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1. Vplyv ruténatych komplexov na viabilitu nddorovych a zdravych buniek

Lukas Balogh
(vSeobecné lekarstvo, 3.rocnik)
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Uvod

Ruténium patri k skupine platinovych kovov spolu s palddiom, platinou, osmiom, iridiom
a rodiom. Uz v roku 1965 boli pri vyskumoch Barnetta Rosenberga zistené cytotoxické ucinky
platiny na bunky E.Coli. PGvodne mal experiment skimat vplyvy elektrického prudu na
bunkovy cyklus, az dodato¢né skimanie preukazalo, Ze iSlo o efekt platiny, ktora sa nachadzala
v elektrédach a jej komplexov s aménnymi katiénmi, ktoré boli v timivom roztoku (3). Tento
objav viedol k rozsiahlejSiemu pouZivaniu kovov pri vyskume protirakovinovych substancii .

Cisplatina, cis-diamin-dichloridoplatnaty komplex, bola ako liecivo prvej generacie pouZivana
na liecbu Sirokého spektra nadorovych ochoreni. Avsak jej chemicka Struktura sposobujé
rastlcu rezistenciu a limituje selektivitu, s ¢im su spojené vedlajsie ucinky ako nefrotoxicita
a ototoxicita (4,5).

Prave tento fakt otvara prileZitosti na preskimanie dalSich kovov ztejto skupiny ako
potencidlnych lieciv. Vyhoda poufZitia ruténia v terapii oproti pouzitiu platiny je aj skuto¢nost,
ze okrem interakcie s DNA pdsobi aj na indukciu apoptickych drdh, tvorbu reaktivnych
produktov kyslika alebo inhibiciu angiogenézy.

Interakcie s DNA mézeme rozdelit na reverzibilné a ireverzibilné. Ireverzibilné pdsobia
prostrednictvom kovalentne viazaného aduktu, tato vdzba vedie k poskodeniu Struktury
v rozsahu, v ktorom opravné mechanizmy neulcinkuju a dochddza k zéniku bunky. Lieciva
s reverzibilnou interakciou s DNA poésobia elektrostatickymi silami, ako napriklad tvorba
vodikovych mostikov a van der Waalsove sily alebo prostrednictvom hydrofébnych interakcii.
Existuje viac mechanizmov ucinku podfa miesta aspdsobu naviazania lieciva (1). Nami
testované latky maju interkaldciu ako predpokladany spdsob interakcie (2). Pri interkalacii
dochéddza k vsunutiu aromatickej Casti lie¢iva medzi bazy dvoch retazcov DNA. Tendencia
hydrofébnej zlozky lie¢iva interagovat shydrofébnymi bazami radSej, ako s polarnym
prostredim bunky, je hnacou silou takejto interakcie. Po takomto vsunuti dochddza
k zvacseniu vzdialenosti medzi bazovymi parmi, ¢o vedie k funkénym zmenam, akymi mézu
byt inhibicia replikdcie a transkripcie buniek (1). V nasej praci sme sa rozhodli sledovat vplyv
potencialnej cytotoxicity vybranych rutenatych komplexov na bunkovych liniach karcinému
prsnika (MCF-7) a ludskych plicnych fibroblastov (MRC-5).
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Material a metddy

Pouzité bunkové linie

Ludské plicne fibroblasty MRC-5, bunky karcninému prsnika MCF-7

Ruténaté komplexy

V praci sme pouZili 7 koordinac¢nych zlicenin rozpustenych v DMSO (dimetylsulfoxid), kde
atom ruténia vystupoval ako centralny atém s oxidacnym cislom Il a koordinaénym cislom 6.
Kazdy komplex obsahoval dva ligandy zo skupiny bidentatnych polypyridinov a jeden ligand zo
skupiny nesteroidnych antiflogistik (NSAID) (2). Prehlad komplexov je uvedeny v tabulke 1. Na
testovanie sme poutZili komplexy v koncetraciach 1uM, 2,5 uM, 5 uM a 10 pM.

Tab. 1: PouZzité rutenaté komplexy

Pracovny nazov | Oznacenie v p6vodnej | Nazov

komplexu publikacii

405 2 [Ru(bipy)2(3-Cl-Sal)]
362 3 [Ru(bipy)2(3-Br-Sal)]
370 12 [Ru(bipy)2(6-F-Sal)]
425 13 [Ru(bipy)2(5-CF3-Sal)]
424 14 [Ru(bipy)2(diflu)]
450 15 [Ru(phen)2(4-Br-Sal)]
444 17 [Ru(bichin)2(4-F-Sal)]

Priprava buniek a kultivacia buniek s ruténatymi komplexami

Bunky sme nasadili na 96-jamkové platnicky v mnoZstve 5000 buniek na jamku a kultivovali
ich po dobu 24 hodin pri37°Ca 5% CO2 v termostate. Po 24 hodinovej kultivacii sme k bunkdm
pridali ruténaté komplexy vo vyslednej koncentracii 1uM, 2,5 uM, 5 uM alebo 10 uM.
Nasledne sme bunky kultivovali po dobu 24, 48 alebo 72 hodin.

Stanovenie bunkovej viability pomocou MTT testu

V Case 24 hodin, 48 hodin a 72 hodin od pridania ruténatych komplexov k bunkam sme do
jamiek s bunkami pridali 20 pl roztoku MTT. Nasledne sme platnicku umiestnili na trepacku na
5 minut. Po uplynuti 5 minut sme bunky dalej inkubovali 2,5 hodiny pri 37°C a 5% CO2, pocas
ktorej sa Zlty rozpustny MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)
redukoval na fialové krystaliky formazanu (7). Po odstraneni média sme na rozpustenie
formazanu pridali 200 pl DMSO do kazdej jamky, platnicku sme umiestnili na 5 minat na
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trepacku a nasledne sme odmerali absorbanciu pomocou mikroplatnickového
spektrofotometra Elisa Reader EL808, Biotek, USA pri 490 nm.

Vysledky

V nasich experimentoch sme najskér sledovali ucinky ruténatych komplexov na MRC- 5
[udskych plucnych fibroblastov po 24 hodinovej, 48 hodinovej a 72 hodinovej inkubacii.
Nasledne sme sledovali Ucinky ruténatych komplexov na nadorovych bunkach MCF-7 po 24
hodinovej, 48 hodinovej a 72 hodinovej inkubacii. Z vysledkov merania viability
zosumarizovanych v grafoch mézeme konstatovat nielen vplyv komplexov na viabilitu buniek,
ale aj porovnat intezitu U¢inku daného komplexu pri danych koncentracidch na obe bunkové
linie.

Vplyv ruténatych komplexov po 24h inkubacii

Z prehladu ucinkov jednotlivych komplexov, uvedeného na obrazku 1A mozno konstatovat, ze
komplex 424 v nami pouzitych koncentraciach nedokazal vyrazne znizit viabilitu ani jednej
bunkovej linie. Vynimkou je koncentracia 10 uM, ktord viedla k Statisticky signifikantnému
poklesu rastu MCF-7 buniek na 72,76+10,36% (Obr. 1A). Komplexy 444 a 450 znizovali viabilitu
vyraznejsie, avsak najma u zdravych buniek MRC-5 (Obr. 1A).

Pri komplexe 405 sme nezaznamenali signifikantny vplyv na viabilitu pri Ziadnej bunkovej linii.
Znizenie viability s relativne priaznivou selektivitou vykazoval komplex 425. Viabilita
nadorovych buniek MCF-7 po inkubacii s komplexom 425 v koncentraciach 1, 2,5, 5 a 10 uM
sa signifikantne zniZila na 54,5+13,79%, 62,92+5,8%, 47,83+1,28% a 52,11+6,11%, zatial Co v
pripade MRC-5 buniek sme zaznamenali signifikantny pokles viability len v pripade inkubacie
buniek s 10 uM komplexom 425 na 78,52+1,97 % (Obr. 1A).

Komplex 370 v koncentracidch 1 a 2,5 uM vyrazne zvysil viabilitu buniek MRC-5 nad 100%,
pricom vyznamne zniZil viabilitu nddorovych buniek MCF-7 na 73,06£12,38% a 38,71+1,54%
(0br. 1A). Co sa tyka komplexu 362, nedochadzalo k vyznamnému ovplyvneniu viability MRC-
5 a ani MCF-7 buniek (Obr. 1A).

Vplyv ruténatych komplexov po 48h inkubacii

Podla vysledkov zobrazenych na obrazku 1B, moZno konstatovat, Ze pocas inkubacie
s komplexom 424 v koncentraciach 1, 2,5, 5 a 10 uM viabilita MCF-7 buniek nebola zasadne
zmenend, avSak vyznamne sa znizila viabilita MRC-5 buniek na 72,52+9,27%, 67,23+3,43%,
64,14+8,85% a 71,54+19,58%. Nepriaznivu selektivitu vykazoval aj vysledok inkubacie buniek
s komplexom 444, pretoZe viabilita MRC-5 buniek pri pouZiti koncentracii 5 a 10 uM vyznamne
klesla na 35,68+5,02% a 25,21+7,32%, pricom pokles viability MCF-7 buniek bol zaznamenany
iba pri koncentracii 10 uM a to na 61,12+24,91% (Obr. 1B). Podobne zlu selektivitu preukazal
aj komplex 450, ani jedna z koncentracii neznizila viabilitu buniek MCF-7 pod 100%, pricom
vsak vyznamne zniZovala rast MRC-5 buniek (Obr. 1B). Pri komplexoch 405 a 425 sme ziskali
vysledky, ktoré neboli Statisticky vyznamné.
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Obr. 1: A. Vplyv ruténatych komplexov na rast MRC-5 a MCF-7 buniek po 24 hodinovej
inkubdcii. Viabilita MRC-5 buniek je porovnavana s viabilitou MRC-5 kontrolnych buniek, ktoré
boli inkubované len s DMSO/24 hodin a predstavuje 100%. Viabilita MCF-7 buniek je
porovndvana s viabilitou MCF-7 kontrolnych buniek, ktoré boli inkubované len s DMSO/24
hodin a predstavuje 100%. B. Vplyv ruténatych komplexov na rast MRC-5 a MCF-7 buniek po
48 hodinovej inkubdcii. Viabilita MRC-5 buniek je porovnavana s viabilitou MRC-5 kontrolnych
buniek, ktoré boli inkubované len s DMSO/48 hodin a predstavuje 100%. Viabilita MCF-7
buniek je porovnavand s viabilitou MCF-7 kontrolnych buniek, ktoré boli inkubované len
s DMSO0/48 hodin a predstavuje 100%. C. Vplyv ruténatych komplexov na rast MRC-5 a MCF-
7 buniek po 72 hodinovej inkubdcii. Viabilita MRC-5 buniek je porovnavana s viabilitou MRC-5
kontrolnych buniek, ktoré boli inkubované len s DMSO/72 hodin a predstavuje 100%. Viabilita
MCF-7 buniek je porovnavana s viabilitou MCF-7 kontrolnych buniek, ktoré boli inkubované
len s DMSO/72 hodin a predstavuje 100%. Vysledky su priemer 2 nezévislych experimentov,
kazdy z nich bol robeny v 3-5 jamkdch, jednosmerna ANOVA s Bonferroniho korekciou; a - p
<0.05; b - p <0.01; c — p<0.001
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V pripade komplexu 370, jediny Statisticky vyznamny vysledok vzisiel z testovania komplexu
370 pri koncentracii 2,5 pM, a to pokles viability MCF-7 buniek na 67,97+2,93%. Komplex 362
nemal vvyznamny vplyv na viabilitu ani jednej bunkovej linie, okrem koncentracie 1 a 5 uM,
ktora Statisticky vyznamne zvysila viabilitu MRC-5 buniek (Obr. 1B).

Vplyv ruténatych komplexov po 72h inkubacii

Z vysledkov uvedenych na obrazku 1C je zrejmé, Ze pod vplyvom komplexu 424 dochadzalo k
miernemu poklesu viability MCF-7 buniek pri kazdej koncentracii (1, 2,5, 5 a 10 pM) a to na
72,42+0,26%, 76,68+10,69%, 69,05+9,71% a 71,3216,61%.

Komplex 444 v koncentracii 1 a 2,5 uM viedol k miernemu poklesu viability pri inkubacii s MRC-
5 bunkami a aj MCF-7 bunkami. Pri koncentracidach 5 uM a 10 uM prislo k vyraznému zniZeniu
viability MRC-5 buniek na 26,57+0,41% a 16,68+1,94%, pricom viabilita MCF-7 buniek sa znizila
na 58,35+3,88% a 54,57+4,55% (Obr. 1C). Za zmienku stoji najma vysledok inkubacie buniek s
komplexom 450 pri koncentracii 1 uM, kde viabilita MRC-5 buniek vysla 87,11+0,86% a MCF-
7 buniek 65,49+2,54%. Komplex 405 vyrazne neznizil viabilitu ani jednej bunkovej linie.
Inkubdcia MCF-7 buniek s komplexom 425 preukdzala vyznamny narast viability pri
koncentracii 1 uM a 2,5 UM na 117,79+33,85% a 124,97+58,79%. Na rozdiel od MRC-5 buniek
kde prislo k zniZeniu viability pri koncentracii 5 UM na 79,90£2,72%.%. Komplexy 370 a 362 po
72 hodinovej inkubacii vyznamne neovplyvnili viabilitu ani jednej bunkovej linie (Obr. 1C).

Diskusia

V nasej praci sme sledovali vplyv komplexov na viabilitu buniek bunkovych linii MRC-5 a MCF-
7, pricom u vacsiny komplexov sme v pouZitych koncentraciach nezaznamenali vyznamny
negativny selektivny Gc¢inok voci nadorovym bunkam MCF-7.

Dalej sme zistili, Ze kultivacia buniek oboch linii viedla k zmenam viability a to nielen k poklesu,
ale aj vzostupu viability nad 100%. Podla zisteni zo skorsich vedeckych studii vyplyva, Ze
stupen viability, zisteny podla MTT testu, nemusi priamo korelovat s po¢tom buniek vo vzorke
(8,9). Tento test totiz skima kapacitu testovanej vzorky redukovat tetrazéliovu sol (MTT) na
nerozpustny formazan (7,10). Avsak nielen pocet buniek, ale aj ich metabolickd aktivita moze
ovplyvriovat kapacitu redukovat MTT (8,9). Je teda moZné, Ze nami pridavané komplexy
vyvolavali v bunkdach stresovu odpoved, ktora zvysila ich metabolizmus.

Co sa tyka roznych hodnét viability nameranych po inkubécii rovnakého typu buniek
s ruténatymi komplexami, mézeme si ich vysvetlit pritomnostou rozdielnych ligandov
v koordinacnych zluéeninach.

Pozoruhodnym zistenim nasej prace je aj fakt, Ze inkubdcia MCF-7 buniek s niektorymi
komplexami viedla k narastu viability v ¢ase. Prikladom tohoto Ukazu méze byt komplex 425
pri koncentracii 2,5 uM, kde sme zistili viabilitu buniek 62,92+5,80% po 24 hodinach,
78,15+1,52% po 48 hodindch a 124,97+58,79% po 72 hodinach. Podobne aj pri komplexoch
370 a 405. Predoslé studie preukazali, Ze pri¢éina moze tkviet v bunkach, ktoré konstitutivne
exprimuju faktory rezistencie (veduce napriklad k aktivnému efluxu latky), teda po podani
latky dochadza k vyselektovaniu rezistentnych buniek. Druhym a pravdepodobnejSim
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mechanizmom je rezistencia ziskana pomocou mutécii DNA, ktord méZe viest ku
genetickej up-regulacii alebo down-regulacii relevantnych mechanizmov vo vztahu
k posobiacej latke (11).

Na rozdiel od nasich zisteni, niektoré vedecké prace odhalili signifikantnu selektivitu ucinku
ruténatych bipyrimidinovych komplexov na bunkové linie MRC-5 a MCF-7 (12). Rozdielnost
vysledkov prac je pravdepodobne zapricinena chemickou Struktirou latky, ktora ovplyvriuje
interakciu latky s bunkami. Testované komplexy v spomenutej Studii totiz neinteragovali
s DNA prostrednictvom interkaldcie, ako tomu bolo pri nami pouzitych komplexoch.
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Uvod

Alkoholova choroba pecene (ALD) je spektrum ochoreni spOsobenych nadmernou
konzumaciou alkoholu. Postihnutie pecene variruje od steatdzy (stukovatenie) cez hepatitidu
(zapal) aZ po cirhdzu a hepatocelularny karciném (rakovina pecene). Mnohé studie preukazali
zvyseny pocet neutrofilov u pacientov s ALD, avsak ich Uloha v patogenéze (vzniku a vyvoji)
ochorenia nie je Uplne objasnena (1). Neutrofily su typom bielych krviniek, ktoré posobia ako
prva linia obrany proti patogénom. Eliminuju ich pomocou reaktivnych kyslikovych radikalov
(ROS), fagocytdzy a tvorby extracelularnych pasci (NETy). NETy su siete pozostavajuce
z extraceluldrnej DNA (ecDNA), histonov a granuldrnych proteinov, ktoré zachytévaju,
imobilizuju a/alebo eliminujui patogény. Naproti tomu nekontrolovand tvorba NETov méze
viest k rozvoju a udrzovaniu zapalu. Deoxyribonukledzy (DNazy) si enzymy schopné rozstiepit
hlavnu zlozku NETov — ecDNA. NETy predstavuju aj molekuldrne vzorce spojené s poskodenim
(damage-associated molecular patterns - DAMPs), ktoré aktivuju imunitny systém a stimuluju
produkciu prozapalovych cytokinov. Chronicky zapal nasledne prispieva k progresii ALD a k
rozvoju fibrézy, cirhdzy a hepatocelularneho karcinému (2). Cielom tejto prace je nadviazat na
doterajsie zistenia opisom ulohy a subcelularneho pévodu plazmatickej ecDNA a NETov na
animalnom modeli alkoholom indukovaného poskodenia pecene.

Material a metody

Alkoholové poskodenie pecene bolo navodené podanim komeréne dostupnej Lieber-DeCarli
diéty, pozostavajucej z tekutej stravy s obsahom 31,5% etanolu (Laboratory of Liver Diseases,
USA) styridsiatim piatim samickdam kmena C57BL/6J (3). Zvieratd boli rozdelené do dvoch
experimentov. V prvom experimente bola samickam poddvand strava po dobu 10 dni
s posilfiovacou davkou alkoholu formou ordlnej gavéze 31,5% etanolu v objeme 300ul na konci
experimentu, kontrolnej skupine bol podavany fyziologicky roztok v rovnakom objeme (CTRL
n =5, EtOH n = 10). Druhy experiment trval Styri tyZdne a mal dve podskupiny: etanolova
podskupina bez posilfiovacej davky (CTRL n = 5, EtOH n = 10) a podskupina s posilfiovacou
davkou etanolu ordlnou gavazou posledné dva tyZzdne experimentu kazdy druhy deri (CTRL n
=5, EtOH + Binge n = 10). Na konci experimentu bola mysiam z retroorbitalneho venézneho
sinusu pomocou kapilarnej trubice odobrata krv do EDTA skimaviek.
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Z EDTA krvi bol pomocou plnoautomatického hematologického analyzatora (Abacus Vet 5,
Eurolab lambda a.s., Nemecko) vyhotoveny krvny obraz. Dalej bola krv pouZita na prietokovt
cytometriu s protilatkami proti neutrofilom (Ly6G; Biolegend, USA), DNA (Cytox;
TermoFischer, USA), citrulinovanému histonu H3 (Abcam, UK) so sekundarnymi zajac¢imi
Brilliant Violet 510 (TermoFischer, USA) protilatkami. ECDNA bola izolovana pomocou QlAamp
DNA Mini Kitu (Qiagen, Nemecko). Aktivita alaninaminotransferdza (ALT) a
aspartataminotransferaza (AST) bola detegovana kolorimetricky (Sigma-Aldrich, USA).
Koncentracia celkovej ecDNA bola stanovena pomocou fluorometra (Qubit 3.0, Thermo Fisher
Scientific, USA). PGvod ecDNA (nukledrny vs. mitochondridlny) bol uréeny metddou real-time
PCR (ncDNA s pouZitim primerov na gén kddujuci B-globin, mtDNA s pouZitim primerov na gén
kédujuci cytochrém b). Déata boli interpretované graficky svyuZitim one-way ANOVA,
Studentovho t-testu, a Mixed Effects Modelu v softvéri GraphPad Prism 9.1.2 (GraphPad
Software, Inc., USA).

Vysledky

Aktivita ALT (p < 0,01) a AST (p < 0,001) bola vyssia v skupine s 10-driovou konzumaciou
alkoholu oproti kontrolnej skupine. Vo 4-diovom modeli bez a s posilfiovacou alkoholovou
davkou bola aktivita AST vyssia (p < 0,001;p < 0,01) oproti aktivite ALT.
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Obr. 1: Aktivita ALT (mU/mL) v 10-diiovom modeli (A), aktivita ALT (mU/mL) vo 4-
tyzdiiovom modeli (B), aktivita ALT (mU/mL) vo 4-tyzdriovom modeli s posilfiujicou davkou
alkoholu posledné dva tyzdne (C) * p <0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001.
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Pomer hmotnosti peCene a telesnej hmotnosti bol signifikantne vys$si v 10-diiovom modeli
s posilriujucou alkoholovou davkou (p < 0,01). Pomer hmotnosti sleziny a telesnej hmotnosti
bol signifikantne nizsi pri 4 tyzdriovom alkoholovom modeli (p < 0,05) a v 4 tyzdriovom modeli
s posilriujucou davkou alkoholu (p < 0,01).

Cirkulujuca ecDNA bola zvysSena pri 4 tyzdriovom modeli s posiliiujicou davkou alkoholu (p <
0,05). V ostatnych skupindch bolo mierne zvySenie pri alkoholovych skupinach oproti
kontrolam. Rozdiely v koncentracii ncDNA a mtDNA medzi jednotlivymi skupinami neboli
vyznamné (p > 0,05).

G 10 diiovy model H 4 tyzdiiovy model I 4tyzdiovy model s
posiliiovacou davkou
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20
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Obr. 2: Koncentracia ecDNA (ng/ml) v 10-driovom modeli (G), Koncentracia ecDNA (ng/ml)
vo 4-tyidiiovom modeli (H), Koncentracia ecDNA (ng/ml) vo 4-tyzdiovom modeli
s posilfiujucou davkou alkoholu posledné dva tyzdne (1) * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.

Percento buniek podliehajucich NET6ze v periférnej krvi u kontrolnych a vsetkych troch
alkoholovych skupinach nebolo zvySené. Stym koreluje aj absolitny poctu neutrofilov
v periférnej krvi.

10 dirovy model K 4 tyzdnovy model L 4 tyzdiovy mOQeI s
posilihovacou davkou

% netotickych buniek
% netotickych buniek
% netotickych buniek

CTRL EtOH

Obr. 3: Percento netotickych buniek v 10-diiovom modeli (J), percento netotickych buniek
vo 4-tyidiiovom modeli (K), percento netotickych buniek vo 4-tyZzdiiovom modeli
s posilfiujucou davkou alkoholu posledné dva tyZzdne (L).
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Diskusia

Na zdklade zvySenych aktivit peceriovych enzymov ALT a AST predpokladdme, Ze sa nam
Uspe$ne podarilo indukovat modely alkoholového poskodenia pecéene. Dalej sme sledovali
koncentraciu ecDNA a percento netotickych buniek v periférnej krvi, ktora preukazala len
miernu alebo Ziadnu Statisticki vyznamnost. Ani rozdiely v koncentracii ncDNA a mtDNA
medzi kontrolami a alkoholovymi skupinami neboli vyznamné. Této skutocnost by mohla
posilnit tedriu, Zze neutrofily tvoriace NETy sa pri ALD nachddzaju v tkanive pedene a nie
v periférnej krvi. Aktivita AST v Stvortyzdiovych experimentoch bola vyznamne vyssia ako
aktivita ALT, ¢o sa zhoduje so sucasnou literaturou podla ktorej AST sa zvySuje vyznamnejsie
ako ALT pri alkoholickom poskodeni pecene (4). Pocitali sme AST/ALT pomer, ktory znaci
cirhdzu ak AST je viac ako dvojnasobok AST. V nasich experimentoch neboli vyrazne rozdiely
medzi kontrolnymi a alkoholovymi skupinami, ¢o sa dalo predpokladat, kedZe sme za taky
kratky ¢as nedokazali indukovat cirhézu, ale pravdepodobne len steatdzu.

Vsetky experimentdlne mysi konzumujuce tekutu alkoholovu stravu vyznamne schudli oproti
kontroldam konzumujicim tekutd kontrolnu stravu. Potvrdzuje to aj niZsi prijem stravy najma
pri skupine s posilfiujucou alkoholovou davkou. Vyznamné chudnutie a dosiahnutie tzv.
humane endpoints v skupine mysi s posiliujucou alkoholovou davkou nas viedli
k pred¢asnému ukonceniu experimentu. Ku chudnutiu mohlo doéjst v désledku poskodenia
peéene atym padom bol stazeny metabolizmus alkoholu ku koncu 4-tyZzdfiového
experimentu.

Hmotnost sleziny bola znizend po 4-tyidfiovej konzumacii alkoholu. Hyper- ale aj
hyposplenzmus bol pozorovany uz vo viacerych studiach o chronickom pozivani alkoholu.
Tieto zmeny mdzu naznadovat ovplyvnenie jej biologickej funkcie zmenou poétu imunitnych
buniek a cervenych krviniek (5).

Vysledky z experimentu sa nadalej vyhodnocuju, ako napriklad aktivita DNazy a mikroskopické
vySetrenie vzoriek pefene na pritomnost steatdzy. Zaroven bude opakovany 4-tyZdriovy
model s ciefom ziskania va¢sieho poétu Udajov. V budicnosti sa bude pokracovat v skimanim
patogenézy ALD aj ziného hladiska, napriklad skimanim extracelularnych vezikul
sekretovanych hepatocytmi, ktoré predstavuju podla novych $tudii potencidlny spustaci
mechanizmus NETézy (6).

Podporené ciastocne grantom Ministerstva skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR VEGA
1/0649/21 a grantom Agentury na podporu vyskumu a vyvoja APVV-21-0370.
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Introduction

Neutrophils are the most prevalent cells in human blood, acting as effector cells of the innate
immune system. When a pathogen is detected, they immediately act to trap and eliminate
the invasive microorganisms. Neutrophils are known to have three principal antimicrobial
processes: phagocytosis, degranulation, and formation of neutrophil extracellular traps (NETs)
(1). NETosis is a specific cell death which neutrophils undergo as a response to a whole
bacterium, PAMPs, certain cytokines and DAMPs. The main feature of NETosis is chromatin
decondensation as well as breakdown of nuclear and granular membranes followed by the
release of NETs. NETs are extracellular DNA strands decorated with citrullinated histones and
different potent antimicrobial proteins, such as myeloperoxidase and neutrophil elastase (2).
These elements are efficient in bacterial degradation; however, they are not pathogen
specific, therefore may promote inflammation and damage host tissue, generating more
DAMPs. NETs formation is helpful in the early stages to clear the pathogen, but as the infection
gets under control, NETs become increasingly more dangerous. Vast NETs generation creates
a never-ending cycle of promoting even more inflammation and then inducing even more
NETs (3).

Sepsis is a life-threatening condition with a high lethality rate and one of the leading causes
of death among critically ill patients worldwide. It is a systemic inflammatory response caused
by dysregulated host response to an infection, which may lead to multiple organ dysfunction
in a span of a few hours (4). Treatment usually involves administering wide-spectrum
antibiotics within the first 3 hours. However, the success of this approach highly depends on
the antibiotic selection and does not account that organ failure is caused not directly by the
pathogen, but rather by a response of an overwhelmed immune system (5).

A handful of studies showcase that neutrophils and NETs may take part in immune system
failure and organ damage in severe sepsis cases. As mentioned earlier, excessive NETs and
their components can damage the tissue; for example, endothelium, epithelium, even lung
and liver (6). Endothelial dysfunction leads to impaired microcirculation, which in sepsis, is the
primary reason for organ failure. This can cause tissue edema, disruption of homeostasis and
vasomotor, ultimately resulting in death (6). In addition, it has been shown that NETs are able
to activate platelets and induce microvascular coagulation (7).
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Methods
Blood collection and neutrophil isolation

Fresh venous blood was obtained from healthy donors under the approval given by the Ethics
Committee of the University Hospital Bratislava in EDTA tubes (BD Vacutainer K2 EDTA) and
neutrophils were isolated with Polymorphprep cell gradient (AN221725, Accurate Chemical &
Scientific Corp, USA). Neutrophils were diluted in RPMI medium (11835030, UK) with 10% FBS
(PAN Biotech, Germany) for future use and counted with the LUNA-II Automated Cell Counter
(Logos Biosystems, France).

Bacteria cultivation

Escherichia coli CFTO73 (ATCC 700928) and Staphylococcus aureus subspecies aureus
Rosenbach (NCTC 8530) were inoculated from frozen stocks into LB Broth (L3022, Sigma, USA)
and incubated overnight in aerobic conditions at 37°C. Bacteria were quantified by optical
density at 600 nm with spectrophotometer (Eppendorf, Germany); then centrifuged at 5000g
for 5 minutes and resuspended in sterile PBS (BRO095, Canvax Reagents SL, Spain).

Fluorescence microscopy

Glass coverslips were covered with poly-L-lysine (R&D systems, USA) for cell adhesion and
placed in cell culture plates. Neutrophils were seeded into the plates, 1 x 1076 cells per plate.
NETs were induced with 400 nM chemical inductor PMA (positive control), Gram-negative E.
coli (MOI =100; 10; 1), Gram-positive S. aureus (MOl = 100; 10; 1). NETs were induced in RPMI
medium with 10% FBS in 2 ml volume for each sample; 37°C, 5% CO2, in the dark, 3 hours
incubation. After the induction samples were fixed with 2% formaldehyde for 10 min at RT;
followed by overnight incubation in blocking solution (1% FBS in PBS).

The next day, samples were treated with Human TruStain FcX™ Fc blocker (1:20 dilution per 1
x 1076 cells; Biolegend, USA); then E. coli samples were stained with primary anti-lipid A
antibody (1:200, Invitrogen, USA), followed by secondary anti-goat (1:200, Invitrogen, USA).
S. aureus samples were stained with primary anti-peptidoglycan antibody (1:200, Merck
Millipore, USA), followed by secondary anti-mouse antibody (1:500, Biolegend, USA).
Incubations were one hour per antibody, in the dark, RT; each followed with PBS washings.
DNA was stained with 200 nM SYTOX Orange (Thermo Fisher, USA) for 30 minutes, RT, in the
dark. Stained samples were placed on microscope glass slides adding mounting medium.
Samples were visualised at Biotek Cytation 7 Imaging Reader (Thermo Fisher, USA); images
were analysed in software ImageJ.

Flow cytometry

NETs formation was induced in 100 ul of whole blood with 1 ul of bacterial culture
(approximately MOI = 20); 37°C, 5% CO2, in the dark, 3 hours incubation. Erythrocytes were
lysed using cold ammonium chloride buffer (150 mM NH4CI, 10 mM KHCO3, 0,1 mM EDTA),
and then the samples were centrifuged at 400g for 10 minutes at 4°C; pellet was resuspended
in FACS buffer (PBS with 1% of FBS) at 1:4 dilution. Bacteria samples were treated with Human
TruStain FcX™ Fc blocker (1:20 per 1 x 1076 cells). All samples were stained with primary rabbit
monoclonal anti-Histone H3 (1:1000, Abcam, UK) antibody, secondary anti-rabbit 1gG (1:500,
KO525-A, Biolegend, USA); then by anti-CD66b antibody (1:200, PE, eBioscience™, USA) and
DNA stain TO-PRO-3 (1:1000, APC, Thermo Fisher, USA). Bacteria were stained live before
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added to blood during sample preparation with 1uM BacLight Green (Thermo Fisher, USA) or
with antibodies after the incubation. E. coli samples were stained with primary anti-lipid A
antibody (1:200, Invitrogen, USA), followed by secondary anti-goat (1:200, FITC, Invitrogen,
USA). S. aureus samples were stained with primary anti-peptidoglycan antibody (1:200, Merck
Millipore, USA), followed by secondary anti-mouse antibody (1:500, FITC Biolegend, USA).
Samples were incubated for 15 minutes in the dark, RT.

Results
Visualisation of bacteria with NETs with fluorescence microscopy

Control samples demonstrate a variety of alive cells, while samples where chemical inductor
was used shows a lot of NETs; with both samples having minimal signal in the green channel,
therefore creating minimal background for the analysis of bacterial samples. E. coli samples
demonstrated robust NETs formation, with successful bacteria detection at all MOI. In MOI 10
there is a clear view of bacteria cluster inside dense NETs formation. In S. aureus samples we
were able to detect bacteria at all MOI, even though at lower MOI there is a minimal NETs
formation with much less visible S. aureus.

DNA Bacteria Merged

control

DNA Bacteria Merged

100

E. coli

g
=

%.

E. coli

E. coli
MOI = 1

Fig. 1. Images from fluorescent microscopy of NETs induced with chemical inductor PMA, E.
coli (MOI =1, 10, 100) and S. aureus (MOI =1, 10, 100).
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Detection of bacteria with flow cytometry

In flow cytometry samples there are quite a few challenges in detecting bacteria with NETSs.
While in microscopy, our strategy of battling with non-specific signal was fruitful, in cytometry
26 tis not easy. At the start, we compared the samples stained with anti-bacteria antibodies,
with the ones pre-treated with Fc receptor blocking solution and the ones with live pre-stained
bacteria. The first plots demonstrate overall higher positivity at the FITC axis, as if the whole
population emits the signal. Using the Fc blocker allows much more clear resolution and

definition of bacteria-positive events.
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Fig. 2. NETs induced with regular bacteria and the ones that were pre-stained live with
BacLight Green before added to blood. BacLight Green stained bacteria are used as
a threshold to define the falsely positive population.

Control samples that were stained with both primary and secondary bacterial antibodies do
not exhibit extreme levels of positivity; while samples where only secondary antibody was
used, demonstrate extreme levels of false positivity on the FITC channel, with anti-goat
antibody having much higher affinity, than anti-mouse. Such a pattern repeats with chemically
induced samples, the false positive is even higher, suggesting that either antibodies bind to
something on the NETs or NETs themselves have a signal.

In bacterial sample, usage of Fc blocker with the mix of primary and secondary antibodies
lowers the positivity, getting the numbers closer to reality. However, combining Fc blocker
with only secondary antibody, again raises the percentage of presumably falsely positive
particles. Staining of bacteria-induced NETs with only secondary antibodies, the same affinity
is observed. This goes on in both bacterial samples, again with anti-goat antibody being much
less specific.

