemotherapy, and NLR was proven. The median value of
both SlIl and NLR in the S3 stage was considerably higher compared to other S stages,
therefore, higher Slll and NLR could indicate a more aggressive tumour. The significantly
higher median value for NLR was in the unfavourable response to first-line chemotherapy.
Some tumour characteristics that influence PFS and OS depend on low, high Slil, and NLR were
found as well.

Multiple studies have investigated the prognostic value of Slil and NLR in chemotherapy naive
patients (2,14,15). The study carried out in 2018 by Chovanec M. et al. and in 2021 by Goger
Y.E., the SII has shown a significant correlation with some of the characteristics such as the
International Germ Cell Cancer Collaborative Group (IGCCCG) classification, the pathological
stage of the tumour (T stage), but also the clinical prognostic stage based on the TNMS
classification, the number of metastatic sites, the presence of metastases and serum tumour
marker levels (S stage). High Slil and NLR proved to be prognostically worse for both PFS and
OS compared to low Slil and NLR (2,11,15).

On the other hand, in the study from 2020 by Cursano M. C. et al. the prognostic role of S,
NLR, and some other systemic inflammatory indexes in TGCTs treated with HDCT was
researched. Low Slll and NLR were correlated with complete response and partial response
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with negative markers, high values with disease progression in previous lines of treatment.
Patients receiving HDCT are considered as not chemotherapy naive, but nonetheless high NLR
and SlII were significantly correlated with shorter PFS and OS (12).

We also tried to assess the uniformity of the cut-off value for Slil and NLR using median Slil
and NLR from other studies with chemotherapy naive patients as a cut-off point for the
studied cohort, however, the results remained unchanged.

Due to the nature of the study, such as retrospective design, absent control group, and
relatively small cohort of studied patients, the strength of this study is limited.

In conclusion, to our knowledge, we evaluated the prognostic value of Slll and NLR for the first
time in patients with relapsed TGCT. There are some common features between Slll and NLR
counted in chemotherapy naive and not chemotherapy naive patients, but the prognostic
value on PFS and OS was not proved. This could be due to the limited statistical power of our
study, but we cannot exclude differences in tumour biology compared to newly diagnosed
patients.
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Uvod

Zhubné nadory mocového mechura predstavuju celosvetovo 10. najcastejsie diagnostikovanu
malignitu, ktord sa vyskytuje Castejsie u muzov (1). Na Slovensku bol v roku 2020 odhadovany
pocet novych pripadov 1213 a pocet Umrti 629 (1). Priblizne 90% zhubnych nadorov
mocového mechdra predstavuje urotelovy karcindm (UC) (2). UC sa mdzu vyskytovat aj
v oblasti rendlnej panvicky a mocovodov. Hovorime o UC horného traktu. Najvyznamnejsi
rizikovy faktor predstavuje fajéenie tabaku, ktoré je v pric¢innej suvislosti s 50-65% UC u muzov
a 20-30% u Zien (1). Najrizikovejsi su jedinci, ktori zacali faj¢it tabak uz v mladom veku (3).
Avsak obmedzenie aZ Uplne ukoncenie fajéenia tabaku znizuje riziko mUC o 40% v priebehu
Styroch rokov a az 60% pocas 25 rokov (4).

Z klinického hladiska rozliSujeme svalovinu-neinfiltrujice a svalovinu-infiltrujice UC, ktoré
prerastaju svalovou vrstvou steny mocového mechura, resp. renalnej panvicky a mocovodu.
Priblizne 10% vsetkych pacientov so svalovinu-infiltrujicim UC md metastaticki chorobu.
K najcastejsim miestam vzdialenych metastaz patria lymfatické uzliny, pecen, pluca, skelet,
peritoneum a pleura (5). Standardna lie¢ba pacientov s mUC je chemoterapia na baze
platinového derivatu (6).

Interleukin 6 (IL-6) je centralny, prozapalovy a pleiotropny cytokin, ktorého tvorba sa zvysuje
pri akudtnych zapalovych procesoch. Je syntetizovany makrofagmi ako odpoved na
molekuldrne vzory asociované spatogénom (PAMPs) a molekuldrne vzory asociované
s poskodenim (DAMPs) po vazbe na Specifické receptory na rozpoznavanie vzorov (PRR)
v organizme. ZvySené hodnoty IL-6 boli zaznamenané pri zdpalovych reumatologickych a
autoimunitnych ochoreniach avsak aj pri niektorych malignitach (7). Chronicky zédpal zohrava
vyznamnu ulohu v patogenéze malignit (8), avsak prognosticky vyznam IL-6 u pacientovs mUC
nie je doteraz znamy.

Cielom predkladanej prospektivnej $tudie bolo otestovat hypotézu, podla ktorej zvy$ena
hladina IL-6 stanovena v plazme pacientov s mUC pred zacatim Standardnej prvo-liniovej
chemoterapie cisplatina + gemcitabin (GC) koreluje s kratSim prezivanim bez progresie (PFS)
a celkovym prezivanim (OS).
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Material a metody

Do studie sme zaradili 86 pacientov s mUC, ktori boli kandidatmi na Standardnu prvo-liniova
chemoterapiu v schéme GC. Priemerny vek pacientov bol 68 rokov (rozsah 31 — 85 rokov),
pocet muzov bol 55 (64,0%) a Zien 31 (36,0%). Pacientov s dobrym vykonnostnym stavom
podla Eastern Cooperative Oncoology Group (ECOG) klasifikicie 0-1 bolo 52 (60,5%).
Tridsat$tyri chorych (39,5 %) malo zly vykonnostny stav ECOG 2. Viscerdlne, tzn. plicne
a peceriové metastazy boli pritomné u 43 (50,0%) jedincov GC.

Vzorky periférnej krvi boli odobrané od 86 pacientov s mUC den 0 alebo den 1 prvého cyklu
chemoterapie GC nala¢no do 6 ml skiimaviek s kyselinou etyléndiaminotetraoctovou (EDTA) a
spracované do 2 hodin v Hematologickom laboratériu NOU. Skimavky s krvou boli
scentrifugované dvakrat po sebe, nasledne bola separovana plazma, ktord sa zamrazila
a uskladnila v Biobanke NOU v mrazni¢ke na -80 °C. IL-6 bol stanoveny v rozmrazenej plazme
metddou ELISA na Oddeleni nadorovej bioldgie Biomedicinskeho centra Slovenskej akadémie
vied v Bratislave. Na stanovenie IL-6 sa pouzili komeréné MILLIPLEX panely, ktoré su zalozené
na LUMINEX® xMAP® technoldgii. Tato technoldgia vyuZiva fluorescencne kdédované
magnetické mikrosféry dekorované zachytavajucou protilatkou voci danému cytokinu. Po
zachyteni analytu sa zavadza biotinylovana detekénd protilatka. Reakéna zmes sa nasledne
inkubuje s konjugatom streptavidin-fykoerytrin (PE), ktory sliZi na detekciu analytov
zachytenych na povrchu kazdej mikrosféry. Nasledne sa vietky sféry identifikuju a analyzuju
pomocou pristroja Luminex” analyzér MAGPIX" a vysledok biotestu sa kvantifikuje na zaklade
fluorescencnych signalov.

Na zaklade medianu IL-6 (19,682 pg/ml) stanoveného v plazme pacientov s mUC bol stbor
dichotomizovany na podskupiny s nizkymi hodnotami (<19,682 pg/ml) a vysokymi hodnotami
(219,682 pg/ml).

PFS bolo pocitané od datumu odberu periférnej krvi do datumu progresie, umrtia z akejkol'vek
priciny alebo poslednej kontroly. OS bolo pocitané od datumu odberu periférnej krvi do datumu
umrtia z akejkol'vek pri¢iny alebo poslednej kontroly. Na odhady PFS a OS bola pouzita
Kaplan-Meierova metdda. Pre porovnanie rozdielov medzi skupinami bol pouzity log-rank test
(rozdiel bol povazovany za signifikantny, ak bolo p<0,05). Multivaria¢na analyza bola
vykonana pomocou Coxovho modelu proporcionalneho rizika. Na Statistické analyzy sme
pouzili licencovany Statisticky softvér NCSS 23, Kaysville, UT, USA (9).

Vysledky

Pri mediane sledovania 8,6 mesiacov (6,4-10,1 mesiacov), 95,3% pacientov na liecbe GC
progredovalo a aj zomrelo. U pacientov s vysokymi hodnotami IL-6 (n=43) bolo PFS (obr. 1)
signifikantne kratsie v porovnani s jedincami s nizkymi hodnotami IL-6 (n=43) (median PFS 4,2
mesiace oproti 7,6 mesiacom, HR 0,52). Podobne bolo u chorych s vysokymi hodnotami IL-6
signifikantne kratSie OS (obr. 2) oproti jedincom s nizkymi hodnotami IL-6 (median OS 6,4
mesiacov v.s. 11,6 mesiacov, HR 0,47). Multivariacna analyza s dal$imi dvoma vSeobecne
akceptovanymi prognostickymi faktormi (vykonnostny stav a viscerdlne metastazy) potvrdila
nezdvisly prognosticky vyznam IL-6.
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Obr. 1 PreZivanie bez progresie (PFS) pacientov s mUC s nizkymi hodnotami IL-6 (Cervena
krivka) a vysokymi hodnotami IL6 (modra krivka)
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Obr. 2 Celkové prezivanie (OS) pacientov s mUC s nizkymi hodnotami IL-6 (Cervena krivka)
a vysokymi hodnotami IL6 (modra krivka)
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Diskusia

V studii sme potvrdili testovanu hypotézu, podla ktorej vysoké koncentracie IL-6 stanovené
v plazme pacientov s mUC pred zaciatkom Standardnej chemoterapie koreluju s vyznamne
kratS$im prezivanim v zmysle PFS a OS.

Viaceré Studie publikované za poslednych 20 rokov rozsirili koncept zapalu ako hlavnej
a kritickej zlozky progresie malignit. Nadorové mikroprostredie je CcCiastocne riadené
zapalovymi bunkami a zapal je si¢astou neoplastického procesu, ktory podporuje proliferaciu,
migraciu a preZivanie buniek (10).

Vysledky nasej studie koresponduju s pracou z roku 2013 (11), v ktorej sa autori zaoberali
prognostickym vyznamom IL-6 pri UC. IL-6 bol vo zvySenej miere pritomny v tkanive UC
v porovnani s nemalignymi tkanivami. Ked vystavili bunkové linie ludského karcindmu
mocového mechura HT1376 a HT1197 poOsobeniu supresora IL-6-GFP, produkcia IL-6 sa
v oboch bunkovych linidch vyznamne znizila. Proliferacia a schopnost invazie malignych
nadorovych buniek boli oslabené pri supresii IL-6. Vyznamne vysSie koncentracie IL-6
vmodi pacientov s lokdlne-pokrocilym UC mocového mechura v porovnani jedincami so
svalovinu-neinfiltrujicim UC naznacili asocidciu IL-6 s agresivnejsim fenotypom. V zavere
prace autori uvadzaju, ze IL-6 moze sluzit ako biomarker na predikciu $tadia a prognozy
pacientov s UC (11).

Ina Studia (12) preukazala korelaciu hladiny IL-6 v plazme pacientov s pokrocilym karcinémom
z rendlnych buniek (RCC) lieCenych pembrolizumabom a axitinibom s prezivanim. PFS a OS boli
vyznamne dlhsie u pacientov s nizkymi koncentraciami IL-6. Vysoké hladiny v plazme pritom
suviseli so znizenou produkciou interferonu-gama (IFN-y) a tumor-nekrotizujiceho faktoru a
(TNF-a) z CD8+ T buniek (12).

Zaverom mozno uviest, Ze v nasej $tudii sme dokazali, Ze IL-6 stanoveny v plazme pacientov
s mUC pred zacatim Standardnej prvo-liniovej chemoterapie ma prognosticky vyznam. Cielom
dalsSieho vyskumu bude objasnenie ulohy IL-6 v patogenéze a liecbe mUC.

Zoznam pouzitej literatury
1. EAU Guidelines. Edn. presented at the EAU Annual Congress Milan 2023. ISBN 978-94-
92671-19-6.

2. Saginala K, Barsouk A, Aluru JS, et al. Epidemiology of Bladder Cancer. Med Sci (Basel).
2020 Mar 13;8(1):15.

3. Al Hussein Al Awamlh B, Shoag JE, et al. Association of smoking and death from
genitourinary malignancies: Analysis of the national longitudinal mortality study. J Urol
2019; 202(6): 1248-1254.

4. Brennan P, Bogillot O, Cordier S, et al. Cigarette smoking and bladder cancer in men: a
pooled analysis of 11 case-control studies. Int J Cancer. 2000 Apr 15;86(2):289-94.

5. Shinagare AB, Ramaiya NH, Jagannathan JP, et. Al. Metastatic pattern of bladder
cancer: correlation with the characteristics of the primary tumor. AJR Am J Roentgenol
2011; 196(1): 117-22.

6. PowlesT, BellmuntJ, ComperatE, et al. Bladder cancer: ESMO clinical practice guideline
for diagnosis, treatment and follow-up. Ann Oncol 2022; 33(3): 244-258.

7. Hirano T. Interleukin 6 in autoimmune and inflammatory diseases: a personal memoir.
Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci 2010; 86(7): 717-730.

75



Sophie Vulganovd, Patrik Palacka, Eliska Svastovd. Prognosticky vyznam interleukinu 6 (IL-6)
stanoveného v plazme pacientov s metastatickymi urotelovymi karcindmami (mUC). Zbornik
Studentskych vedeckych prdc. Univerzita Komenského v Bratislave. Bratislava. 2023.

8. Greten FR, Grivennikov SI. Inflammation and cancer: triggers, mechanisms, and
consequences. Immunity 2019; 51(1): 27-41.

9. NCSS Statistical Software. 2020-2023, NCSS, LLC, Kaysville, UT, USA. Dostupné na:
https://www.ncss.com.

10. Coussens LM, Werb Z. Inflammation and cancer. Nature 2002; 420(6917): 860-867.

11. Chen MF, Lin PY, Wu CF, et al. IL-6 expression regulates tumorigenicity and correlates
with prognosis in bladder cancer. PLoS One 2013; 8(4): e61901.

12. Sang YB, Yang H, Lee WS, et al. High serum levels of IL-6 predict poor responses in
patients treated with pembrolizumab plus axitinib for advanced renal cell carcinoma.
Cancers (Basel) 2022; 14(23): 5985.

76



Conrad Baumeister, Katarina Konarikova. Biological effect of D and L copper (Il) complexes on tumor
cells. Zbornik Studentskych vedeckych prdc. Univerzita Komenského v Bratislave. Bratislava. 2023.

10. Biological effect of D and L copper (II) complexes on tumor cells

Conrad Baumeister

(General medicine, 2nd year)

Supervisor: Ing. Katarina Konarikova, PhD.

Institute of Medical Chemistry, Biochemistry and Clinical Biochemistry, Faculty of Medicine,
Comenius University, Bratislava

Introduction

Glioblastoma and breast cancer are two of the most aggressive and lethal forms of cancer,
both of which have limited treatment options and low overall survival. Promising data
collected from preclinical investigations have shown that a newly emerging class of drugs,
copper complexes, exhibits anticancer potential. Copper (Il) has been identified as a limiting
factor for numerous aspects of cancer progression, including growth, angiogenesis, and
metastasis, and has attracted substantial interest in cancer therapy. In this study, breast
cancer cell lines were used to evaluate the anticancer effects of a series of copper complexes.

Methods

Copper (Il) complexes

Complexes of composition [Cu(sal-L-glu)(H2 0)2 ].H2 O (1), [Cu2 (sal-D,L-glu)2 (isoquinoline)2
].2C2 H5 OH (2), [Cu(sal-5-metL-glu)(H2 0)].H2 O (3), [Cu(ethanol)2 (imidazole)4 ][Cu2 (sal-
D,Lglu)2 (imidazole)2 ] (4), [Cu(sal-D,L-glu)(2-methylimidazole)] (5) were prepared, where (sal-
D,L-glu) or (sal-L-glu) is N-salicylidene-D,L- or L-glutamate and (sal-5-met-L-glu) is N-
salicylidene-5-methylester-L-glutamate. The synthesis and the structure of the complexes are
described in the publication by Langer et al. (17). Schiff base Cu(ll) complexes were dissolved
in distilled water for the preparation of stock solution with a concentration of 10 mmol/L.

Cell culture

Human breast cancer cells (MCF-7) were purchased from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA) and maintained in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Life Technologies, Inc., Rockville, MD) containing 10% fetal bovine serum, 100 pg/ml
streptomycin, and 100 U/mL penicillin G at 37 °C in a humidified atmosphere of 5 % C02/95
% air.

For our experiments, cells were seeded on culture dishes or plates in the amounts described
below.

Cytotoxic analysis

We have determined the cytotoxic effects of six copper complexes (1L, 1D, 2L, 2D, 3L, 3D) on
carcinoma cells by using the MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] colorimetric technique (Carmichael et al., 1987). Cells were seeded (2 x 103
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cells/100 pl well) in individual wells of 96-multiwell plates. We added different concentrations
of copper complexes (2, 10, 20, 40 uM) to the cells and incubated them for 24, 48 and 72 h at
37°C (humidified atmosphere of 5% C02/95% air). After each time of incubation cells were
treated with the MTT solution (5 mg/ml) in PBS (phosphate-buffered saline) (20 ul) for 3 h.
The dark crystals of formazan formed in intact cells were dissolved in DMSO (dimethyl
sulfoxide) (100 pl). The plates were shaken for 15 min and the optical density was determined
at 490 nm using a MicroPlate Reader (Biotek, USA). All dye exclusion tests were performed
three times.

Genotoxic analysis

After 24 hours of incubation with the complexes, we found that DNA strands in MCF-7 cells
break. The alkaline comet assay was used to assess DNA strand breakage (Collins et al. 1993 -
Collins AR, Dobson VL, Dusinska M, Kennedy G, Stetina R (1997) Comet assay: What can it
actually tell us? Mutat Res 375:183-193). Cells were resuspended in 400 pl of 0.8% low
melting point agarose in PBS at 37°C and pipetted onto a frosted microscope slide precoated
with 100 pl of 1% normal melting point agarose. Slides with layers of cells in agarose were
incubated in a refrigerator for 10 min (4°C), then immersed in lysis solution (2.5 mol/I NaCl,
100 mmol/l, Na2EDTA, 10 mmol/l Tris, 1% Triton, pH 10) for 1 h to remove the cell
membranes. After lysis, slides were placed in a horizontal electrophoresis tank containing a
electrophoresis solution (1 mmol/I Na2EDTA, 300 mmol/I NaOH, pH 13) at 4°C for 40 min (DNA
uncoiling). Electrophoresis was performed in the same solution at 25 V, 300 mA, 4°C, for 30
min. The slides were washed three times for 5 min at 4°C with neutralising buffer (0.4 mmol/I
Tris, pH 7.5) before staining with 20 pl of 4’,6-diamidine-2-phenylindole dihydrochlorid (DAPI,
1 pg/ml solution in distilled water). Comets were viewed by fluorescence microscopy after
staining with DAPI.