26



A) control C) E. coli

60 100
80—
0
£ 40 2
) o 60
s >
k3 S 40
X 204 X
204
0- 0-
v 0 O F F o ® & 0 Q)
& Q\v' AR SRS A o <° g ¥
O TP P & &* &
RIS g g 5 G K
& QP & v & @
* o £ @& S P S
D x° & X xS x x
A I & &
L@ TS § &S
C’«Qy < &®
9 <
B) PMA D) S. aureus
100 100
80
0
€ i
§ 60 €
>
o H
S 404 s
ES =R
20
0_
Q@‘Qv"qv”é’»"«chv”av"
& > v;o vp & 2
& & S P o\‘q <
x° & o xeo(‘\}
>
Q‘x‘ 3

Fig. 3. Graph depicting positivity in different samples at FITC signal. A) control sample
stained with anti-E. coli antibodies (with Fc blocker); anti-S. aureus antibodies (with Fc
blocker); secondary antibodies; B) PMA sample stained with anti-E. coli antibodies (with Fc
blocker); anti-S. aureus antibodies (with Fc blocker); secondary antibodies; C) E. coli sample
stained with anti-E. coli antibodies (with Fc blocker); secondary antibodies (with Fc blocker);
D) S. aureus sample stained with anti-S. aureus antibodies (with Fc blocker); secondary
antibodies (with Fc blocker). Samples were stained with mix of standard primary and
secondary antibody and secondary antibody only to verify the non-specific affinity of
secondary antibodies to the cells and NETs.
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Discussion

For the detection of bacteria inside the NETs, fluorescence microscopy was chosen as
a qualificative method, providing visual confirmation of a staining. In the beginning, we faced
some non-specific affinity in this method, but using Fc blocking solution to block Fc receptors
of the cells, seemed to significantly lower the false signal, creating less noise at the
background. We successfully detected E. coli at different MOI, freely in the sample and inside
the NETs. In S. aureus sample, there was a success at MOI = 100 in detecting NETs-bound
bacteria, but in lower concentrations it has proven to be complicated.

In this project, E. coli had been a much more reliable and stable NETs inductor than S. aureus,
rarely inducing NETs formation. One of the reasons behind this might be various escaping
mechanisms in possession of S. aureus. One of the most potent is the release of extracellular
adherence protein and nucleases, which bind and cleave the chromatin, destroying the NETs
(8-10), which complicates visualisation.

Flow cytometry was chosen as quantitative method to detect the bacteria inside the NETs. We
faced the same complications as with the fluorescence microscopy, and then we were able to
confirm and quantify the extent of non-specific binding of primary and secondary antibodies
to the cells and NETs. Using the Fc receptor blocking solution lowers the interactions,
however, 28 tis clear that some of the false signal stems from binding to NETSs.

There are multiple factors which present optimalisation of flow cytometry for this detection
much more complicated than in microscopy. In this protocol we only lyse erythrocytes,
therefore sample has not only neutrophils and NETs, but also cellular debris and plasma
content, all of which can interfere with the antibodies; while for microscopy samples, we
isolate specifically neutrophils. The advantage of microscopy is also a format of work, with
sample adhered to glass coverslip, 28 tis easier to perform washings; in suspensions for
cytometry, additional washings include centrifugation leading to unnecessary cells agitation,
which can promote NETs formation.

This work was supported by grant APVV-21-0378.
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4. Detekcia a charakteristika vlastnosti depozitu cerebrialneho Zeleza po
paracetamolom indukovanom intrakranialnom krvacani po 24 hodinach
fyzikalnymi a histochemickymi metédami
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Uvod

Zelezo predstavuje esencialny prvok pre vacésinu Zivych organizmov vratane &loveka. Jeho
metabolizmus je komplexny a musi byt prisne regulovany. Patologicky nadbytok spdsobuje
tvorbu volnych radikdlov, ¢o vedie kndslednym mutacidm acelkovym porucham
metabolizmu. Hlavnou uUlohou Zeleza je zUc¢astfiovanie sa na transporte dychacich plynov.
Predstavuje centralny atdém molekuly hemu, ktory spoloc¢ne s bielkovinovymi alfa a beta
retazcami vytvara hemoglobin. V bunkach ale nie je skladované vo forme hemoglobinu, ale vo
forme hemosiderinu a feritinu. Pred uskladnenim v bunke dochadza k oxidacii z Fe2+ na Fe3+.
Na transfere a reguldcii sa podiela feroportin, transferin, regulacny hormén hepcidin a mnohé
dalsie regulatory.

Mozgové krvacanie spésobuje primarne skody zvacSenim intrakranialneho tlaku, ale nasledne
dochddza aj k sekundarnemu chemickému poskodeniu vplyvom volnych radikalov. Po
cerebralnom krvacani sa dochadza v mozgovom parenchyme k uvolneniu ¢ervenych krviniek,
ktoré obsahuju hemoglobin. Sic¢astou hemoglobinu vo vnitri hemoglobinu st v molekulach
hemu ukotvené atomy Fe2+. Degradacia hemoglobinu a tym padom uvolfiovanie hemového
Zeleza v mozgovom tkanive spdsobuje ukladanie hemosiderinu a feritinu vo forme Fe2+ aj
Fe3+. Nadmerné mnoZstvo Zeleza v bunkach a tkanivach vedie k tvorbe volnych radikélov cez
Haber Weissovu a Fentonovu reakciu, a tym k ndslednému poskodeniu buniek a tkaniv
vplyvom oxidacného stresu. Na degradacii hemoglobinu a tvorbe hemosiderinu sa podielaju
fagocytujuce mikroglie. Existuju 2 hlavné procesy, ktorymi dochadza k zaniku erytrocytov pri
intrakranialnom krvacani, a to je erytrolyza alebo fagocytdza prostrednictvom mikroglii (1).
Kvantitativna biochemicka analyza ukazala, Ze hemosiderin a feritin vznikd min 24 h po
krvacani (2).

Cielom prace je objasnit povod a mechanizmus depozicie hemosiderinu a feritinu po
intrakranidlnom krvacani vyvolanym jednordazovym predavkovanim paracetamolom
(acetaminofen, APAP).

30



Material a metddy
Experimentalne zvieratd

Samce wildtype (WT; n=5) a Shank3b-/- knock-out (KO;n=8) dospelé (1-ro¢né) mysi s C57BL/6
pozadim. Zvieratd boli umiestnené v skupinach (4-6 na klietku) so svojimi mladatami a boli
drzané v kontrolovanom prostredi pri 24 + 2 stuprioch Celzia a 55 + 10% vlhkosti, s
neobmedzenym pristupom k potrave a vode pri 12-hodinovom svetlo/tma cykle.

Histochemické farbenie Perlsova metdda

Pri histochemickom dokazovani Zeleza v bunkach, v tkanivach a v organoch sa pouZivaju
histochemické metody. NajbeZnejSie pouZivanou metdédou na zistenie ukladania Zeleza v
organizme je jeho dokaz v histologickych rezoch Perlsovou reakciou. Reakcia nastava v roztoku
ferokyanidu draselného. Vznika modra sol ferokyanid Zelezity (pruska modra):

4 Fe3++ 3 KAFe(CN)6 -> Fe4(Fe(CN)6)3 + 12 K+

Hoci ide o reakciu, ktora je $pecificka pre Zelezo, reakcia nedemonstruje vSetko Fe, obzvlast
nie Zelezo, ktoré sa nadvazuje na hemoglobin, na malariovy pigment, na apoferitin a na
pigmenty, vznikajlce v kyslom formaline (3,4).

Magnetickd rezonancia

Vzhlad intrakranialneho krvacania pri zobrazeni magnetickou rezonanciou zavisi primarne od
veku hematdému atypu kontrastného zobrazenia (T1 alebo T2 Ako hematém starne,
hemoglobin prechddza viacerymi formami (oxyhemoglobin, deoxyhemoglobin a
methemoglobin), nasleduje lyza erytrocytov a Fe3+ Zelezo vytvara feritin a hemosiderin. T2*
sekvencie su primarne ovplyvnené stavom hemoglobinu a tym, ¢i doslo alebo nedoslo k lyze
buniek. Aj ked je deoxyhemoglobin aj methemoglobin obsiahnuty v ¢ervenych krvinkach, ¢o
ma za nasledok nerovnomerné rozloZenie paramagnetickych tGcinkov, to vedie k strate signalu.
Akonahle bunky lyzuju a methemoglobin je rovhomerne distribuovany v zrazenine, v obraze
pri T2 sa vytvori kontrast. V konec¢nom dosledku si hemosiderin a feritin (obaja silne
paramagnetické) pohltené monocytmi a makrofagmi a vysledkom st opat nerovnomerne
rozlozené paramagnetické ucinky a strata signalu v T2. Najma T2*-vaZzena MRI sa povaZuje za
citlivd metddu na detekciu ukladania hemosiderinu. Feritin aj hemosiderin sposobuju vyrazné
skratenie T2/T2*, vdaka ¢omu su oblasti, kde sa hromadia, na snimkach MR tmavé (5-8)

Ramanova spektroskopia

Na urcenie Struktirnych foriem Zeleza bola vyuZitd Ramanova spektroskopia slaserom
svinovou dlZzkou 633 nm. Na spracovanie dat ziskanych Ramanovou spektroskopiou bol
vyuZity softtware OriginLab. Data boli spracované formou Ciarového grafu.
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Vysledky

Po podani paracetamolu boli mysi dekapitované po 24 hodinach. Nasledne boli zhotovené 5
um hrubé rezy na mikrotéme afarbené Perlsovou rakciou na pritomnost hemosiderinu.
Sfarbenie bolo pozorované u vietkych skupin, ktorym bol podany paracetamol, u kontroly
nebolo pritomné (obr. 1).

Obr.1 Perlsova reakcia, mysi. Vlavo - Wild Type Saline, vpravo - Perlsova reakcia Shanks-/-
Paracetamol

Takto pripravené vzorky boli nasledne podrobené analyze Ramanovou spektroskopiou, ktorou
boli dokazané rozne formy Fe3+ Zeleza (obr. 2). Vyuzité boli referencné hodnoty uvedené
dostupnych dat z Ramanovej spektroskopie opisuje mineraly, ateda necharakterizuje
molekuly v tkanivach. Zo ziskanych Gdajov je mozné poukézat na pritomnost Fe3+ Zeleza vo
forme hematitu (643 cm-1) aferihydritu (709 cm-1) a metHb (1505 cm-1). Rovnako je
detegované Fe2+ Zelezo v oxyHb (1169 cm-1) a deoxyHb (1618 cm-1). Detekcia lepSieho
signalu bola pozorovana pri mensich izolovanych krystaloch ako pri vacsich agregatoch. Sum
spdsobuju organické zluceniny, ktoré obsahuje tkanivo po Uprave histologickymi technikami,
napr. xylén.
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Obr. 2 Grafické znazornenie Ramanovej spektroskopie

Pri zobrazovani MRI bolo rovnako dokazané Fe3+ 7elezo (obr. 3). Sipky ukazuji hyperintenzitu
v sivej hmote mozgovej po depozicii hemosiderinu a feritinu.

WT Saline Shank3” Saline Shank3” APAP

2N /I\\
z W

Obr. 3 MRI mozgov so zameranim na lokalizaciu Fe3+ Zeleza

Diskusia

Niekolko hodin (24 h) po krvacani sa oxyhemoglobin premiefia na deoxyhemoglobin.
Deoxyhemoglobin, ktory je pritomny niekolko dni po jeho uvolneni z ¢ervenych krviniek, sa
spontdnne a neenzymaticky oxiduje na methemoglobin, pricom sa Fe2+ z hemoglobinu
oxiduje na Fe3+ (9). Kvantitativna biochemicka analyza odstrariovania Zeleza zo zrazeniny na
potkanom modeli ICH s pouZitim 59Fe zna¢eného hemoglobinu ukazala, Ze po 24 hodinach v
podstate vsetko 59Fe zostalo v hemoglobine (1). Teda Perlsova reakcia na dobkaz
Fe3+(hemosiderin) bola pocas prvého dna negativna. Niekolko mikroglii vykazovalo
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zafarbenie Zelezom 24 hodin po intracerebralne krvacanie, avsak toto Cislo bolo podstatne
vyssie po 48 hodinach.
Nase vysSetrenia pomocou histochemického farbenia na hemosiderin, MRl a Ramanovou

udava vyraznejsi vyskyt Fe3+ Zeleza po 48 hodinach, u nas bolo detegované uz po 24 hodinach.

Ponukaju sa 2 hypotézy, a to urychlend fagocytéza alebo narusenie hematoencefalickej
bariéry. Hematoencefalickd bariéra (HB) vytvara prechod medzi tkanivom mozgu a krvnymi
kapilarami. Predstavuje najvacsie rozhranie medzi mozgom a krvou, predpokladana velkost
povrchu sa udava u dospelého ¢loveka na 12 — 18 m2 na zéklade priemerného povrchu cievy
150 aZz 200 cm2 na gram tkaniva (10). Vo vseobecnosti zohrdva velmi kltcovu ulohu pri
ochrane mozgového parenchymu pred latkami obsiahnutymi v krvi, rovnako predstavuje
prekazku pre vstup lie¢iv a inych exogénnych latok do centralnej nervovej ststavy. Struktdra
endotelu krvnych mikrokapilar je vysoko $pecificka vyskytom tesnych bunkovych spojeni (tight
junctions), vdaka ¢omu je zabranené neregulovanému prenosu polarnych molekil medzi
krvou a mozgom. V takomto pripade by nemohla molekula Fe203 neregulovane prechadzat
cez HB, pretozZe rozdiel elektronegativity kyslika a Zeleza je priblizne 1,6. Ide teda o silne
poldrnu molekulu a za fyziologickych podmienok neméze dochadzat k jej volnému prenosu
cez HB membranu.

Pri fagocytdze erytrocytov dochddza k oxidacii Zeleza z Fe2+ na Fe3+ . Dochddza k rozkladu
hemoglobinu na hem a Zelezo, ktoré je vo forme feroportinu exportované do plazmy. Odtial
je prenasané transferinom do buniek, ktoré ho vyzaduju. V nich je skladované vo forme
feritinu a hemosiderinu prevazne v peceni, slezine, kostnej dreni, kostrovom svalstve.
K erytrofagocytéze dochddza prevazne v peceni (Kupfferove bunky) a slezine (makrofagoch
Cervenej pulpy). Gliové bunky v mozgu maju taktiez schopnost fagocytdzy. Erytrofagocytdzou
brania erytrolyze avyliéeniu toxického obsahu bunky do extracelularneho prostredia.
Fagocytoza predstavuje hlavny zdroj Zeleza pre bunky.

Pri naruseni hematoencefalickej bariéry by pravdepodobne dochddzalo k detekcii Zeleza
v celej vzorke a nie len lokalne ako sme pozorovali. Pri fagocytdze by sme ocakavali neskorsiu
tvorbu molekul Fe3+.

Nasim dalsim ciefom bude preskimat povod Zeleza a metabolickd drahu vzniku agregatov.
Tkanivo bude skimané elektronovou mikroskopiou za Ucelom zistenia velkosti castic
obsahujucich Zelezo, kedZe agregaty feritinu maju odlisnd velkost v peceni a v mozgu. Taktiez
bude vhodné pokus zopakovat a overit ¢i opdtovne déjde k rychlemu depozitu Fe3+ Zeleza do
tkaniva, kedZe takato rychla tvorba agregéatov nebola pri inych studidch pozorovand. Rovnako
by bolo vhodné pri opakovani experimentu zmerat hladinu hepcidinu, ktory sa vyznamne
podiela na regulacii metabolizmu Zeleza (11).
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Uvod

Systém arginin-vasopresinu (AVP) je znamy svojim spojenim so socidlnym spravanim, najma v
kontexte parovej vazby, dévery a emocionalnej reguldcie lasky (Carter 2017; Heinrichs, von
Dawans, a Domes 2009). U¢inok AVP (arginin vazopresin) je sprostredkovany cez receptor
kédovany génom AVPR1A. Uroveri expresie AVPR1A v roznych oblastiach mozgu zvierat sa
ukazala byt spojena s réznymi aspektmi socidlneho spravania (Hammock et al. 2005). Zatial ¢o
regulacia expresie AVPR1A je komplexna, polymorfizmus v promotore tohto génu moze byt
jednym z faktorov zapojenych do jeho reguldcie (Hammock a Young 2005). Ludia maju v tejto
oblasti tri opakujuce sa sekvencie, ktoré su polymorfné: opakovanie dinukleotidu (GT)25,
komplexné opakovanie (CT)4-TT-(CT)8-(GT)24 (RS3) a tetranukleotidové opakovanie (GATA)14
(RS1) (Thibonnier et al. 2000). Predchadzajuce Studie naznadili prepojenie medzi tymito
genetickymi variantami v géne AVPR1A a réznym vztahovym spravanim u ludi. Stddia
zamerand na 7400 dvojcat a ich surodencov, ktori boli vo vztahu minimalne rok, zistila
vyznamné prepojenie medzi variantmi génu AVPR1A a neverou u Zien (Zietsch et al. 2015). U
muzov existuje spojenie medzi jednym z polymorfizmov opakovania ludského AVPR1A (RS3) a
vlastnostami odrazajucimi spravanie vo vztahu, vratane vazby na partnera, vnimanych
manzelskych problémov a manzelského stavu, a preukazuje sa, Ze genotyp RS3 u muzov tiez
ovplyviuje kvalitu manzelstva, ako ju uviedli ich partnerky (Walum et al. 2008a). Okrem
genetickych faktorov su rézne socio-demografické faktory vyznamne spojené s manzelskou
spokojnostou (Kowal et al. 2021). Zaujimavo, medzinarodna studia ukazala, Ze vyssi pocet deti
bol spojeny so znizenou manzelskou spokojnostou iba v populacii Zien, rodiCov s vyssim
vzdelanim a niZ$imi Uroviiami naboZenskosti (Kowal et al. 2021). Naopak, ta ista studia tiez
zistila, Ze v niektorych krajindch bol vyssi pocet deti spojeny s vySSou manzelskou
spokojnostou, ale iba u muzov.

Cielom tejto Studie bolo preskimat, ¢i variabilita v RS3 nachdadzajica sa pred kédovacou
sekvenciou génu AVPR1A je spojend so spokojnostou parov bez ohladu na rodinny stav.
Komplexné spravanie vratane interakcie partnerov je ovplyvnené réznymi faktormi, vratane
genetiky, socidlneho prostredia a psycholdgie. Preto sa skimalo aj ovplyvnenie vztahovej
spokojnosti pritomnostou deti.
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Material a metddy

Ucastnici

Celkovo sa na tejto Studii zucastnilo 53 zdravych dobrovolnikov, 32 Zien a 21 muZov. Priemerny
vek bol 28,7 rokov (SD = 8,7, min.-max. 19-50). U¢astnici boli va¢$inou strednej triedy, vietci
boli belosi. VSetci Gastnici museli mat vztah s partnerom trvajici minimalne jeden rok, bez
ohladu na rodinny status. Priemerna dizka vztahu bola 6,7 rokov (SD = 5,2, min.-max. 1-21).
Uéastnici boli hodnoteni ako jednotlivci, nie ako pary. Odpovedali na otazky ohladom
pritomnosti deti. Styridsat jeden Gcastnikov nemalo dieta, desat icastnikov malo 2 deti a dvaja
Ucastnici mali 4 deti.

Index spokojnosti paru

Na meranie spokojnosti G¢astnikov v ich vztahu bola pouZit4 $kala spokojnosti paru (CSI) (Funk
& Rogge, 2007) v slovenskom jazyku (Slosarikova 2021). Obsahuje 32 poloZiek pozostévajtcich
z 6-bodovej skdly Likert (0-5), s vynimkou jednej polozky s 7 bodmi (0-6). Hrubé skére pre
spokojnost partnerov je vypocitané suétom vietkych poloZiek, pricom vyssie skére naznaduje
vy$8iu spokojnost. Maximélny podet bodov je 161. Hodnota 104,5 je cut-off pre uréenie
spokojnosti partnerov. Dotaznik bol vyplneny online formou.

Izolacia DNA

Priblizne 2 ml slin bolo zozbieranych spontannym slinenim do zberného pohara. Po
centrifugacii pri 6797 g po dobu 3 minut sa peliet resuspendoval v 200 pl PBS a DNA bola
izolovana pomocou QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemecko).

Genotypizacia

Gentotypizovany bol mikrosatelit v promotorovej oblasti AVPR1A (RS3, komplexné
opakovanie (CT)4-TT-(CT)8-(GT)24). Mikrosatellit RS3 bol amplifikovany pomocou primerov
5°-TCCTGTAGAGATGTAAGTGC-3" (forward) a 5'-GTTTCTTTCTGGAAGAGACTTAGATGG-3’
(reverse) (Wassink et al. 2004). Tiez sme genotypovali polymorfizmus RS1, ale vysledky sa
nedali vyhodnotit, preto sme ho vynechali z analyzy. Fluorescen¢ne oznacené DNA fragmenty
boli analyzované podla velkosti pomocou kapildrnej elektroforézy pomocou ABI PRISM 3730
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Uspeiné genotypovanie oboch alel bolo dosiahnuté u
42 jedincov.

Statistické analyzy

Normalna distriblcia bola testovana pomocou Shapiro-Wilkovho testu. Rozdiely medzi
jednotlivcami s réznymi alelami génu AVPR1A boli posudené prostrednictvom Kruskal-
Wallisovho testu. Rozdiely vo vztahovej spokojnosti medzi Géastnikmi s a bez deti boli

skimané pomocou t-testu nezavislych vzoriek. Cohenov d bol pouZity na uréenie velkosti
efektu.

Vysledky
Median hodnoty dizky PCR produktu bola 335 bp (rozsah: 318-346 bp). Na zaklade di7ok RS3
boli alely klasifikované ako kratke (S) alebo dlhé (L), ¢o viedlo kzadefinovaniu troch
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genotypovych skupin: SS (n =6), LL (n = 18) a SL (n = 18). Nebol zisteny signifikantne vyznamny
rozdiel v partnerskej spokojnosti medzi tymito tromi genotypovymi skupinami (p = 0,114).

Pri testovani vplyvu pritomnosti dietata na hodnotenie spokojnosti sa preukazalo, ze G¢astnici
s detmi (priemer = 120,2, SD = 20,6, min-max 75-161) uviedli vyznamne nizsie Urovne
partnerskej spokojnosti v porovnani s Ucastnikmi bez deti (priemer = 136,2, SD = 22,9, min-
max 91-150) (p = 0,032, Cohenov d = 0,735, t = 2,304). Prah pre partnerskid spokojnost podla
CSI (104,5) nebol dosiahnuty u 25 % Ucastnikov s detmi a 12 % Ucastnikov bez deti.

Diskusia

Socidlne spravanie, vratane spokojnosti v partnerskych vztahoch, je komplexny fenomén
uréeny vzajomnym posobenim mnohych genetickych a socio-demografickych faktorov.
Cielom tejto Studie bolo skimat, ¢i je spokojnost partnera spojena bud's polymorfizmom génu
AVPR1A alebo s pritomnostou deti v partnerskom vztahu. V nadej $tadii sme nepotvrdili vplyv
genetickej variability v géne AVPR1 na vztahov( spokojnost. AvSak vysledky ukazuju, Ze
Gcastnici s detmi dosahuju nizsiu uroveri vztahovej spokojnosti v partnerskom vztahu v
porovnani s Ucastnikmi bez deti.

Systém AVP zohrava vyznamnu Ulohu v rdznych socidlnych procesoch, ale jeho vztah so
spokojnostou partnera ostava nejasny. AVPR1A sa vyznaluje variabilitou expresie za
fyziologickych podmienok, ktord je ovplyvnena, mimo iného, aj polymorfizmami v promotore
génu (Hammock et al. 2005; Hammock a Young 2005). Experimentalne zniZenie expresie
AVPR1A vo ventrdlnom pallide monogamného druhu hrabosa prispelo k vyznamnému
zhorseniu vykazovania preferencie parovanej samicky jej samcom (Barrett et al. 2013). U ludi
bola jedna z najbeznejsich alel pre RS3, alela 334, spojena so signifikantne nizsim skore parovej
vazby v porovnani s nositelmi inych alel s relativne malym efektom (Walum et al. 2008b).
Dalsie $tudie skimali premenné stvisiace so spokojnostou partnera, ako je sexualna
spokojnost a schopnosti socidlnej interakcie (napriklad empatie) (Uzefovsky et al. 2015). Tieto
studie ukazali, Ze variabilita v géne AVPR1A je spojend s empatiou a inymi vlastnostami, ktoré
su délezité pre zdravy a pokojny vztah. Nasa Studia sa teda zda byt v rozpore s vysledkami
uvedenych studii. Pravdepodobnym vysvetlenim je, Ze gén prispieva len malym efektom k
spokojnosti partnera a je potrebna vacsia vzorka Ucastnikov na preukdazanie tohto efektu.

Vztahové spokojnost v partnerskom vztahu je komplexny konstrukt ovplyvneny mnozstvom
psychologickych a sociodemografickych faktorov. Nase zistenia su v sulade s predchadzajucimi
vyskumami, ktoré demonstrovali vyznamny vztah medzi spokojnostou partnera a
pritomnostou deti (Kowal et al. 2021; Twenge et al. 2003). Tento vztah vsak nemusi byt
univerzdlne platny a méze vykazovat kulturne rozdiely. Napriklad $tudia medzi etnickou
skupinou Igbo v Nigérii odhalila pozitivny vztah medzi vy$$im poétom deti a zvysenou
manZelskou spokojnostou (Onyishi et al. 2012). Okrem kultirnych faktorov aj religiozita a
Uroven vzdelania ovplyvriuju tento vztah (Kowal et al. 2021). Existuje mnoho moZnych
vysvetleni pre spojenie medzi spokojnostou partnera a pritomnostou deti. Starostlivost o deti,
najma v ranom detstve, ¢asto suvisi s narusenim kvality spanku. Nedostatok spanku zasa vedie
k zvy$enej Unave, podrazdenosti a citelnému poklesu kvality vztahu (Audigier et al. 2023).
Vychova deti vyZaduje vyznamné mnozstvo rodicovskej pozornosti, o méze znizit Cas
venovany partnerovi, pricom spolocne traveny Cas predstavuje kltcovy faktor pre kultivaciu
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spokojného vztahu (Hogan et al. 2021). Manzelskd spokojnost je tieZ spojena s finanénou
spokojnostou (Archuleta et al. 2011). Pritomnost deti kladie dodato¢né naroky na finanéné
prostriedky, ¢o sa méze kryt s ndrastom pracovnej zataze, stresu a dalSim znizenim casu
venovaného partnerovi.

Tato Studia, realizovana na obmedzenom vzorku tGcéastnikov, nepreukazala Ulohu genetiky pri
vysvetlovani rozmanitosti vo vztahovej spokojnosti. Nase zistenia vSak naznacuju, Ze
pritomnost dietata ovplyviiuje kvalitu partnerského vztahu avztahovld vdzbu. Toto
pozorovanie méze slUzit nielen k behavioralnemu vyskumu, ale aj k osvetovym programom
vzdeldvania a podpory pre rodiCov. Zvysend informovanost o vyzvach spojenych s
rodicovstvom vedie k lepSej dostupnosti pomoci a zdrojov, k efektivnejSej starostlivosti o
vlastny blahobyt, k formovaniu lepsich socialnych politik. Otvorené diskusie o tazkostiach
rodi¢ovstva mdzu pomoct zmiernit stigmatizaciu a podporit hladanie pomoci, kedZe dusevné
zdravie a celkovy blahobyt st ¢oraz viac spolo¢nostou povazované za vysoké priority.

Podporené grantom APVV-20-0070, VEGA 1/0068/21, APVV-20-0139. Projekt bol odsthlaseny
Etickou Komisiou Lekdrskej Fakulty Univerzity Komenského v Bratislave (¢.: 40/2022).
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Uvod

Diabeticka retinopatia, hlavna pric¢ina straty zraku u diabetikov, predstavuje narastajuci
problém na celom svete. Podla aktualnych Gdajov Svetovej zdravotnickej organizacie (World
Health Organization, WHO) sa odhaduje, Ze postihuje v eurdpskom regidéne 950 tisic ludi (1).
Vsetci pacienti s diabetes mellitus (DM), nezavisle od typu DM, su vystaveni riziku vzniku
arozvoja retinopatie. Diabetickd retinopatia (DR) je hlavnou pri¢inou poskodenia zraku
a slepoty. DR je sposobena zmenami v krvnych cievach sietnice zadnej ¢asti oka. Navyse, aj
ked' nie su pritomné Ziadne priznaky, ktoré by upozorriovali jednotlivca na pritomnost DM,
dlhodobé, aj nepoznané, zvysenie hladiny glukézy v krvi nakoniec méze viest k poskodeniu
tkaniva. DR je liecitelnd komplikacia cukrovky a preto vcasny zachyt je nevyhnutny aj na
prevenciu rozvoja vaznejsich komplikacii a slepoty u diabetikov.

DR je definovana ako pritomnost retindlnych mikrovaskularnych lézii u diabetika -
mikroaneuryzmy, krvdcania, makké exsudaty, tvrdé exsudaty, intraretindlne mikrovaskularne
abnormality, vendzne gulicky, nové cievy a fibrozne tkanivo, ktoré predstavuju znaky
DR. Ziadna individudlna lézia nie je $pecifickd pre diabetes, mdie sa vyskytnut pri inych
chorobnych procesoch. Vyvoj lézii u pacienta s DM vsak charakterizuje vznik a progresiu DR.

U kazdého diabetika, ak Zije dostato¢ne dlho, sa ¢asom rozvinie DR. Pri dvadsiatich rokoch
anamnézy DM (poznanej alebo nepoznanej diagnoézy) sa odhaduje, Ze priblizne 80 %
diabetickej populacie ma DR a 29% ma edém makuly (2, 3, 4).

V sucasnosti dostupnd liecba, hlavne ak sa pouZije vcas, je ucinna pri prevencii vaznej straty
zraku az v 98 % pripadov, strateny zrak vSak nevrati. Kfi¢om k prevencii slepoty zapricinenej
oc¢nymi komplikaciami DM je ich véasné rozpoznanie a vhodna liecba.

Vekom podmienena degenerdcia makuly (VPDM) je vo vyspelych Statoch najCastejsie
ochorenie, ktoré vedie k strate centralneho videnia a pacienti uddvaju pokrivené
a deformované tvary predmetov. Zvyknu pripisovat zhorSeny zrak veku a problém neriesia.
Pritom v¢asné podchytenie priznakov a nasledna lie¢ba vedia zachranit zrak.

Pri edéme sietnice dochadza k zhrubnutiu sietnice v dosledku akumulacie exsudativnej
tekutiny z poskodenej vnutornej hematosietnicovej bariéry, Cize extraceluldrny edém, alebo v
dosledku hypoxie veducej k hromadeniu tekutiny v jednotlivych bunkdach sietnice, tzv.
intracelularny edém. Méze byt ohniskovy alebo difuzny. Edém centralnej Casti sietnice,
makuly, vedie k zhorSeniu videnia. Na jednotlivych snimkach sietnice je makularny edém tazko
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detekovatelny, Casto sa prejavuje tvrdymi exsudatmi v makule, ktoré maju tendenciu
zhlukovat sa okolo mikroaneuryziem. Tvrdy exsudat ¢asto vytvara kruhovy vzor obklopujuci
oblast opuchu. Makularny edém sa moze objavit v ktoromkolvek S$tadiu diabetickej
retinopatie.

Pravidelné vySetrovanie je nevyhnutné pre vcasny skrining DR a VPDM. Na Slovensku len
priblizne 50 % diabetikov podstupuje pravidelné ocné skriningové vysetrenia. Moderné
technoldgie - nemydriatické kamery a softvér umelej inteligencie - umoZziuju rozpoznat lézie,
urobit skriningové vysetrenie diabetickej retinopatie, znizit diagnostickd zataz pre o¢nych
Specialistov, C¢asové naklady pre pacientov azachytit pripady s novozistenymi
mikrovaskuldrnymi komplikdciami diabetu vcas.

S dnes$nymi digitalnymi farebnymi funduskamerami je moiné ziskat jeden alebo viacero
snimok od pacienta v priebehu niekolkych sekind a zobrazit ich na obrazovke poditaca.
Softvérové systémy vyuzivajuce umell inteligenciu st schopné obratom vyhodnotit vysledok.

V tejto Studii sme sledovali zachyt diabetickej retinopatie v stibore pacientov diabetologickej
ambulacie pomocou funduskamery.

Metody

V prospektivnej observacnej studii sme sledovali subor pacientov s diagndzou diabetes
mellitus dispenzarizovanych na Diabetologickej a metabolickej ambulancii Medispektrum
v Bratislave. V ramci studie boli vy3etrovani pre pritomnost priznakov diabetickej retinopatie.

Vysetrenia boli uskutoénené v obdobiod 1.1.2014 do 31. 3. 2024. VySetrenie bolo dobrovolné,
nebolo hradené zverejného zdravotného poistenia, bolo bezplatné. Vysetrenia boli
realizované pocas rutinnych vySetreni na diabetologickej ambulancii, rozsirené o vysetrenie
funduskamerou (obrazok 1). Vsetci vySetreni boli starSi ako 18 rokov, pred vysetrenim
podpisali informovany suhlas.

Vysetrujuci boli pred zacatim vySetrovani vyskoleni v metddach studie, konkrétne vo vysetreni
diabetologickej retinopatie v ordinacii diabetoldga. Zagkolenie sa uskutocnilo v garancii Ceskej
diabetologickej spolo¢nosti, zahrnulo zaskolenie k pouZivaniu pristroja a nacvik praktickych
zruénosti v spolupraci s oftalmolégom.

Na vysetrenia sme pouzili funduskameru s konfokalnym zobrazovacim systémom iCare
DRSplus. Plne automatizovany systém iCare DRSplus, zahffiujuci automatické zarovnanie,
zaostrenie, expoziciu a zachytenie, umoznil zobrazovanie cez zrenicky uz od 2,5 mm, bez
potreby dilatacie a s podporou podrobnych 45° snimok sietnice.