Statistical analysis

Results obtained from comet assay are shown as the arithmetic means + standard deviation
(SD). The significance of differences between values acquired by comet assay was evaluated
by the Student’s t-test statistically different from the control: *P < 0.05.

Tab. 1. Inhibitory effects of Cu (Il) complexes on the proliferation of human cancer cells MCF-
7. Cells were treated with copper complexes at the concentration range of 2-40 uM for 24, 48
and 72h and the cell death was detected by the MTT test. Results are expressed as the mean
+ standard deviation from three independent experiments.

1L 1D 2L 2D 3L 3D
IC(50) 24h <2 <2 <2 1.96 3.74 <2
IC(50) 48h <2 <2 <2 <2 4.04 3.67
IC(50) 72h <2 <2 <2 <2 2.97 3.73
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Figure 1.: Cell proliferation of MCF-7 cells in response to 3L and 3D copper complex after 24h

Results

In this study, cells were exposed to a range of concentrations (2 - 40 uM) of six copper
complexes, 1L,1D, 2L, 2D and 3L, throughout the course of three independent time intervals
(24, 48, and 72 hours). Using the MTT test, the cytotoxic effects of these complexes on the
cells were then determined.

The experiment was conducted to evaluate the effectiveness of six copper complexes (1L, 1D,
2L, 2D, 3L, and 3D) in inhibiting the growth of breast cancer cells. The IC(50) values were
obtained at three different time points (24h, 48h, and 72h). The complexes 3D and 3L showed
the best potential and will be compared in 24 and 72h. As we can see on Table 1 copper
complex 3D exhibits a higher potency at the 24-hour time point, with an IC(50) value of less
than 2, indicating a strong inhibitory effect on breast cancer cell growth. On the other hand,
compound 3L shows a lower potency at 24h, with an IC(50) value of 3.74 uM. At the 72-hour
time point, the effectiveness of compound 3L improves, with its IC(50) value decreasing to
2.97uM. In contrast, the potency of compound 3D decreases over time, with its IC(50) value
increasing to 3.73 uM at 72h.
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Figure 2.: Cell proliferation of MCF-7 cells in response to 3L and 3D copper complex after 72h

Figure 3.: Evaluation of copper complex-induced DNA damage in MCF-7 cells

As we can see from the graph (Figure 1 and 2), cell viability decreased with incubation time
and concentration used.

Discusion

Copper complex compound 3D demonstrates stronger initial potency at 24h, while compound
3L shows improved effectiveness over an extended period, as evidenced by the lower IC(50)
value at 72h. Other authors focused on the effect of L and D forms of copper complexes in
SW480 (colon carcinoma) and CH1 (ovarian carcinoma) [1]. The study evaluated the potency
of L and D forms of copper complexes on the SW480 and CH1 cancer cell lines. The
thiosemicarbazone-proline conjugates of both D and L forms exhibited cytotoxic potency. The
L copper (Il) complex demonstrated stronger antiproliferative activity than the D-complex in
both cell lines. Specifically, the IC(50) values for the copper(ll) complex of L were 4.6 uM and
5.5 uM in CH1 and SW480 cells, respectively, which were 13 and 5 times more potent than
the D-complex. The results of this study are consistent with findings from other studies and
also with our own experiment, suggesting that copper complexes in the L-form are more
effective in inhibiting cancer cell proliferation.
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The antitumor, cytotoxicity effect and apoptosis of copper have also been demonstrated in
other studies. Arif Ali et. Al (2021) [2] investigated the cytotoxicity on MCF-7 cells. The
complexes promoted cellular detachments via nuclear condensation and membrane
destabilization, leading to apoptosis through metal-assisted generation of reactive oxygen
species. Flow cytometry and mRNA expression analyses confirmed the induction of early
apoptosis in MCF-7 cells by both copper complexes.

Conclusion

Our recent results and previous studies suggest that copper complexes are a promising
approach for the treatment of various cancers. However, our data suggest that the
effectiveness of copper complexes with different ligands may vary depending on the dose,
time of evaluation and the configuration of the ligand. Further studies are needed to
determine the optimal time point for the effectiveness of each compound and the importance
of exploring the structure-activity correlations of copper complex configuration for its
applicability in cancer treatment. In addition, more research is needed to fully explain the
processes behind the anti-cancer effects of copper complexes.
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Uvod

Diabetes mellitus je ochorenie, na vzniku ktorého sa méze podielat viacero etiologickych
faktorov. Klasifikdcia Americkej diabetologickej asociacie z roku 2022 rozdeluje diabetes
mellitus do nasledovnych kategorii — diabetes mellitus 1. typu (DM1), diabetes mellitus 2. typu
(DM2), iné Specifické typy diabetov a gestacny diabetes mellitus. Rastuci problém v kontexte
diabetu je prave diferencidlna diagnostika medzi jednotlivymi kategdriami. Nespravne urcenie
méZe vyustit do neefektivnej liecby so slabou prevenciou komplikacii diabetu (1).

V skupine deti a mladych dospelych je najzastipenejsim typom DM1, ktory je potrebné odlisit
predovsetkym od monogénovych typov diabetov. Pri potvrdeni diagnézy DM1 sa vyuZiva jeho
typicky klinicky obraz, dokaz pozitivnych autoprotilatok proti komponentom Langerhansovych
ostrovéekov a v poslednom rade nizke hladiny C-peptidu véasne po stanoveni diagndzy
diabetu. Pacienti s autozémovo-dominantnym diabetom maju obvykle pozitivnu rodinnu
anamnézu diabetu, nastup do 25. roku Zivota bez pritomnosti diabetickej ketoaciddzy,
meratelny C-peptid viac ako 3 roky od manifestacie diabetu a negativne autoprotilatky. Z
hladiska rozlisenia DM1 od monogénovych diabetov s rodinnym vyskytom a autozémovo-
dominantnym typom dedicnosti (hlavne HNF1a-MODY, HNF4-a-MODY), je problematicka
nepritomnost mimopankreatickych priznakov u tychto foriem, mozny podobny klinicky obraz
pacientov ako aj vek nastupu. Situdciu dalej komplikuje casty vyskyt de novo mutacii
spbsobujuci necharakteristickd rodinni anamnézu u monogénovych diabetov, naopak mozna
pozitivna rodinna anamnéza u pacientov s DM1, negativita autoprotildtok u pacientov s DM1
ako aj zriedkava pozitivita u pacientov s monogénovym diabetom. C-peptid je len Ciasto¢ne
vyuzitelny vo véasnej diagnostike DM1 kvoli obdobiu remisie. Cielena genetickd analyza na
potvrdenie diagndzy MODY je indikovana na zaklade klinickych kritérii. Je ¢asovo a finan¢ne
naro¢nd, avsak méze dat podklad na zmenu liecby, vyber pacientov je preto kltcovy. Nakolko
mozu klinicky obraz a aktudlne pouZivané biomarkery vykazovat ambivalentny charakter,
existuje tlak na identifikaciu novych pomdcok v diferencidlnej diagnostike diabetov (2).

Vézené genetické rizikové skére pre diabetes mellitus 1. typu (DM1-GRS) sa ukazuje ako
metdda schopnd odlisit DM1 od monogénovych foriem. Geneticku predispoziciu k vyvinu DM1
kvantifikuje do jednej kontinualnej premennej vychadzajuc z pomeru Sanci (OR) jednotlivych
haplotypov. Tato je pri DM1 uréend z 50 % lokusmi HLA 2. triedy, kde medzi najrizikovejSie
haplotypy patria DR3 a DR4-DQ8, protektivny je DR15. Aspon 1 z DR3, DR4-DQS8 je pritomny u
90 % pacientov s DM1, naopak iba u 2% zdravej populdcie. Asociacie boli dokazané aj v
lokusoch HLA 1. triedy a v non-HLA regidne (3). PouZitie DM1-GRS v diferencialnej diagnostike
vyplyva zo skutocnosti, Ze DM1 a monogénové diabety nezdielaju spolocné genetické
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determinanty. DM1-GRS vyuZiva na oznacenie rizikovych alebo protektivnych haplotypov
polymorfizmy jedného nukleotidu (SNP). Zapoditanie len jedného SNP v ramci haplotypu je
vyznamné z hladiska prevencie obsiahnutia tej istej asociacie viackrat a navySe redukuje
¢asovu aj cenovu naroénost tejto analyzy (4). Geneticka informacia je nemenna v ¢ase, oproti
ostatnym biomarkerom preto DM1-GRS predstavuje vyhodu. Spolu s jeho lahkou
kombinovatelnostou moze byt DM1-GRS nezavisly a aditivny faktor k uz etablovanym
biomarkerom. Vzhladom na medzipopulaéné rozdiely v efekte a zastipeni s DM1
asociovanych haplotypov je potrebnd validacia DM1-GRS pre kazdu populaciu zvlast (5).
Cielom tejto prace bolo zaviest metodiku genotypizacie polymorfizmov jedného nukleotidu
pomocou kompetitivne] alelovo-3pecifickej PCR (KASP) a nasledne porovnat 10 SNP DM1-GRS
medzi pacientami s DM1 a HNF1a-MODY zo Slovenska, charakterizovat DM1-GRS ako
diagnosticki pomocku prostrednictvom ROC krivky. Nakoniec na zadklade predoslych
vysledkov stanovit pilotnd cut-off hodnotu DM1-GRS pre slovensku populaciu.