U kazdého vysetreného sme ziskali 4 snimky: z kazdého oka po dve fotografické obrazové
polia, jedno centrované na optickom disku a druhé na makule. Vsetky fotografie boli urobené
bez rozsirenia zrenic. Technoldgia TrueColor Confocal poskytla obrazy s vysokou ostrostou
obrazu, optickym rozliSenim a kontrastom. Filtrovanie bez ¢ervenej farby s vysokym rozlisenim
zlepsilo vizualizaciu vaskulatury sietnice, modré obrazky poskytli lepsi pohlad na vrstvu
nervovych vlakien, cerveny kanal umoznil svetlu prenikat do hlbokych wvrstiev
sietnice. Infracervené svetlo poskytlo podrobné informacie zodpovedajuce cievovke. Moznost
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funkcie mozaiky automaticky kombinovala rézne polia sietnice bez zédsahu pouZivatela a
vytvarala panoramatické pohlady az do 80° (5).

Vsetky fotografie o¢ného pozadia boli anonymizované a nahrané na cloudovu platformu cez
zabezpecené internetové pripojenie, kde bol na obrazky aplikovany softvér RetCAD v1.3.1
(Thirona, Holandsko). VSsetkym obrazkom bolo priradené skére kvality, skére DR a VPDM
pomocou algoritmu umelej inteligencie (arteficial intelligence, Al). RetCAD™ je softvérovy
produkt s certifikdciou CE 0344 triedy lla (senzitivita vySetreni 95-100%, Specificita 98 %) .
Softvér vyuziva technoldgiu hlbokého ucenia a pocitacového videnia na velkom mnoZstve
snimok sietnice, aby poskytol presné vysledky (6).Zjednodusena vizualizdcia analyzy
skenovania pomocou tepelnych map pomaha zlepsit zapojenie pacienta pri interpretécii
vysledkov. Doba analyzy je priblizne 1 minutu. Vysledky softvéru RetCAD boli odoslané spat
do klientskej aplikacie.

V tomto sledovani sme poufZili Udaje z rutinnych vysetreni diabetikov na diabetologickej
ambulancii. Vsetci vysetreni boli diabetici a s diagnézami podla Medzinarodnej klasifikacie
chor6b (MKCH), 10. Revizie: E10.* Diabetes mellitus 1. typu (DMT1), E11.* Diabetes mellitus
2. typu (DMT2), 024.4 Gestacny diabetes mellitus vzniknuty v tarchavosti (GDM) a E13.*
a E14.* - Specifické formy DM.

Subor sme sledovali podla nasledujucich charakteristik: typ diabetes mellitus (DMT1, DMT2.
GDM, $pecifické formy DM), pohlavie (Zena/muz), vek. Dalej sme vyhodnotili vysledky
vySetreni funduskamerou, vyhodnotend softvérom RetCAD™ pre kazdé oko zvlast (favé oko,
0S - oculi sinistri a pravé oko, OD — oculi dextri).

Kazdy obrazok bol najprv ohodnoteny podla kvality obrazu a ak sa kvalita obrazu povaZovala
za dostato¢nu, obrazok bol ohodnoteny skriningom pritomnosti alebo nepritomnosti DR
a VPDM. DR bola klasifikovana podla klasifikicie ETDRS (Early Treatment of Diabetic
Retinopathy Study) a VPDM podla AREDS (Age-Related Eye Disease Studies).

Pouzili sme nasledovné hodnotenie DR: 0 az 5 (0 - Ziadna DR, 1 - mierna DR (iba
mikroaneuryzmy), 2 - strednd neproliferativna DR (NPDR; mikroaneuryzmy, krvacanie,
exsudaty, vatové skvrny), 3 - zavazna NPDR (zdvainé krvacanie zo sietnice, vatové skvrny,
Zilové guldcky), 4 - velmi zdvaind NPDR (zdvainé retinadlne krvacanie vo vsetkych 4
kvadrantoch alebo vyznamné Zilové gulicky aspon v 2 kvadrantoch alebo stredne zavainé
intraretindlne mikroaneuryzmy aspon v jednom kvadrante), 5 - proliferativna DR. 0 alebo 1 sa
oznacuje ako nereferovatelny DR, zatial ¢o S$tddid DR 2 alebo vysSie sa oznacuju ako
referovatelné DR.

PouZili sme nasledovné hodnotenie VPDM: 0 az 3 (0 - Ziadna VPDM, 1 - skord VPDM (stredne
rozsirené drizy > 63 pm az < 125 um), 2 - stredna VPDM (velké druzy > 125 pm), 3 - pokrocila
VPDM (neovaskuldrna VPDM a /alebo geografickd atrofia). Stadium VPDM 0 alebo 1 sa
oznacuje ako nereferovatelnd VPDM, zatial ¢o $tddium VPDM 2 alebo 3 sa oznacuje ako
referovatelna VPDM (obrazok 2).

Ziskané udaje z vySetreni sme vloZili do databazy vytvorenej v programe Excel. Hodnotili sme
celkové pocty vysetrenych v jednotlivych skupinach, percentudlne zastUpenia, mediany
a priemery jednotlivych premennych.
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Fotografie, ktoré nesplifiali parametre kvality podla hodnotenia samotného softvéru neboli
vyhodnocované. Vsetci pacienti s pozitivnym nalezom boli odoslani na oftalmologické
vySetrenie. Diabetickdm a diabetikom bez zistenej DR a/alebo VPDM bolo vysetrenie
u oftalmoldéga odporucené a boli upozorneni, Ze vySetrenie funduskamerou nenahradza
kompletné ocné vysetrenie.

Vysledky

Spolu bolo vysetrenych 403 dospelych diabetikov, z nich bolo 183 Zien (45,4%) a 220 muzZov
(54,6%). Median veku bol 54,9 rokov, vekovy priemer 52,8 rokov, vekovy rozsah 25 — 85 rokov.
Charakteristiku siboru uvadzame v tabulke 1.

Z vysetrenych bolo diabeti¢iek a diabetikov 1. typu 19 (4,7%), diabeticiek a diabetikov 2. typu
370 (91,8%), tehotnych Zien s gestaénym diabetom zistenym v tarchavosti bolo 13 (3,2%), 1
diabetik mal $pecifickd formu DM (0,3%) .

V skupine DM1T bolo 7 Zien (36,8%) a 12 muzov (63,2%). Vekovy priemer 42,4 roka, median
41 rokov, vekové rozpétie od 30 do 61 rokov.

V skupine DM2T bolo 163 (44,1%) Zien a 207 (55,9%) muZov. Vekovy priemer 67,4 roka,
median 69 rokov, vekové rozpatie od 30 do 85 rokov.

V skupine GDM bolo 13 (100%) Zien a 0 (0%) muZov. Vekovy priemer 33,5 roka, median 35
rokov, vekové rozpétie od 25 do 44 rokov.

V skupine diabetikov so $pecifickymi formami DM bol 1 muz (100%), vek 68 rokov.

Zisteny vyskyt ocnych komplikacii:

V skupine DM1T bez znamok DR bolo zistenych 8 (42,1%) diabetiiek a diabetikov, miernu DR
mali 4 (21,1%) diabeticky a diabetici, stredne zdvaznu 3 (15,8%), zdvaznu 3 (15,8%),
proliferativna sa vySetrenim nezaznamenala.

V skupine DM2T bez znamok DR bolo zistenych 229 (69,1%) diabetiCiek a diabetikov, miernu
DR malo 69 (18,6%) diabetikov a diabetitiek, stredne zavaznu 30 (8,1%), zavaznu 9 (2,4%),
proliferativna sa nezaznamenala vysetrenim.

V skupinach s GDM a $pecifickymi formami DM nebola zistena DR a ani VPDM.

V skupine DM1T vysetrenie nezistilo DR ani na jednom oku u 42,1% diabeticiek a diabetikov.
U 57,9% DMI1T bola zachytena minimédlne mierna DR minimalne na 1 oku. Mierna DR,
oznacovana za reverzibilny stav, bola zistend u 21,1% diabetiCiek a diabetikov 1. typu. Stredne
z4avazna a zdvazna DR minimalne na jednom oku sa vyskytla spolu u 31,6%.

V skupine DM2T vySetrenie nezistilo DR ani na jednom oku 042,1% V skupine DM1T
vysetrenie nezistilo DR ani na jednom oku u 61,9% diabeticiek a diabetikov. U 38,1% DM2T
bola zachytend minimalne mierna DR miniméalne na 1 oku. Mierna DR bola zistena u 18,6%
diabeticiek a diabetikov 2. typu. Stredne zdvaznd a zavazna DR minimalne na jednom oku sa
vyskytla spolu u 10,3% diabeticiek a diabetikov.
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Tabulka 1: Charakteristika suboru

Pohlavie

Pocet
Typ DM Vek vydetrenych |Zeny n | Muzi

n (%) (%) n (%)
DM 1. typu 41 19 (4,7) 7 (36,8) 12 (63,2)
DM 2. typu 69 370 (91,8) 163 (44,1) 207 (55,9)
Gestacny diabetes mellitus |35 13 (3,2) 13 (100) 0(0)
Specifické formy DM 68 1(0,03) 0(0) 1(100)
Spolu 54,5 403 (100) | 183 (45,4) 220 (54,6)

Tabulka 2: Vysledky skriningového vySetrenia o¢nych komplikacii DM funduskamerou so
seftvérom s vyuzitim umelej inteligencie (Al) — DR a VPDM

Typ DM DM1T DM2T GDM ?gf;';'g:;
Pocet vysetrenych podla
typu DM 0 (%) 19 (100) 370(100) |13 (100) |1 (100)
bez DR 8 (42,1) 229(61,9) |13(100) |1 (100)
mierna DR 4(21,1) 69 (18,6) 0(0) 0(0)
stredne zavazna 3(15,8) 30(8,1) 0(0) 0(0)
8 |zévazna 3(15,8) 8(2,2) 0(0) 0(0)
& | proliferativna 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
bez DR 10 (52,6) 235 (63,5) 13 (100) 1(100)
mierna DR 4(21,1) 64 (17,3) 0(0) 0(0)
stredne zavazna 2 (10,5) 28 (7,6) 0(0) 0(0)
zdvazna 2(10,5) 9(2,4) 0(0) 0(0)
proliferativna 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
bez VPDM 18 (94,7) 283(76,5) |13(100) |1 (100)
& |vasné Stadium 0(0) 36 (9,7) 0(0) 0(0)
g stredne pokrocilé stadium |0 (0) 11 (3,0) 0(0) 0 (0)
S | pokrogilé stadium 0(0) 6(1,6) 0(0) 0(0)
bez VPDM 18 (94,7) 295 (79,7) 13 (100) 1(100)
8 véasné stadium 0(0) 25 (6,8) 0(0) 0(0)
g stredne pokrodilé stadium |0 (0) 12 (3,2) 0(0) 0(0)
S |pokrodilé Stadium 0(0) 4(1,1) 0(0) 0(0)

Legenda: DM — diabetes mellitus, DM1T — diabetes mellitus 1.typu, DM2T — diabetes mellitus
2.typu, GDM — gestacny diabetes mellitus, DR — diabeticka retinopatia, VPDM — vekom
podmienena degeneracia makuly, OS — oculi sinistri, lavé oko, OD — oculi dextri, pravé oko, Al
— artificial intelligence, umeld inteligencia
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Obrazok 1: VySetrenie funduskamerou

Vysledok analyzy RetCAD Odportéanie

Zistend mierna alebo zévaznejsia DR. Odpor(G&anie: Odoslat pacienta na dalSiu kontrolu.

oD oS
Hodnotenie DR softvérom RetCAD™: Hodnotenie DR softvérom RetCAD™:
N | | ().
149 317
Hodnotenie VPDM softvérom RetCAD™: bez zachytu VPDM Hodnotenie VPDM softvérom RetCAD™: bez zachytu VPDM
0 1 2 3 0 1 2 3

024 047

Kvalita vy3etrenia: dobra Kvalita vySetrenia: dobra

Vysvetlenie skére RetCAD

Diabetick4 retinopatia Vekom podmienena degeneracie makuly
urtend podla Klasifikécie zdvaznosti ICDR*  (VPDM)

0: bez zéchytu DR urtena poda Klasifikacie zavaznosti AREDS*
1: zaznamenana mierna forma DR 0: bez zachytu VPDM

2: zaznamenana stredne zavazna forma DR 1: véasné Stadium VPDM

3: zaznamenan zavazna forma DR 2: stredne pokroilé Stadium VPDM

4: zaznamenan proliferativna forma DR

Medzindrodné Kiasifikicia diabetickej retinopatie
orenia

¢ &dium VPDM, vrtane Vit
suchej formy

Obrazok 2: Vyhodnotenie DR a VPDM, zachytenie zdvainej DR u 41 rocného diabetika 2.
typu
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Obrazok 3: Program skriningového vysSetrenia diabetickej retinopatie s vyuZitim umelej
inteligencie (Al) (6)

V skupine GDM a diabetikov so Specifickymi formami DM sa Ziadna komplikacia DM - DR ani
VPDM - nezistila. Je to dokazom, Ze komplikacie DM zavisia od metabolickej kompenzacie a od
dizky trvania DM.

Vysledky vySetreni sui uvedené v tabulke 2.

Diskusia

V nasom stubore sme uskutocnili skriningové vysetrenie DR a VPDM u pacientov s DM (tabulka
1) pocas pravidelného vysetrenia na diabetologickej ambulancii.

Nase zistenia o vyskyte DR a VPDM, zachytené v tabulke 2, st vysSie, ako je bezny zachyt
tychto komplikacii u diabetikov podla Udajov Narodného centra zdravotnickych informacii
(NCZI). Pocet diabetikov s oénymi komplikaciami je na Slovensku okolo 70 tisic za rok 2022, ¢o
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predstavuje prevalenciu 19,55%, z toho vyskyt slepoty je 2,2 na 1000 diabetikov. Kazdoro¢ne
je unas upriblizne 5 tisic diabetikov novozistena DR a novozistend slepota je u 70 -140
diabetikov rocne (7).

Nase vysledky svedcia pre vysoku mieru prevalencie komplikacii v sledovanom subore — vyssiu
ako je prevalencia beZne zachytavand bez vysSetrenia funduskamerou v o¢nej ambulancii.
Tento fakt vysvetluju Udaje zdravotnych poistovni - pravidelné oc¢né skriningové vysetrenia
podstupuje len priblizne 50% diabetikov, ¢o je pri¢inou poddiagnostikovania DR. Situaciu
ovplyvriuje dostupnost zdravotnej starostlivosti, ochota diabetikov podstupovat dalsie
vysetrenia z r6znych dévodov, hlavne pracovnych, socidlnych, ekonomickych a inych aspektov
zo strany pacientov, doba trvania vysetrenia a ndsledné ovplyvnenie hlavne v pripade
mydridzy zrenice oka.

Pravidelné o¢né vySetrenie a lie€ba méZzu Gcinne zabranit vadsine pripadov slepoty v désledku
DM. DR nemusi spdsobovat ziadne tazkosti, kym nie je celkom pokroéila a neovplyvriuje zrak
Cloveka. Niektoré krajiny, uz zaviedli skriningové programy pre populacie so zvySenym rizikom
DR za vyuZitia pristrojového vybavenia s vyhodnotenim pomocou Al (obrazok 3). Nasmu
zdravotnému systému so zavedenym programom skriningu na diabetologickych ambulanciach
je najviac podobna Ceskd republika.

Skriningové vysetrenie diabetikov na zaklade farebnej fotografie fundu nenahradza
kompletné ocné vysetrenie, ale program skriningu ma obrovskud hodnotu pri identifikacii
diabetickej retinopatie avc€asné odoslanie k oftalmoldgovi, vzavaZznejSich Stadiach
k retindlnemu Specialistovi. Nové poznatky a technoldgie, ako su digitalne nemydriatické
kamery a umela inteligencia, ponukaju délezitu podporu pri skriningu diabetickej retinopatie.
Zvysenie dostupnosti skriningu DR a VPMD a efektivne vyuZitie Al v prospech ucinnej
a vCasnej diagnostiky sa stdva realitou, ¢o potvrdzuju aj nase skusenosti.
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Uvod

S. aureus je ubikvitarna baktéria, ktord patri medzi oportinne patogény. Prirodzene sa
vyskytuje ako kolonizator na koZi a slizniciach ¢loveka [1]. Nosi¢stvo je vyznamny rizikovy
faktor z hladiska rozvoja infekcie, predovsetkym u pacientov podstupujlcich chirurgicky vykon
alebo u pacientov so ziskanymi alebo vrodenymi imunodeficitmi. Najvyznamnejsim
rezervoarom zlatého stafylokoka je nosova sliznica [2]. Schopnost kolonizacie koZe a sliznic mu
umoziuju rézne faktory virulencie. NajdéleZitejsia je jeho schopnost adherovat k povrchom,
ktoru zabezpecuje polysacharid A a proteinové adheziny bunkovej steny. Tieto proteiny
interferuju s biomolekulami hostitela a umozniuju pretrvavanie adhézie a tym kolonizaciu [3].

Patri medzi najCastejsie mikroorganizmy podielajiuce sa na svetovej mortalite sposobenej
infekénymi ochoreniami. Je ¢astym pévodcom koznych infekcii ako furunkul alebo absces,
ktoré vsak nepatria medzi Zivot ohrozujice ochorenia [4]. Okrem toho spdsobuje
kardiovaskularne infekcie a je vyznamnym pévodcom nozokomidlnej pneuménie [2].

V stcasnosti je mu venovana velkd pozornost predovsetkym kvéli rozvijajlcej sa rezistencii
na antimikrobidlne latky. S. aureus je prirodzene citlivy na beta-laktamové antibiotika, ale stale
viac sa rozSiruje rezistencia voci meticilinu, respektive oxacilinu [4]. MRSA (meticilin
rezistentny S. aureus) kmene predstavuju riziko rozvoja tazko liecitelnych infekcii [5].

Cielom tejto prace bolo zistit prevalenciu nosi¢stva S. aureus na nosovej sliznici u Studentov
Lekarskej fakulty a savislost nosi¢stva s vybranymi rizikovymi faktormi.

Material a metddy

Nosi¢stvo kmeriov S. aureus bolo vySetrované u Studentov mediciny Lekarskej fakulty
Univerzity Komenského v Bratislave. Analyza bola vykonavand pocas dvoch odberov, prvy
odber bol realizovany u Studentov druhého ro¢nika a druhy odber po 6smich mesiacoch. Spolu
sme vysetrili 303 Studentov pri prvom odbere a 272 pri druhom, ktory nasledoval po 6smich
mesiacoch. Studentom bol odoberany vyter z nosovej sliznice. Odobraty material bol
naockovany na krvny agar a do Zivného bujénu. Kultivacia prebiehala pri teplote 37 °C 18-24
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h. Kmene S. aureus boli izolované a identifikované pomocou standardizovanych kultivacnych
a identifikacnych metdd (rastové vlastnosti, tvorba pigmentov, typ hemolyzy, dékaz produkcie
hyaluronidazy) [6]. lzolované kmene boli otestované z hladiska citlivosti na cefoxitin,
erytromycin, klindamycin, gentamicin, tetracyklin, kotrimoxazol, ciprofloxacin a mupirocin
podla odportc¢ani EUCAST-u. Studenti vyplnili dotaznik s aktudlnymi Gdajmi ku dfiu
realizovaného odberu (pohlavie, faj¢enie, alergie (inhalacné alebo iné), chronické alebo
opakované infekcie dychacich ciest (DC), nadmerné uZivanie sprejov do nosa, staZzovanie v
zdravotnickych zariadeniach, antimikrobialna terapia tri mesiace pred odberom).

Vysledky boli spracované pomocou Statistického softvéru IBM SPSS pre Windows, verzia 28
(IBM SPSS Inc., Armonk, NY, USA). V3etky Statistické testy boli realizované na hladine
Statistickej vyznamnosti o = 0,05. Distriblcia kategorickych premennych medzi dvomi
skupinami v 2x2 tabulkdch bola porovndvand pomocou Pearsonovho x 2 -testu. Na
identifikdciu asociacie medzi charakteristikami Studentov a nosi¢stvom S. aureus na nosove;j
sliznici sa pouZzil model binarnej logistickej regresie. Pre kazdy faktor sa vypocitalo pomer Sanci
a zodpovedajlce 95 % intervaly spolahlivosti [7].

Vysledky

Celkovo bolo odobratych 303 vzoriek pri prvom a 272 vzoriek pri druhom odbere. Pri 1. odbere
bolo izolovanych z nosovej sliznice Studentov mediciny 123 kmeriov S. aureus . Pri 2. odbere
bolo izolovanych 133 kmeriov S. aureus. U 83 nosicov (27 %) bol zisteny kmen S. aureus pri 1.
aj 2. odbere, kolonizacia u 41 Studentov (14 %) bola potvrdena len pri 1. odbere a u 51
Studentov (17 %) len pri 2. odbere. Nekolonizovanych bolo 128 (42 %). Vysledky st uvedené v
grafe 1.

= kolonizovani S. aureus
kolonizovani pri 1. odbere
kolonizovani pri 2. odbere

= nekolonizovani S. aureus

Graf 1 : Podiel nosicov kmena Staphylococcus aureus izolovanych z nosovej sliznice
Studentov mediciny.
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Citlivost izolovanych kmeriov na testované antimikrobialne latky sa pohybovala v rozmedzi
49,6 az 100 %. Na cefoxitin bolo citlivych 99,6-100 % kmeriov. Vsetky testované kmene boli
citlivé na kotrimoxazol a mupirocin (100 %). Dalej sme testovali citlivost na ciprofloxacin (97,6-
99,2 %), tetracyklin (96,7-100 %) a gentamicin (89,4-96,2 %). Najnizsiu citlivost sme zachytili
pri erytromycine (49,6-51,1 %) a klindamycine (51,9-52,8 %). Vysledky su uvedené v grafe 2.
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m 1. odber
m2. odber
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FOX CIP * ERY TTC GEN COT CLI MUP
1. odber 99,2 97,6 49,6 96,7 894 100 528 100
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Graf 2 : Citlivost kmefiov S. aureus na antimikrobidlne latky. C — citlivy; R — rezistentny; | —
intermedidrny; FOX-cefoxitin; CIP — ciprofloxacin; ERY — erytromycin; TTC — tetracyklin; GEN-
gentamicin; COT — kotrimoxazol; CLI-klindamycin; MUP — mupirocin; *citlivy pri zvySenom
davkovani

Dalej boli vysledky $tatisticky spracované pomocou Pearsonovho x 2 —testu. Pocet $tudentov
kolonizovanych kmerniom S. aureus pri 1. odbere bol Statisticky vyznamne vyssi v skupine
muZov v porovnani so skupinou Zien (p<0,001). Podobné vysledky boli zistené v skupine
$tudentov s alergiou v porovnani so §tudentmi, ktori alergiu nemali (p=0,011). Statisticky vy3si
podiel nosi¢ov bol zaznamenany zvlast v skupine studentov s inhalaé¢nou alergiou v porovnani
so zvy$kom $tudentov (p=0,001). Statisticky vyznamné rozdiely neboli zistené pri porovnani
skupin faj¢iarov a nefajciarov (p=0,733), Studentov s chronickymi infekciami dychacich ciest a
zdravych studentov (p=0,686), Studentov dlhodobo pouZzivajucich spreje do nosa a ostatnych
Studentov (p=0,305), stazujucich v zdravotnickych zariadeniach a ostatnych Studentov
(p=0,356) a Studentov ktori uzivali antimikrobialnu terapiu a ostatnych Studentov (p=0,419).
Podobné vysledky boli detegované aj pri druhom odbere. Aj pri 2. odbere sa potvrdila
Statistickd vyznamnost muzského pohlavia z hladiska nosi¢stva S. aureus v porovnani so
Zenskym (p<0,006). Podobne bol zachyteny vyssi pocet kolonizovanych studentov, ktori maju
alergie (p=0,008) a inhala¢né alergie (p=0,019). Statisticky nevyznamnym faktorom z hladiska
kolonizécie S. aureus bolo fajcenie (p= 0,853), chronické a opakované infekcie DC (p=0829),
nadmerné pouZivanie sprejov do nosa (p=0,822) a uzivanie antimikrobidlnych latok (p=0,878).
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Podla vysledkov multivariacnej analyzy bolo zistené, Ze vyznamnym faktorom, ktory zniZuje
riziko nosicstva S. aureus je Zenské pohlavie pri 1. aj 2 odbere. Ostatné faktory sledované u

Studentov nemali na vyskyt nosiCstva S. aureus Statisticky vyznamny vplyv (tabulka 1).

Tabulka 1: Multivariaéna analyza vplyvu charakteristik $tudentov na pravdepodobnost

nosicstva Staphylococcus aureus na nosove;j sliznici.

Faktor Nosiéstvo Staphylococcus aureus

1. odber 2. odber
Fajcenie 1,164 (0,567-2,355) 1,029 (0,480-2,203)
Alergia 1,260 (0,579-2,742) 1,983 (0,820-4,795)

Alergia inhala¢na

2,090 (0,861-5,074)

1,075 (0,403-2,868)

Chronické a opakované infekcie DC

1,340 (0,547-3,286)

1,050 (0,415-2,658)

Nadmerné 1,022 (0,394-2,652)

sprejov

pouZivanie nosovych | 0,456 (0,171-1,213)

0,588 (0,207-1,669) -
0,814 (0,428-1,549)

StaZovanie v zdravotnickom zariadeni

latok 3

Uzivanie antimikrobidlnych
mesiace pred odberom

Zenské pohlavie 0,421 (0,253-0,698) 0,490 (0,289-0,830)

Hodnoty predstavuju pomery pravdepodobnosti (95 % intervaly spolahlivosti). V pripade
Statistickej vyznamnosti (p < 0,05) s hodnoty vyjadrené tu¢nym pismom. DC - dychacie cesty

Diskusia

Téato praca sa zaoberala vyskytom nosi¢skych kmenov S. aureus u Studentov mediciny a
faktormi, ktoré méziu kolonizdciu touto baktériou ovplyviiovat. Nosiéstvo S. aureus u
zdravotnickych pracovnikov je vyznamnym rizikovym faktorom pre vznik infekcie u
imunokompromitovanych pacientov. Studenti pocas staZi v zdravotnickych zaradeniach
prichddzaju do kontaktu s takymito pacientmi a v pripade kolonizécie S. aureus mézu byt
zdrojom infekcie u tychto pacientov.

V nasej praci bolo detegovanych 27 % studentov, ktori boli testovani dvakrat v priebehu
jedného roka a boli opakovane pozitivni na kolonizdciu kmeriom S. aureus na ich nosovej
sliznici. Je to vysledok korelujuci so zdrojmi v dostupnej literature. Prikladom je Studia s
podobnym zameranim na kolonizaciu nosovej sliznice kmerimi S. aureus v USA kde zistili
kolonizaciu u 21 % testovanych [8].

31 % nasich vysledkov tvorili nosici pozitivni len pri jednom odbere. 17 % z nich tvoria nosici,
ktori boli pozitivni v druhom kole odberov, v ¢ase ked mali za sebou semester Studentskych
stazi v nemocni¢nom prostredi. S. aureus je Castym poévodcom infekcii v nemocni¢cnom
prostredi. Statisticky sme vsak nedokdzali suvislost medzi expoziciou nemocnié¢nému
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prostrediu a kolonizaciou sliznice. Na druhej strane existuju dokazy, ktoré naopak ukazuju
Statisticky vyznamné udaje potvrdzujuce tento predpoklad. V studiach, ktoré sa venovali
rizikovym faktorom pre nosi¢stvo bol potvrdeny pobyt v alebo kontakt s nemocniénym
prostredim [9, 10]. Pri¢inou rozdielnych vysledkov moze byt zatial kratky Cas traveny v
zdravotnickom prostredi (ich prvy semester, len raz do tyzdna).

Dal$imi sledovanymi rizikovymi faktormi boli alergie a pouZivanie sprejov do nosa. V nasej
praci sme zaznamenali Statisticky vyznamne vyssi podiel nosic¢ov S. aureus v skupine alergikov
oproti skupine Studentov, ktori alergie nemali. Vysledky multivariacnej analyzy vsak alergiu
ako rizikovy faktor pre nosi¢stvo S. aureus nepotvrdili. V tureckej Studii, ktord sa zaoberala
rizikovymi faktormi stvisaicimi s nosi¢stvom S. aureus bol zisteny Statisticky vyznamny podiel
nosi¢ov S. aureus v skupine alergikov a navySe aj v skupine pouZivatelov sprejov do nosa.
Dévodom pre rozdielny vysledok v otazke sprejov moze byt odlisna formuldcia v dotazniku,
nakolko turecky tim sa pytal na nedavne pouZitie a my sme sa pytali na nadmerné uZivanie

[9].

Vyznamnym Statisticky preukdzanym faktorom z nasich vysledkov, ktory zvysuje riziko
nosicstva S. aureus je muzské pohlavie. Tento vysledok nachadza podporu aj v inych pracach.
V brazilskej praci z roku 2020 bolo zistené, Ze muzské pohlavie je vyznamnym predispozicnym
faktorom pre nosicstvo S. aureus na nosovej sliznici. Okrem toho v ramci svojej prace testovali
vplyv veku na nosiéstvo S. aureus, ktory sa im vSak nepodaril dokazat [10].

Oblastou s vyznamnym klinickym presahom v ramci nadej préace je citlivost izolovanych
kmenov na antimikrobidlne latky. Kmene izolované v tejto praci boli vo velkej miere citlivé na
testované antimikrobidlne liec¢iva. NajvysSia miera rezistencie bola identifikovand pri
erytromycine (49,6-51,1 %) a klindamycine (51,9-52,8 %). Pri porovnani s pracou z
Hartfordskej univerzity v USA z roku 2023 bola zistend vysSia miera citlivosti v pripade
cefoxitinu (95,2 %) a tetracyklinu (96,1 %). Naopak pri gentamicine bola v nasej praci zistend
vysSia miera rezistencie ako v americkej prdci (100 %) [8]. V brazilskej praci z roku 2020 bola
obdobne ako v nasej praci zaznamenana velmi nizka miera citlivosti v pripade erytromycinu
(27,3 %) a klindamycinu (39,6 %). Pri tetracykline, gentamycine a kotrimoxazole bola taktiez
detegovana nizsia miera citlivosti testovanych kmernov (92,8 %; 89,2 %; 88,5 %). V tejto praci
bola zistend aj vy33ia miera rezistencie na cefoxitin (28,8 %). Je déleZité poukazat na fakt, Ze
kmene analyzované v tejto praci pochadzali nielen od Studentov navstevujucich nemocnicu,
ale aj od samotnych zamestnancov tejto nemocnice. To je najpravdepodobnejsi dovod
vysSieho poctu kmenov MRSA, v porovnani s nasSou prdcou a taktieZ vy$sej miery rezistencie
kmeriov aj na ostatné lie¢iva [10].

Infekcie spdsobené kmerimi S. aureus patria k jednym z vaznych problémov terapie infekénych
ochoreni [2]. Studenti mediciny st vo vyznamnej miere kolonizovani kmerimi S. aureus, a teda
predstavuju mozny zdroj nakazy pre imunokompromitovanych pacientov. Kmene izolované v
nasej praci boli vo vysokej miere citlivé na testované antimikrobialne latky vratane lokalneho
antibiotika mupirocinu. Jedinym nami potvrdenym faktorom zniZujucim riziko kolonizacie je
zenské pohlavie.

Tdto prdca vznikla vdaka podpore v ramci Operacného programu Integrovand infrastruktura
pre projekt: Vyskum a vyvoj v lekdrskych veddch — cesta k personalizovanej lieCbe zdvaznych
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neurologickych, kardiovaskuldrnych a nddorovych ochoreni (kéd ITMS: 313011T431),
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regiondineho rozvoja. Bola podporend aj
grantom KEGAO02UK-4/2022.
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Uvod

Stresory su faktory, podmienky a udalosti, ktoré st vnimané ako ohrozujuce, alebo priamo
ohrozuju fyziologickl rovnovahu organizmu [1]. Vplyv stresorov a s nimi spojena akutna,
a v niektorych pripadoch chronicka aktivacia stresovej reakcie, st v medicine Siroko skimané
fenomény. Neslobodno zabudnut na dlohu stresu pri udrziavani homeostazy, adaptacii, vyvoji
avkonecnom dosledku v preZivani azdravom fungovani ludského organizmu. Avsak
v urcitych situaciach, najma pri chronickej aktivacii stresovej odpovede, moze tento proces
zohrdvat vyznamnu ulohu pri vzniku alebo progresii réznych ochoreni - somatickych aj
dusevnych [2,3]. DesatroCia vyskumu nam pomohli porozumiet jeho ulohe vo fyzioldgii
[udského tela, ale zaroven poloZili mnoho otdzok o chronicky posobiacom strese ako
potencialnom faktore, facilitujicom patologické procesy, ktorych etioldgia zostava dodnes
nejasna. Stres ovplyvnuje jedincov vo vsetkych vekovych skupinach - od novorodencov az po
seniorov - a je dolezZité nezabudnut taktiez na prenatalne obdobie. Tym, Ze stresové mediatory
prechddzaju cez placentu, méze dochddzat, najmd pri ich dlhodobom pésobeni, ku
spomaleniu vyvinu mozgu plodu [4]. Aky je vSak vztah medzi stresom a emdciami? Nadvazuje
aktivacia neuroendokrinnej kaskddy na emocné preZivanie, alebo je to naopak? Je skoré
postnatalne obdobie kluc¢ové pre zdravy vyvin emocnej regulacie? A ako spolu suvisi regulacia
emdcii a stresova odpoved? Neuroanatomickou Strukturou, v ktorej sa nachddzaju centrd pre
reguldciu autondmneho nervového systému, ale taktiez aj pre aktivaciu HPA osi, je
hypotalamus. SU to prave jadra hypotalamu, ktoré riadia aktivdciu alebo utlm
neuroendokrinnej stresovej odpovede. Tato Struktura je taktiez sti¢astou ovela komplexnejsej
formacie, s pocetnymi priamymi a nepriamymi neurondlnymi spojeniami, ktord nazyvame
limbicky systém. Limbickom systéme sa okrem hypotalamu nachadzaju Struktury, ktoré sa vo
velkej miere podielaju na emocnom preZivani, emocnej responzivite a regulacii. Niekedy by sa
nam vSak mohlo zdat, Ze vietky Struktury limbického systému pracuju prave preto, aby doslo
alebo nedoslo k aktivacii regulacnych centier v hypotalame [5].