Metodika

Pracovali sme so stiborom 62 pacientov s DM1 prijatych na DK LF UK a NUDCH v Bratislave
medzi rokmi 2011 — 2018 (vekové rozpatie: 1 — 18 rokov) vybranych nahodnym vyberom.
Porovnavana skupina pozostavala zo 43 pacientov s HNF1a-MODY z biobanky laboratéria
DIABGENE, BMC SAV (vekové rozpatie: 7 — 32 rokov). Analyzovany material bol odobrany pri
stanoveni diagndzy diabetu. Charakteristika tychto skupin je v Tabulke 1.

Tabulka 1: Charakteristika porovndvanych skupin. V tabulke su uvddzané priemerné hodnoty + smerodajna
odchylka, n = podet zahrnutych pacientov v jednotlivych charakteristikach.

DM1 HNFla-MODY
Pocet 62 43
Pocet chlapci 39 16
Pocet dievcatd 23 27
Vek pri prijati (roky) (n) 8,19 £4,19 (62) 16,56 + 4,93 (43)
BMI SDS (n) 0,38+ 0,99 (62) 0,76 + 1,39 (39)
C-peptid (pmol/l) (n) 172,34 £ 136,68 (62) | 543,41 293,77 (27)
Glykémia (mmol/l) (n) 9,30 £4,32 (62) 11,74 £ 6,65 (17)

Izoldcia DNA v subore pacientov bola uskutocnend zo vzorky periférnej krvi s pouZitim
MagCore automatického izolatora pri nastaveni 104 (Genomic DNA Large Volume Whole
Blood Kit). Pri analyze KASP sme pracovali so vzorkami DNA s koncentraciou 50 ng/ul. Pomer
reakénych zmesi a nastavenie cyklov v cykléri na analyzu KASP boli realizované podla platného
protokolu firmy LGC. Ziskané udaje boli vyhodnotené softvérom QuantStudio Design &
Analysis v1.5.2. Bolo sledovanych 10 SNP.

Pre vypocet DM1-GRS bol pouzity 10 SNP model podla publikdcie Oram a spol. z roku 2016.
Priradenie efektivnych alel pre najrizikovejsie haplotypy DR3 a DR4-DQ8 bolo na zéklade dvoch
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SNP, rs2187668 a rs7454108. Ak bol pacient heterozygot pre oba SNP mal najrizikovejsiu
kombinaciu DR3/DR4-DQ8, ak bol homozygot AA pre rs2187668 mal genotyp DR3/DR3, ak bol
homozygot CC pre rs7454108 mal genotyp DR4/DR4. Ak mal jedinec iné kombinacie, nemal
haplotyp asociovany so zvysenym rizikom vyvinu DM1. Vahy SNP boli prirodzenym logaritmom
OR, tie sme vynasobili s po¢tom rizikovych alel a konecné ¢islo bolo vysledkom scitania tychto
hodnét (6). Zahrnuté SNP a ich véhy st v Tabulke 2.

Tabulka 2: SNP zahrnuté v 10 SNP DM1-GRS. K SNP st uvedené hodnoty OR a od nich vyvodené vahy, ktoré sa
pouzivaju pri samotnom vypocte DM1-GRS. Efektivne alely st definované nukleotidom na pozitivnom vldkne
DNA. A = adenin, T = tymin, X = akdkolvek alela, efektivna alela = alela asociovana s rizikom (6).

SNP Haplotypy OR (pomer $anci) Véha Efektivna alela
DR3/DR4-DQ8 48,18 3,87
rs2187668 DR3/DR3 21,12 3,05 Vysvetlené v
rs7454108’ DR4-DQ8/DR4-DQ8 21,89 3,09 ¥ texte
DR4-DQ8/X 7,03 1,95
DR3/X 1,53 1,51
rs1264813 HLA A*24 1,54 0,43 T
rs2395029 HLA B*57:01 2,50 0,92 T
rs3129889 HLA DRB*15 14,88 2,70 A
rs2476601 PTPN22 1,96 0,67 A
rs689 INS 1,75 0,56 T
rs12722495 IL2RA 1,58 0,46 T
rs2292239 ERBB3 1,35 0,30 T
rs10509540 C100rf59 1,33 0,29 T
Vysledky

Na zaklade vypocitaného DM1-GRS v subore pacientovs DM1 a s HNF1a-MODY sme zhotovili
graf distribicie DM1-GRS v oboch tychto stiboroch. Za pouZitia non-linearnej regresie sme
zostrojili krivku predpokladanej distribicie (Obrazok 1). Priemerné hodnoty DM1-GRS
v skupine pacientov s HNF1a-MODY as DM1 boli dalej porovnané neparovym t-testom.
Rozdiel medzi skupinami bol statisticky vysoko signifikantny na Grovni-2,45 + 0,33 (9,63 + 1,84
u HNF1la-MODY oproti 12,09 £ 1,49 u DM1, p < 0,0001) (Obrazok 2).
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Graf distribicie DM1-GRS u pacientov s HNF1a-MODY a DM1

20+
3 15- © HNFla-MODY oML
c
2
8
aQ 104 /
kot
0
£ 5-
0_
5 10 15
DM1-GRS

Obrazok 1: Distribticia DM1-GRS u pacientov s HNF1a-MODY a DML1. Vyska stipcov reprezentuje pocet jedincov
s DM1T-GRS vramci hodnét DM1T-GRS prislusného stlpca. Krivka znazorrnuje predpokladani normdlnu
distribuciu (Gaussova krivka) oboch stborov.

Porovnanie DM1-GRS u pacientov s HNF1a-MODY a DM1
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Obrazok 2: Porovnanie DM1-GRS u pacientov s HNF1a-MODY a DM1. Vyika stipcov znazorfiuje priemernt
hodnotu DM1-GRS danych stiborov, dizka tenkej &iary spojenej so stipcom predstavuje 2 smerodajné odchylky.
Nad stfpcami je uvedend hodnota p porovnavania tychto 2 siborov.

Vychéadzajuc z vypoéitanych udajov DM1-GRS sme boli schopni zostrojit ROC krivku DM1-GRS
pre zhodnotenie diagnostickej sily testu. Na grafe je spolu s ROC krivkou veku pri stanoveni
diagndzy diabetu (Obrazok 3).
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ROC analyza DM1-GRS a veku pri stanoveni diagndzy
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Obrézok 3: ROC analyza DM1-GRS a veku pri stanoveni diagnézy. Cervena &iara udéva hodnotu AUC = 0,5. Body
reprezentuju vysledky pri réznych hodnotach cut-off. Cerveny bod je najvzdialenej$i bod DM1-GRS od priamky
s AUC = 0,5. DM1-GRS p < 0,0001, vek pri diagndze p < 0,0001.

Z ROC analyzy vysla hodnota AUC pre DM1-GRS na urovni 0,86 (95 % Cl = 0,78 aZz 0,93, p <
0,0001). Cut-off hodnota s najvacSou senzitivitou a zaroven Specificitou (definovana ako
najvzdialenejsi bod od priamky s AUC = 0,5) bola pre DM1-GRS = 11,14 so Se =79 % a Sp = 86
%. Hodnota AUC pre vek pri diagndze bola 0,91 (95 % ClI = 0,85 az 0,96, p < 0,0001). Analyza
DM1-GRS pomocou krivky ROC ukézala, Ze DM1-GRS a vek pri diagndze su parametre, na
zaklade ktorych je mozné rozlisit HNF1a-MODY od DM1 s porovnatelnymi vysledkami.

Diskusia

V nasej praci sme dokazali, Ze metédda KASP bola vhodna na genotypiziciu za uéelom
zostavenia 10 SNP DM1-GRS. Hodnoty DM1-GRS sa signifikantne liSili medzi skupinami
pacientov s DM1 a s HNF1a-MODY zo Slovenska a pouZzity 10 SNP DM1-GRS model bol schopny
rozlisit DM1 od HNF1a-MODY s AUC na trovni 0,86 (95 % Cl = 0,78 az 0,93, p < 0,0001). Pilotné
cut-off s najvacSou senzitivitou a Specificitou pre slovenskd populaciu bolo na Urovni DM1-
GRS =11,14s0Se =79 % a Sp = 86 %.

Na genotypizaciu za ucelom vytvorenia DM1-GRS su celogendmové metody neadekvatne
rozsiahle. Vacsina ziskanej informacie je nadbytocna pre potreby DM1-GRS a navySe moze
kladst etické a legdlne prekazky v ziskavani genetického materidlu. Okrem toho, na
vyhodnotenie SNP array data (konecny vystup celogendémovych metdd) je nevyhnutna
odbornd bioinformatickd analyza. Metddy pracujlice len s vopred presne stanovenymi
miestami gendmu sa preto javia ako vhodnejsie na podobnu analyzu. V studii J. M. Locke a
spol. z roku 2019 dokazali, ze KASP metdda vedela priradit genotyp az v 99,5 % skimanych
reakcii s vysledkami v 99,9 % v sulade s predtym stanovenym genotypom Sangerovym
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sekvenovanim, ktoré sa povaZuje za zlaty Standard. Oproti Sangerovmu sekvenovaniu malo
KASP tu vyhodu, Ze je to jednokrokovy proces s relativne nizkou cenou na jednu reakciu.
Dovoluje vyhodnocovanie na réznych zariadeniach a tym padom zniZuje naroky na pristrojové
vybavenie laboratérii. S kazdou analyzou vsak vyZaduje aj analyzu viacerych kontrolnych
vzoriek a nema CE znacku. V tomto ohlade je biocip firmy Randox vhodnejsi, no je drahsi a
vyZzaduje $pecialne prisluenstvo (7).

Vysledok porovnania DM1-GRS u pacientov s HNF1a-MODY a DM1 koreSpondoval so zavermi
Patela a spol., ktori testovali DM1-GRS na skupine pacientov s DM1, MODY a neonatdlnym
diabetom (NDM) z Wellcome Trust Case Control Consortium (WTCCC), kedy bolo pouZité 30
SNP DM1-GRS. Pri analyze ROC zistili, Ze diagnostickd sila 30 SNP DM1-GRS za danych
podmienok bola na trovni AUC 0,87 (95 % Cl = 0,86 aZ 0,89, p < 0,0001 (4). Maly rozdiel medzi
nasim vysledkom a zaverom spominanej studie mohol byt spdsobeny viacerymi faktormi,
predovsetkym rozdielnym poctom SNP, kohortami s odliSnou distribliciou DM1-GRS ako aj
zvySovanie poctu SNP nad 9 neprinasa vyznamny benefit v odliSovacej schopnosti DM1-GRS
(6).

Diagnosticku silu DM1-GRS sme na grafe porovnali s vekom pri stanoveni diagndzy. V zavere
mal vek podobnd rozliSovaciu schopnost ako DM1-GRS s AUC 0,91 (95 % Cl = 0,85 az 0,96, p <
0,0001). V kazdom pripade by viak DM1-GRS mohlo byt vyuzité ako pomocna informacia, ak
by nebol vek pri stanoveni diagnézy preukazny pre HNF1la-MODY alebo DM1. Hlavnou
perspektivou DM1-GRS v kontexte ostatnych biomarkerov je vSak jeho skombinovanie s inymi
faktormi, jednak so spominanym vekom pri stanoveni diagndzy, ale napriklad aj C-peptidom a
autoprotilatkami. Podobnymi kombinaciami sa zaoberali v roku 2016 Oram a spol., kedy
testovali DM1-GRS ako odliSovaciu pomdcku medzi DM1 a DM2 a prediktor silnej inzulinovej
deficiencie. Skombinovali vtedy DM1-GRS, vek pri stanoveni diagnézy, BMI a stav
autoprotilatok, ¢o prinieslo zlepsenie AUC o 0,09 oproti samotnému DM1-GRS (6).

Délezitym krokom pri rozhodovani o DM1-GRS v odliSovani DM1 a monogénovych diabetov
bude stanovenie hodnoty cut-off, ktord bude zélezat predovsetkym od koneéného postavenia
DM1-GRS v diagnostickom procese. Treba si uvedomit, Ze klinickd hodnota DM1-GRS je hlavne
v populacii diabetikov alebo pribuznych pacientov s DM1 a spociva v negativnej prediktivnej
hodnote testu s vysokou Specificitou na Ukor senzitivity. V spominanej studii Patel a spol.
pracovali hned s niekolkymi variantami cut-off. Pri cut-off v 50. percentile DM1-GRS v
Studovanej kohorte dosiahli senzitivitu 50 % so Specificitou 94 % pre identifikdciu DM1. Prave
tento model navrhli vyuzit ako diagnosticki pomocku na zefektivnenie vyberu pacientov s
predpokladanou monogénovou pricinou diabetu na cielené genetické testovanie, nakolko by
vyslo minimum pacientov ako falosne pozitivnych na DM1 a teda zachyt monogénovych
diabetov by bol na dobrej urovni. Tito pacienti by nasledne mohli byt prednostne geneticky
vysetrovani podla uZ existujiceho protokolu, ¢o by potencialne vedelo zlepsit zachyt novych
doposial nezndmych pri¢in monogénového diabetu zarovenn s redukciou nakladov na
genetické testovanie (4). Ekvivalentom hodnoty cut-off s podobnou charakteristikou by v
nasom experimente bol DM1-GRS na urovni 12,11, kedy by bola senzitivita 55% a Specificita
93 %. V sucasnosti je uz DM1-GRS pouzivané v britskom Exeteri, kde sluZi na skvalitnenie
klasifikacie DM1 a DM2 u pacientov s ambivalentnym klinickym obrazom a na vyber pacientov
s moznym MODY alebo NDM na cielené genetické testovanie (8).
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Doposial bola vacsina Studii na zostrojenie a overenie DM1-GRS vedend v suvislosti s
kaukazoidnym etnikom, postupom ¢asu sa v3ak viaceré centrd z celého sveta pokusaju o
validaciu na tamojsej populacii (9). V rdmci tejto prace sme ako prvi stanovili pilotny cut-off
DM1-GRS pre slovenski populdciu, pricom sucéastou spoloénych vedeckych projektov
laboratéria DIABGENE Ustavu experimentélnej endokrinolégie BMC SAV a Detskej kliniky LF
UK a NUDCH v Bratislave je stanovit genetické rizikové skére u priblizne 900 pacientov s
diabetom 1. typu a viac ako 300 pacientov s monogénovym diabetom.

Podporené: MinZdrav 2019/20-LFUK-8, VEGA 2/0131/21
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Uvod

Mitochondridlna DNA je dvojvlaknova kruhova molekula obsahujica 16 569 bazovych parov a
37 génov kddujucich 2 rRNA, 22 tRNA a 13 polypeptidov, zabezpedujucich v bunke oxidac¢nu
fosforylaciu. Vldkna v molekule mtDNA sa podla relativneho zastipenia nukleotidov v
jednotlivych oblastiach delia na L - lahké (prevaha pyrimidinov) a H-tazké (prevaha purinov).
Sucastou tejto molekuly je i 1 122 bazovych parov dlha, kontrolna nekddujica sekvencia,
nazyvana D-slucka, ktora predstavuje zaciatok replikacie jedného z vidkien mtDNA. V D-slucke
sa nachadzaju hypervariabilné oblasti: HV1-oblast (16024-16365), HV2-oblast (73-340) a HV3-
oblast (438-574), v ktorych pozorujeme najvy$siu sekven¢nu variabilitu mitochondridlneho
genomu. Na rozdiel od zvySku molekuly mtDNA sa tu nenachddzaju evoluéne konzervované
kédujuce oblasti, ktorych mutécie maju zavazny dopad na bunkovy metabolizmus. Spomedzi
HV-oblasti vykazuju prave HV1 a HV2-oblasti najvy$siu mieru variability (1). Z tohto dovodu
sme sa v ramci nasho vyskumu rozhodli zamerat préve na tieto dve oblasti.

Dedi¢nost mitochondridlnej DNA je maternalna a rekombindcii podlieha len minimélne.
Vysledkom uniparentédinej dedi¢nosti su teda jedinci s uniformnym typom mtDNA
(homoplazmia). Fyzické zoskupenie genomickych variantov, ktoré sa v dosledku absencie
rekombinacie dedi spolo¢ne, nazyvame haplotyp. Mitochondridlne haploskupiny predstavuju
populacie so spoloénymi  haplotypmi, definované kombindciami jednotlivych
jednonukleotidovych polymorfizmov (SNP) v mtDNA zdedenych od spolo¢ného predka. Tieto
haploskupiny vznikaju v dosledku postupného hromadenia mutacii v materskych liniach.
Variabilita oblasti D-slucky a existencia haplotypov charakteristickych pre danu populaciu teda
predstavuju vhodny marker pre urcovanie etnickej prislusnosti (2).

Komplikacie do problematiky vnasa fakt, Ze existuju i pripady s vyskytom heteroplazmie, ktora
vznikd na podklade somatickej mutacie pocas Zivota organizmu, alebo v désledku uniku
paterndlnej mtDNA pocas oplodnenia. Heteroplazmia zohrdva doleZitd ulohu v rozvoji
mitochondridlnych ochoreni a navyse predstavuje hlavny limitujici faktor pre vyuzitie mtDNA
pre diagnostické ucely (3).

Material a metédy

Vzorky krvi boli ziskané od 192 nahodne vybranych nepribuznych jedincov zo subpopulacie
slovenskych Rémov proporciondine z celého Uzemia Slovenskej republiky. Proteiny boli vo
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vzorkach Stiepené pomocou proteindzy K a nasledne bola DNA extrahovana pomocou fenol-
chloroformu. Pri PCR amplifikacii HV1-oblasti boli pouZité primery H15806 (pre tazky retazec)
a L16545 (pre lahky retazec) a pri HV2-oblasti boli pouZzité primery H8 a L429.