Rozhodli sme sa zamerat nas vyskum na hladanie suGvislosti medzi emdciami
a neuroendokrinnymi odpovedami a vybrali si prave obdobie prvého roku Zivota, ktoré je pre
nds velmi atraktivne nielen kvoli nesmiernemu somatickému rastu afunkénému
zdokonalovaniu, ale hlavne preto, lebo viom dochddza kudynamickej prestavbe
neuronalnych spojeni a drah, neuveritelnému tempu ucenia a formovaniu prvych emocnych
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a socio-behavioralnych vzorcov [6]. Velmi zaujimavym je fakt, ktory naznacuje urcitu
dominanciu emécii nad kogniciou u deti do dvoch rokov Zivota. Priblizne od dvadsiateho
piateho gestacného tyzdna su povrchové vlastnosti pravej hemisféry mozgu, teda jej kortex,
viac vyvinuté v porovnani s favou hemisférou atento stav trva priblizne do druhého roku
Zivota, kedy dochadza k intenzivnej genéze nervovych spojeni v favej hemisfére [8]. Taktiez by
bolo vhodné spomenit tieto dve skutocnosti: Prvou je, Ze od narodenia do piatich rokov Zivota
dochddza ku formovaniu takmer devatdesiatich percent neuroarchitektonickej Struktiry
mozgu [8]. Tou druhou je tedria dynamickych systémov, ktora hovori, Zze ¢im je systém
dynamickejsi a dochadza v nom v relativne kratkom ¢asovom uUseku ku vyraznym zmenam,
tym vacsi dopad nan maju faktory posobiace z vonkajsieho prostredia [9]. Plati toto aj pre
mozog doj¢ata? Neurobioldgia regulacie ludskych emocii je velmi citliva na vplyv prostredia.
Nadmerny stres v ranom veku je nasledovany zmenenou neurobioldgiou reguldcie emacii
atym padom moze dlhodobo vplyvat na dusevné a emociondlne blaho jednotlivca. Pocas
raného vyvinu jemna interakcia medzi neuroendokrinnymi stresovymi osami a limbickym
systémom polozi zaklady pre to, ako clovek vnima a zvlada stres pocas celého Zivota [10].
Neadekvatny stres v ranom veku méze narusit normalnu funkciu tychto okruhov, ¢o vedie k
deregulacii stresovej odpovede a zmenenej emocnej reaktivite. To mdze predisponovat
jedinca k rozvoju uzkosti, depresie a inych dusevnych, ale aj somatickych porich neskor
v Zivote [11]. Schopnost matky pochopit a adekvatne reagovat na potreby svojho dietata méze
bud' podporovat alebo branit rozvoju uréitého stupria odolnosti u dietata. Tato schopnost sa
zacina rozvijat uz v skorom detstve a rodi¢ia, najma matky, zohravaju vyznamnu udlohu pri jej
formovani. V tejto Studii sme si vybrali kohortu tridsiatich dojciat, vo veku 7-9 mesiacov, spolu
sich matkami. Ako potencidlny psychosocidlny stresor sme zvolili a pouZili test nehybnej
tvare, ktory bol prvykrat zavedeny do praxe v roku 1978 Edwardom Tronickom [12]. Tento test
sa pouziva ako Standardizovany postup na Studium reguldcie emacii a stresu. Predpokladame,
Ze pri pésobeni mierneho stresora, akym je v nasom pripade hyporesponzivita matky voci
doj¢atu, moze dochadzat k aktivacii hypotalamo-pituitaro-adrenokortikalnej osi as fiou
spojenymi zvysenymi hladinami kortizolu, ktoré dokazeme neinvazivne odmerat v slinach.
V nasledujucej ¢asti sme sa venovali meraniu ¢asu. Merali sme ¢as, kedy dieta zacalo prvykrat
plakat, kolko sekind plakalo a kolko sekind bolo v pokoji. Casy sme merali pocas
dvojminutovej fazy testu nehybnej tvére, v ktorej matka nereaguje na dieta. Hladali sme
korelaciu medzi celkovym c¢asom placu a hodnotami kortizolu v slindch dojciat a korelaciu
medzi hodnotami kortizolu v slindch a ¢asom, kedy dieta zacalo prvykrat plakat. Vzorky slin
sme odoberali 20 minut po vykonani testu nehybnej tvare.

Material a metédy
Subjekty

Studie sa zGdastnilo 30 matiek a ich deti vo veku 7-9 mesiacov. Kritéria pre zaclenenie boli:
fyziologicky priebeh gravidity, termin pérodu (37 tyzdriov O dni az 41 tyZzdnov 6 dni gravidity),
eutroficky novorodenec s dobrou adaptéaciou po pérode (Apgar skére 7 alebo viac v prvej
minute, pH v pupocnikovej krvi nad 7,2). Kritérid pre vylicenie zahffiaju chronické somatické
ochorenia matky pred alebo pocas gravidity, psychické poruchy matky, vyskyt gestozy,
gestacny diabetes mellitus alebo ochorenie pecene v tehotenstve, BMI nad 30 na zaciatku
tehotenstva, chirurgické vedenie pérodu (klieSte, vakuum extraktor), drogova zavislost,
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asfyxia novorodenca (Apgar skére <6 v 5. minate a/alebo pH v pupoénikovej krvi v prvej
minute nizsie ako 7,2).

Test nehybnej tvare

Pocas realizacie testu nehybnej tvére bolo dieta nahravané pomocou videokamery po dobu
dsmich mindt. V prvych troch minatach sa matka aktivne hra s dietatom. Na konci tejto Casti
a pocas nasledujdcich dvoch minat matka prestane verbdlne aj neverbalne reagovat na dieta.
Toto vedie k naru$eniu emocénej vazby vytvorenej pocas prvych troch minat a méze pdsobit
na dojéa ako uréitd forma stresora. Po skonéeni dvoch minat matka opéat nadviaze kontakt
s dietatom a zacne sa s nim hrat. Usek, kedy sa matka snaZi opravit naru$ent emoénu vizbu
trva dalsie 3 mindty. V nasej Studii sme pouZili pradve dvojminutovy Usek, v ktorom sme merali
Cas, kedy dieta zacalo prvykrat plakat a celkovy ¢as v sekundach, kedy dieta plakalo a kedy
bolo v pokoji.

8 min
1

Obr. 1. Test nehybnej tvare

Odber slin pre meranie hladin volného kortizolu

Vzorky slin boli odoberané u dojciat 20 minut po skonceni testu nehybnej tvére. Odber vzoriek
vysetrovatel vykondva pomocou saliva centrifuge tubes so Specialnymi bavinenymi prazkami
(SalivaBio Infant Swab, Salimetrics, USA). Bavlneny pruZok sa drZi v Ustach doj¢ata 120 s.
Vzorky slin st uloZzené v mraznicke pri -20 °C aZ do analyzy.

Meranie ¢asu, kedy dieta place a kedy je v pokoji a meranie ¢asu, kedy dieta zacalo prvykrat
plakat pomocou programu H77+ [13]

prednastavili a pouZili na meranie ¢asovych Usekov pocas testu nehybnej tvare. Vystrihli sme
dany 120 sekundovy Usek, kedy matka nereagovala na dieta a video sme nahrali do programu
H77+. Zvolili sme si lubovolné kldvesy a nastavili prikaz - plac a prikaz - pokoj. Podla toho, kedy
dieta plakalo a kedy bolo v pokoji, sme stla¢anim vopred nastavenych kldves merali ¢as
v sekunddach. Ked dieta plakalo, stlacali sme klavesu ,P“ a ked bolo v pokoji, klavesu ,K*.
Program zaznamenal ¢as, kedy dieta zacalo prvykrat plakat a poskytol ndm vystup v podobe
tabulky s ¢asovymi hodnotami, ku ktorym sme pridali namerané hladiny kortizolu v slinach a
nasledne sme tieto Udaje podrobili Statistickej analyze.
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Vysledky

Zo Statistického hladiska sa povazuje za signifikantné, ak sa r-hodnoty priblizujd k -1 alebo 1 a
p-hodnota je <0.05. Metddou linedrnej regresie sme zistili, Ze hladiny kortizolu v slinach 20
minut po teste nehybnej tvare neboli vo vyznamnej koreldcii s celkovou dizkou platu dietata
a ani s ¢asom, kedy dieta zacalo prvykrat plakat. Statisticka analyza ukazala, 7e p-hodnota
v pripade zavislosti hladiny kortizolu od vyskytu 1. placu bola 0.80, r-hodnota 0.05 a v pripade
zavislosti hladiny kortizolu od celkového ¢asu placu - p-hodnota 0.37, r-hodnota 0.17. Z toho
vyplyva, Ze vztahy medzi nami sledovanymi parametrami neboli Statisticky vyznamné.

Zéavislost hladiny kortizolu a dizky placu
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Graf 1. Zavislost hladiny kortizolu v slinach od dizky platu v sekundéch.
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Graf 2. Zavislost hladiny kortizolu od ¢asu, kedy dieta zaéalo prvykrat plakat.
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Cielom prace bolo overit hypotézu, Ze po pésobeni miernej formy psychosocidlneho stresora,
v nasom pripade to bol test nehybnej tvare, koncentracie volného kortizolu dietata koreluju s
jeho emocnymi prejavmi. Hypotéza sa vtejto Studii nepotvrdila. Za limitacie nasho
vyskumného pristupu povaZzujeme viacero faktorov. Jednou z limitacii je, Ze stresovy podnet,
ktory sme zvolili, nebol dostatocne intenzivny. V prostredi, kde sa vykonaval test nehybnej
tvare, boli pritomné rusivé prvky - tablet, ktory zobrazoval ¢as, videokamera a hracky. Rusivé
prvky mohli spdsobit to, Ze dieta na ne zameralo svoju pozornost a kompenzovalo tym urcity
stupen frustracie (napriklad manipuldciou s hrackami). Taktiez sme neskimali moiné
pohlavné rozdiely a stupen psychomotorického vyvinu ako potencialne faktory, ktoré by mohli
spbsobit rozdiely v stresovych a emocnych odpovediach. V podobnej $tudii vykonanej na
kohorte deti narodenych predcasne a vtermine, bol zisteny vztah medzi intenzitou
negativneho afektu pocas testu nehybnej tvare a zvysenou koncentraciou kortizolu v slindch
u deti narodenych v termine [14]. V meta-analyze, ktora posudzovala vysledky 10 publikacii,
bolo konstatované, Ze dojcata vykazuju pri pdsobeni socio-emociondlneho stresu vyvolaného
testom nehybnej tvare aktivaciu HPA osi, avSak v Specifickych podmienkach. Konkrétne, ked’
bol test opakovany 5-krat a nasledne odobrané sliny pre analyzu hladin kortizolu [15].
Navrhujeme preto rozvinit metodiku a pouZit ziskané déata napriklad na trénovanie umelej
inteligencie pri vyhodnocovani emdcii z vyrazu tvare novorodencov a dojciat. Komplexné
pochopenie neuroendokrinnej stresovej reakcie vtomto kontexte méze byt napomocné
hlavne pre vytvaranie podmienok a intervencii, ktoré by podporovali zdravy vyvin stresovej a
emocnej regulacie od najskorsich stadii Zivota.

Prdca bola podporend grantom VEGA 1/0644/23 a APVV-18-0283.
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9. Niektoré markery srdcového a renalneho zlyhavania u seniorov so sepsou

MUDr. David Cmejrek
(vnutorné choroby)

Skolitel: doc. MUDr. Martin Dubrava, CSc.2
1 Kardiocentrum SUSCH, Banskd Bystrica, 2 I. klinika geriatrie LF UK a UN, Bratislava

Uvod

Sepsa je Zivot ohrozujuci stav s organovou dysfunkciou a dysregulovanou odpovedou
organizmu na infek¢éné agens. Ide o frekventovanu situaciu - v Eurépe sa rocne objavuje
priblizne 3,4 milidna pripadov. Zaroven je to velmi zavazny stav — mortalita pri sepse je velmi
vysoka: 30-driovd je 24,4% a 90-driova 32,2% (1) a ma dva vrcholy —u deti do 5 rokov au
seniorov (2). Sepsa nepriaznivo ovplyvriuje aj srdce a oblicky, ktoré si u seniorov v rdmci ich
zvycajnej polymorbidity uz predtym spravidla postihnuté réznymi ochoreniami a st klti¢ovymi
orgdnmi aj z hladiska progndzy. Stav srdca a obliciek v klinickej praxi reflektuju rutinne
pouZivané laboratérne parametre: urea, kreatinin, troponin, N-termindlny prohormdn
mozgového natriuretického peptidu (NTproBNP), C reaktivny protein (CRP), prokalcitonin (3).
V ostatnom ¢ase intenzivne pribudaju informacie o vztahu medzi parametrami renalneho
a kardialneho poskodenia, najma pri chronickej oblickovej chorobe (CKD a chronickom
srdcovom zlyhavani (SZ) (4). Poznatky o laboratérnom statuse useniorov so sepsou a
kardiorenalnym syndromom su vsak stéle limitované. V nasej $tudii sme sa snazili prispiet
k poznaniu, ako je ovplyvnena kardio-rendlna rovnovaha aj vteréne silentného /
maskovaného renalneho alebo kardidlneho ochorenia pri sepse seniora a ako sa ich vztah
odraza v laboratdrnych testoch. Tie sme posudzovali nie staciondrne — prierezovo v jednom
Case, ale sustredili sme sa na dynamiku laboratérnych parametrov, pretoZze podla aktualnej
mediciny dokazov je prave ona krucidlnou zloZzkou priebehu ochorenia — od rozvoja
komplikacii (vratane rozvoja interakcii medzi jednotlivymi organovymi systémami) az po
prognozu. Najvacsi vyznam je prikladany prvym 72-hodindm ochorenia (5). Tymto ¢asovym
usekom sme ramcovali aj nasu studiu.

Pacienti a metédy

Retrospektivne sme analyzovali vSetkych 65-ro¢nych a starSich pacientov, ktori boli
hospitalizovani so sepsou anenaplfiali exklizne kritéria (pacienti v chronickom
hemodialyzaénom [HD] programe, s chronickym SZ s ejekénou frakciou lavej komory [EFLK] <
35 %, saktivnym alebo termindlnym onkologickym ochorenim, vtermindlnom stadiu
renadlneho alebo kardidlneho ochorenia). ISlo o 32 pacientov (18 Zien a 14 muZov)
priemerného veku 77 rokov (od 65 do 89 rokov). Zdroje sepsy boli nasledovné: uropoeticky
systém (14 pacientov), pneumonia (6 pacientov), infekcie makkych tkaniv a ZIcovych ciest (po
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traja pacienti), 6 neidentifikovanych zdrojov. Perhospitalizacne zomrelo 9 pacientov (mortalita
28,1 %).

Sledovali sme koncentracie Siestich parametrov — kreatininu, urey, prokalcitoninu, CRP,
NTproBNP a troponinu, pricom sme ich sledovali v troch ¢asoch — ,nula” (v intervale do 2
hodin od vyslovenia vysokej suspekcie alebo preukazania sepsy), po 24 hodinach a po 72
hodindch. Nasledne sme analyzovali vztah kreatininémie a ostanych piatich sledovanych
parametrov. Kreatininémiu sme zaklasifikovali do Styroch skupin — 1.< 100 umol/I, 2. 100 —
199 umol/l, 3. 200 — az 299 umol/Il, 4. > 300 umol/I. Na Statistické hodnotenie sme pouzili
analyzu rozptylu (ANOVA) s jej variabilitou, F-Statistikou a p-hodnotou (5).

Vysledky

V &ase ,nula” sme preukdzali signifikantny vztah kreatininémie s ureou, prokalcitoninom
a NTproBNP, nie vSak s troponinémiou a CRP (Obr. 1).

Po 24 hodinach od zadiatku inzultu sme preukazali signifikantny vztah kreatininémie a s ureou
aCPR, ale uZ nie s prokalcitoninom a NTproBNP, pretrvaval nesignifikantny vztah
k troponinémii (Obr. 2).

Po 72 hodinach od diagnostikovania sepsy a zacatia jej lieCby ostal signifikantny vztah
kreatininémie a urey, s ostatnymi sledovanymi parametrami uZ kreatininémia nemala
Statisticky vyznamny vztah.

Obr. 1 ANOVA kreatinin v ¢ase 0 hodin

Prokalcitonin NTProBNP Troponin
Anova, F3.26) = 417, p = 0015, 1 = 031 Anova, F(3.26) = 319, p = 0099, 1 = 026 Anova, F3.26) - 1.6, p = 0.2, = 0.14
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Obr. 2. ANOVA kreatinin v ¢ase 24 hodin

Prokalcitonin NTproBNP Troponin
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chronického HD programu a termindlnu fazu kardidlneho alebo onkologického ochorenia.

Hladiny kreatininémie, podla ktorych sme delili pacientov, sme zvolili ad hoc. Pritom sme
vychadzali z toho, Ze u seniorov treba opatrnejsie interpretovat rendlny status, pretoze su
jednak hypersenzitivni k patologickym procesom (6), jednak kreatiniémia je vyznamne
ovplyvnena mnozstvom svalovej hmoty, ktord vekom ubuda (7). Nasim ciefom bolo, aby sme
dokazali zachytit aj vplyv minimalnej odchylky renalnej funkcie na celkovy stav a prognézu
pacientov. S vekom je asociovana aj chronickd renalna insuficiencia, ktora sa zvykne oznaéovat
eponymom — aging kidney.

Medzi najcastejsie priciny hospitalizacie vo vyssom veku patri chronické srdcové zlyhavanie. U
seniorov vzhladom k ich polymorbidite je jeho diagnostika ¢astokrat naroéna. V sucasnosti
z ponuky laboratérneho panelu je najpouzivanejsim a jedinym rutinne dostupnym markerom
NTproBNP(8). Druhym rozSirenym biochemickym ndstrojom vyuZivanym v kardioldgii je
troponin. Jeho prinos spociva skor v predikcii progndzy a potencionalnych komplikacii SZ nez
pri jeho samotnej diagnostike(9).

Cas zohrava pri sepse, obzvlast u seniorov, vyznamnu Glohu. Z typického vychodiskového
stavu ,,imunosescencia a inflammageing” sa prechadza do stadia imunoparalyzy (v burlivom
obdobi prvych 48-hodin sepsy), ktora podporuje riziko demarkovania silentnej kardidlnej
alebo renalnej insuficiencie. Odporucania SSC(10) vychdadzajuc zo sumarizacie klinickych
studii, toto dramatické obdobie delia na 3 ¢asové zény (,,0, 24 a 72 hodin“). Tieto odporucania
hovoria o ,véasnej faze”, kedy je absolutne rozhodujica neodkladna intervencia(do 1 — 3
hodin od pociatku septického inzultu), nasleduje interval 12 — 24 hodin (sleduje sa prvotna
odozva na liecbu a realizuju sa nevyhnutné opatrenia — v nasej Studii ,Cas 24“) a potom
Stadium rozhodovania o dalSom postupe a zhodnocovanie progndzy (po 72 hodinach).

Okrajovo je nevyhnutné spomenut este dva markery neoddelitelne spojené s nasou pracou
a sepsou samotnou — CRP a prokalcitonin. Ich vyznam, vyuzite, obmedzenia a prinos v ramci
tohto ochorenia by bol predmetom dlhého pojednania, preto je vhodnejsie zamerat sa ,len”
na ich tvorbu z ¢asového hladiska, ¢o predstavuje mimoriadne doleZity aspekt. CRP sa tvori
priemerne 24-72 hodin od pociatku inzultu(11) a prokalcitonin 6-12 hodin od zaciatku
klinickych priznakov(12).

Vychédzali sme z predpokladu, Ze srdce a obli¢ky nie si dve oddelené a ,len okolnostami
intermitentne prepojené nadoby”, ale su skor dva kodominantné elementy existujlice vo
vzdjomnej unikatnej symbidze. Preto nas zaujimal ich vzajomny vztah v podmienkach
septického stavu. Hodnotili sme kardiorenalne interakcie z dvoch uhlov. Prvym bola
samostatna interakcia srdca a obli¢iek v podmienkach sepsy a druhym analyza prepojenia
markerov obliciek, srdca a zapalu.

Pozitivne sa preukdzal vztah medzi kreatininémiou a NTproBNP v ,Case 0“. Len vtedy sa
preukazala zavislost medzi kardialnymi arendlnymi markermi. NTproBNP preukazoval
korelaciu skor svysokymi neZz nizkymi hodnotami kreatininémie. Ako sme predpokladali
zavislost bola pozorovana medzi kardialnym(NTproBNP a troponinom) a rendlnym(urea
a kreatinim) spektrom biochemickych ukazovatelov. Nepreukazazal sa nijaky ,vztah”
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troponinu k oblickovym ukazovatelom, aj ked' literatira piSe o elevacii jeho hodnot pri
renalnej insuficiencii(13). No jeho interpretacia v podmienkach CKD ako aj pri nasej praci je
vysoko diskutabilna a je nutné podrobit tento smer este mnohym vyskumom. V ¢ase ,24“ a
,72“ sme nepreukazali signifikantny vztah medzi kreatininom  a kardialnymi
markermi(NTproBNP a troponinom), preukazatelny bol len logicky vyvodeny pribuzensky
vztah s ureou.

Pri ideovom zrode projektu a skimani mnoZstva dat a Studii sme si kladli rovnaku jednoduchu
otazku a sice - kedy mbézeme hovorit o KRS 5.typu? Ten je arbitrarne definovany simultannym
postihnutim srdca a obli¢iek uniformnym inzultom - sepsou. Podla analyzy v ¢ase ,0“ sa
ukdzala zavislost medzi 3 faktormi — kreatininom, NTproBNP a prokalcitoninom.
Patofyziologickym podkladom tohto tanca ,Styroch” je snajvacSou pravdepodobnostou
syntéza prokalcitoninu véasne pri generalizacii infekcie v organizme, ¢im je vyvolana nielen
imunitna, ale aj kardio-renalna kaskada(15, 16). V Case ,24“ tato zavislost vymizla a vystal
vztah medzi kreatininom a CRP, ¢o mézeme oddvodnit biochemickou podstatou tychto
zapalovych ukazovatelov(CRP a prokalcitoninu). V ¢ase ,72“ uz bola pritomna vyraznd
diskontinuita medzi zapalovymi, kardidlnymi a renalnymi ukazovatelmi.

O KRS 5.typu by sme teda mohli hovorit hned v Gvode, kedy dochéadza k prepojeniu tychto
troch elementov. Toto tvrdenie je podporené aktualnym vnimanim sepsy ako dynamického
ochorenia s maximalnym dérazom na moznost komplikacii v priebehu prvych niekolkych
hodin. Na druhej strane protiargumentom tejto hypotézy je vztahovy rozkol medzi
kardidlnymi, renalnymi ainflamatérnymi ukazovatelmi v ¢ase ,24“ kedy sa da hovorit
o pretrvavajucom vztahu zapalu(CRP) a obli¢iek(kreatinin). Tento jav moZno vysvetlit 2
okolnostami — odberom NTproBNP len v ¢ase ,,0“ a teda jeho sprévanie v ¢ase ,,24“ mdzeme
len odhadovat a predpokladanym poklesom prokalcitoninu(v rdmci Statistickej analyzy neboli
zvlast diferencované skupiny prezivsich pacientov atych, ¢o exitovali). Kazdopadne sa
sformovala ,silnd 4“ — kreatinin, NTproBNP, prokalcitonin a cas. Ich vzdjomnym interakciam
ale Uplne nerozumieme ani z pohladu ¢asovej, ani hodnotovej zavislosti. Podla analyzy ndsho
siboru by sme mohli taktiez skonstatovat, Ze urea a troponin by mohli zohravat vyznaénu
ulohu v stratifikacii oblickovej a srdcovej nedostatocnosti a prispievat k hodnoteniu progndzy,
avsak v ramci diagnostiky KRS 5.typu zohraju zrejme ale len minoritna tlohu(16, 17).

Vyraznym ohrani¢enim naSich zisteni je rozsah skimaného suboru, pretoZe napriek
nezanedbatelnému poctu pacientov so sepsou, ktorych sme analyzovali, povazujeme ich
pocet za jednu z najvacsich limitacii nasej préce.

Radi by sme venovali par slov aj nomenklature kardiorenalnych syndrémov (KRS). Ani podla
ich tvorcu, talianskeho profesora Claudia Ronca, nie je tato konstrukcia idedlna a vSeobecne
uplatnitelnd. Ocakaval, Ze skor alebo neskér sa stane revizia pouZivanych pojmov
nevyhnutnou. Z nasich zisteni nam vyplynula otazka, ¢i mame hovorit o KRS 5. typu alebo ide
skér o typ 1 ¢i 3. Toto zvaZovanie podporuje aj nejednoznacna poznatkova baza o dokazoch
uniformného poskodenia myokardu a obliciek pocas septického inzultu (priamo
mikrobidlnymi Struktirami alebo nepriamo prostrednictvom ich produktov). Nevieme teda
spolahlivo povedat, ¢ sepsa bola primarny podnet vyvoldvajici srdcovi a obli¢kovu
insuficienciu alebo sa tato nedostatocnost pri extrémnej zataZzi organizmu sepsou len
manifestovala. Nateraz sa domnievame, Ze by sme skér mohli hovorit o type 1.Nenavrhujeme,
pochopitelne, zmenu existujucej nomenklatury, len chceme na zdklade konkrétnych zisteni
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prispiet do diskusie o tom, kedy a ¢i vébec mézeme hovorit o KRS 5. typu ako o samostatnej
jednotke. Rovnako ako pri diagnostike izolovanych srdcovych a oblickovych chordb, aj pri KRS
su laboratdrne testy s najvacsou pravdepodobnostou len supportivnym elementom. Moznym
additivnym nastrojom schopnym dotvorit komplexnost obrazu KRS interakcii je neinvazivne
spektrum diagnostickych modalit (echokardiografia, abdomindlna ultrasonografia so
zameranim na renalne artérie), no kritérid a rdmec ich vyuzitia je zatial len v pracovnej rovine.
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Uvod

Ludia bez domova su ohrozenou skupinou pacientov, ktord predstavuje priblizne 1%
populdcie, avsak so stupajucou incidenciou (1). Odhaduje sa, ze v Eurdpskej Unii v dant noc
spi bez akéhokolvek pristresia alebo v provizérnom obydli minimalne 700 000 ludi(2). Podla
sCitania obyvatelov, domov a bytov z roku 2011 bolo na Slovensku 23 483 [udi bez domova
(0,4% celkovej populacie). Na zdklade posledného scitania obyvatelov z roku 2021 sa pocet
bezdomovcov zvysil medzi rokmi 2011-2021 skoro trojndsobne (3). Avsak, toto Cislo referuje
len Iudi z dlhodobych Gtulkov. Hlavné kategérie bezdomovectva — ludia bez akéhokolvek
pristresia alebo fudia prespdvajuci v kratkodobych noclahariiach neboli zapocitani (4).

Bezdomovectvo je extrémna forma socidlneho odlicenia a je asociované s vysokou
morbiditou. Ludia bez domova CastejsSie prichadzaju do nemocnic s chorobou v pokrocilejSom
$tadiu, maju horsie vysledky lie¢by a horsiu dostupnost lekérskej starostlivosti (6). Eurdpska
Federacia Organizacii pracujucich s ludmi bez domova (FEANTSA) rozoznava Styri hlavné typy
bezdomovectva — byvanie bez pristresia, bez dlhodobého domova, ohrozené byvanie a
neadekvatne byvanie . Typ bezdomovectva bez pristreSia reprezentuje najzavazinejsiu
kategoriu. Pozostava z fudi Zijucich na verejnych priestranstvach alebo z [udi, ktori vyuZivaju
kratkodobé noclaharne (9).

Cielom nasej $tadie bolo popisat mortalitu kohorty ludi bez domova akutne hospitalizovanych
na internej klinike Univerzitnej nemocnice v Bratislave a porovnat hlavné charakteristiky tejto
skupiny s podla veku a pohlavia sparovanou kontrolnou skupinou pacientov so stabilnym
byvanim.
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Metody

Této Studia bola realizovana ako unicentricka retrospektivna case-contol studia na V. Internej
klinike Lekarskej fakulty Univerzity Komenského a Univerzitnej Nemocnice Bratislava.
Mortalitné data boli ziskané z databdzy nemocni¢ného informaéného systému MEDEA z
obdobia od 1.1. 2010 do 31.12.2023 (n=5694). Umrtné spravy boli automaticky prehladavané
pre termin ,casus socialis“ (n=166). ,,Casus socialis“ oznacuje ¢loveka bez domova, ¢loveka s
nizkym hygienickym statusom, abuzéra drog alebo cloveka bez staleho zamestnania. Po
pozornom precitani zdravotnej dokumentdcie bolo pre nesplnenie kritérii bezdomovectva bez
pristreSia z Studie vylucenych 25 pacientov. Konecna skupina bezdomovcov tak pozostavala
zo 141 pacientov (118 muZov, 23 Zien). K skimanej kohorte bola vytvorena kontrolna skupina
pacientov so zabezpecenym stabilnych byvanim. Pozostdvala zo 141 zomrelych pacientov (118
muzov, 23 Zien) sparovanych podla veku a pohlavia akutne hospitalizovanych na internej
klinike. Parovanie pacientov prebiehalo najskér podla pohlavia, nasledne podla veku %1 rok.
Ak vyhovovalo viacero pacientov, tak boli vybrani pacienti s najviac podobnou dizkou
hospitalizacie.

Zo zdravotnej dokumentacie boli zozbierané demografické charakteristiky, komorbidity,
laboratérne markery a pric¢iny Gmrtia pacientov. Umrtné spravy boli preskimané 2 lekarmi
Standardizovanym postupom. Najcastejsie priCiny Umrtia boli rozdelené do Siestich hlavnych
skupin: infekéné, pecerniové, kardiovaskuldrne, masivne gastrointestindlne krvacanie,
onkologické a iné. Specifické ochorenia z najpocetnejSich skupin boli analyzované
podrobnejsie, ich incidencia bola porovnavanad medzi fudmi bez domova a kontrolnou
skupinou.

Statistické analyzy boli realizované pomocou softvéru GraphPad Prism version 10.2.1
(GraphPadSoftware, San Diego, California, USA). Kontinudlne variabilné boli prezentované ako
priemer + Standardna devidcia. Nepdrovy Studentov t-test s Welchovou koreldciou alebo
Mann-Whitneyho test boli pouZité na analyzu signifikantnosti ich rozdielov. Kategorické
variabilné boli prezentované ako Cisla s percentami. Fisherov exaktny test bol pouZity na
analyzu signifikantnosti ich rozdielov. P-hodnota < 0,05 bola povaZovana za Statisticky
signifikantnu.

Vysledky

Celkovo bolo analyzovanych 141 bezdomovcov a 141 pacientov kontrolnej skupiny. Priemerny
vek kohorty ludi bez domova bol 56+10,31 rokov. Priemerny vek vSetkych zomrelych
pacientov so stabilnym byvanim bol 76,37+12,20 rokov. 83% ludi bez domova boli muzi. 6%
[udi bez domova zomrelo v skorej dospelosti (20-39 rokov) a 52% v strednej dospelosti (40-59
rokov). Ludia bez domova reprezentovali 2,5% vsetkych umrti na internej klinike pocas
analyzovaného obdobia (13 rokov). Zakladné demografické a klinické charakteristiky spolu so
Statistickou signifikanciou rozdielu v tychto charakteristikdich medzi ludmi bez domova a
spdarovanymi kontrolami su zobrazené v tab.1.
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Tab.1.: Zakladné charakteristiky a rozdiely medzi ludmi bez domova a kontrolnou skupinou.

Variabilna Bezdomovci Kontrolnd skupina p-
(n=141) (n=141) hodnota
MuZi/zeny, n (%) 118/23 (84)  [118/23 (84) N/A
Vek umrtia (roky) 56.30+10.31 |56.63+10.45 0.3929
Dizka hospitalizacie (dni) 5+6 617 0.0349*
Pocet komorbidit 2+2 3+2 <0.0001*
Chronické srdcové zlyhanie, n(%) 27 (19) 50 (35) 0.0031*
Korondrna artériova choroba, n(%) 23 (16) 53 (38) <0.0001*
Diabetes mellitus, n(%) 13 (9) 43 (30) <0.0001*
Artériova hypertenzia, n(%) 35 (25) 72 (51) <0.0001*
Fibrilacia predsieni, n(%) 18 (13) 28 (20) 0.1463
Chronicka choroba obliciek, n(%) 25 (18) 61 (43) <0.0001*
Chronické pltucne ochorenie, n(%) 15 (11) 26 (18) 0.0903
Malignita, n(%) 14 (10) 28 (20) 0.0288
Chronické ochorenie pecene, n(%) 58 (41) 55 (39) 0.8080
Abuzus alkoholu, n(%) 119 (84) 69 (49) <0.0001*
FajCenie, n(%) 116 (82) 80 (57) <0.0001*
Abuzér i.v. drog, n(%) 15 (11) 8 (6) 0.1908
Porucha vedomia pri prijme, n(%) 67 (48) 62 (44) 0.6326
Porucha mobility pri prijme, n (%) 90 (64) 69 (49) 0.0162
Hypotermia pri prijme, n(%) 23 (16) 0 (0) <0.0001*
Prijmy v teplych mesiacoch 54(38)/87(62) [59(42)/82(58) 0.627

(april-september)/
chladnych mesiacoch (oktober-marec)

HBV, n(%) 4 (3) 5 (4) >0.9999
HCV, n(%) 21 (15) 10 (7) 0.0555
HIV, n(%) 1(1) 0(0) >0.9999
Syfilis, n(%) 4 (3) 2(1) 0.6841
Parazity, n(%) 14 (10) 0 (0) <0.0001*
Vys$si  stupenn oxygenoterapie (HFNV alebo15(11) 24(17) 0.17
mechanicka ventilacia)

Vazopresory 70(49) 83(59) 0.15
Intravendzne antibiotika 116(82) 125(87) 0.18
Hemoterapia 31(22) 39(28) 0.33
Ultrazvuk (brucho, koncatiny) 81(57) 82(58) >0.99
Echokardiografia 17(12) 21(15) 0.60
Pocitacova tomografia (hrudnik, brucho, hlava) |64(45) 43(30) 0.01
Endoskopia GIT 16(11) 21(15) 0.48
Diagnostickd/ terapeuticka paracentéza/ 16(11) 25(18) 0.17
torakocentéza
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Priemerna dizka hospitalizacie u ludi bez domova bola signifikantne kratsia ako u kontrolnej
skupiny (516 vs. 617, p=0,03). Pacienti z kontrolnej skupiny mali vyssi pocet komorbidit. Z nich
koronarna artériova choroba, diabetes mellitus, artériovd hypertenzia a chronicka choroba
obli¢iek boli vyrazne CcCastejSie v kontrolnej skupine (vSetky p<0,0001). NajéastejSou
komorbiditou u bezdomovcov bolo chronické ochorenie pecene (41%), nasledované
arteridlnou hypertenziou (25%) a chronickym srdcovym zlyhanim (19%). V kontrolnej skupine
bola najcastejSou komorbiditou artériova hypertenzia (51%), nasledovana chronickou
chorobou obli¢iek (43%) a chronickym ochorenim pecene (39%). Fajcenie a ablzus alkoholu
boli signifikantne Castejsie v skupine fudi bez domova (p<0,0001). V abuze intravenéznych
drog, chronickom ochoreni pecene alebo v chronickom plicnom ochoreni neboli medzi
skupinami signifikantné rozdiely.