PCR produkty HV1-oblasti boli purifikované pomocou exonukledzy | a shrimp alkalickej
fosfatazy. Na osekvenovanie HV1-oblasti bola pouZitd metdda asymetrickej PCR s
fluorescenéne znacenymi ddNTP. Pouzité boli primery H15909, H15975 a L16420 s vyuzitim
reakénej zmesi DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech)
a sekvenacny produkt bol precipitovany pomocou zmesi octan sodny/EDTA/dextran a 96%
etanolu a nasledne purifikovany premytim 70% etanolom. Ndésledne bol precipitat
suspendovany v MegaBACE nanasacej zmesi a osekvenovany pomocou MegaBACE~ 1000
Sequencer (Amersham Biosciences).

Produkty amplifikdcie HV2-oblasti boli vyzrazané bezvodym etanolom a nasledne premyté
70% etanolom. Pri sekvenacnej reakcii HV2-oblasti boli pouzité rovnaké primery, ako pri jej
amplifikdcii s pouZitim BigDye* Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, CA,
USA). Sekvenacny produkt bol precipitovany v roztoku obsahujicom octan sodny, bezvody
etanol a destilovanud vodu a purifikovany od rezidudlnych terminatorov premytim 70%
etanolom. DNA bola analyzovand metddou kapildrnej elektroforézy pomocou Applied
Biosystems 3130xI| Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA).

Kontrola kvality sekvenacnych dat bola prevedend v sulade s odporucaniami Medzinarodnej
spolo¢nosti pre forenznu genetiku (ISFG) (4).

Bioinformatickd analyza sekvenacnych dat HV1-oblasti bola uskutoénenda pomocou Seqlab
(GCG Wisconsin Package 10, Genetics Computer Group) a HV2-oblasti pomocou Sequencing
Analysis Software version 5insC (Applied Biosystems, CA, USA). Sekvenacné data boli
namapované pomocou ABI PRISM-SeqScape*Software version 2.5 (Applied Biosystems, CA,
USA) na cambridgesku referenéni mitochondridlnu sekvenciu (5).

Vysledky analyzy vzoriek pochddzajucich od slovenskych Romov sme porovnali s vysledkami
prace uskutocnenej podobnou metodikou na vzorkach pochadzajicich od 374 probandov
reprezentujlcich slovensku kaukazskd rasu (6).

Vysledky

polymorfnych miest sme identifikovali v HV1-oblasti, ktora obsahovala 64 takychto miest v
ramci 377 bazovych pérov dlhého Useku. V HV2-oblasti sme detegovali 28 polymorfnych miest
nachadzajucich sa v Useku dlhom 269 bazovych parov.

Po analyze celych sekvencii oblasti HV1 a HV2 sme u 192 probandov identifikovali 83 roznych
haplotypov. Z toho 59 (30,7% vzoriek) probandov malo v rdmci nami analyzovanej skupiny
unikatny haplotyp. Desat haplotypov (10,4% vzoriek) sme detegovali 2x, tri haplotypy (4,7%
vzoriek) sme detegovali 3x, pat haplotypov (10,4% vzoriek) sme detegovali 4x, dva haplotypy
(6,3% vzoriek) sme detegovali 6x, jeden haplotyp (3,6% vzoriek) sme detegovali u 7
probandov, jeden haplotyp (4,7% vzoriek) sme detegovali u 9 probandov, jeden haplotyp
(14,1%vzoriek) sme detegovali u 27 probandov a jeden haplotyp (15,1% vzoriek) sme
detegovali u 29 probandov (tabulka 1).
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Tabulka 1: Haplotypy mtDNA detegované vo vzorkach 192 slovenskych Rémov zaradené do haploskupin.

No. - poradové ¢islo detegovanej haploskupiny; HV1 + 16 000 a HV2 - pozicia v mitochondridlnom genéme, na
ktorej doslo v prislusnej hypervariabilnej oblasti k tranzicii, transverzii (za ¢islom pozicie $pecifikované prislusné
nukleotidy), inzercii (ins nasledované inzertovanymi nukleotidmi), alebo delécii (del nasledované deletovanymi
nukleotidmi); CRS — cambridgeska referenénd sekvencia (sekvenéna zhoda).

No. | Haploskupina | HV1+ 16000 HV2 Pocet
vzoriek

1 c 223287 298 327 73189 249del A 263 309insC 315insC 1
2 H 093 212 222 263 315insC 1
3 H 129 368 263 309insC 315insC 1
4 H 184 189 191insC 192 150 263 309insCC 315insC 1
5 H 189 150 263 309insCC 315insC 1
6 H 189 192 73150 263 309insCC 315insC 1
7 H 189192 150 263 309insCC 315insC 1
8 H 189 192 270 150 263 309insCC 315insC 1
9 H 218278 93 263 315insC 2
10 H 223 263 309insCC 315insC 1
11 H 304 152 263 315insC 2
12 H 304 263 315insC 1
13 | H CRS 72TG 152 263 315insC 1
14 H CRS 263 309insCC 315insC 7
15 | H CRS 263 315insC 1
16 H1 CRS 246TG 263 309insC 315insC 1
17 H1 CRS 263 309insC 315insC 4
18 Hla 162 209 73263 315insC 1
19 Hib 189 356 263 309insC 315insC 1
20 H3 311 263 315insC 3
21 | H5 304311320 152 263 309insC 315insC 1
22 H6 362 400 293 263 315insC 1
23 H7 261304 93 263 315insC 4
24 H7 265 263 309insCC 315insC 2
25 H7 CRS 73 146 152 195 263 315insC 1
26 H11 311 93 146 152 195 263 309insC 315insC 1
27 | H11 311390 195 263 309insCC 315insC 1
28 HV 067 195 263 309insC 315insC 1
29 |11 111CG 129 172 223 311 391 73199 203 204 250 263 315insC 1
30 11 129 162 166delA 172 223 311 391 73199 203 204 250 263 315insC 1
31 |11 129172223311 391 73199 203 204 250 263 309insC 315insC 1
32 11 129172223 311 391 73199 203 204 250 263 315insC 29
33 Ji 069 126 73 185 228 263 295 315insC 2
34 J1 069 126 73 185 263 295 309insC 315insC 1
3B | A 069 126 73185 263 295 315insC 1
36 Jla 069 093 126 222 73 185 228 263 295 309insC 315insC 1
37 Jla 069 126 145 172 222 261 299 73 242 263 295 315insC 1
38 Jla 069 126 145 222 234 235 261 271 73 263 295 309insC 315insC 1
39 Jla 069 126 145 222 235 261 271 73 263 295 309insC 315insC 9
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Tabulka 1 (pokracovanie) : Haplotypy mtDNA detegované vo vzorkach 192 slovenskych Rdmov zaradené do
haploskupin.

No. - poradové Cislo detegovanej haploskupiny; HV1 + 16 000 a HV2 - pozicia v mitochondridlnom genéme, na
ktorej doslo v prislusnej hypervariabilnej oblasti k tranzicii, transverzii (za Cislom pozicie Specifikované prislusné
nukleotidy), inzercii (ins nasledované inzertovanymi nukleotidmi), alebo delécii (del nasledované deletovanymi
nukleotidmi); CRS — cambridgeska referencna sekvencia (sekvencna zhoda).

40 Jla 069 126 145 222 235 261 271 73263 295 315insC 1
41 Jla 069 126 145 222 235 261 271 311 73 263 295 309insC 315insC 1
42 Kla 224311 73195 263 315insC 1
43 Klc 224 311320 73 146 152 263 315insC 4
44 K2b 224311 73 146 152 263 309insC 315insC 1
45 L2a 051 129 223 278 294 309 390 73 143 146 152 195 263 309insC 315insC 1
46 L2a 051 223 278 294 309 390 73 143 146 152 195 263 309insC 315insC 3
47 M35 129 223 230 233 304 73199 263 315insC il
48 M35 129 223 230 233 304 344 73199 204 263 309insC 315insC 1
49 M35 129 223 230 233 304 344 73 199 263 309insC 315insC 2
50 M35 129 223 230 233 304 344 73199 263 315insC 2
51 M5 129 223 224 291 298 73 263 309insC 315insC il
52 M5 129 223 291 298 73195 263 309insC 315insC 1
53 M5 129 223 291 298 73 234 263 309insC 315insC il
54 M5 129223 291 298 73263 309insCC 315insC 6
55 M5 129 223 291 298 73 263 309insC 315insC 27
56 M5 129 223 291 298 73263 315insC 2
57 M5 129 223 291 298 311 73 263 309insC 315insC 2
58 M5 223291298 73 263 309insC 315insC 1
59 Nila 147CA 154 172 223 320 355 73 152 199 203 204 263 309insCC 315insC il
60 T1 126 172 186 189 294 298 399 73 263 315insC 1
61 T2 104 126 294 304 73 152 207 263 309insC 315insC 1
62 T2 126 240 294 296 304 73 263 315insC 3
63 T2 126 294 296 73 152 210 263 309insCC 315insC i
64 | T2 126 294 296 304 73 263 309insCC 315insC 1
65 T2 126 294 296 304 73 263 309insC 315insC 4
66 T2 126 294 296 304 73 263 315insC 1
67 T2 126 294 324 73 263 315insC il
68 u2 051 189 234 266 294 73152 199 309insC 315insC 1
69 u3s 148 343 73 150 152 263 315insC 2
70 u3 162 166delA 311 343 73150 195 263 315insC 1
71 u3 343 73 150 263 315insC 4
72 ua 179 356 73195 263 315insC 1
73 USa 145 189 192 256 270 399 73 195 263 309insC 315insC 1
74 Uba 192 256 270 399 73 263 309insC 315insC 6
75 USa 192 256 270 399 73 263 315insC 1
76 Ush 189270 73150 263 315insC 1
v Ush 192 270 73 150 204 207 235 263 309insC 315insC il
78 u7 309 318AT 73 152 234 263 309insC 315insC 1
79 Vv 111298 72 195 263 309insC 315insC il
80 A\ 298 72 263 309insC 315insC 1
81 w 223292 362 73189 194 195 200 204 207 263 309insC 315insC 1
82 X1 126 189TA 223278 73195 263 309insC 315insC 1
83 X2 183delA 189 223 248 278 304 73 195 263 309insC 315insC 2
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Pri porovnani frekvencie vyskytu najéastejsie detegovanych haplotypov v ramci nasej skupiny
vzoriek pochadzajucich od slovenskych Rémov s frekvenciou ich vyskytu u slovenskej
kaukazskej rasy, publikovanej v studii metodicky podobnej tej nasej (6), sme zistili vyznamné
rozdiely, ktoré sumarizujeme v tabulke 2.

Tabulka 2: Porovnanie frekvencie vyskytu najcastejSie detegovanych haplotypov vo vzorke 192 slovenskych
Rémov s ich frekvenciou vyskytu v studii uskutocnenej na vzorke 374 probandov reprezentujucich slovensku
kaukazsku rasu (6). HS — haploskupina; SR — slovenski Romovia; SK — slovenska kaukazska rasa; HV1 + 16 000 a
HV2 - pozicia v mitochondridlnom genéme, na ktorej doslo v prislusnej hypervariabilnej oblasti k tranzicii alebo
inzercii (ins nasledované inzertovanymi nukleotidmi); CRS — cambridgeska referen¢na sekvencia (sekven¢na
zhoda).

Haplotyp
HS SR SK (6)

HV1+ 16000 HV2

129172 223 311 391 73 199 203 204 250 263 315insC 11 15,1% 0,2%

129223 291 298 73263 309insC 315insC M5 14,1% 1,0%

069 126 145 222 235 261 271 73 263 295 309insC 315insC Jla 4,7% =

CRS 263 309insCC 315insC H 3,6% 2,4%

129 223 291 298 73 263 309insCC 315insC M5 3,1% 0,2%

192 256 270 399 73 263 309insC 315insC USa 3,1% -
Diskusia

Vyhody analyzy mitochondridlnej DNA spocivaju v jej odolnosti voci extrémnym podmienkam
vonkajsieho prostredia, vysokému poctu molekdl na bunku a jej bohatému zastipeniu v
roznych tkanivach. Okrem koZze, krvi, spermii a slin, ktoré sa bezne pouzivaju na identifikaciu
osoby, je mozné mtDNA extrahovat aj zo zubov, vlasovych stvolov, tlomkov kosti a dokonca
aj z fudskych exkrementov. V jednej bunke sa mézu nachadzat az tisicky kdpii molekil mtDNA,
¢im sa stava jej ziskavanie a sekvenovanie v porovnani s manipulaciou so vzorkou jadrovej DNA
neporovnatelne jednoduchsie (7).

Analyza mitochondridlnych haplotypov je pre diagnostické tGcely aplikovatelna len v pripade,
Ze sa jedna o populdciu tvorenu prislusnikmi minimalne dvoch odlisnych haploskupin. Vetky
doposial zname haploskupiny st anotované v prislusnych databazach, z ktorych sa pri
populacnej analyze vyuzZiva napr. medzinarodna databdza EMPOP, obsahujuca ku dru
29.3.2023 vyse 48 500 anotovanych vzoriek zo vietkych kontinentov (8). V spojitosti s vyuZitim
databdz mtDNA sa naskyta eticka a legislativna otazka vyplyvajica z asocidcie niektorych
geneticky podmienenych ochoreni s konkrétnymi mutaciami v mitochondridlnom genédme, ¢o
by mohlo mat za nésledok predikciu su¢asného alebo budiceho zdravotného stavu jedinca na
zaklade prislusnej patogénnej mutacie. Z tohto dévodu je nutné, aby analyza mtDNA bola pre
vyskumné Ucely vykondvana vyhradne na nekddujucich HV dsekoch (9).

Treba mat viak na pamati, Ze tato metdda je striktne vylu€ovacia, nie je teda mozné ju pouzit
na identifikdciu konkrétnej osoby, ale na zuZenie okruhu jednotlivcov na prislusnikov
detegovaného haplotypu. V nasej studii sme sa zamerali na detekciu najfrekventovanejsich a
pre rémsku populdciu najtypickejsich haplotypov a zaroveri na porovnanie frekvencie ich
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vyskytu u Slovdkov kaukazskej rasy. V ramci nasich vysledkov sme podla predpokladov
potvrdili pritomnost velkého mnoZzstva polymorfnych miest v ramci hypervariabilnych oblasti
mitochondridlneho genému. Celkovo sme u 192 probandov rémskeho pévodu zachytili 83
haplotypov zaradenych do 13 hlavnych haploskupin. Pri porovnani vysledkov nasej prace s
vysledkami metodicky podobnej prace, uskutocnenej na vzorke 374 probandov kaukazskej
rasy na Slovensku (6), sme zistili vyznamné rozdiely vo frekvencii vyskytu jednotlivych
haplotypov (tabulka 2). Najvyznamnejsie vysledky sme identifikovali pri podskupinach M5 a
11. Do podskupiny M5 spadalo 41 vzoriek (21,4%) (tabulka 1), o je porovnatelna frekvencia
vyskytu s ich zastipenim v rémskych populaciach v inych krajindach Eurdpy (10). Naopak,
podskupina 11, do ktorej spadalo 32 vzoriek (16,7%) (tabulka 1), nie je v literatire spéjana s
vyskytom u Romov, ale s etnikom Lemkov, ktorych na Uzemi vychodného Slovenska
reprezentuju Rusini. Prdve u nich bola zistend najvyssia popisand frekvencia vyskytu
haploskupiny | (11). Tieto vysledky mohli byt zapri¢inené regionalnymi rozdielmi aj v rdmci
samotnej rémskej populacie na Slovensku, ¢o by mohlo byt predmetom buddcich vyskumov,
ktoré by danu problematiku mohli este dokladnejSie ozrejmit.

Na zaklade vyssie popisanych charakteristik mitochondrialnej DNA a vysledkov vyplyvajucich
z nasho, ako aj predoslého vyskumu (6), vidime potencial vyuZitia danej metodiky nielen v
populacnych studiach, ale aj pri antropologickych a forenznych vyskumoch.
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Uvod

Statiny su preferovana hypolipidemickd terapia pre jedincov s hyperlipidémiou a potvrdenym
aterosklerotickym kardiovaskuldrnym ochorenim [1].

V ostatnych rokoch sa vsak odhalil aj pleiotropny ucinok statinov, vratane protinddorového.
Protinadorovy ucinok statinov ovplyviiuju rézne faktory, vratane miesta, po6vodu
a genetického profilu nadoru a miery aktivacie génov cholesterolovej drahy [2].

V nasej Studii staviame na koncepte citlivosti a rezistencie voci fluvastatinu, ktora je spojena
s Urovnou expresie génov v mevalonatovej drahe [3-5]. Pleiotropny ucinok fluvastatinu méze
spocivat v3ak aj v ovplyvneni procesov nesuvisiacich so syntézou cholesterolu. Cielom préce
bolo identifikovat gény mimo mevalonatovej drahy, ktorych Groveri expresie by mohla stvisiet
s citlivostou vybranych bunkovych linii na G¢inok fluvastatinu.

Material a metody

Zdroj dat a vyber klucovych génov

Data z expresnej Studie nam boli poskytnuté v spoluprdci s Laboratérium genomiky a
bioinformatiky, Ustav molekularnej genetiky, Ceska akadémia vied, Praha, Ceska republika. Na
transkripén mikrocipovu analyzu kmenovych buniek boli pouZité bunky ADMSC. Informacie
o metodickom postupe su dostupné v ArrayExpress databaze (E-MTAB-11579).

Zo ziskanych dat z expresnej $tadie boli vybrané rézne exprimované gény (REG) splfiajuce
kritérium pre FDR (False Discovery Rate) < 0,05 aabs(logFC) = 1,5. V naslednej analyze
pomocou STRING aplikdcie v Cytoscape softvéri [6,7] bola zostrojena siet génov sich
interakciami, z ktorej boli vybrané kltcové oblasti pomocou MCODE algoritmu. Podrobny
popis algoritmu je dostupny v publikdcii tvorcov [8]. Ako klticové gény boli vybrané gény
najsignifikantnejsSieho modulu MCODE algoritmu.