Co sa tyka klinického stavu pri prijme, u fudi bez domova bol &astejsi vyskyt poruchy mobility
(p=0,02) a ektoparazitov (p<0,0001). V pozitivite sérologickych vysetreni na hepatitidu B
(HBV), virus fudskej imunodeficiencie (HIV) a syfilis neboli Statisticky vyznamné rozdiely.
Vyskyt hepatitidy C (HCV) bol u bezdomovcov <astejsi s hrani¢nou Statistickou
signifikantnostou (p=0,055). Vaésina pacientov z obidvoch skupin (62% vs 58%, p=0,62) bola
prijatd pocas chladnych mesiacov (oktdber-marec). Hypotermia pri prijme bola ¢astejsia u ludi
bez domova. (p<0,0001). Nebol Ziaden rozdiel v poskytnutej zdravotnej starostlivosti medzi
fTudmi bez domova a kontrolnou skupinou v zmysle lieCby vazopresormi, i.v. antibiotikami,
hemosubstitucii, v pocte realizovanych diagnostickych punkcii alebo Standardnych
zobrazovacich metdd aZ na CT vysetrenie, ktoré bolo Castejsie realizované u fudi bez domova.
(p=0,01).

Tab.2.: Rozdiely v mortalite medzi oboma pohlaviami, muzmi a Zenami.

Vietci (n=282) Muzi (n=236) Zeny (n=46)
Pri¢ina Umrtia Bezdomo [Kontrol |p- Bezdomo [Kontrol |p- Bezdomo [Kontrol |p-
vci na hodno |vci na hodno \vci (n=23)|nd hodno
(n=141) skupina ta (n=118) |skupina ta skupina ta
(n=141) (n=118) (n=23)
Infekéna 68(48)  |48(34) 0.0213/58(49) [39(33) 0.0170/10(43) 9(39) [>0.999
* * 9
Peceriovd 23(16) [33(23) 0.1788(16(14) [30(25) (0.0319(7(30) 3(13) |0.2837
Masivne  GIT|8(6) 5(4) 0.5719(7(6) 2(2) 0.1713(1(4) 3(13) |0.6078
krvacanie
Kardiovaskuld 19(13)  [25(18) |0.4122/18(15) [23(19) 0.4923(1(4) 2(9) >0.999
rna 9
Onkologicka [7(5) 17(12) (0.0528(7(6) 14(12) (0.1693/0(0) 3(13) |0.2333
Ind 16(11) [13(10) |0.6956/12(10) [10(8) |0.8234/4(17) 3(13) [>0.999
9

NajéastejSou kategoriou umrti v skupine ludi bez domova boli infekéné priciny (48%),
peceriové priciny (16%) a kardiovaskularne priCiny (13%) (Tab.2.). Bezdomovci muzZského
pohlavia umierali najcastejsSie na infekcie (49%), kardiovaskularne (15%), a peceriové (14%)
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ochorenia. Zeny bez domova umierali naj¢astejsie na infekéné (43%), peceriové (30%), a iné
ochorenia (17%). V porovnani s kontrolnou skupinou, ludia bez domova ¢astejsie umierali na
infekéné priciny a menej ¢asto na onkologické priciny (p=0,02 a p=0,05). Vo zvysnych pri¢inach
umrti neboli signifikantné rozdiely. Pri rozdeleni podla pohlavia, muZi bez domova umierali
CastejSie na infekéné ochorenia a muzi z kontrolnej skupiny umierali CastejSie na peceriové
ochorenia (p=0,02 a p=0,03). Medzi Zenami neboli signifikantné rozdiely v pri¢ine mortality.

Co sa tyka $pecifickych pri¢in mortality, najcastej$ou pricinou infekénej mortality u fudi bez
domova aj v kontrolnej skupine vola pneumodnia (60% a 51%), nasledovana infekciou
mocového traktu (16% a 18%) a gangrénou nohy (17% a 18%). Pri $pecifickych pric¢inach
infekénej mortality neboli medzi porovnavanymi skupinami pacientov Ziadne signifikantné
rozdiely.

Diskusia

Priemerny vek Umrtia ludi bez domova v nasej studii (56 rokov) bol o 20 rokov nizsi ako u
vsetkych zvysnych zomrelych pacientov (76,37 rokov). Priemerny vek imrtia bezdomovcov bol
priblizne o 8-10 rokov vyssi v porovnani s kohortami fudi bez domova z USA (10), Kanady (6)
alebo zapadnej Eurdpy (11) a podobny s ludmi bez domova z vychodnej Eurdpy (12). MuZi
tvorili vac¢sinu zomrelych fudi bez domova (83%) a najcastejSimi pricinami Umrtia boli infekéné,
peceriové a kardiovaskuldrne priciny. Bezdomovci muZi v porovnani s kontrolnou skupinou
umierali Castejsie na infek¢né ochorenia. MuZi z kontrolnej skupiny CastejSie umierali na
ochorenia pecene. Avsak obidve skupiny mali tri naj¢astejsSie pri¢iny umrtia rovnaké (infekcné,
peceriové a kardiovaskularne). V podskupine Zien neboli najdené Ziadne signifikantné rozdiely
v mortalite.

Vadsina studii zaoberajucich sa mortalitou [udi bez domova bola realizovana v USA a zapadnej
Eurdpe. V studii z USA v kohorte 1302 bezdomovcov (medzi rokmi 2003-08) boli najéastejSimi
pricinami Umrtia intoxikacia drogami, malignity a kardiovaskuldrne ochorenia. V porovnani s
rokmi 1988-1993, predavkovanie drogami v naslednych rokoch nahradilo HIV infekciu v poste
vazneho vznikajuceho zdravotnickeho problému (13). Vo Francuzku boli hlavnymi pric¢inami
umrtia medzi ludmi bez domova v rokoch 2008-2010 externé priciny (nasilné napadnutie,
samovrazda, utopenie) a malignity. Pozoruhodne, 28% pri¢in umrti bolo oznacenych ako
,hedostatocne definované a nezname” (11). V studii z Londyna bolo najviac umrti pripisanych
abuzu navykovych latok, ochoreniam pecene a kardialnym pri¢inam (14).

Malo je zname Specificky o mortalite skupiny bezdomovcov bez pristresSia — bezdomovcov
Zijucich na verejnych priestranstvach alebo tych, ktori vyuZivaju kratkodobé noclaharne.
Studia z Bostonu, Massachusetts ukazala, 7e miera Gmrtnosti zo vietkych pri¢in u kohorty
bezdomovcov bez pristresia bola skoro trikrat vyssia ako u ostatnych skupin bezdomovcov.
NajcastejSou pri¢inou umrti v tejto kohorte bezdomovcov boli maligne ochorenia, abuzus
alkoholu a chronické ochorenia pecene (15).

Bezdomovci bez pristreSia maju Specificki kombinaciu komorbidit a environmentalnych
faktorov, ktoré ich predisponuju pre vyrazne vyssiu morbiditu a mortalitu. V nasej kohorte sa
viac ako 80% bezdomovcov priznalo k abuzu alkoholu a fajéeniu, viac ako 10% uzivalo i.v.
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drogy. 16% z nich malo pri prijme hypotermiu a 10% ektoparazity — vSetko faktory asociované
s nehostinnym prostredim a nedostato¢nou hygienou.

Porovnavanie preZivania akutne hospitalizovanych bezdomovcov s pacientami s domovom
vykazuje nejasné vysledky. Dve studie, jedna z Koérei (16) a dalSia z Francuzka (17) ukazali, ze
akutne chori bezdomovci aj pacienti s domovom maju rovnaku progndzu. V multivariantnych
analyzach v tychto studiach nebolo samotné bezdomovectvo signifikantne asociované s
nemocni¢nou mortalitou. Avsak, Studia z Francuzka ukdzala, Ze Zitie na ulici je faktor nezavisle
asociovany mortalitou (17). Mala studia z Kanady so 63 podla pohlavia a veku sparovanymi
akutne chorymi bezdomovcami ukazala, Ze obidve kohorty mali podobné komorbidity okrem
zvyseného abuzu alkoholu a uZivania drog, ale kohorta bezdomovcov mala signifikantne vyssiu
nemocni¢nu mortalitu (29% vs. 8%) (6).

Nasa studia ma niekolko limitacii. Analyzovana skupina pacientov bola mald. Analyzovali sme
len pacientov v jednom meste, prijatych na jednu internu kliniku. Nase vysledky preto nemézu
byt zovseobecnené na celd populédciu bezdomovcov na Slovensku. Nasa $tidia sa zameriavala
$pecificky na nemocniénd mortalitu fudi Zijucich najtazsou formou bezdomovectva, preto nase
vysledky nemusia byt zovseobecnitelné pre vsetky typy ludi bez domova. Na druhej strane,
analyzovali sme homogénnu, jasne definovanu skupinu akutne chorych pacientov. Nasa studia
moze preto prispiet relevantnymi klinickymi poznatkami do pola klinického vyskumu, ktoré
bolo doteraz velmi malo Skiimané.

Suhrnom, nasa Studia po prvykrat analyzovala mortalitu bezdomovcov na Slovensku. Je to tiez
jedna z mala studii skimajica nemocni¢nu mortalitu bezdomovcov v Eurépe. Ak berieme v
Uvahu rastlcu prevalenciu bezdomovectva na Slovensku aj celosvetovo, evidencia ohladne
tejto problematiky by mala byt nadalej rozsirovana. Analyzovanie morbiditnych a
mortalitnych dat ludi bez domova méze poméct rozvindit lepsie klinické postupy a postupy
verejného zdravotnictva pre tuto vysoko ohrozenu skupinu pacientov.
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Uvod

Reprodukény systém predstavuje esencidlnu zlozku organizmu zodpovedajucu za sexudlne
rozmnozZovania a pokracovania druhu. V spolupraci s endokrinnym systémom sa
prostrednictvom osi hypotalamus-hypofyza-gonady podiela na produkcii muzskych
a Zzenskych gamét, spermii a oocytov, ktoré su zaroven pre organizmus z hladiska imunitnej
odpovede alogénne/alogénnymi [1].

Neplodnost parov stale narastd pricom sa odhaduje, Ze muiské faktory neplodnosti
predstavuju 30 az 50% z celkovych pripadov infertility. Poruchy plodnosti u muzov maju ¢asto
rézne priciny akymi su napriklad dysfunkcia semennikov, vyskyt vrodenych malformadcii,
endokrinopatii, vplyv Zivotného Stylu alebo st spésobené poruchami imunitnej reguldcie [1],
z toho aZz 15% pricin muZskej neplodnosti ma imunitny charakter [2].

Nadsemennik disponuje vlastnym Specifickym imunitnym systémom interagujicim s okolitym
prostredim, ktory umoznuje spermiam ako imunologicky cudzim bunkdm dozrievat bez toho
aby boli napadnuté tymto systémom. Nadsemeniky si mnohondsobne stocené kanaliky
prepajajuce semennik (testis) so semenovodom (vas deferens). Anatomicky su zloZzené z troch
Casti, hlavy (caupt), tela (corpus) zodpovednych za skory a neskory proces maturacie spermii
a bi¢ika (cauda), ktory sliZia ako rezervoar spermii pred ejakulaciou [3].

Za imunitnu toleranciu v nadsemenniku zodpovedaju v najvacsej miere imunitné bunky
umiestnené v rdmci pseudostratifikovaného epitelu lemujice intralumindlny kompartment
[4]. Ludsky epitel nadsemennika je zloZeny z buniek bazéalnych, hlavnych, tzv. (ang.) “clear”
buniek a halo buniek, ktorych funkcia je esencidlna pri zabezpedovani kontroly zloZenia
tekutiny obmyvajlcej dozrievajuce spermie.

Zatial ¢o je zname, Ze makrofagy, ktoré boli dlho popisované ako hlavna leukocytova populdcia
buniek v mysich nadsemennikoch [4], boli v epididymdlnom epiteli detegované okrem B
lymfocytov aj T lymfocyty [5]. Pritomnost a dloha T lymfocytov, tiez znamych ako T regulaéné
(Treg) bunky v nadsemennikoch st vSak menej jasné. T lymfocyty, ktoré su klticovou zlozkou
adaptivneho imunitného systému, sa vo vieobecnosti podielaju na rozpozndvani a eliminacii
cudzich patogénov. Avsak v muzskom reprodukénom trakte, vratane nadsemennika, existuju
dokazy, ktoré naznacuju, ze regulaéné T bunky (Tregs) mozu zohravat Glohu pri udrziavani
imunitnej tolerancie [6].

76



Vadsina Studii zameranych na Stddium imunitnych buniek v nadsemennikoch bola
uskutoénena prevazne na zvieracich modeloch. Cielom nasej studie bolo opisat imunitné
bunky v ramci epitelu ludského nadsemennika prostrednictvom nepriamej imunohistochémie
s detekciou markerov CD3, CD4, CD8, CD 68 a CD20cy. Nasim cielom je predovsetkym
morfologicka charakteristika imunitnych buniek metédami imunohistochémie a na zaklade ich
lokalizacie a distribucie prispiet aj k blizSiemu pochopeniu mechanizmov imunologickej
tolerancie u buniek obsiahnutych v ramci steny nadsemennika. Podobny vyskum sme
realizovali v nasich predchadzajtcich pracach v ramci epitelu ludského vajickovodu.

Material a metody

Na vyskum bolo pouzité nekrotické tkanivo nadsemennika od Siestich muzov, priemerny vek
predstavoval 45 rokov (33-65 rokov).Deparafinované a dehydratované rezy boli spracované v
systéme PT link na imunodetekciu primarnych protildtok CD 3, CD 4, CD 8, CD 68 a CD20cy. Po
blokovani endogénnej peroxidazovej aktivity a nespecifickej vazby boli rezy inkubované s
primarnymi polyklondlnymi krali¢imi anti-humdannymi protilatkami proti CD3 (DAKO, klon
215GKJV, RTU), primarnymi mySacimi monoklonalnymi protildtkami proti ludskému CD 4
(DAKO, klon 4B12) a CD 8 (DAKO, klon C8/144B), primarnymi monoklonélnymi mysacimi anti-
humannymi protilatkami proti CD68 (DAKO, klon PG-M1) a CD20cy (DAKO, klon L26) pocas 20
minut. Rezy boli nésledne premyté a inkubované s Dako EnVision Flex/HRP Detection System,
RTU, SM802, vysoké pH (Link) (kéd K8000) pocas 20 minut pri izbovej teplote. Nakoniec boli
rezy premyté a imunoreakcia sa vizualizovala pomocou 3-3'-diaminobenzidinu ako
chromogénu. Nasledne boli rezy kontrastne zafarbené Mayerovym hematoxylinom
a montované zalievacim médiom pomocou Entellan® (Merk, Dramstadt, Nemecko). Ako
pozitivna kontrolu boli pouZité vzorky z fudskej podnebnej mandle. Analyza sa uskutocnila
pomocou svetelného mikroskopu Nikon eclipse 80i (objektivy 4x, 10x, 20x, 40x) a snimky sa
zachytdvali pomocou fotoaparatu Nikon DS-Fil.

Vysledky

V nasej studii sme pouzili vybrané markery na detekciu imunitnych buniek v ramci epitelu
a intersticidlneho tkaniva ludského nadsemennika a porovnali sme ich v réznych segmentoch
(hlava, telo, chvost). NajcastejSie sa vyskytujucimi imunitnymi bunkami v epiteli
nadsemennika boli CD3+ zrelé T-lymfocyty lokalizované vacsinou v oblasti hlavy a chvosta,
CD8+ T-cytotoxické a T-regulacné lymfocyty boli lokalizované vo vsetkych 3 Ccastiach
nadsemennika a CD68+ makrofagy boli taktiez detegované vo vsetkych 3 Ccastiach.
Intraepitelidlne CD3+ a CD8+ pozitivne bunky vykazovali prevaine sféricky tvar a boli
lokalizované najcastejSie v blizkosti bazalnej membrény. CD3+ pozitivne bunky v ramci
intersticidlneho tkaniva vykazovali miernu expresiu a CD4+ a CD8+ pozitivne bunky vykazovali
slabt expresiu. Intraepitelidine CD68+ bunky mali prevazne gulovity a predizeny tvar a
nachadzali sa najcastejsie v blizkosti bazalnej membrany. V limene epididymalneho kanalika
v oblasti hlavy boli bunky CD68+ s fagocytovanym materidlom. Bunky, nepravidelného alebo
predizeného tvaru sa vacdinou nachadzali v intersticidlnom priestore. Na zaklade nasich
predoslych prac sme potvrdili, Ze pritomnost intraepitelidlnych regula¢nych T-lymfocytov je
typicka aj pre fudské vajickovody.
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Diskusia

Populacia imunitnych buniek v nadsemenniku sa suhrnne nazyva ako ,halo bunky”
(monocyty/makrofagy a lymfocyty). Tieto bunky sa zucastriuji na tvorbe dblezitej
imunologickej bariéry, ktora chrani spermie pred patogénmi a vlastnym imunitnym systémom.
Nadsemennik disponuje u¢innymi mechanizmami vrodenej (monocyty/makrofagy) a
adaptivnej (T-lymfocyty) imunity, ktora reguluje imunitni odpoved. Nadsemennik sa tak
povazuje za imunologicky privilegovany organ, ktory moze prijat alogénne a xenogénne
tkanivo alebo orgdn bez odmietnutia imunitnym systémom, ¢im umoziiuje spermiam dozriet
a ziskat tak schopnost oplodnit oocyt [7].

Ochrana spermii pred imunitnym systémom je v ramci tohto orgdnu zabezpecovana na dvoch
urovniach. Prvou Urovriou je hemato-epididymdlna bariéra zahffiajuca imunitné bunky, ktoré
za normalnych fyziologickych podmienok nevstupuji do limenu, ¢o dokazuje Géinnost tejto
bariéry. Druhd Uroven ochrany zavisi od populdcie imunitnych buniek obsiahnutych v tkanive
nadsemennika. Jednotlivé bunky vramci epitelu sa vzajomne ovplyviiuju a komunikuju.
Prikladom takejto komunikacie je produkcia imunosupresivnych molekul epitelovymi
bunkami, ¢o vedie k inhibicii aktivacie alebo preZivania T-buniek (IL-10, IDO, TGF-beta, aktivin
A) [5]. Avsak v muzskom reprodukénom trakte, vratane nadsemennika, existuju dokazy, ze
regulacné T bunky (Tregs) mozu zohrédvat dlohu pri udrziavani imunitnej tolerancie. Podla
Barrachina a kol. (2023) [6] eliminacia Treg buniek vedie k strate imunologickej tolerancie a je
pri¢éinou autoimunitnych reakcii ovplyviujucich reprodukény systém muza. Narusenie
homeostazy medzi epitelom a spermiami méze byt taktiez pri¢inou muzskej neplodnosti. V
nasej praci sme v epiteli nadsemennika detegovali v najva¢Som zastupeni CD3+ (zrelé T-
lymfocyty), CD8+ (T- cytotoxické a T- regulacné) lymfocyty a CD68+ makrofagy. Podla tychto
CD68+ makrofagy boli na zéklade nasich vysledkov predizené bunky nepravidelného tvaru,
ktoré boli lokalizované prevazne v intersticialnom priestore. Niektoré bunky s velkostou viac
ako 20 um boli lokalizovné prevaine vIimene, su to pravdepodobne typické aktivne
makrofagy, ktoré obsahuju fagocytovany material a viditelné sekundarne lyzozémy.
Mononukledrne fagocyty s podskupinou tkanivovych buniek (dendritické bunky, monocyty a
makrofdgy) umiestnenych v epiteli a intersticiu , ktoré st zodpovedné za prepajanie vrodenej
a adaptivnej imunity. Tieto bunky obsahuju tenké vybezky, ktoré zasahuju az do limenu
kanalika [8].

Intraepitelidlne CD 20cy+ B- lymfocyty boli v nasich vzorkdch detegované iba v oblasti hlavy
nadsemennika. V tkanivovych vzorkach nadsemennikov u potkanov sa intersticidlne a
intraepitelidlne B-lymfocyty doposial nedetegovali, u fudi boli pritomné v distdlnom segmente
v malych mnoZstvach alebo vobec. Najvacsi pocet intraepitelidlnych CD4 + T- pomocnych
lymfocytov gulovitého tvaru sme lokalizovali prevazne v blizkosti bazélnej membrany len v
oblasti chvosta nadsemenniku. Vo vzorkach z oblasti hlavy a tela nadsemennika sme tieto
bunky vacsinou nedetegovali. V intersicialnom priestore vykazovali CD4+ len slabu alebo
zriedkavu expresiu.

Podobne ako v nadsemenniku, aj vo vajickovode je dominantna populdcia intraepitelovych T-
lymfocytov (CD3+, CD4+, CD8+) [9]. Varga a kol. (2019) [7] vo svojej studii detegovali
prostrednictvom imunohistochémie ,bazdlne bunky” lokalizované vramci epitelu
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vajitkovodu. I8lo o intraepitelové (CD3+, CD8+, CD45R0+, CD4-, CD20-, CD56-, granzym B-)
T- lymfocyty, ktoré su zapojené do procesov imunologickej tolerancie.

Na zéklade porovnania oboch embryonalnych intermediarnych reprodukénych orgdnov
mezodermalneho pévodu predpokladame, ze obidva mézu byt imunologicky privilegovanymi
organmi. Praca bola zamerand na detekciu imunitnych buniek obsiahnutych v ramci epitelu
ludského nadsemennika a na celkovu funkénu a morfologicku charakteristiku tychto buniek.

Verime, Ze porovnanie imunohistochemickej detekcie imunitnych buniek v nadsemenniku
s vajickovodmi napoméze k lepSiemu pochopeniu imunologickej tolerancie v tychto organoch.

Tdto studia bola podporend grantom Ministerstva Skolstva, vyskumu, vyvoja a mlddeZe SR ¢.
VEGA 1/0347/24.
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Uvod

Riziko tazkého priebehu infekcie COVID-19 je vyrazne vyssie u pacientov s diabetes mellitus
(DM). Vzhladom na celosvetovu prevalenciu diabetu a neustaly vzostup poctu diabetikov
predstavuje ochorenie COVID-19 vainu hrozbu pre pocetnu a zranitelnd populaciu.
Metabolickd kompenzacia diabetikov sa sleduje prostrednictvom glykovaného hemoglobinu
(HbAlc). Glykovany hemoglobin vznikd neenzymovou reakciou medzi hemoglobinom
a glukdézou v krvi. V klinickej praxi sa Standardne vyuZiva na monitoring kontroly glykémie za
obdobie poslednych 2-3 mesiacov. Hodnota HbA1C sa vyjadruje v percentach (podla DCCT —
Diabetes Control And Complications Trial), alebo v mmol/mol (podla IFCC — International
Federation of Clinical Chemistry) (Tabulka 1). Hladiny HbAlc odrdzaju predpokladané riziko
vzniku komplikacii spojenych s DM. Pokles HbA1C odzrkadluje UspeSnost antidiabetickej
liecby. V celonarodnom meradle je obrazom kvality poskytovanej zdravotnej starostlivosti
o pacientov s DM. Vyznamné zniZenie navstev ambulantnych pacientov a laboratérnych testov
pocas pandémie COVID-19 vyvolalo obavy z moZnych nedostatkov v liecbe cukrovky a kontrole
glykémie.

HbA1C-IFCC HbA1C-DCCT (%)
(mmol/mol)
Diagnostika DM Bez diabetu 20-38 4,0-5,6
Prediabetes 38-47,5 5,7-6,5
DM > 47,5 >6,5
Kompenzacia DM vybornd <42 <6
uspokojiva -58 6-7,5
Neuspokojivd >58 >7,5

Tab.1. Hodnoty HbAI1C pri diagnostike a monitorovani DM (podla American Diabetes
Association)
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Material a metddy
Retrospektivna analyza 425 965 hodn6t HbA1C vysetrenych v laboratériach Medirex

a.s. na celom tzemi Slovenskej republiky (Tabulka 2). V jednotlivych sledovanych parametroch
sa Udaje spracovali ako median a priemer. VSetky ziskané Gdaje boli pred spracovanim
anonymizované.

Vysledky

Skupina DMA1T zahfna pacientov s anamnézou diabetu mellitus 1.typu (DM1T). DM2T
zastupuje pacientov lieCenych pre diabetes mellitus 2.typu (DM2T). V subore pacientov
oznacenych pod non-DM evidujeme pacientov bez zndmeho ochorenia cukrovky. V liecbe
DMI1T pozorujeme pokles medianu HbAlc medzi rokmi 2019 — 2023 z 8% na 7,7% DCCT,
priemer HbAlc poklesol z 8,2 na 8,0 % DCCT. Najvyssie hodnoty su vo veku 10-14, 15-19 a 20-
24 rokov, s prisluchajucimi medidanmi 8,3, 8,5 a 8,3% a priemermi 8,5, 8,8 a 8,6%. Vo veku 45-
64 rokov je median 8,0-8,2% a priemer 8,2-8,4% DCCT (Obrazok ¢. 1). Hodnoty HbAlc < 7%
dosahuje 26,77% pacientov, zatial ¢co hodnoty HbAlc 9-10% resp. > 10% dosahuje 13,44% a
14,33% pacientov. Napriek obdobiu COVID—19 doslo k zvySeniu percentudlneho podielu
pacientov s HbAlc £ 7%, z 24,44% v roku 2019 na 28,31% v roku 2023. V liecbe DM2T v rokoch
2019 — 2023 pozorujeme mierne zvysenie medianu HbAlc z 6,8 % na 6,9% DCCT, priemer
HbA1c stupol z 7,2% na 7,3% DCCT (Obrazok €. 2). Najvyssie hodnoty su vo vekovej skupine 40
— 64 rokov, median 7,0%, priemer 7,4 - 7,6% DCCT. Vo zvySnych vekovych kategoériach je
median HbAlc < 7,0% DCCT. Az 53,35% pacientov dosahuje HbAlc < 7% a len 6,1% dosahuje
HbA1lc 9-10%, resp. 5,71% ma hodnotu HbAlc nad 10% DCCT. Pocet pacientov s HbAlc £ 7%
v rokoch 2019 — 2023 je stabilny, 54,45% resp. 51,39% pacientov.

Median Priemer
Pocet vySetreni |HbA1C HbA1C
DM1T 28 126 7,9 8,2
DM2T 375219 6,9 7,3
non-DM 22 620 6,2 6,7
Celkovy sucet 425 965 6,9 7,3

Tab.2. Median a priemer hodn6t HbA1C vysetrenych v laboratériach Medirex v obdobi 2019-
2023

82



Kompenzacia DM 1 v rokoch 2019-2023
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Obrazok €. 1: Kompenzacia diabetikov 1. typu v sledovanom obdobi (hodnoty HbA1C su
uvedné podla DCCT).

Kompenzacia DM 2 v rokoch 2019-2023
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Obrazok €. 2: Kompenzacia diabetikov 2. typu v sledovanom obdobi (hodnoty HbA1C su
uvedné podla DCCT).



Diskusia
Vdaka Specializovanej zdravotnej starostlivosti vratane vyuzivania modernych technolégii

evidujeme zlepSenie dlhodobej metabolickej kompenzéacie u pacientov s DM1T. Napriek
pandémii COVID- 19 pocas celého sledovaného obdobia 2019-2023 malo viac ako 50 %
pacientov s DM2T optimalnu metabolicki kompenzaciu s HbAlc < 7% DCCT. Silnou strankou
nasej Studie je robustna vzorka pacientov a dostupnost hladin HbA1C. Limitaciou vysledkov je
nezohladnenie eventudlnych pritomnych komplikacii, typu lieCby ainych individudlnych
faktorov. Nase zistenia sme neporovnavali s vysledkami pacientov bez diabetu. Hladina HbA1C
zélezi na niekolkych faktoroch, ktorych zmeny méZu ovplyvnit hodnotu a naslednu
interpretaciu. HbA1C sice odraZza stav kompenzacie v poslednych 2—3 mesiacoch, avsak
dolezité je ¢i sa obdobie hyperglykémie vyskytovalo na zaciatku alebo na konci sledovaného
obdobia. [1] Dal$im faktorom, ktory mé vplyv na HbA1C je di*ka preivania erytrocytov. Ak sa
tato doba skracuje, mézu byt vysledky HbA1C falo$ne nizsie. S tymto javom sa stretavame pri
hematoonkologickych ochoreniach, hemolytickych a kosacikovych anémiach, talasémiach
alebo pri urémii. Naopak falosne vysoké hodnoty HbA1C sa popisuju pri sideropenickych
anémiach. [2] Vzhladom na priebeh obidvoch ochoreni (DM a COVID-19), ktoré st vyznamnym
spésobom ovplyvnené aj behavioralnymi faktormi (zniZenie pohybovej aktivity, narast
sedavosti, zhorSenie stravovacich navykov, narast hmotnosti, limitacia selfmonitoringu a
menej Casté ambulantné kontroly), sme predpokladali zhorSenie dlhodobej metabolickej
kompenzacie diabetikov. [3] Odporucany postup v ambulantnej starostlivosti o pacientov s
cukrovkou zahfria niekolkokrat rocne odber krvi na pravidelné monitorovanie HbA1C.
Prerusenia testovania v dosledku spolocenskych zmien, ako su napriklad lockdowny pocas
pandémie COVID-19, modzZzu nepriaznivo ovplyvnit manaZment cukrovky. Vynechanie
pravidelnych kontrol limituje skord diagnostiku mikro aj makrovaskularnych komplikacii
cukrovky a tym k vyssim nakladom na zdravotnu starostlivost. Vyznamné znizenie navstev
ambulantnych pacientov a laboratdrnych testov pocas pandémie COVID-19 vyvolalo obavy z
moznych nedostatkov v liecbe cukrovky a kontrole glykémie. Hodnoty glykémie u fudi s DM1T
sa pocas lockdownu COVID-19 zlepsili, ¢o moZe suvisiet so zodpovednejsSim pristupom
pacientov pri rezimovych opatreniach a vyuzivaniu modernych technoldgii. [4]
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Uvod

Vekom podmienend degeneracia makuly (VPMD) je hlavnou pri¢inou slepoty v
industrializovanom svete. Je coraz dolezZitejSim problémom verejného zdravia v désledku
starnutia populdcie a predlzujicej sa dizky Zivota. VPDM postihuje jedincov stardich ako 55
rokov a ohrozuje zrakové funkcie potrebné pre ulohy, ako je Citanie, Soférovanie a
rozpoznavanie tvari. VPDM je charakterizovana akumuldciou extracelularnych usadenin,
menovite druz, spolu s progresivhou degeneraciou fotoreceptorov a prifahlych tkaniv.
Neovaskuldrna VPDM je charakterizovana choroiddlnou neovaskularizaciou (CNV).
Proliferacia krvnych ciev u pacientov s neovaskularnou VPDM je riadena zloZitym procesom.
Ktory zahfria signalny protein nazyvany vaskuldrny endotelovy rastovy faktor A (VEGF-A).
V sucasnej dobe sa liecba zameriava na lieky proti VEGF, ktoré blokuju tento protein.
S mnoZstvom pacientov a vytazenostou aplikaénych centier, dochddza k modifikaciam aj
lieCebnych reZzimov. Postupne sa prechddza zfixnych aplikacnych schém k stGéasnosti
najpouzivanejiej aplikatnej schéme liedit a predizit, kedy pacient dostane liek pri kazdej
navsteve centra, ale dalSia ndvsteva sa planuje na zaklade aktivity ochorenia. Nové liecby
neovaskularnej VPDM ponukaju potenciadlne dlhsie trvajice Ucinky. (1,2)

Cielom prace je porovnat funkéné vysledky svysledkami zregistracnych studii a studii
z redlnej klinickej praxe.

Material a metody

V retrospektivnej analyze sme zhodnotili funkény vysledok dvojrocnej liecby antiVEGF.
Aplikovany bol aflibercept 2 mg intravitredlne. Fixny terapeuticky reZzim v prvom roku
prebiehal v sulade s davkovanim uvedenym v SPC daného lieku. V druhom roku liecby, bol
aplikovany rezim lietit a prediZit.

Zaradeni boli vSetci pacienti z jednej ambulancie aplikacného centra pre antiVEGF liecbu:

- u ktorych bola lie¢ba iniciovand v rokoch 2017 — 2021,

- bez predchadzajlcej antiVEGF,

- s dokumentovanou dizkou lie¢by a sledovanim najmenej 24 mesiacov,
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- pocas doby sledovania nesmel pacient svojvolne prerusit liecbu na dlhsie ako 12 tyZdriov,
- spifiali inkldzne aneboli pritomné Ziadne exklizne kritérid pre zahdjenie liecby
afliberceptom. Vstupna najlepsia korigovand zrakovéd ostrost bola 20/32 — 20/200, mali
pritomnu aktivnu neovaskuldrnu membranu, neprekonali infarkt alebo nahlu cievnu mozgovu
prihodu za posledné 3 mesiace.

Vyluéujacim kritériom bola pritomnost iného otného ochorenia ovplyvriujiceho najlepsiu
korigovanu zrakovu ostrost a vitreomakularne rozhranie vyzadujlce chirurgickd intervenciu.

Vysledky

Do suboru bolo zaradenych 22 pacientov (24 o¢i). V nasom subore bola prevaha zZien, celkovo
16 vo¢i 6 muzom. Priemerny vek pacientov v ¢ase zacatia lieCby bol 74,76 rokov (SD 7,75),
najmladsi pacient mal 64 rokov, najstarsi 90. Priemernd vstupnd zrakova ostrost bola 59,50
pismen EDTRS (SD 12,56). Najmensia hodnota bola 35 pismen, najvacsia 80 pismen.

Priemerny pocet injekcii pocas doby sledovania bol 11,75. Najmenej bolo podanych 6 injekcii,
najviac 21.

Po 48 tyzdfioch sledovania priemernd najlepsia korigovana zrakova ostrost bola 59,54 pismen,
Cize zlepSenie 00,04 pismen EDTRS. V96 tyZzdni sledovania bola priemerna najlepsia
korigovand zrakova ostrost 57,08 pismen EDTRS, ¢ize pokles o 2,42 pismena.

64
63

Pocet pismen ETDRS

U ;
~ o;

base 4 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96

Tyzden
Graf ¢.1: vyvoj najlepsej korigovanej zrakovej ostrosti pocas sledovania
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V druhom roku lie¢by 15 pacientov (62,5%) dosiahlo aplikaény interval medzi jednotlivymi
injekciami viac ako 8 tyZdriov. 9 pacientov (37,5%) potrebovalo v druhom roku aplikacie
Castejsie ako 8 tyzdriov.

16
14
12
10

o N B OO

interval

mdlhsiako 8 mkratsiako 8

Graf ¢.2: Rozdelenie pacientov podla dizky aplikaéného intervalu.

Diskusia

Cielom antiVEGF lie¢by pri VPDM je dosiahnut a dlhodobo udriat maximalne zlep3$enie
zrakovej ostrosti spolu s redukciou exsudacie v sietnici. TieZ chceme postupne znizit mnoZstvo
injekcii. V idedlnom pripade pokracovat u pacientov len v sledovani bez aplikacie antiVEGF
terapie. Z nasich Udajov vyplyva, Ze v prvom roku terapie sme pacientom nesignifikantne
zlepsili videnie 0 +0,04 pismena a redukovali exsudaciu. Pacienti su nadalej lieceni. V druhom
roku sa nam vsak nedari udrzat pozitivne U¢inky terapie na zrakovu ostrost a dochddza
k poklesu zrakovej ostrosti 0 2,42 pismena.

V registracnych studiach VIEW |a VIEW I, dosiahli pacienti v ramene 2g8, odpovedajicom
aplikacnej schéme ako v platnom SPC, zisk 7,6 pismen EDTRS v 48 tyZdni sledovania, teda v
prvom roku. (3) V naslednom prediZeni do 96 tyZdiia pri zachovani fixného rezimu aplikécii,
pacienti dosiahli zisk 8,35 pismen ETDRS. (4)

Noviou $tudiou zapajajuc rezim aplikacii lie¢it a predizit je $tadia ALTAIR. Podla tejto $tadie
pri liecbe afliberceptom doslo v prvom roku zisku 9,0 pismen ETDRS. V druhom roku 7,6
pismen ETDRS. (5)

V redlnej klinickej praxi bohuzial dosiahnutie vysledkov z randomizovanych studii nie je
jednoducha. V praxi musime ratat s mnohymi faktormi ¢i uz na strane pacienta, ked'sa pacient
nemoze dostavit na aplikaciu pre dalsie jeho ochorenia, ale iné problémy spojené s dopravou.
Komplikacie sa bohuzial vyskytuju aj na strane poskytovatelov, ako je napriklad problém ndjst
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vhodny termin pre vytaZenie pracoviska, ale komplikacie suvisiace s Uhradou liecby kedy sa
¢aka na vyjadrenie poistovne.

Prikladom pozorovania z klinickej praxe je Studia RAINBOW z Francuzka. Pacienti dodrzujuci
aplikacné intervaly ziskali 7,6 pismen v prvom roku a 4,9 vdruhom roku. Pokial pacienti
nedodrZiavali pravidelné aplikacné intervaly, ale dostali v Uvode 3 nasycovacie davky ziskali
priemerne 5,5 pismena v prvom roku avdruhom si udrzali zisk 4,0 pismen EDTRS. Ak
nedodrzali aplika¢né intervaly a nedostali Gvodné nasycovacie ddvky, v prvom roku ziskali
priemerne 0,01 pismena, v druhom roku stratili 2,5 pismena. (6)

Podobna studia z redlnej klinickej praxe bola realizovana aj v Nemecku, Stadia PERSEUS.
Pacienti s pravidelnym aplikaénym intervalom ziskali v prvom roku 8,0 pismen a v druhom 6,7
pismen EDTRS. Pokial' nedodrZiavali aplikacné intervaly zaznamenali zisk 4,0 pismen v prvom
roku a 1,8 vdruhom. (7)

Vysledky v nasom subore velmi pripominaju poslednu skupinu zo Studie RAINBOW.
Neznamena to v3ak, Ze Uvodny rok lie¢ime menej efektivne. V naSom pripade slabsie zisky
zrakovej ostrosti su ovplyvnené malym poctom pacientov. V subore sa nachadzaju traja
pacienti, u ktorych doslo k vyraznému zhorseniu najlepsej korigovanej zrakovej ostrosti pri
progresii ochorenia do fibrotickej jazvy. V stbore sa nachadza viac pacientov s tazsou formou
ochorenia, kedZe pri uvedeni afliberceptu na trh bol predpoklad silnejSieho efektu voci
dovtedy dostupnym preparatom na trhu, ktory sa vSak nepotvrdil. Nasi pacienti mali teda
zavaznejsie poskodenie pri VPDM a teda priestor na zlepSenie videnia bol mensi. V nasej studii
ide o klinicky primerané zlepsenie videnia vzhladom na degenerativny charakter ochorenia.
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Introduction

Infectious diseases are considered as the cause of 19.7 % of all global deaths [1]. Serious
infections evolving into sepsis and septic shock are among the most expensive hospital
conditions [2]. Their treatment is primarily based on antibiotics [3]. However, the ability of
pathogens to adapt and develop new forms of resistance is faster than the ability to discover
new treatment methods. The development of antibiotic resistance is thus considered one of
the greatest challenges of the coming decades, with consequences comparable to those of
climate change (a 4% decline in global GDP by 2050) [4].

In addition to researching new treatment methods, improving the diagnosis of infection and
antibiotic resistance is a crucial aspect of combating antibiotic resistance [5]. The current gold
standard for diagnosis is a time-consuming culture of biological samples, taking 48 to 96 hours
for results [6, 7]. In critical conditions such as sepsis, medical personel is forced to administer
empirical antibiotic treatment, which may be ineffective in some cases, contributing to the
development of resistant pathogens and worsening the patient's condition [8]. To overcome
this problem, more rapid method should be applied. Isolation of pathogens and their DNA
directly from biological samples and analysis of them by emerging molecular methods have
potential to eliminate the need for time-consuming hemocultivation [7].

Bacteria have different sedimentation velocity compared to other blood elements. Selective
centrifugation could be used to rapidly separate bacteria directly from blood. Followed by
nanopore sequencing, time needed for identification of the pathogen could be significantly
reduced. Nanopore sequencing is a novel sequencing technology, that allows real-time
sequencing analysis at low costs when connected to a standard computer. Although not
widely used in clinical practice yet due to limited results, the increasing utilization of nanopore
sequencing in research suggests its eventual incorporation into clinical practice [9].
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Materials and methods

E. coli CFTO73 were cultured in LB broth during the night. At the morning, bacterial suspension
was diluted to OD600 equals to one. Whole blood from healthy donors was withdrawed into
EDTA blood collection tubes and artificially spiked with E. coli CFT073 in 4 different
concentrations (80,000 - 80 CFU/ml) and with LB broth as negative control. Triplicates from
each concentration were centrifuged at two centrifugal speeds - 1,600g 10 min or at 350g 20
min. Supernatants from all samples were firstly dropped onto the agar plate and then pipetted
into new Eppendorf tubes and centrifuged at 16,000g 10 min. The pellet was used for DNA
isolation by Qiagen DNA Mini Kit. All samples were analysed by qPCR targeting V7-V9 region
of 16S rRNA and sequenced by 16S barcoding kit (SQK-RAB204) on MinlON Flowcell (R.9.4.1)
and 16S V3-V4 lllumina Seq by a MiSeq Reagent Kit v3 (600 cycle). Nanopore sequencing
results were analysed by Epi2me WIMP program. lllumina sequencing results were firstly
demultiplexed, filtered based on quality (Q>20) and trimmed by Cutadapt (v3.4). Amplicon
sequencing variants were created by DADA2. Taxonomic analysis was done in Silva database
138.1 with help of g2-feature-classifier. Statistical analysis and graphs were created in
GraphPad Prism (8.0.2). For comparison of the results, we used multiple t-test. Statistical
significance was determined by Holm-Sidak method when alpha value was < 0.05.

1. Artificial spiking of blood 80 - 80,000 CFU/ml E. coli

e 8x 8 8x 8x N
10° 10° 10 10
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\ Centrifugation 1,600g 10 min. | Centrifugation 350g 20 min. |
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4. DNA isolation by QIAamp® DNA Mini Kit

5. 16S rRNA gPCR, 16S MinION Nanopore sequencing, Epi2me Fastq WIMP analysis,
Ilumina MiSeq 16S Seq, In house analysis (Qiime2, Cutadapt, DADA?2, Silva database)

Image 1 — Schematic structure of methods of the experiment
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Results

16S rRNA gPCR results of samples centrifuged at 350g 20 min were 23.83 £ 0.41, 26.91 + 0.49,
30.20£0.33,32.81+0.35,35.99 + 1.19 and at 1,600 g 10 min were 28.05 + 0.78, 32.30 + 0.44,
36.13 + 0.53, 35.53 + 1.33, 37.27 + 0.70. Blood samples centrifuged at 350g for 20 minutes
have significantly lower Ct value compared to samples centrifuged at 1600g 10 minutes. All
samples centrifuged at 350g for 20 minutes had significantly lower Ct when compared to no
template control (NTC). Only two highest concentrations of bacteria from samples centrifuged
at 1600g for 10 minutes had significantly lower Ct value compared to NTC.

16S rRNA qPCR

40— * kK
[

O 30-
1 1600g 10 min
254 E= 350g 20 min
20-

T T T T T T
80,000 8,000 800 80 NC NTC

Bacteria (E.coli) CFU/ml

Graph 1 - 16S rRNA gPCR results of every concentration of artificially spiked bacteria from
DNA isolated from pellet obtained after second centrifugation step 16,000g 10 minutes (Ct
- cycle threshold, NTC — no template control)
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Nanopore and Illumina sequencing - abundance of E. coli (in %)
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Graph 2 - Comparison of abundance of reads aligned to genome of E. coli from both
sequencing methods and both centrifugation speeds

Number of reads aligned to E. coli by Epi2me WIMP analysis of nanopore sequencing results
from samples centrifuged at 350g 20 min were 55975, 2564, 396, 121, 0 and at 1,600g 10 min
were 4199, 3169, 472, 55, 4 (80,000 — 80 CFU/ml, NC), respectively. Number of reads aligned
to E. coli by analysis of 16S lllumina sequencing results from samples centrifuged at 350g 20
minutes were 46201, 32165, 12011, 8469, 0 and at 1,600g 10 min were 45548, 23524, 9187,
2204, 0 (80,000 — 80 CFU/ml, NC), respectively. Abundance of reads aligned to E. coli by
Epi2me WIMP analysis of nanopore sequencing results from samples centrifuged at 350g 20
min were 67.9%, 66.0%, 58.5%, 38.7%, 0% and at 1,600g 10 min were 65.8%, 65.1%, 45.3%,
20.1%, 7.2% (80,000 — 80 CFU/ml, NC), respectively. Abundance of reads aligned to E. coli by
analysis of 16S lllumina sequencing results from samples centrifuged at 350g 20 min were
76.9%, 51.7%, 24.4%, 16.6%, 0% and at 1,600g 10 min were 82.3%, 53.5%, 30.6%, 7.7%, 0%
(80,000 — 80 CFU/ml, NC), respectively.

Discussion

Emerging molecular methods aim to replace gold-standard hemocultivation technique to
reveal the information about the pathogens that cause infections. The major problem is
isolation of bacteria directly from blood, without prior time-consuming cultivation step [7]. In
our experiment, we decided to use simple, cost and time effective centrifugation method. We
compared two different centrifugation speeds based on previously published theoretical
calculation of sedimentation velocity of bacteria and different blood elements [10]. 1,600g 10
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minutes is centrifugation standardly used for separation of plasma from the whole blood [11].
350g 20 minutes was adopted from protocol to isolation of blood platelets, that have been
calculated the most similar sedimentation speed [12]. Based on the results from 16S rRNA
gPCR we consider lower centrifugation speed 350g for 20 minutes to be sensitive enough for
the isolation of bacteria E. coli down to 80 CFU/ml of artificially spiked blood. Based on the
comparison of sequencing results, we found that nanopore sequencing seems to be more
sensitive for identification of bacteria at lower concentrations. lllumina sequencing results
provided higher number of bacterial reads compared to result from nanopore sequencing.
These results suggest the nanopore sequencing may be a relevant diagnostic tool for real-time
diagnosis of pathogens directly at ICU. Up to know, we did not notice similar optimization
method for evaluating nanopore and lllumina sequencing. However, there are several studies
that aims to omit cultivation step and identify pathogens directly from blood [13-15].

Drawback of this targeted method is providing the information only about the type of the
pathogen. For effective use in clinical practice, it is inevitable to provide information also
about pathogenicity and antimicrobial resistance. In the future, we aim to replace this
targeted method by whole genome amplification, that could potentially enable selective
amplification of the whole genomes of pathogens and reveal besides the classification of
pathogens also its pathogenicity and antimicrobial resistance.

The project was supported by grant from Ministry of Education, Science, Research and Sport
of the Slovak republic VEGA No.: 1/0573/21 and Slovak Research and Development Agency
No.: APVV-20-0472
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Uvod

Branchio-oto-rendlny syndrém (BOR) sa vyskytuje ul zo 40 000 pacientov (1). Je
charakterizovany malformaciami vonkajsieho, stredného a vnutorného ucha asociovanymi
s prevodovou, senzorineuralnou alebo zmie$anou poruchou sluchu. Dalej sa prejavuje
branchialnymi fistulami a cystami a renalnymi malformaciami od fahkej renalnej hypoplazie
po bilaterdlnu renadlnu agenézu. Ochorenie moze viest ku koneénému stadiu rendlnej
insuficiencie v neskorsom veku (2). Priblizne 40-75 % je asociovanych s patogénnymi variantmi
génu EYAL, 0-3,1 % s génom SIX5 a2 % s génom SIX1 (3). EYA1 a SIX1 gény sa podielaju na
organogenéze u cicavcov, vratane vyvinu ucha. SIX1 gén kdéduje transkripény faktor a jeho
aktivdcia je zavisla od spojenia s EYA proteinmi na terminaly N. Porucha funkcie tychto génov
vedie k r6znym vyvinovym chybam, ako je to pri BOR syndréme (4).

Fenotyp pacientov s BOR je komplexny a r6znorody, ¢i uz medzi jednotlivymi probandmi, ale
aj medzi ¢lenmi rodiny. Dokazuje to napriklad aj incidencia malformacii vnutorného ucha,
ktora je pri BOR v 18 az 92 % (5). Skupina malformacii pri BOR zahffia kochledrnu hypoplaziu
(CH), dysplaziu semicirkuldarnych kanalikov (SCC), rozSireny vestibularny akvedukt (EVA),
stendzu kochledrnej apertdry, abnormadlnu poziciu tvarového nervu ¢i bulbdézny vnatorny
zvukovod (IAC) (6).

Material a metédy

V nasej retrospektivno-prospektivnej studii sme zahrnuli pacientov s obojstrannou poruchou
sluchu, ktori podstupili molekularno-genetické vysetrenie v obdobi medzi rokom 2011 a 2023.
U pacientov s potvrdenym patologickym variantom v génoch EYA1 a SIX1, sme vo formate
DICOM pomocou softvéru TomoCon Viewer (TatraMed Software, Bratislava, SR) analyzovali
CT zobrazenia na pritomnost a typ malformacie vnitorného ucha. V axidlnych rezoch sme
manualnym meranim ziskali priemer (7,4-10 mm) (7), vysku (4,4-5,9 mm) (8) a Sirku (5,7-7,5
mm) (9) kochley (10). Zaroveri sme podla metddy od Juliano aspol. (11) vypoditali ,turn
alignment ratio” (TAR) pre uréenie kochlearneho posunu (cochlear offset) (TAR <0,476).
Nasledne sme v axidlnych rezoch merali Sirku kochlearnej apertiry (stendza: <1,4mm,
hrani¢ny: 1,4-1,8mm, nestenoticky: >1,8mm, rozéireny: >3mm) (12,13); di*ku IAC (4-18 mm)
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(14), Sirku proximalneho konca IAC (stendza: <2mm, norma: 4-8 mm), Sirku v strede IAC (2,4-
6,4 mm) (15,16), Sirku kostného ostrovcéeka laterdlneho SCC (norma: 2,6-4,8 mm) (8) a polohu
a Sirku kandla tvarového nervu (rozsireny: >1,42 mm). Na zaklade Cincinnati kritérii sme
hodnotili pritomnost rozsireného vestibularneho akveduktu (Sirka VA v oblasti operkula 22,0
mm) (17,18).

Malformdcie kochley boli nasledne hodnotené podla klasifikacie malformacii od Sennaroglu
a Bajin zroku 2017 (19). Pomocou softvéru 3D Slicer (verzia 5.0.3.) freeware
(https://www.slicer.org/) sme realizovali manualnu segmentaciu snimkov a vytvorili 3D model
jednotlivych anatomickych Struktdr vnutorného ucha (Obr.1). Z3D rekonstrukcie sme
nasledne pomocou funkcie Segment statistics automaticky vypocitali objem kochley
(hypoplazia <60 mm3) (20). Merania sme nasledne porovnali medzi skupinami pacientov
s EYA1 a SIX1 patologickym variantom (dalej uvadzané ako skupina EYA1 a SIX1). Statistické
spracovanie merani bolo pomocou Studentovho t-testu. Fisherov presny test bol pouZity na
Statistické spracovanie kategorickych dat . Ako Statisticky signifikantné sme brali vysledky s p
<0.05.

A: 148.6724mm 'y O =)= R: 15.7528mm

:

L. A
L[ ok

Obr.1 CT spankovej kosti viavo — manudlna segmentacia (a, c, d) a3D rekonstrukcia
jednotlivych Struktir vnutorného ucha (b) pomocou 3D Slicer softvéru (verzia 5.0.3.).
Pouzité symboly v Obr.1a: trojuholnik — vnutorny zvukovod, obdiznik — bubienkova dutina,
Cierna Sipka — vestibularny akvedukt, biela Sipka — lateralny semicirkularny kanalik,
hviezdicka - kochlea.

Vysledky

Celkovo z 2131 pacientov, ktori podstupili molekularno-genetické vysetrenie pre obojstrannu
poruchu sluchu, bol u32 (9 probandov a 23 rodinnych prislusnikov) z nich identifikovany
Branchio-oto-rendlny syndrom. Patologicky variant v géne EYA1 bol pritomny u 23 pacientov
a v géne SIX1 u 9 pacientov. Z nich 13 pacientov (26 usi) podstupilo CT zobrazenie spankovych
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kosti v dobrej kvalite (11 pacientov v skupine EYA1 a 2 v skupine SIX1). Snimky sme vyhodnotili
podla vyssie spominanych parametrov.

U vsetkych usi sme nasli kochledrny posun a kochledrnu hypoplaziu. Hodnota TAR pre
kochledrny posun bola v priemere 0,33 + 0,07. Kochledrnu hypopldziu sme hodnotili na

zaklade kochledrneho objemu, ktory bol v priemere 43,88 + 9,22 mm3 (Tab.1).

Tabulka ¢.1 Radiologické merania anatomickych Struktur spankovej kosti.

Anatomickd Struktura Parameter Priemer | SD Referencéné
hodnoty
Kochlea Vyska (mm) 2,90 0,30 4,4-5,9
Sirka (mm) 3,99 0,66 |5,7-7,5
Priemer (mm) 7,73 0,55 7,4-10
TAR 0,33 0,07 >0,476
Objem (mm3) 43,88 9,22 >60
Kochledrna apertura Sirka (mm) 1,75 0,34 1,8-2,9
Vestibularny akvedukt | Sirka (mm) 2,10 2,17 <2,0
(operkulum)
Vnutorny zvukovod Dizka (mm) 7,81 1,04 4-18
Sirka proxim. konca (mm) | 6,48 1,44 4-8
Stredova Sirka (mm) 5,93 1,46 2,4-6,4
Kostny ostrovcek LSCC Sirka (mm) 2,44 0,73 2,6-4,8
Kanal tvarového nervu Sirka (mm) 2,00 0,72 <1,42

TAR — ,turn alignment ratio”, LSCC — lateralny semicirkuldrny kanalik

Stendza kochledrnej apertury bola pritomna u jedného pacienta bilaterdlne (8 %) a hrani¢ne
pritomna u 15 (58 %) usi. Dysplaziu kostného ostrovceka LSCC sme zaznamenali u 15 (58 %)
usi. Rozsireny vestibuldrny akvedukt bol pritomny u7 (27 %) usi. Stendza vnutorného
zvukovodu nebola najdend u Ziadneho z pacientov. Rozsireny kanal tvarového nervu sme nasli
u vacsiny a to celkovo u 19 (73 %) usi a jeho medidlna poloha bola zaroven pritomna v 18 (69

%) pripadoch.
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Tabulka 2. Vyhodnotenie merani vnutorného ucha a porovnanie skupiny EYA1 a SIX1.

EYAl SIX1
Anatomicka Parameter n Priemer | SD n Priemer |SD |p
Struktira hodnota
Kochlea Vyska (mm) 22 2,90 0,23 14 3,21 0,53 | 0,0633
Sirka (mm) 22 3,81 0,56 | 4 4,94 0,24 | 0,0006
Priemer (mm) 22 7,61 05114 8,38 0,15 | 0,0067
TAR 22 0,33 0,07 | 4 0,37 0,05 | 0,2713
Objem (mm3) 22 42,31 8,89 | 4 52,50 6,20 | 0,0392
Kochlearna Sirka (mm) 22 1,66 0,24 |4 2,26 0,42 | 0,0004
apertura
Vestibularny | Sirka (mm) 22 2,29 2,31 14 1,04 0,26 | 0,296
akvedukt
(operkulum)
Vnutorny Dizka (mm) 22 (7,79 0,98 |4 7,89 1,53 | 0,868
zvukovod
Sirka proximalneho | 22 6,11 1,25 | 4 8,46 0,42 | 0,0012
konca (mm)
Stredova Sirka | 22 5,61 1,324 7,70 0,76 | 0,0059
(mm)
Kostny Sirka (mm) 22 2,34 0,76 | 4 2,90 0,32 | 0,1683
ostrovéek
LSCC
Kanal Sirka (mm) 22 2,12 0,73 |4 1,37 0,07 | 0,053
tvarového
nervu
Medidlna poloha? |18 | Ano 4 Nie 0,0047

TAR — ,turn alignment ratio”, LSCC — lateralny semicirkuldrny kanalik

Statisticky signifikantny rozdiel (p <0.05) medzi skupinami pacientov s EYA1 a SIX1 bol celkovo
v 8 z0 14 kategérii (57 %) (Tab.2). Pacienti v skupine SIX1 mali signifikantne vacsiu Sirku (SIX1
4,94 + 0,24 mm vs. EYA1 3,81 £ 0,56 mm, p = 0.006) a priemer kochley (SIX1 8,38 + 0,15 mm
vs. EYA17,61+0,51 mm, p =0,0067), ¢o sa odrazilo aj na celkovom objeme kochley (SIX1 52,5
+ 6,21 mm vs. EYA1 42,31 + 8,89 mm, p = 0,0392). Signifikantny rozdiel bol takisto v stredovej
Sirke (SIX1 7,7 £ 0,76 mm vs. EYA1 5,61 + 1,32 mm) a Sirke proximalneho konca vnutorného
zvukovodu (SIX1 8,46 + 0,42 mm vs. EYA1 6,11 + 1,25 mm).
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Kochledrna hypoplazia sa delila na dva typy: typ 4 identifikovany bilaterdlne u 5 pacientov
v skupine EYA1 a bilateralne u dvoch pacientov v skupine SIX1; typ 3 najdeny bilaterdlne u 6
pacientov v skupine EYA1.

Atypické uloZenie labyrintového segmentu kanala tvdrového nervu v medialnej polohe bolo
pritomné v 18 (82 %) pripadoch v skupine EYA1 a nebolo pritomné vobec v skupine SIX1 (p =
0,0047). Napriek znaénému rozdielu v Sirke kanala tvarového nervu medzi EYA1 (2,12 £ 0,73)
a SIX1 (1,37 £ 0,07) skupinami, tento parameter nebol signifikantne odlisny (p = 0,053).

Diskusia

Branchio-oto-renalny syndrém je raritné, geneticky podmienené ochorenie, ktoré postihuje
viaceré orgdnové systémy. Vyskyt u dospelej populacie nie je znamy, avsak prevalencia medzi
pediatrickymi pacientmi v zapadnych krajinach je 1/40 000 (2). Je to zaroven velmi
heterogénne ochorenie, ktoré sa liSi nielen medzi probandmi ale aj medzi rodinnymi
prislusnikmi, ¢o je vidiet aj u pacientov v naSom subore (5). Spoloénymi morfologickymi
znakmi su kochlearny posun (TAR <0,476) a kochlearna hypoplazia (objem kochley <60 mm3),
ktoré sme nasli u vSetkych nasich pacientov. Objem kochley bol uz v minulosti hodnoteny
v sUvislosti so zdvaznostou poruchy sluchu (21), &i pri posudzovani zachovania zvyskov sluchu
pri kochlearnej implantacii (22). Breitsprecher aspol. vroku 2022 prvykrat kvantifikovali
hranicu pre kochlearnu hypoplaziu na objem mensi ako 60 mm3 (20). V priemere bol objem
kochley u nasich pacientov 43,88 + 8,89 mm3, ¢o zodpoveda kochlearnej hypoplazii. Navyse
sme zaznamenali signifikantny rozdiel v priemere kochlearnych objemov medzi skupinou SIX1
(52,50 = 6,2 mm) a EYA1 (42,31 + 8,89 mm) (p = 0,0392). Nie sme si vedomi, Ze by bol
kochledrny objem merany v minulosti v inych Studiach u pacientov s BOR syndrémom alebo
porovnany medzi skupinami pacientov s patologickym variantom v génoch EYA1 a SIX1.

Typologicky spadaju pacienti s patologickym variantom v géne EYA1 do skupiny s kochledrnou
hypopléziou typ 4, nie je tomu tak véak u vietkych nasich pacientov. Siesti pacienti spadaju do
kategorie kochlearnej hypoplazie typu 3. Tento fakt je nezvycajny a nekoreluje s poznatkami
z inych $tadii (23). Naopak fenotyp SIX1 zvacsa nezahfiia kochledrnu hypoplaziu typu 4 (6), ta
sa vsak nachadza u oboch nasich pacientov v skupine SIX1.

Stendza kochledrnej apertury bola pritomna iba u jedného pacienta a to bilateralne. Hrani¢nu
stendzu kochledrnej apertury sme vSak zaznamenali u 15 usi, z toho 14 bolo u pacientov zo
skupiny EYA1 a u jedného pacienta unilateralne zo skupiny SIX1. V priemere bol teda rozmer
kochlearnej apertury pre skupinu EYA1 1,66 + 0,24 mm a pre skupinu SIX1 2,26 + 0,42 mm (p
= 0,0004). Pacienti s patologickym variantom v géne SIX1 maju velmi zriedkavo stendzu
kochlearnej apertury (6), comu zodpovedaju aj nase vysledky.

Medialna poloha tvarového nervu bola pritomnd u 69 % pacientov, ¢o koreluje s vysledkami
v zahrani¢nych radiologickych Studiach pacientov s BOR syndrémom. Medidlny posun, ale aj
rozsirenie kanala tvarového nervu je asociovany skochledarnou hypoplaziou asBOR
syndrémom ako takym (24). V nasom subore bol kanal tvarového nervu rozsireny v73 %
pripadov, v priemere 2,0 £ 0,72 mm.

Stendzu vnutorného zvukovodu sme nezaznamenali u Ziadneho z pacientov, avsak nasli sme
signifikantny rozdiel v Sirke proximalneho konca (SIX1 8,46 + 0,42 mm vs. EYA1 6,11 + 1,25
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mm) a v stredovej Sirke (SIX1 7,7 £ 0,76 mm vs. EYA1 5,61 + 1,32 mm) vnutorného zvukovodu
medzi skupinami EYA1 a SIX1. Podla Bachingera a spol. (25) v pripade kochledrnej hypoplazie
typ 4 moze byt Sirka proximalneho konca vnutorného zvukovodu zavadzajuca, kedZe
vykazovala vyssie hodnoty, ako u pacientov s fyziologickou kochleou. Podobné diskrepancie si
vsimli aj pri malformdciach ako incomplete partition typ | a Ill. Odporucaju preto hodnotenie
objemu vnutorného zvukovodu.

v pribuzenskom vztahu a preto tento podsubor nemusi dostatoéne presne reprezentovat
charakteristiku malformacii vnutorného ucha asociovanych s tymto génom.

Nasa $tudia poukazuje na rdznorodost morfolégie vnutorného ucha pacientov s BOR
syndrémom. Zdaroven sme zistili signifikantné rozdiely vo fenotype medzi pacientmi
s patologickymi variantmi v génoch EYA1 a SIX1. Meranie kochledrneho objemu je spolahlivou
metddou na diagnostiku kochledrnej hypoplazie. Zobrazenie spankovej kosti a radiologické
vyhodnotenie jednotlivych parametrov vnitorného ucha je délezité, kedze méze napomdoct
v diagnostike aviest k cielenej genetickej analyze BOR syndrému aj u pacientov
s inkompletnym klinickym fenotypom.
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Uvod

Vyskum psychoneuroimunolégie zdorazruje skodlivé Ucinky chronickej sympatickej a
neuroendokrinne] aktivacie na funkciu imunitného systému, ¢o obmedzuje G¢innost liecby
nadorového ochorenia (1). Naopak, aktivdcia vagového nervu prindsa vyznamné
imunomodulaéné ucinky, ktoré pdsobia proti zapalu (2). Cielom klinickej studie bolo
preskimat rovnovahu autonémneho nervového systému (ANS) a imuno-zapalové profily u
pacientov s karcindmom mocového mechura (KMM) v porovnani so zdravymi kontrolami.
Tato $tudia si kladla za ciel stanovit hladiny $pecifickych imuno-zapalovych parametrov
stvisiacich s KMM a korelovat ich s ukazovatelmi rovnovahy ANS. Kombindacia hodnotenia
variability srdcovej frekvencie (HRV) - zmeny parametrov asociovanych s aktivitou ANS
(Groveri stresu), a imuno-zapalového profilovania, ndm umoznilo preskimat vztahy medzi
stresom, charakterizovanym prevahou sympatika, a imunitnou odpovedou u tychto
pacientov.

Urotelovy KMM tvori 75% pripadov so svalovinu-neinfiltrujicimi nddormi (NMIBCA, $tadia
pTa, pT1 a CIS). Pocet recidiv do piatich rokov sa pohybuje od 50% do 70% (3). Zatial ¢o
transuretralna resekcia (TURBT) efektivne odstrafiuje nadory nizsich stadii, existuje riziko
recidivy a progresie na invazivne, svalovinu-infiltrujuce karcinomy (MIBCA, stadium >pT2)
alebo metastatické ochorenia v priblizne 25% pripadov (3-4). OkamZita intravezikdlna
chemoterapia alebo BCG imunoterapia po TURBT znizuje riziko recidivy v porovnani so
samotnou TURBT (5-6).

Na periférii, stres vyvoldva zvySenu produkciu imuno-zapalovych cytokinov, rastovych
faktorov a transkripcnych reguldtorov, ktoré su klfticové pri modulacii progresie nadoru (7).
Predpoklada sa, Ze chronicky stres potlaca protektivnu imunitu, zhorsuje chronickd zapalovu
odpoved a zvySuje imunoregulacné mechanizmy (7). Silna zapalova odpoved a progresia
ochorenia boli tiez spojené s expresiou TREM-1,-2 (Triggering receptors expressed on myeloid
cells-1,-2) u pacientov s renalnym karcindmom (8). Expresia receptorov TREM-1 je spojend s
aktivovanou Th1 bunkovou imunitou a zatial ¢co TREM-1 prispieva v zaciato¢nej fazy k proti-
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nadorovej imunite, jeho dlhodobd pritomnost v mikroprostredi nadoru sa stava prozapalovou
(9-10).

Niekolko studii, ktoré skumali rézne signalne molekuly v nadoroch, zistili, Ze zvySené
signalizacie BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) v nadoroch su spojené s horSou
progndzou pri roznych nadorovych chorobach (11-13). Fraktalkin/CX3CL1, s jeho dudlnou
Ulohou v tumorigenéze, méze ovplyviiovat reguldciu imunity nadoru, ale aj adhéziu a migraciu
buniek (14). U IFN-y (Interferon gamma) spojeného s pro-Thl imunitou, bolo zistené, Ze
usmernuje imunitné odpovede a inhibuje rast nadoru, a tak potencialne prispieva k potlaceniu
KMM (15). Naopak, bolo ukazané, ze IL-10 (Interleukin 10) potlacil imunitny dohlad a proti-
nadorové imunitné bunky v rdznych typoch nadorov (16-17). MCP-1 (Monocyte
chemoattractant protein-1) bol spojeny s progresiou nadoru, vratane invazie a infiltracie
imunitnych buniek (18).

Rozsiahle vyskumné studie zdorazriuju klicovu Ulohu vagalne-mediovaného HRV pri prognoze
nadorovej choroby (19), a modulovani imuno-zapalovych drah (2). HRV, predstavujlca
fluktudcie intervalov medzi jednotlivymi idermi srdca, vypoveda o adaptabilite myokardu voci
stresorom (20). Nizka HRV, indikujica prevahu sympatika, naznacuje autonémnu dysregulaciu
a oneskoreny navrat k normalnym hladindm imunitnych markerov po strese (21-22). Sttdie s
pacientkami s nadorom prsnika naznacuju, Ze vysSie HRV podporuje vyvazeny autondmno-
kardio-respiracny stav, ¢im napomaha k uchovévaniu energie pre regeneracné procesy pocas
liecby a po nej (21,23).

Metody

Do studie bolo zaradenych 63 pacientov, podstupujucich TURBT na Urologickom oddeleni
Nemocnice svatého Cyrila a Metoda v Bratislave. Vylucovacie kritéria zahrnali jedincov s
diagnostikovanym diabetes mellitus, srdcovym ochorenim, ako je ochorenie koronarnych
artérii, hypertrofia lavej komory, chlopriové ochorenie srdca, kardiostimulator a iné
onkologické ochorenie. Vyluceni boli jedinci uZivajuci srdcové glykozidy, antiarytmika,
selektivne inhibitory spatného vychytdvania serotoninu alebo atropiny, ako aj jedinci so zlou
kvalitou EKG alebo ektopickymi udermi viac ako 10 percent. Vzorky krvi a zaznamy EKG na
analyzu HRV boli merané u pacientov pred TURBT jeden der vopred alebo v der operacie.
Kontrolnu kohortu v nasej studii tvorilo 64 dobrovolnikov. Vsetky kontrolné subjekty boli bez
akejkolvek osobnej alebo rodinnej anamnézy nadorovej choroby a boli ndhodne vybrané z
vacsej vzorky populdcie.