Analyza potenciondlnych biomarkerov

ROC Plotter (https://www.rocplot.org/) je online ndstroj na validiciu prediktivnych
biomarkerov. ROC Plotter je schopny pomocou udajov na Urovni transkriptému spojit Groven
génovej expresie aodpoved na terapiu. Algoritmus pouZiva data z bunkovych linii
ovplyvnenych réznymi liekmi pochdadzajicich z dvoch datovych suborov: depmap a CTRP,
pricom v oboch bol pouZity fluvastatin. Na zaklade vypocitanych priemernych hodnoét 1Cso
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testovanych lieiv sa bunkové linie rozdelia na tertily. Bunkové linie s ICso v hornom tertile
priemernej hodnoty ICso su kategorizované ako rezistentné (nereagujuce) a bunkové linie v
dolnom tertile ICso su kategorizované ako citlivé (reagujuce). Bunkové linie s ICso v strednom
tertile su z analyzy vylicené. Vstupné data si potom nahodne rozdelené na tréningové data
(66 %) a testovacie data (34 %). Algoritmus vyuZiva model strojového ucenia (Random Forest)
a generuje ROC (Reciever Operator Characteristic) krivku. AUC (plocha pod krivkou) je poditana
z ROC krivky. Expresia génu s AUC v rozsahu 0,6 —0,7 sa povazuje za biomarker s potencidlnym
klinickym vyuZitim, vrozmedzi 0,7 — 0,8 ako biomarker vysokej kvality. Podrobnejsie
informacie poskytuje ¢lanok tvorcov [9]. Ako vstup sme poufZili kluCové gény agény
mevalonatovej drahy. Gény s AUC > 0,6 v datovych siboroch CTRP aj depmap boli zobrazené
a pouZzité v dalsich analyzach.

Stanovenie cytotoxicity fluvastatinu

Bunkové linie MCF-7, MiaPaCa-2, PC3 a WPMY-1 (ATCC, USA) boli inokulované do 96-
jamkovych kultivaénych platni (TPP, Svajéiarsko) v poéte 3000 buniek na jamku a inkubované
24 hodin pri 37,5°C a 5 % CO>. Kultivatné média DMEM s 10 % FBS boli pouZité pre bunkové
linie MCF-7 a MiaPaCa-2. Pre bunky WPMY-1 bolo pouzité DMEM médium s 5% FBS a pre PC3
F12K médium s 10 % FBS. Ndasledne boli ovplyvnené stupajucimi koncentraciami fluvastatinu
(LKT Laboratories, USA) a inkubované dalSich 48 hodin. Pre stanovenie viability sme pouZili
nepriamu metédu WST-1 (Roche, Svajéiarsko). Do kazdej jamky bolo pridanych 5 pl WST-1
reagencie na 100 pl kultivaéného média. Nasledne boli platne kultivované 3,5 hodiny
vinkubatore. Pre stanovenie viability a vypocet ICso bola fotometricky stanovena miera
absorbancie metabolizovanym WST-1 (Synergy HTX, BioTek, USA).

Meranie génovej expresie pomocou kvantitativnej PCR

Na izolaciu RNA z vybranych bunkovych linii sme pouZili komerénu extrakénd sipravu GeneJET
RNA Purification Kit (ThermoFisher Scientific, USA). Na oSetrenie RNA sme pouZili DNase
| Amplification Grade, 1 U/ul (Invitrogen, USA). Na reverznu transkripciu sme pouZili sipravu
First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific, USA) s nahodnymi hexamérmi ako
primermi. Na uréenie Urovne expresie sledovaného génu sme pouZili kvantitativnu PCR (qPCR)
s vyuzZitim TagMan prob pre BIRC5 (s FAM reportérom) areferencny gén TBP (s VIC
reportérom). Na qPCR sme vyuZili reakéni zmes Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix 2X
(ThermoFisher Scientific, USA. VSetky chemikalie boli pouZité podla odporucani od dodéavatela.
Na gPCR reakciu sme vyuZili teplotny cyklér QuantStudio 3 (Applied Biosystems, USA).
Pomocou programu QuantStudio Design and Analysis Software v1.5.2. sme vyhodnotili
ziskané Ct hodnoty a amplifika¢né krivky. Akékolvek manipuldcie dat boli vykonané v RStudio
(verzia 2022.2.0.443).

Vysledky

Analyzou REG pomocou MCODE algoritmu v Cytoscape softvéri sme sa dopracovali po siet
najsignifikantnejSieho modulu, zloZzeného zo 125 génov. Vsetky gény v tejto sieti mali znizenu
uroven expresie oproti kontrole a funkéne patrili k regulatorom procesov ako bunkovy cyklus
a smrt. Vybranych 125 génov sme testovali algoritmom ROC Plotter s ciefom identifikovat
gény, ktorych AUC < 0,6 v oboch pouZitych datovych suboroch. Boli identifikované 3 gény,
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BIRC5, SHCBP1, a DEPDC1. Dosiahnuté hodnoty AUC pre jednotlivé gény a ich kombinaciu su
zhrnuté spolo¢ne sp hodnotou rozdielu miery génovej expresie medzi citlivymi
a rezistentnymi bunkovymi liniami v Tab. 1. Testované boli taktiez gény mevalonatovej drahy,
z ktorych jediny spifial kritéria HMGCS1.

Nasledne sme pouZitim depmap portalu sledovali koreldcie génovej expresie vybranych génov
a citlivosti na fluvastatin v ramci bunkovych linii s rdznym nadorovym pévodom. Korelacie boli
negativne pri génoch BIRC5, SHCBP1, DEPDC1 a naopak pozitivne pri géne HMGCS1. Silné
Pearsonove korelacie boli pozorované pri bunkovych liniach nadorov stitnej Zlazy, prostaty,
pleury, pecene aZlcového traktu. Vysoké korelacie su pravdepodobne spdsobené nizkym
poctom bunkovych linii daného pévodu v analyze. Podla hodnoty p su signifikantné korelacie
pri linidch nadorov z uteru, pankreasu, pecene, oblicky a hlavy a krku.

Predpokladame preto, Ze gény so signifikantnymi Pearsonovymi koreldaciami maju vysoky
potencial biomarkera pre liecbu fluvastatinom nadory daného pdvodu asu vhodné na
experimentalne otestovanie. VSetky namerané Pearsonove korelacie vyssie ako -0,3 alebo 0,3
sU zhrnuté v Tab. 2.

Tab.1.: Gény s najvacSou mierou prediktability. Medzi testované gény boli zahrnuté kltcové gény vybrané na
zaklade analyzy expresnej Studie a gény z mevalonatovej drahy. depmap a CTRP predstavuju dve rozne databazy
ucinku liekov na nadorové bunky. Mann-Whitney test bol pouZity pre porovnanie rozdielu expresie medzi
senzitivnymi a rezistentnymi bunkovymi liniami. V tabulke st zahrnuté gény, ktorych AUC > 0,6 v oboch datovych
zdrojoch.

Mann- Mann-
GEN depmap AUC Whitney p CTRP AUC Whitney p
BIRCS 0,616 0,00059 0,602 7,30E-05
DEPDCI 0,675 2,10E-07 0,600 0,00011
SHCBPI 0,691 1,40E-08 0,626 1,10E-06
BIRCS
DEPDCI 0,673 3,10E-07 0,625 1,30E-06
SHCBPI
HMGCSI 0,723 3,70E-11 0,618 4,90E-06

Pre experimentalne overenie koreldcie odpovedi na fluvastatin a génovej expresie BIRC5 sme
zvolili 4 dostupné bunkové linie: MCF-7, MiaPaCa-2, WPMY-1 a PC3. Bunkové linie PC3 a
WPMY-1 su prostatického pdvodu, zatial ¢o MCF-7 aMiaPaCa-2 prsnikového
a pankreatického povodu. Pre porovnanie citlivosti na fluvastatin sme stanovili hodnoty ICso
pre kazdu bunkovu liniu. Zistili sme, Ze najlepSiu odpoved vykazuju bunky MiaPaCa-2
s hodnotou 1Cso 19,12 pmol/l. Bunky PC3 oproti ostatnym bunkovym liniam vykazuju
nelinedrny charakter citlivosti na fluvastatin, preto nebolo mozné urit ich 1Cso (Obrazok 1.).
PC3 mali vyrazne vyssiu Uroven expresie BIRC5 v porovnani s ostatnymi testovanymi liniami.
Predpokladame, Ze prave velmi vysoka expresia BIRC5 spolocne s dalSimi faktormi by mohla
byt spojend s danym javom. Pri bunkovej linii WPMY-1 sme takyto charakter zavislosti
nepozorovali. Zistena ICso pre fluvastatin bola 124 umol/l. Bunky MCF-7 vykazovali najvyssiu
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rezistenciu na fluvastatin, s hodnotou ICsp: 272,4 umol/l. Zaroven bola u nich namerand

Tab.2 Koreldcie génovej expresie vybranych génov a senzitivity bunkovych linii solidnych nadorov na fluvastatin.
P6vod charakterizuje oblast primdrneho nadoru danej bunkovej linie. Polet linii ukazuje mnoZstvo bunkovych
linii daného povodu testovanych na fluvastatin. Pearson znaci vysledok korelacnej analyzy podla Pearsona.
Hodnota p znadi signifikanciu linedrnej regresnej analyzy. Zobrazené su len korelacie Pearson > abs(0,3) a
zahrnuté su len povody, ktoré maju strednu silu koreldcie aspon pri dvoch génoch. * oznatuje koreldcie so
signifikantnou hodnotou p < 0,05. Data boli vygenerované cez depmap portal (www.depmap.org) na zaklade
CTRP déatového suboru. PNS — periférny nervovy systém.

99



	SVOC2023_2.pdf (p.1)