Imuno-zapalové parametre vratane percenta CD14+ monocytov (Mo) a expresie TREM-1 a
TREM-2 na CD14+ Mo, ktora je prezentovana ako percento TREM-1- a TREM-2- pozitivnych
buniek zo vsetkych CD14+ buniek, sa meralo prietokovou cytometriou (Navios-Ex, Beckman
Coulter, USA). Percento aj MFI (priemernd intenzita fluorescencie) TREM expresii sa
analyzovali pomocou analytického softvéru Kaluza (Beckman Coulter, USA). Sérové
koncentracie parametrov MCP-1, Fractalkine, BDNF, IFN-y, IL-10 a solubilné TREM-1,-2 boli
ur¢ené pomocou ELISA testov (FineTest, China). Pomery lymfocytov k monocytom (LMR),
trombocytov k monocytom (PMR) a neutrofilov k monocytom (NMR) boli ziskané pomocou
automatizovaného hematologického analyzatora (Mindray BC-6200, China). 5-minutové EKG
zaznamy pre hodnotenie HRV boli merané pomocou EKG zariadenia Bittium Faros 180 (Bittium
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Biosignals Ltd, Finland). HRV parametre, vratane parametrov ¢asovej domény SDNN (standard
deviation of NN intervals), frekvenénej domény HF (High frequency), LF (Low frequency),
priemerna srdcova frekvencia ako aj ne-linedrne parametre 0V%, PNS (parasympathetic
nervous system), SNS (sympathetic nervous system) a Stress indexy, boli analyzované
systémom Kubios Premium (Kubios Oy, Finland). Pri analyze dat bol pouzity Statisticky
softvérovy program Instat (Institute of Statistics, Albania). Analyza zahffiala nezdvislé
skupinové porovnania pomocou Mann-Whitneyho U testu a Spearmanové bivariacné
korelacie.

Vysledky

Stadie sa zG&astnilo celkovo 127 subjektov, z toho 75 muzov a 52 Zien, s priemernym vekom
64.57 rokov a priemernym indexom telesnej hmotnosti (BMI) 27.13, v rozmedzi od 18.6 do
39.5. Charakteristiky primarnych premennych stadie su uvedené v tabulke 1. Pacienti s KMM
preukdzali zmenené imunitné profily, charakterizované signifikantne vy$Sim percentudlnym
pomerom  TREM-1/TREM-2  (priemer(u)=510.08, 3$tandardna odchylka(c)=329.03)
v porovnani so zdravymi kontrolami (u=213.80, 0=222.57), (p<0,0001), ako aj vysSim
pomerom TREM-1 MFI/TREM-2 MFI na CD14+ Mo (u=4.96, 0=1.94 vs u=4.13, 0=2.88;
p=0.0048). Zistili sme vsak Statisticky vyznamny pokles TREM-2 MFI u pacientov s KMM
(u=0.56, 6=1.01) v porovnani so zdravymi kontrolami (u=0.93, 0=1.44; p=0.0108). Naviac mali
pacienti signifikantne zvySenu sérovu koncentraciu solubilnej TREM-1 (p=0.0255) a vyssi
pomer STREM-1/sTREM-2 (p=0.0479) oproti zdravym kontrolam. Dalej boli u pacientov
zistené zvySené sérové hladiny BDNF (p=0.0131) a MCP-1 (p=0.0129), zatial ¢o hladiny IFN-y
(p=0.0018) a IL-10 (p=0.0077) boli signifikantne nizsie. Vyrazne nizsie pomery krvnych buniek
k monocytom (LMR, PMR, NMR) boli pozorované u pacientov s MIBCA (p=0.0473, p=0.0058 a
p=0.0337) v porovnani s NMIBCA pacientami.

Tab.1: Deskriptivna Statistika u pacientov s KMM a zdravych kontrol

Celkovy pocet: n= 127 Pacienti, n = 63 Zdravé kontroly, n= 64
Vek (roky — 1, ) 67.78 (8.05) 61.42 (12.10)
MuZi (n) 44 31
Zeny (n) 19 33
BMI (mean, SD) 27.76 (4.53) 26.52 (3.58)
NMIBCA (pTa, CIS, pT1) (n) 51

Low grade (n) 28

High grade (n) 23
MIBCA (pT2, pT3) (n) 12

Low grade (n) 0

High grade (n) 12

Poznamka: BMI = body mass index; NMIBCA = Svalovinu neinfiltrujuici karcindm mocového
mechura; MIBCA = Svalovinu infiltrujuci karcindm mocového mechura; CIS = carcinoma in situ;
Low grade = nizky stupen, High grade = vysoky stupen; i = priemer, o = Standarstnd odchylka;
* hodnota p<0,05 sa povaZuje za signifikatni (Mann-Whitney Test).
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Tab.2: Porovnanie premennych medzi pacientmi s KMM a zdravymi kontrolami

Celkovy pocet: n= 127 Pacienti Zdravé kontroly P hodnota
n=63 n=64
TREM-1 CD14+% (W, o) 74.31(20.37) 60.46 (31.50) 0.0970
TREM-2 CD14+% (W, o) 0.43 (0.87) 1.06 (1.70) 0.0662
TREM-1 MFI (u, o) 1.95 (0.55) 2.83(2.57) 0.5589
TREM-2 MFI (u, o) 0.56 (1.01) 0.93 (1.44) 0.0108*
TREM-1%/TREM-2% (W, o) 510.08 (329.03) 213.80 (222.57) <0.0001*
TREM-1 MFI/TREM-2 MFI (u, o) 4.96 (1.94) 4.13 (2.88) 0.0048*
STREM-1 (pg/ml) (i, o) 624.09 (1229.07) 361.12 (127.77) 0.0255*
2498.41 2705.33
STREM-2 (pg/ml) (1, o) (1205.87) (1675.85) 0.9897
STREM-1/sTREM-2 (y, o) 0.30(0.70) 0.16 (0.07) 0.0479*
. 2541.53 1645.07
Fractalkine (pg/ml) (u, o) (4110.21) (620.07) 0.1098
1810.81 1309.75 .
BDNF (pg/ml) (i, o) (1038.85) (510.43) 0.0131
339.37 .
IFN-y (pg/ml) (4, o) 151.55 (654.48) (1078.03) 0.0018
IL-10 (pg/ml) (W, o) 85.00 (176.22)  98.04 (130.52) 0.0077*
MCP-1 (pg/ml) (1, o) 370.59 (133.29) 291.66 (83.30) 0.0129*
IFN-y/IL-10 (i, o) 2.67 (3.11) 2.07 (2.12) 0.8909
0V% (W, o) 27.41(14.73)  26.65(12.22) 0.7158
SDNN (ms) (, o) 20.40 (13.82)  22.30(11.48)  0.0911
LF (Hz) (1, o) 0.07 (0.03) 0.07 (0.02) 0.2261
HF (Hz) (1, o) 0.23 (0.07) 0.23 (0.06) 0.6365
PNS index (y, o) -0.64 (0.97) -0.42 (0.82) 0.1467
SNS index (1, 6) 1.87 (1.72) 1.23 (1.36) 0.0167*
Stres index (W, o) 20.66 (7.90) 17.91 (6.59) 0.0255*
m'ecr;"ema srdcova frekvencia g7 97 (10.05)  64.67(8.71)  0.0505*
LMR - NMIBC 14.94 (76.80) «
- MIBC 3.43 (1.67) 0.0473
PMR -NMIBC 777.45 (997.81) «
- MIBC 420.24 (164.97) 0.0058
NMR - NMIBC 14.60 (30.97) *
~MIBC 7.77 (3.23) 0.0337

Pozndmka: TREM-1,2 (MFI) = Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cells 1 and 2 (mean
fluorescence intensity); sSTREM-1,2 = solubilné TREM-1,2; BDNF = Brain-derived neurotrophic
factor; IFN-y = Interferon gamma; IL-10 = Interleukin 10; MCP-1 = Monocyte chemoattractant
protein-1; SDNN = Standartna odchylka NN intervalov; HF = vysoka frekvencia; LF = nizka
frekvencia; PNS = parasympatikovy nervovy systém; SNS = sympatikovy nervovy systém; LMR,
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PMR, NMR = pomer lymfocytov, trombocytov a neutrofilov k monocytom; p = priemer, o =
Standarstnda odchylka * hodnota p<0,05 sa povaZuje za signifikatni (Mann-Whitney Test).

Pri skimani rozdielov medzi HRV parametrami u pacientov s KMM a zdravych kontrol sa
odhalili signifikantne vyssie hodnoty u nelinedrnych parametrov symbolickej dynamiky SNS
index a Stres index, ako aj u parametra priemernej srdcovej frekvencie (p=0.0167; p=0.0255;

p=0.0505).

Dalsie podrobnosti a vizudlne znazornenia signifikatnych rozdielov st uvedené v tabulke 2 a

na obrazku 1.
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Obr.1 Vybrané porovnania signifikantnych rozdielov premennych medzi pacientmi s KMM a
zdravymi kontrolami
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Diskusia

Zistenia tejto Studie poukazuju na komplexnu suhru medzi neuroendokrinnym systémom,
imunitnou odpovedou a progresiou u pacientov s KMM. Chronickd aktivacia sympatiku a
naslednd dysreguldcia imunitno-zapalového profilu sa podielaju na réznych malignitach,
vratane KMM (1).

V nasej studii sme pozorovali zmenené imuno-zapalové parametre u pacientov s KMM,
charakterizované zvySenym percentom expresie TREM-1 na CD14+ Mo, ako aj pomerom
expresie TREM-1 k TREM-2 a jeho solubilnej formy (sTREM-1, sSTREM-1/sTREM-2), v porovnani
so zdravymi kontrolami. Naopak, expresia TREM-2 a koncentrdacia v sére (STREM-2) boli u
pacientov znizené. Bolo ukadzané, Ze TREM-1 je spojend s prozapalovymi odpovedami a
ulah¢enim progresie rendlneho bunkového karcinédmu (8). Jeden z mechanizmov zahina
TREM-1 ligaciou-vyvolanu inicidciu signalnej kaskady zahfrajucej Syk kinazu, fosfatidylinozitol
3-kinazy (PI13K), extraceluldrne signalne regulované kindzy (ERK1/2) a mitogénom aktivované
proteinové (MAP) kindzy. To vedie k aktivacii NF-kB, klicového prozapalového transkripéného
faktora (24) a zvySenej produkcii prozapalovych cytokinov, ako su IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1,
GM-CSF, ¢im sa vytvdra zapalové prostredie s tumor-podporujicim ucinkom, ktoré dalej
spusta signalne drahy, ako si MAPK/ERK alebo PI3K/AKT/mTOR (25).

TREM-2 bol pévodne povaZovany za protein s funkciou inhibicie nadmerného zapalu cez
supresiu drah ako NF-KB, a pre podporu opravy a regenerdcie tkaniva, avsak v jeho
komplexnej$ej ulohe a v prozapalovych podmienkach méze aktivdcia TREM-2 rekruitovat
imunosupresivne SHP fosfatazy (26). To mdze potlacit imunitni odpoved, ¢o potencidlne
umoziiuje nadorom vyhnat sa Utoku imunitnimi bunkami. Pozorované zvysenie pomeru
TREM-1/TREM-2 MFI v periférii naznauje mozny smer k prostrediu s vy$Sou zapalovou
odpovedou, ¢o mbze mat potencidlne vplyv na progresivnejsi charakter nadoru, ako sa
ukazalo aj u pacientov s MIBCA (u (o) = 5.16 (2.30) v porovnani s pacientmi s NMIBC (i (o) =
4.92 (1.91) a zdravymi kontrolami (u (o) = 4.13 (2.90)).

Posun smerom k prozdpalovému stavu u pacientov s KMM v nasej Studii je tieZ demonstrovany
zvysenymi sérovymi koncentraciami BDNF, MCP-1 a Fractalkine, a znizenymi hladinami IFN-y
a IL-10 v porovnani so zdravymi kontrolami. V skupine pacientov s MIBC sme pozorovali nizsie
hladiny IFN-y, IL-10 a vys$sie hladiny MCP-1, ¢o méZe byt spojené so slabSou schopnostou
supresie nadoru ulah¢ujdcou jeho invazivnost (15-16,18).

Signifikantné rozdiely v HRV parametroch (SNS a Stres index, priemerna srdcova frekvencia)
medzi pacientami a zdravymi kontrolami méZu naznalovat naru$end rovnovahu ANS
ovplyvnenu prevahou sympatika u pacientov s KMM. Pretrvdvajlca aktivacia sympatika, ktord
sa Casto pozoruje u jedincov s nddorovou chorobou, vedie k naruseniu imuno-zdpalovych
reakcii, ¢im podporuje prostredie priaznivé pre rast nadoru (1). Fyziologicky, aktivacia SNS
spusta uvolfovanie katecholaminov (adrenalin a noradrenalin), ktoré sa viazu na adrenergné
receptory na imunitnych aj nadorovych bunkach (27). Bunkami uvolfiované cytokiny
prenasaju signaly cez priepustnejSie oblasti hematoencefalickej bariéry, ktorych vznik méze
byt umozneny stresom alebo patologickymi stavmi (28). Aktivované mozgové mikroglie mézu
tiez ziskavat monocyty z periférnej krvi, ¢o ovplyvriuje $pecifické oblasti mozgu spojené so
zmenami nélady a Uzkostou, najma u chronicky stresovanych jedincov (29).
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Existuju vedecké dbkazy naznalujice, Ze stres modze ovplyvnit expresiu neurotrofickych
faktorov, najma BDNF, v limbickych $truktdrach mozgu (30). Chronicky stres méze viest k
znizeniu alebo dysfunkcii BDNF, ¢o mdze zhorsit preZitie a plasticitu neurénovych buniek, a
tym nepriaznivo ovplyvnit funkciu hipokampu (30). Toto narusenie by mohlo dalej modifikovat
reaktivitu osi HPA a prispiet k patoldgii stvisiacej so stresom (31).

Pomery krvnych buniek k monocytom (LMR, PMR, NMR) boli identifikované ako prognostické
ukazovatele pri roznych typoch nadorov. V nasej studii sme pozorovali nizSie pomery u
pacientov s MIBCA v porovnani s pacientmi s NMIBCA (p=0.0473, p=0.0058 a p=0.0337).
Predchadzajuci vyskum ukdzal, Ze zvysené LMR je spojené s lepSimi vysledkami prezitia u
pacientov s nadorom prsnika, Zalidka a moc¢ového mechura (32-34). Naopak, nizsie PMR a
NMR su spojené s nizSou mierou Uplnej lieCebnej odpovede a horSim prezitim (35-36). Tieto
krvné zépalové markery mozu pomoct pri identifikacii pacientov s vy$sim rizikom progresie
ochorenia a poskytnut pohlad na progndzu prezivania.

Zaverom, tato Studia poukazuje na zmeny v imuno-zapalovych markeroch a HRV parametroch
poukazujlcich na rovnovahu ANS, u pacientov s KMM. Zhorsena imunitna funkcia a narusena
rovnovaha ANS so sympatikovou dominanciou, mézu ovplyvnit zdravotny stav pacientov.
Preto hodnotenie HRV a imuno-zépalovych markerov méze poskytnit cenné poznatky pre
komplexny pristup v lieCbe pacientov s KMM, ¢o vSak vyZaduje dalSie skumanie ich
diagnostického a prognostického vyuzitia. Tieto zistenia mézu poméct pri navrhovani
personalizovanych intervencnych stratégii pre zvladanie stresu a tieZ oslabenej autonémnej a
imunitnej regulacie.

Podakovanie: Autori dakuju za podporu Ministerstvu skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR, &islo
grantu VEGA 1/0090/22 a Agenttire na podporu vyskumu a vyvoja, Cislo grantu APVV-22-0231.
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Uvod

Karcindm plic je celosvetovo najcastejsim onkologickym ochorenim a taktiez najcastejSou
pricinou mortality spojenej s malignitami (1). Podla Statistiky GLOBCAN bolo v roku 2022
odhadovanych az 2,5 miliéna novo diagnostikovanych pacientov s nadorom pluca 1,8 milidna
umrti (2). Nemalobunkovy karcinédm plic (NSCLC, z angl. non-small cell lung cancer) je
histologicky podtyp karcinému pltc a tvori priblizne 85% pripadov zo vietkych nadorov pluc.
Aj napriek pokrokom v liecbe, manazmente a efektivnejsej diagnostike su pacienti s NSCLC
diagnostikovani ¢asto aZ v neskorsich Stadidch ochorenia s celkovym 5-roc¢nym preZivanim iba
10-15% (3). Manaiment pacientov sNSCLC tradi¢ne zahtfna chirurgicki resekciu,
chemoterapiu a radioterapiu. V poslednych rokoch vsak identifikacia réznych molekularnych
biomarkerov umoznila vznik viac personalizovanych cielenych terapii a otvorila tak nové
diagnostické a terapeutické mozZnosti. Tento pristup vyuZiva informacie z molekularno-
genetickych testov, ktoré umoziuju lekdrom uréit konkrétnu molekuldrnu patolégiu nadoru a
nasledne identifikovat najvhodnejsiu lie¢ebnu stratégiu s minimalnymi vedlajsimi Gc¢inkami
avyssou efektivitou (4,5). Vdaka pokrokom vsekvenacnych a bioinformatickych
technoldgiach je v sicasnosti mozné simultanne vySetrit v nadorovom tkanive somatické
varianty v desiatkach aZ tisicoch génov a stanovit personalizovany manazment kazdého
pacienta v zavislosti od jeho komplexného genomického profilu (CGP z angl. comprehensive
genomic profiling). Na zaklade relevantnych medzindrodnych odporuicani, akymi su napriklad
NCCN (National Comprehensive Cancer Network) (6) a ESMO (European Society for Medical
Oncology) (7) usmernenia by malo byt testovanie genomickych alteracii u pacientov s NSCLC
zamerané minimalne na gény EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2, ALK, ROS1, MET, RET a NTRK (8).
Cielom tejto prace bolo stanovenie CGP u 78 pacientov s NSCLC a identifikdcia genomickych
alteracii so silnym klinickym vyznamom triedy TIER I, ktoré maju priamy vplyv na ich
personalizovanu liecbu.
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Material a metddy

Analyza CGP bola vykonana kombinaciou dvoch viacgénovych panelov - SOPHIA Solid Tumor
Solution (STS) a SOPHIiA RNAtarget Oncology Solution (ROS). Podstatou molekularno-
genetickej diagnostiky STS je dokaz somatickych DNA variantov v 42 klinicky vyznamnych
génoch, analyza fokdlnej amplifikacie — zmena poctu chromozémovych képii (somatické CNV)
v 24 génoch aanalyza 6 unikatnych lokusov na detekciu stavu mikrosatelitove] instability
(MSI). Podstatou molekularno-genetickej diagnostiky ROS je dokaz somatickych RNA fuzii
avelkych genémovych prestavieb v 17 génoch s moznostou detegovat akychkolvek
neznamych faznych partnerov.

Izolacia nukleovych kyselin

Z nadorového tkaniva vo forme FFPE rezov, ziskaného po chirurgickej resekcii alebo biopsii
nadoru sme vyizolovali DNA a RNA. Na izolaciu DNA sme pouZili komercny set zamerany na
izolaciu DNA z FFPE tkaniva — Maxwell® FFPE Plus DNA Kit (Promega) a na izolaciu RNA z FFPE
tkaniva - Maxwell® RSC RNA FFPE Kit (Promega). Izoldcia prebiehala v pristroji Maxwell® RSC
Instrument (Promega) vyuZitim paramagnetickych guli¢iek. Koncentraciu nukleovych kyselin
sme stanovili pomocou fluorometrického pristroja Quantus (Promega).

Priprava kniznic

Na pripravu DNA a RNA kniznic z fixovaného FFPE tkaniva sme pouzili komerény kit SOPHIA
Solid Tumor Solution (STS) a SOPHIA RNAtarget Oncology Solution (ROS) a postupovali podla
pokynov vyrobcu. V prvom kroku sme prepisali RNA do cDNA pomocou reverznej transkripcie
a nahodnych hexamérov. Nasledne sme DNA enzymaticky fragmentovali na Useky dlhé 90 az
250 bp. Ziskanym fragmentom sme opravili precnievajuce konce a pridali adenin na 3‘ koniec.
V dalsom kroku sme fragmenty oznacili pomocou adaptérovych molekdl — SUA1 (short
Universal Adapterl). Po precisteni kniznic od nezligovanych adaptérov sme k fragmentom
pridali univerzalne indexové sekvencie pomocou amplifikdcie univerzalnymi indexnymi
primermi (UP1-12), aby bolo mozné nasledne vzorky odlisit po multiplexnej sekvenaénej
reakcii pri demultiplexingu. Nasledne sme hybridizovali set oligonukleotidovych sekvencii
oznacenych biotinom a vysoko komplementéarnych ku génom nasho zaujmu spolu s kniznicami
pripravenymi v predchadzajucich krokoch. Hybridizacia trvala 4 az 18 hodin. Po hybridizacii
sme pouzili streptavidinové magnetické gulicky na vychytanie hybridizovanych préb, ktoré boli
pevne naviazané k ,targetovanym” sekvenciam kniznic. Tromi premyvaniami sme odstranili
nenahybridizované nespecifické sekvencie z magnetickych guliiek. Kniznice sme nasledne
amplifikovali a ocistili Cistiacimi magnetickymi gulickami. Kvalitu ziskanych DNA kniznic sme
overili kapilarnou elektroforézou (pristroj Bioanalyser, pouZity kit: Agilent High Sensitivity DNA
kit) a kvantifikovali na fluorometri. Kniznice sme normalizovali, aby bola zaistena uniformna
reprezentacia pri analyze viacerych vzoriek sucasne. Kniznicu a kontrolnd vzorku PhiX
(Hllumina) sme nasledne denaturovali. V dalsom kroku sme k DNA kniznici pridali 1% PhiX
a takto pripraveny mix sme naniesli do kazety (cartridge), ktori sme umiestnili do samotného
sekvencného pristroja lllumina MiSeq/NextSeq 550 spolu s ostatnymi stic¢astami sekvenéného
kitu (PR2 pufor, Flow cell — detekéna platnicka). Na uvedenej detekénej platni¢ke priamo v
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pristroji prebieha bridge PCR v jednotlivych klastroch za vyuZitia komponentov z cartridge.
Sekvencna analyza prebiehala po dobu cca 24 hodin v zavislosti od poc¢tu PCR cyklov.

Bioinformatickd analyza dat

Analyza dat prebehla pomocou Specifickych softvérov (SOPHIA DDM® (Sophia Genetics)),
pricom primarna analyza dat prebehla eSte priamo v pristroji.

Klasifikacia identifikovanych variantov

Identifikované varianty boli anotované podla HGVS (Human genome variation society) (9),
klasifikacia variantov sa uskutocnila na zaklade platnych ACMG kritérii (10) a klinicko-
terapeutickd signifikancia bola definovana podla TIER kritérii (11). V praci su uvedené iba
varianty so silnym klinickym vyznamom triedy IA a IB s minimalnou alelovou frekvenciou (VAF)
— 5% a zmeny poctu chromozémovych kopii > 6 képii.

Vysledky

Analyzovany subor 78 pacientov s nemalobunkovym karcinédmom pltc (NSCLC) pozostaval zo
41 muZov s priemernym vekom v Case diagndzy 67,9 rokov a 37 Zien s priemernym vekom
v Case diagndzy 68,9 rokov. Analyza DNA panelu génov bola vykonana pre vsetkych 78
pacientov a RNA analyza velkych génémovych prestavieb pre 68/78 (87,2%) pacientov.

V stibore pacientov s NSCLC sme identifikovali molekuldrne genomické alteracie so silnym
klinickym vyznamom triedy TIER | u 38/78 (48,7%) pacientov. Dve genomické alteracie sicasne
boli dokdzané u 5/78 (6,4%) pacientov (Tab. 1).

V stbore sme celkovo identifikovali 43 genomickych alteracii so silnym klinickym vyznamom
triedy TIER I. Z toho bolo 29/43 (67,4%) bodovych DNA variantov typu substittcii, malych
delécii alebo inzercii, 13/43 (30,2%) velkych gendmovych prestavieb (fuzii) a 1/43 (2,3%)
aberdcia poctu chromozdmovych koépii (CNV).

Identifikacia genomickych alteracii so silnym klinickym vyznamom na Urovni DNA

Pomocou detekcie molekularnych biomarkerov na tdrovni DNA sme identifikovali 29 bodovych
DNA variantov so silnym klinickym vyznamom triedy TIER I. Spektrum dokazanych bodovych
DNA variantov zahffalo 15 variantov v géne EGFR, 11 variantov v géne KRAS a po jednom
variante v génoch MET, ERBB2 a BRAF. NajcastejSie identifikovanymi bodovymi DNA
variantami boli substiticia p.(G12C) (11x) v koddne 12 génu KRAS ain-frame delécia
p.(E746_A750del) (7x) v exdne 19 génu EGFR. Dalsie dokazané bodové DNA varianty zahffiali
p.(L858R) (2x), p.(G719C) (1x), p.(S768I) (1x), p.(N771dup) (1x), p.(S768_D770dup) (1x),
p.(E771delinsGY) (1x),p.( E746_S750delinsV) (1x) v géne EGFR, c.3082+1G>C (1x) v géne MET,
p.(Y772_A775dup) (1x) v géne ERBB2 a p.(V600E) (1x) v géne BRAF (Tab. 2).
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Tab. 1 Dve sucasne identifikované genomické alteracie so silnym klinickym vyznamom
u pacientov s NSCLC.

Gén1l |HGVS TIER ACMG |Gén2 [HGVS TIER |ACMG
EGFR |p.(5768lI) IA 5 EGFR |p.(L858R) |IA 5
EGFR |p.(G719C) |IA 5 KRAS |p.(G12C) |IA 5
BRAF | p.(V60O0E) 1A 5 MET exon 14 skipping (IA)

KRAS | p.(G12C) 1A 5 MET exon 14 skipping (IA)

MET c.3082+1G>C|IA 5 MET exon 14 skipping (IA)

Tab. 2 Identifikované bodové DNA varianty so silnym klinickym

s NSCLC.

vyznamom u pacientov

Gén Pocet HGVS TIER ACMG
7x p.(E746_A750del) 1A 5
2x p.(L858R) 1A 5
1x p.(G719C) 1A 5
1x p.(S768l) IA 5
EGFR
1x p.(N771dup) IA 5
1x p.(S768_D770dup) IA 5
1x p.(E771delinsGY) IA 5
1x p.(E746_S750delinsV) | IA 5
KRAS 11x p.(G12C) IA 5
MET 1x ¢.3082+1G>C IA 4
ERBB2 |1x p.(Y772_A775dup)  |IA 4
BRAF 1x p.(V600E) 1A 5

Na urovni DNA sme taktiez dokdzali pritomnost somatickej amplifikacie génu MET so silnym
klinickym vyznamom triedy TIER | u 1 pacienta. Identifikovanou genomickou alteraciou u tohto
pacienta bola onkogénna amplifikacia génu MET v pocte 12 kopii.

V analyzovanom subore boli vietci pacienti mikrosatelitovo stabilni (MSS).

Identifikacia genomickych alterdcii so silnym klinickym vyznamom na drovni RNA

Pomocou detekcie molekularnych biomarkerov na turovni RNA sme identifikovali 13 velkych

gendmovych prestavieb so silnym klinickym vyznamom triedy TIER |I.

Najcastejsie

identifikovanymi velkymi genémovymi prestavbami bol MET exon 14 skipping (7x), fuzie

génov KIF5B-RET (3x) a fuzie génov EML4-ALK (3x) (Tab. 3).
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Gén Pocet TIER (ACMG

MET ex14 skipping (IA) 7x IA 5
KIF5B-RET 3x 1A 5
EML4-ALK 3x 1A 5

Tab. 3 Identifikované genomické alteracie so silnym klinickym vyznamom u pacientov
s NSCLC na trovni RNA.

Diskusia

Preukdzané klinické prinosy spojené s niektorymi Specifickymi cielenymi terapiami, rychlo
rastuci pocet cielovych molekuldrnych biomarkerov a klesajuce naklady CGP vedu k coraz
vacsiemu dopytu po tychto typoch rieSeni. Tento trend potvrdila aj ESMO v roku 2020, ked'
vydala odporucania ohladom pouZivania masivneho paralelného sekvenovania (MPS) na
identifikdciu biomarkerov u pacientov s metastatickymi onkologickymi ochoreniami. ESMO
odporuca pouZitie MPS pre pacientov sNSCLC, karcindmom prostaty, ovarii
a cholangiokarcindmu (12). Podobny nazor zastava aj ASCO, ktora odporuca pouZitie MPS na
identifikdciu biomarkerov pre vsetkych pacientov, ktorych nadorové ochorenie ma aspon
jednu Specificki genomicku alteraciu, ktord ma regulacné schvalenie na pouZitie alebo
vylicenie urcitého lieCiva. ASCO dalej uvadza, Ze pribldajuce mnoZstvo schvalenych
tkanivovo-agnostickych lieciv pre onkologické ochorenia s TMB-H, MSI-H alebo NTRK fuziami
poskytuje dévod na genomické testovanie vsetkych nadorov (13).

NSCLC patri medzi nddorové ochorenia s najvacsim mnozstvom identifikovanych genomickych
alteracii spdjanych s efektivnou biologickou lie¢bou, ktoré vedu ku klinicky vyznamnému
terapeutickému efektu. Mutacie v géne kddujicom receptor epidermalneho rastového
faktoru (EGFR zangl. epidermal growth factor receptor) reprezentuju prvi skupinu
genomickych alteracii, ktoré boli identifikované u pacientov s NSCLC (14). Incidencia EGFR
mutacii je okolo 15-20% s vy$sou frekvenciou v azijskej populacii (30-40%) (15,16,17). V nasom
subore sme identifikovali genomické alteracie v géne EGFR u15/78 (19,2%) pacientov.
Vacsinu EGFR mutacii tvoria aktivacné delécie v ¢itacom ramci exénu 19, bodové hotspot
mutdcie v exdne 21 a mutdcie ziskanej rezistencie v exéne 20. Viacero randomizovanych studii
v tretej faze klinického testovania dokazali G¢innost EGFR tyrozinkinazovych inhibitorov (TKI)
v manaZzmente pacientov s NSCLC (18,19,20).

Aktivacné mutacie v géne KRAS (virusovy homoldg onkogénu virusu Kirsten Rat Sarcoma) su
detegované priblizne u30% pacientov s NSCLC a najcastejsia z nich, p.(G12C) sa vyskytuje
u 10-15% pacientov s NSCLC (21,22). V nasom subore sme identifikovali genomicku alteraciu
p.(G12C) v géne KRAS u 11/78 (14,1%) pacientov. KRAS je membranovy protein patriaci do
rozsiahlej rodiny enzymov znamych ako GTPazy, ktoré katalyzuju konverziu GTP na GDP. Tento
cyklus medzi aktivnou a neaktivnou formou umoznuje KRAS regulovat kritické bunkové
procesy, vratane rastu a diferenciacie. Mutédcia p.(G12C) v géne KRAS vedie k tvorbe
konstitutivne aktivnej formy tohto proteinu, ¢o ma za nasledok nekontrolovany bunkovy rast
a diferenciaciu. V roku 2022 Eurdépska komisia schvdlila sotorasib, liecivo cielené Specificky na
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variant p.(G12C) (24). Sotorasib sa selektivne viaZze na volny cystein v mutovanom proteine,
tvori nereverzibilni kovalentnu vazbu a inaktivuje mutovany KRAS p.(G12C), ¢im zabranuje
jeho patologickému posobeniu bez ovplyvnenia normalnej formy proteinu KRAS (wild-type
KRAS).

Somaticky variant p.(Y772_A775dup), ktory sme identifikovali u1l pacienta sa nachadza
v exéne 20 génu ERBB2. Produktom génu ERBB2 je protein HER2, ktory funguje ako receptor
s tyrozinkindzovou doménou pre ludsky epidermdlny rastovy faktor. Pre pacientov
s aktivaénymi onkogénnymi inzerciami v exdne 20, ktoré su lokalizované v kindzovej doméne
HER2, je schvélena a odporucana liecba monoklondinymi protildtkami inhibujucimi HER2 (6).

Somaticky variant p.(V600E), ktory sme identifikovali u 1 pacienta sa nachadza v exéne 15
génu BRAF. Proto-onkogén BRAF kdduje protein s funkciou serin/treonin kindzy, ktord je
sucastou signalnej drahy zodpovednej za bunkovy rast, proliferaciu a preZivanie buniek.
Pritomnost somatickych patogénnych variantov v kodéne 600 génu BRAF u pacientov s NSCLC
je asociovana s odpovedou na kombinovanu liecbu ordlnymi inhibitormi BRAF a MEK (6).

Dal$im dblezitym biomarkerom zapojenym v onkogenéze NSCLC je MET exon 14 skipping. Gén
MET kdduje receptorovu tyrozinkinazu, ktora aktivuje signalne drahy zapojené do proliferacie,
preZivania a rastu buniek a ma taktiez ulohu v embryondlnom vyvoji, hojeni ran a regeneracii
tkaniv. Incidencia MET exon 14 skipping mutdcii je okolo 3% (25, 26). V naSom subore sme
identifikovali genomické alteracie veduce k tejto genomickej alteracii u 7/78 (8,9%) pacientov.
Exon 14 kéduje juxtamembranovd doménu MET receptora, ktora je klfucovou regulacnou
oblastou zabrafiujlicou nadmernej signalizacii MET. Predpokladd sa, Ze strata tejto oblasti
alebo bodové varianty, ktoré napodobriuju stratu tejto oblasti, vedu k naruseniu spravnej
degradacie receptora, ¢o spésobuje nadmernu aktivaciu signalizacie sprostredkovanej MET
a tym zvysenu proliferdciu a preZivanie buniek (25).

RET proto-onkogén kdduje transmembranovy receptor tyrozinkinazy, ktory zohrava kltucovu
Ulohu vo vyvoji enterického a nervového systému a taktiez rendlnej morfogenéze. Za
fyziologickych podmienok sa protein RET sklada z troch domén: extraceluldrnej domény
obsahujucej vazobné miesto ligandu, hydrofébnej transmembranovej domény a
intracelularnej domény s aktivitou tyrozinkinazy. Aktivacia RET vedie k auto-fosforylacii
intracelularnej domény tyrozinkinazy a nasledne k aktivacii viacerych signalnych drah vratane
RAS—-MAPK, PI3K—AKT, PKC a JAK-STAT. Patogénne genomické alterdcie v géne RET vedu k
nadmernej expresii a ligand-nezavislej aktivacii signalnych drah zapojenych do proliferacie
a prezivania buniek (27). Incidencia RET fuzii je u pacientov s NSCLC 1-3%. V nasom subore
sme identifikovali RET fuzie u 3/78 (3,8%) pacientov. Pacienti s fiziami v géne RET mdzu
profitovat z lieCby RET tyrozinkinazovymi inhibitormi (6).

Dal$im odportic¢anym prediktivnym biomarkerom je pritomnost ALK fuzii (anaplastické
lymfémové kinazy). Incidencia ALK fuzii je u pacientov s NSCLC 4-5% (28). V nasom subore sme
identifikovali ALK fazie u 3/78 (3,8%) pacientov. ALK inhibitory zvySuju celkové preZivanie
pacientov s ALK pozitivnymi formami NSCLC v porovnani s chemoterapiou (28, 29).

Komplexné genomické profilovanie sa pomaly ale isto etabluje v oblasti personalizovanej
onkoldgie. Napriek tomu, Ze tento pristup prindsa mnohé vyzvy ako su vysoké pociatocné
naklady a potreba vysoko Specializovanych odbornikov, jeho prinosy v liecbe onkologickych
pacientov su nespochybnitelné. Nase zistenia potvrdzuju, Ze identifikacia Specifickych
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genomickych zmien pomocou CGP méze mat klicovy vyznam pre efektivnejsiu a cielenejsiu

liebu,

¢im sa otvdraju nové moznosti pre zlepsenie kvality Zivota pacientov s onkologickymi

ochoreniami.
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Uvod

Testikularne nadory su najcastejSim typom solidnych nadorov u mladych muzov vo veku 15 —
45 rokov, pricom ich incidencia neustdle narastd. Takmer 98 % v3etkych pripadov tvoria
testikularne nadory z germinativnych buniek (testicular germ cell tumors, GCTs). Zavedenie
chemoterapie na baze cisplatiny prinieslo vyznamny pokrok v lie¢be GCTs, no u ¢asti pacientov
zlyhava ucinnost chemoterapeutickej lie¢by. Rozvoj rezistencie na cisplatinu vedie u tychto
pacientov ku skrateniu Zivota o viac ako 35 rokov z dévodu Umrtia na progresiu ochorenia (1).

Crevny mikrobiém predstavuje komplexny ekosystém, ktory tvori subor vsetkych
mikroorganizmov (baktérii, virusov, kvasiniek, archaea a hub) osidlujucich gastrointestinalny
trakt spolu s ich génmi, metabolickymi aktivitami a ekologickymi funkciami. Zmeny v zlozeni
¢revného mikrobiému prispievaju k formovaniu imunitného systému a ovplyviiuju distalne
organy prostrednictvom produkcie mikrobidlnych metabolitov a signalnych molekul (2,3).
Pribudajuce data z predklinickych a klinickych studii poukazuju na dlohu érevného mikrobiomu
nielen v onkogenéze, ale aj v Ucinnosti protinadorovej liecby a toxicite asociovanej s terapiou.
Pritomnost urditych bakterialnych druhov v ¢revnom mikroprostredi moze zvysit ucinnost
protinddorovej terapie, zatial ¢o nepriaznivé zlozenie mikrobiému je asociované s oslabenou
odpovedou (4,5). Neddvny vyskum poukazuje na prepojenie medzi mikrobiémom a
semennikmi prostrednictvom existencie tzv. osi ,mikrobiém-crevo-testis“, no tato oblast
zatial' predstavuje velku experimentalnu aj medicinsku vyzvu (6). Pokroky v sekvenacnych
metddach, ako aj moznost rozliSenia bakteridlnych druhov osidlujucich intestindlny trakt
pomocou génu pre 16S ribozomalnu RNA, umoznili Studium fylogenézy a taxondmie baktérii
v neinvazivnych odberoch vzoriek stolice.

Cielom nasej prace bolo zaviest metédy na analyzu ¢revného mikrobiému v experimentalnom
xenograftovom modeli z GCTs bunkovych linii a odhalit zmeny v mikrobidlnej kompozicii u
mysi nesucich nadory v porovnani s kontrolnymi zvieratami, ako aj analyzovat rozdiely v
mikrobiéme zvierat s nadormi senzitivnymi a rezistentnymi na cisplatinu.
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Material a metddy

V animalnej studii sme sa zamerali na stanovenie zloZenia ¢revného mikrobidmu u mysacich
xenograftov vo veku 6-8 tyzdriov. Mysiam boli subkutdnne aplikované senzitivne a rezistentné
varianty troch typov nddorovych bunkovych linii odvodenych od embryonalneho karcinému
(2102Ep, 2102Ep CisR, NCCIT, NCCIT CisR, NTERA-2 alebo NTERA-2 CisR). V kaZdej
experimentdlnej skupine boli zaradeni 4 samci NOD scid gamma mysi, ktori boli chovani v
samostatnych klietkach a pri rovnakych podmienkach laboratérneho prostredia. V kontrolnej
skupine boli 4 jedinci, ktorym bol namiesto nddorovych buniek subkutdnne aplikovany
fyziologicky roztok. VSetkym jedincom (N=28) bola odoberand stolica v tyZzdriiovych intervaloch
po dobu jedného mesiaca, pricom vzdy pred aplikdciou nadorovej linie sme odobrali aj vzorku
pociatocného tzv. bazilneho mikrobidmu. Vzorky sa pred dalsim spracovanim uskladnili do
mraziaceho boxu na—380 °C. Izolacia mikrobidlnej DNA zo vzoriek stolice prebiehala pomocou
komercéne dostupného kitu Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit (Zymo Research)
s naslednym vyhodnotenim kvantity a kvality ziskanej DNA. Na template ziskanej DNA sme
uskutocnili PCR amplifikaciu V4 hypervariabilnej oblasti 16S rRNA génu s pouzitim paru
primerov 515 F a 806 R s linkerovymi sekvenciami CS1 a CS2. Vzniknuté amplikdny boli pouzité
ako templat pre druhu PCR, pri ktorej doslo k zacleneniu unikatnych multiplexnych
identifikdtorov tzv. ,barcodes” (Access Array™ Barcode Library for lllumina® Sequencers—
384, Single Direction) o velkosti 10 bp. Vysledné amplikdny boli paralelne sekvenované na
platforme lllumina MiniSeq a ziskané sekvencie bioinformaticky spracované. Analyza zloZenia
mikrobiému prebiehala pomocou internetovej platformy MicrobiomeAnalyst, ktord umoznila
komplexné vyhodnotenie a vizualizaciu vystupov mikrobiémovej studie.

Vysledky

Pociatocné analyzy boli zamerané na studium odliSnosti v érevnom mikrobiome v zavislosti od
podanej nadorovej linie GTCs. Analyza ¢revného mikrobidmu poukazala na rozdiely v
relativnom zastupeni bakterialnych ¢eladi u experimentalnych a kontrolnych zvierat, ale tiez
u xenograftov s rezistentnymi a senzitivnymi nadormi. Priaznivé bakteridlne Celade ako
Akkermansiaceae a Erysipelotrichaceae mali vyssie zastupenie u kontrolnych zvierat, zatial ¢o
Celade Bacteroidaceae a Tannerellaceae sa ukazali ako Statisticky signifikantne vyssie
zastupené u mysi nesucich nadory. Zaujimavostou bolo, Ze pritomnost ¢elade Monoglobaceae
Uplne absentovala v mikrobiéme kontrolnych jedincov.

Na stanovenie porovnania rozmanitosti a pocetnosti bakteridlnych taxénov sme pouzili
ukazovatele a a B diverzity. Analyza diverzity v ramci jednotlivych analyzovanych vzoriek (a-
diverzita) bola stanovena pomocou Shannon indexu. Ako sa ukdzalo, jeho priemerné hodnoty
dosahovali > 2, ¢o naznaduje vyssiu diverzitu v jednotlivych vzorkach. Analyza rozmanitosti
taxénov medzi jednotlivymi vzorkami (B-diverzita) pomocou Bray-Curtis indexu odhalila
podobnu mikrobidlnu diverzitu u kontrolnych jedincov a mysi, ktorym boli aplikované
senzitivne a rezistentné varianty NCCIT linie (Obrazok 1).
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Obrazok 1. Stanovenie B-diverzity bakteridlnych komunit u xenograftov so subkutanne
podanymi nadorovymi bunkovymi liniami z germinativnych buniek a kontrol. PCoA analyza
pomocou Bray-Curtis indexu odraZa rdéznorodost medzi pozorovanymi vzorkami.
Vzdialenost medzi bodmi predstavuje Groven ich rozdielu a &im st body (vzorky) ku sebe
bliz3ie, tym vyssia je ich podobnost.

Pomocou teplotnej tzv. heat mapy (Obrazok 2) sme porovnali zloZenie mikrobidmu mysi na
zéklade citlivosti nadorov na cisplatinu. Farebnd $kala teplotnej mapy stanovila bohatost
taxénov v jednotlivych vzorkach u senzitivnych a rezistentnych xenograftov. Z vysledkov
vyplynulo vyssie zastupenie ¢eladi Ruminococcaceae a Erysipelatoclostridiaceae u mysi so
senzitivnymi nadormi, zatial o u mysi s rezistentnymi nadormi sme zaznamenali vysSiu
pritomnost zastupcov Celadi Butyricicoccaceae, Rikenellaceae a Lachnospiraceae UCG.001.
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Obrazok 2. Teplotna mapa znazornujtica zasttipenie bakteridlnych taxénov na trovni ¢elade
v zavislosti od podanej naddorovej linie GCTs. Farebna 3kéla vyjadruje bohatost taxénov vo
vzorkach vramci senzitivnych a rezistentnych GCTs linii. Zlavej casti obrazka su
zaznamenané skupiny zvierat s podanymi rezistentnymi nadorovymi liniami odvodenymi od
embryondlneho karcinému, v poradi 2102Ep CisR, NCCIT CisR a NTERA-2 CisR. V pravej
polovici st zndzornené ich senzitivne varianty.

Pri detailnejSom stanoveni mikrobidlnych rozdielov u senzitivnych a rezistentnych variantov
jednotlivych GCTs linii (Tabulka 1) sme pozorovali az 9-nasobne vyssie zastupenie rodu
Candidatus Arthromitus z ¢elade Clostridiaceae u NCCIT xenograftov citlivych na cisplatinu.
Vysledky analyz diferencidlnej abundacie odhalili 3-ndsobne vysSie hladiny Anaeroplasma
u 2102Ep rezistentnych xenograftov v porovnani s 2102Ep senzitivnym variantom, zatial ¢o
rod Blautia, ako clen celade Lachnospiraceae, vykazoval 5-nasobne vyssie hladiny u
rezistentnych NTERA-2 xenograftov.
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Tabulka 1. Statisticky signifikantne odli§né bakterialne rody v zavislosti od senzitivity a
rezistencie podanych GCTs linii na cisplatinu.

Taxonomické zaradenie Pomer Vlastnosti taxénu
g_Candidatus NCCIT>NCCIT CisR imunoregula¢né vlastnosti,
Arthromitus aktivuju Th17 bunky
g_Anaeroplasma 2102Ep<2102Ep CisR prozapalové vlastnosti
g_Blautia NTERA-2<NTERA-2 CisR znizena ucinnost
protinadorovej terapie

Diskusia

Studium érevného mikrobiému sa dostava do popredia onkologického vyskumu. Neustale
pribudaju udaje, ktoré potvrdzuju dolezZiti ulohu mikroorganizmov v inicidcii a progresii
nadorovych ochoreni a tieZz v odpovedi na chemoterapiu a imunoterapiu. Doposial vsak
chybaju mikrobiémové studie zamerané na oblast testikularnych nadorov, ktorych liecba je
zaloZend predovsetkym na poddvani chemoterapie na baze cisplatiny.

Nasa Studia po prvykrat poukazala na vplyv GCTs na zloZenie mikrobiomu u mysacich
xenograftov v porovnani s kontrolami. Viaceré in vivo analyzy, no najma klinické studie,
zaznamenali odliSné zastuipenie bakterialnych taxénov v ¢revnhom mikrobiome u réznych
druhoch nadorovych ochoreni v porovnani s kontrolnymi vzorkami (7,8). Detailnd analyza
rozdielov v mikrobiéme senzitivnych vs. rezistentnych xenograftov na cisplatinu odhalila
Statisticky signifikantné rozdiely zdastupcov vybranych celadi ako Butyricicoccaceae,
Erysipelatoclostridiaceae, Lachnospiraceae UCG.001, Rikenellaceae a Ruminococcaceae. Je
preukdzané, Ze toto lie¢ivo ma antibiotické ucinky na gramnegativne aj grampozitivne
bakteridlne kmene a méze indukovat ¢revnu dysbidzu. Sicasne, lie€ba cisplatinou vyvoldva aj
stratu ¢revnej bariéry prostrednictvom narusenej DNA replikacie rychlo proliferujicich buniek
¢revného epitelu (9). Priazniva kompozicia mikrobiému a pritomnost vybranych prospesnych
druhov méze zvysit Gcinnost cisplatiny cez stimulaciu tvorby reaktivnych foriem kyslika, ¢o
nasledne vedie k zvySeniu poskodenia DNA, blokovaniu DNA opravy a transkripcie, vysledkom
¢oho dochadza k zvysenej apoptdze nadorovych buniek.

V neddvnej animalnej $tudii u mysi s osteosarkémom, Tian a kol. (10) detegovali zmeny v
mikrobiéme xenograftov v porovnani s kontrolami, ktorym bol aplikovany fyziologicky roztok.
V experimentdlnej skupine liecenej cisplatinou doslo ku znizeniu celkového objemu nadoru
mysi a v mikrobidme tychto jedincov bola detegovana nizsia hladina c¢elade Rikenellaceae,
konkrétne Rikenellaceae_RC9_gut_group. Vysledky nasej Studie tieZ poukdzali na takmer 4-
nasobne nizsie zastupenie tejto Celade u senzitivnych xenograftov GCTs v porovnani so
vzorkami od zvierat srezistentnymi nadormi. Aj ked vyskumy zamerané na prepojenie
¢revného mikrobidmu s nddormi testis a G¢innostou protinadorovej lie¢by doposial absentuju,
mnohé zistenia pri inych typoch malignit poukazuju, Ze nami detegované bakteridlne taxény
sU asociované s odpovedou na chemoterapeuticku lie¢bu (11). Vacsina studii je vsak zamerana
na ich vplyv pri ucinnosti imunoterapeutickej lieCby pomocou inhibitorov imunitnych
kontrolnych bodov (12-15).
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Zaverom modzeme konstatovat, Ze nase pozorovania poukdzali na viaceré mikroorganizmy,
ktoré by mohli najst uplatnenie ako mikrobidlne biomarkery asociované s odpovedou na
liecbu cisplatinou. Do buduicnosti mézu nase vystupy poslizit ako podklad pre planovanie
vyskumov zameranych na Studium osi ,mikrobiém-Crevo-testis“ a moznosti moduldcie
¢revného mikrobiému za ucelom prekonania chemorezistencie u refraktérnych pacientov
s nadormi testis.
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19. Modely xenograftov odvodenych od pacientov s karcinémom prsnika

MUDr. Minh Tuong Tran
(chirurgia, 2. roénik)

Spoluautori: Ing. Monika Burikovd, PhD.*, Mgr. Marina Cihova, PhD.%, RNDr. Eva Sedlackova,
PhD.?}, Ing. Peter Makovicky, PhD.?!

Skolitel: doc. MUDr. Martin Boh&g, PhD. MPH, MHA FEBOPRAS?

1Ustav experimentalnej onkoldgie BMC SAV, v. v. i., 2Il. Onkologicka klinika LF UK a NOU,
Jednotka transla¢ného vyskumu

Uvod

Karcindm prsnika je celosvetovo najCastejSim nadorovym ochorenim u Zien. Na zaklade
imunohistochemickej expresie hormonalnych receptorov sa karcindm prsnika klasifikuje do 4
kategorii alebo subtypov. Tieto receptory su estrogénovy receptor (ER), progesterénovy
receptor (PR), fudsky epidermalny rastovy faktor (HER2+) a od nich si odvodené 4 podtypy
rakoviny prsnika a to lumindlny typ A, luminalny typ B, HER2 pozitivny a trojndsobne negativny
karciném prsnika.

Luminalny typ Akarcindmu prsnika je charakterizovany pritomnostou ER a/alebo PR a
nepritomnostou HER2 a ma nizku expresiu markera bunkovej proliferacie Ki67 (menej ako 20
%). Klinicky su nizSieho stupria malignity, rasti pomaly, maju najlepsSiu progndzu a dobre
reaguju na hormonalnu liecbu (tamoxifén alebo inhibitory aromatazy) (1).

Luminalny typ B karcindmu prsnika maju vyssi stupern malignity a ma horsiu prognézu ako
luminalny typ A. Je tieZ charakterizovany pritomnostou ER a/alebo PR, HER2 pozitivitou a
vysokou expresiou Ki67 (viac ako 20 %). Tieto nadory reagujui na hormondlnu lieCbu spolu
s chemoterapiou (2).

HER2 pozitivna skupina tvori 10-15 % karcinémov prsnika a je charakterizovana vysokou
expresiou HER2 s absenciou ER a PR. Rastu rychlejsie ako lumindlne typy a ich progndza sa
zlepsila od zavedenia terapii zameranych na HER2 ako su trastuzumab, trastuzumab
kombinovany s emtazinom (T-DM1), pertuzumab a inhibitory tyrozinkinazy, ako su lapatinib
a neratinib. Tieto tumory reaguju lepsie na chemoterapiu ako predoslé subtypy (3).

Trojnasobne negativny karcindm prsnika (TNBC) je ER negativny, PR negativny a HER2
negativny. TNBC sa vyznacuje agresivitou, skorym relapsom a vac$ou tendenciou prejavovat
sa v pokrocilych stadiach (4).

Modely xenograftov odvodenych od pacientov

Heterogenita karcinémov prsnika stazuje Uspesnu lie¢bu si¢asnymi terapiami a taktiez stazuje
presnu predpoved Ucinnosti lieku s modelmi rakoviny ako st bunkové linie kultivované in vitro
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a in vivo. Preto boli vyvinuté modely xenograftov odvodenych od pacienta (z angl. patient-
derived xenografts, PDX), aby lepsie odrazali heterogenitu pévodnych nadorov pacientov. PDX
sa vytvaraju implantovanim ludskych nadorov do vysoko imunodeficientnych mysi a nasledne
sa udrZiavaju pasazovanim z mysi na mys. PDX sa pouZivaju najma na zhodnotenie Gc¢innosti
chemoterapeutickej liecby alebo na charakteristiku nddorovych buniek a ich mikroprostredia,
kedZe tieto modely su podobné pévodnym nadorom pacientov (5).

Najcastejsie sa pouzivaju NSG mysi, tieZ zname ako NOD SCID gama. Ide o mys, ktord ma
charakteristiky neobéznej diabetickej mysi (NOD/ShiLt)), ma nedostatky vo vrodenej imunite,
zéroven tazkd kombinovand mutéciu imunitnej nedostatocnosti (SCID) a deficit gama retazca
receptora IL2, ktory inhibuje cytokinovu signalizaciu. Preto NSG mysi maju nedostatok zrelych
T buniek, B buniek, funkénych NK buniek a maju tiez znizenu cytokinovu signalizaciu (6).

Nadory sa pred implantaciou narezi na malé kdsky a nasledne sa mézu implantovat
heterotopicky (vo vacésine pripadov subkutdnne) alebo ortotopicky do imunodeficientnych
mysi. Pri PDX rakoviny prsnika sa preferuje ortotopicka implantacia do prsnych Zliaz, kde sa da
tumor presnejsie monitorovat a mikroprostredie okolo implantovaného nédoru je podobné
tomu u pacienta, ¢o umoznuje nadorom interagovat so zlozkami mikroprostredia. TieZ sa
zvySuje pravdepodobnost vyskytu metastaz, ¢o vedie k Sirokému uplatneniu modelov PDX (7).

KedZe liecebné stratégie sa medzi podtypmi karcindmu prsnika liSia, je potrebny vyvoj
modelov PDX pre kazdy podtyp. Vacsina nadorov lumindlnych typov A a B je Gcinne liecena
terapeutickymi stratégiami zameranymi na ER a produkciu estrogénu, preto sa estrogénové
pelety ¢asto implantuju do imunodeficientnych mysi pred transplantaciou nadoru (5).

HER2 pozitivne nadory vykazuju relativne nizku mieru Uspesnosti implantacie a pocet studii s
pouzitim tohto typu PDX je obmedzeny. Kang a kol. UspeSne vyuzili tento model a ukazali, Zze
protein obsahujuci WW doménu 2 (WBP2) pomohol inhibi¢cnému ucinku trastuzumabu,
monoklonalnej protilatky zacielenej na HER271 (8).

KedZe trojnasobne negativny karciném prsnika neexprimuje ER, PR alebo HER2, nemozno ho
liecit endokrinnou terapiou alebo anti-HER2 cielenymi stratégiami. PDX modely st dobrou
volbou pri TNBC, pretoZe vykazuju najvyssiu mieru Gspesnosti implantdcie, Ciastocne aj kvoli
svojej silnej agresivite. El Ayachi et al. ukdzali pomocou PDX modelu, Ze inhibicia signalizacie
Whnt/B-katenin/HMGA2/EZH2 zbavila chemorezistencie na doxorubicin u tohto typu nadoru.
Na zaklade tychto vysledkov navrhli terapiu zameranu na Wnt signalizéciu pri TNBC (9).

Aplikacia modelov PDX na klinické pouZitie

Uspesnost transplantacie od pacienta na mysi sa li$i v zavislosti od typu nadoru, naslednd
Uspesnost transplantédcie z mysi na mys je vo vSeobecnosti vysoka. Preto, ak sa PDX Uspesne
zavedu prvou transplantaciou, tieto mySi mézu byt nasledne pouZité na iné Ucely pasazovanim
nadorov z modelov PDX na vacsi pocet mysi (10).

Modely PDX mézu byt pouzité pri vyvoji novych liediv, kedZe si schopné presnejsie
predpovedat Uc¢innost lieku nez xenograft bunkovej linie alebo geneticky upravend mys.
Grunewald a kol. skimali pomocou nadorovych bunkovych linii a PDX modelov rakoviny
prsnika aktivitu nového inhibitora receptora fibroblastového rastového faktora (FGFR),
rogaratinibu. Zistilo sa, Ze inhibitor FGFR U¢inkuje na bunky, ktoré nadmerne exprimuju FGFR
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in vitro aj in vivo. Na zdklade tychto zisteni sa zacali klinické studie rogaratinibu u pacientov s
nadormi nadmerne exprimujtcimi FGFR (11). Dalej modely PDX mézu byt pouzité pri TNBC,
ktoré maju nedostatok ucinnych terapeutickych ciefov. Takto sa urychlia Studie na vyvoj lieciv
proti TNBC, respektive na kazdy TNBC podtyp (12).

Obmedzenia sucasnych modelov PDX

Viziou do buducna je pouzivanie modelov PDX sucasne s klinickou liecbou na terapiu
pacientoch s karcindmom prsnika. Existuje vsak niekolko obmedzeni, ktoré musia byt
prekonané, aby sa mohli takymto spdsobom modely PDX pouzivat. Uspe$nost implantacie
karcinomov prsnikov je velmi nizka, a to 9% pri ER primarnych tumoroch a 16% pri
metastatickych ER pozitivnych tumoroch. Uspe$nost je vy$sia pri HER2 pozitivnych tumoroch
a to 25% pri primarnych a 33% pri metastatickych tumoroch. Najvyssia Uspesnost je pri TNBC
a to 58% pri primarnych a 85% pri metastatickych tumoroch. Preto pri ER a HER2 pozitivnych
tumoroch st modely PDX nespolahlivé ako terapeutickd moznost. Vytvorenie modelu trvé 3
mesiace az 1 rok, ¢o moze sposobit oneskorené uréenie terapeutickej stratégie (13).

Stcasné modely PDX su vytvorené transplantaciou nadorov do vysoko imunodeficientnych
mysi, ktorym chyba vacsina komponentov imunitného systému potrebna na dosiahnutie
vyssej miery prijmu. Aby sa zreprodukovali presnejsie charakteristiky pévodného tumoru, do
modelov PDX sa moZu transplantovat nadorovo asociované fibroblasty (CAFs) alebo
mezenchymalne stromalne bunky (MSCs) ziskané od pacienta spolu s nadorovymi bunkami.

V neposlednom rade treba brat do Udvahy aj finantné hladisko, pretoze vysoko
imunodeficientné mysi su velmi drahé spolu s nakladmi na udrziavanie tychto mysi v ¢istom
prostredi, kedZe trva dlhi dobu, kym sa nadory uchytia a za¢nu rast v modeloch PDX.

Material a metddy

V spolupréci s Oddelenim molekuldrnej onkoldgie Ustavu experimentalnej onkolégie v
Biomedicinskom centre SAV v.i.i., vyvijame PDX modely karcindmu prsnika, avsak pri in vivo
metddach chybaju chirurgické zrucnosti, ktoré by pomohli v napredovani projektu takym
spdsobom, Ze by po naslednej lie¢be a chirurgickom odstraneni tumoru nadalej mys prezivala.
Smojou suéinnostou tak moéieme sledovat potenciondlne metastdzy. Doposial bolo
$tandardom, Ze mys bola utratena a nasledne nador odobraty. Ziskané vysledky by mali viest
k lepSiemu pochopeniu fyziolégie nadoru a mechanizmov ovplyviujicich odpoved na liecbu.
Tieto nastroje by nam v budicnosti mohli poméct optimalizovat a personalizovat terapiu
u konkrétnych pacientov.

V Biomedicinskom centre SAV sme sa zamerali na pasdZovanie PDX ortotopickym
transplantovanim kusku nadorového tkaniva na dalsSiu liniu NSG mysi. Po vyoperovani
tumorov sme mysi nechali nadalej preZivat, aby sme mohli nasledne sledovat potencionélne
metastazy. Pri ER pozitivnom tumore sme implantovali do mysi estrogénovu peletku (17beta-
estradiol 0,18 mg/peletka s 60-dfiovym vylu¢ovanim) pre stimuldciu rastu nadoru. Postup na
exciziu tumoru a pripravu tkaniva na transplantaciu bol nasledovny:

Do indukénej komory sme umiestnili mys s karcinomom prsnika s privodom izofluranu.
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Nasledne sme my$ premiestnili na chirurgicki dosku, kde dostavala inhalacnu anestéziu cez
mald tvarovu masku.

Mys sme poloZili na chrbat a prilepili nohy v ich prirodzenej polohe.

Tumor, ktory sa nachadza na spodnej casti brucha v oblasti Stvrtej bradavky sme za
aseptickych podmienok excidovali en bloc a po hemostaze sme operacnu ranu zasili v
anatomickych vrstvach.

Mys$ sme umiestnili spat do klietky. Mys sa zobudila a pohybovala sa v priebehu niekolkych
minut po operacii.

Nador sme vlozZili do 15 ml koénickej skimavky naplnenej 5 ml studeného Dulbeccovho
modifikovaného Eagleovho média (DMEM).

Nador sme preniesli na sterilnt Petriho misku obsahujicu DMEM a tumor sme narezali na 1
mm3 fragmenty skalpelom za aseptickych podmienok.

Cast nadoru sme poslali na histologické a imunohistochemické (IHC) vysetrenie a Cast
fragmentov nadoru sme vloZili do 15 ml kdnickej skimavky naplnenej studenym DMEM a
polozili na ad. Tkanivo bolo v tejto chvili pripravené na transplantaciu.

Pripravené fragmenty nadoru sme nasledne ortotopicky transplantovali do NSG mysi.
Transplantovali sme 2 typy tumorov. Prvy tumor pochadzal povodne od pacientky s
luminalnym podtypom B intraduktalneho karcinédmu prsnika s IHC: ER+ 99%, PR+ 1%, HER2+,
Ki67 40/90% (grade 3; pT1lc pNO pMx) s potvrdenou zdrodo¢nou mutdciou v géne BRCA1 a
CHEK2. Druhy od pacientky s trojnasobne negativnym intraduktdlnym karcinémom prsnika s
IHC: ER-, PR-, HER2-, Ki67 50% (grade 3, pT2pNOpMO), ktory uz raz prepasazovany bol. Postup
transplantacie karcindmu do NSG mysi bol nasledovny:

Mys bola pripravena na operaciu rovnako ako pri excizii tumoru podla bodov 1.-3. (vid hore).

Po priprave operacného pola sme si v spodnej ¢asti brucha centrdlne v Grovni Stvrtej bradavky
spravili parasagitalnu inciziu a tupou preparaciou sme si spristupnili Stvrtd (inguinalnu)
mlie¢nu Zlazu bilateraine

Pomocou separacnych noznic a pinzety sme si v mlie¢nych Zlazach bilaterdlne vytvorili malé
vrecko a nasledne sme do neho vloZili fragment tumoru. Vrecko sme zasili vstrebatelnym
materialom.

Po hemostaze sme operacnu ranu zasili v anatomickych vrstvach vstrebatelnym materidlom.

Pri mysi, ktorej sme transplantovali ER pozitivny karcindm prsnika sme vloZili estrogénovu
peletku do interskapuldrnej oblasti. My$S sme si napolohovali do pronacnej polohy a
parasagitalnym rezom v interskapularnej oblasti sme si spristupnili interskapularny tuk a
pomocou pinzety sme do neho vloZili estrogénovu peletku.

Po hemostaze sme zasili operaénd ranu v anatomickych vrstvach vstrebatelnym materidlom.

Kazdi mys$ sme umiestnili do spat do klietky. Mysi sa zobudili a pohybovali sa v priebehu
niekolkych minut po operdacii.

Tumor moze byt hmatatelny 2 az 8 tyzdriov po operacii. Medikamentdznu liecbu zaéneme,
ked objem nadoru dosiahne 150-300 mm3. Mys po extirpacii TNBC, 4 tyZdne po operacii mala
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extrémne tazkosti s dychanim a preto bola utratend. Plica boli odoslané na histologické
vySetrenie za Ucelom vylucenia metastazy karcinému.

Vysledky

V aprili 2023 bola do BMC SAV prijatd vzorka od pacientky A s intraduktdlnym karcinémom
prsnika, luminalneho typu B, bez neoadjuvantnej terapie, grade 3, pT1c pNO pMx. Tato vzorka
bola po spracovani implantovana do mysi PDX O - T82XpO spolu s ER peletkou. Po 11
mesiacoch bol tumor vyoperovany a my$ bola ponechana nadalej prezZivat, aby sa mohli
nasledne sledovat potenciondlne metastazy. Vysledky histologického
a imunohistochemického vySetrenia su zhrnuté v tabulke 1.

Typ karcinomu IHC
Pacientka A intraduktdlny karcindm | ER+, PR1%, HER2+, Ki67+ (82%)
prsnika

Model PDX 0 - T82Xp0 adenokarcindm mlieénej zlazy | ER-, PR1%, HER2-, Ki67+ (80%)
Tab.1: ER - estrogénovy receptor, PR — progesterénovy receptor, HER2 — ludsky epidermalny
rastovy faktor, Ki67 — marker bunkovej proliferacie

V aprili 2023 bola do BMC SAV prijata vzorka od pacientky B s intraduktadlnym karcindmom
prsnika, trojnasobne negativnym typom, bez neoadjuvantnej terapie, grade 3, pT2 pNO pMO.
Této vzorka bola po spracovani implantovana do mysi PDX 0 - T83XpO0 spolu s ER peletkou,
kedZe vysledok IHC nebol toho ¢asu znamy. V juli 2023 bola mys T83Xp0 utratena, nador bol
vyoperovany a Cast tumoru bola odosland na IHC vysetrenie a druha ¢ast bola implantovana
do dalSej mysi PDX 1 —-T83Xp1 bez vsivania ER peletky, kedZe histoldgia tumoru uz bola znama.
Vo februdri 2024 bol tumor vyoperovany, ¢ast bola odoslana na IHC vysetrenie a druhd ¢ast
bola implantovand do dalSej mysi PDX 2 — T83Xp2. Mys PDX 1 — T83Xp1l bola ponechana
prezivat dalej, ale po necelom mesiaci bola utratena pre extrémne tazkosti s dychanim.
Histologia  preukazala  akutny  respiraény  syndrom.  Vysledky histologického
a imunohistochemického vysetrenia su zhrnuté v tabulke 2.

Typ karcindmu IHC

Pacientka A Intraduktalny karcinom | ER-, PR-, HER2-, Ki67+ (50%)
prsnika

Model PDX 0 - T83Xp0 Skvamocelularny  karcinédm | ER-, PR+, HER2-, Ki67-
mliecnej Zlazy

Model PDX 1 - T83Xp1 Skvamocelularny  karcindm | ER-, PR+, HER2-, Ki67+ (1%)

mlieénej zlazy
Tab.2: ER - estrogénovy receptor, PR — progesterénovy receptor, HER2 — ludsky epidermalny
rastovy faktor, Ki67 — marker bunkovej proliferacie
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Vzhladom na fakt, Ze iSlo o pacientku TNBC sme ocakavali aj PDX IHC - ER, PR a HER2 negativ.
Aviak zaznamenali sme slabu pozitivitu PR (1%). Dalsim prekvapujicim faktom bolo, 7e
proliferacny marker Ki67 bol v PDX 0 negativny a v PDX 1 velmi slabo pozitivny (1%), pricom
histologicka sprava pacientky uvadza 50% pozitivitu. Okrem iného, rast tohto nadoru z
pacientky na mys (PDX 0) bol prekvapujuco rychly ato 78 dni, preto by sme ocakavali, Ze
marker proliferacie bude vo vysom percente exprimovany, avSak dalSou pasazou na mys
(PDX1), pricom rast nadoru bol 218 dni prislo k zvySenej expresii Ki67, ale len na 1%.

Diskusia

V $tadii od Ji a spol. boli histologické a IHC charakteristiky priblizne na 90 % v stulade medzi
primarnymi a PDX nddormi (14).

Nezrovnalosti v IHC profile pacientky A a PDX 0 - T82Xp0 bola pravdepodobne spdsobena
chybnou aplikaciou ER peletky. Nador rastol pomaly (11 mesiacov), zistili sme aZ pri operacii
(februdr 2024), Ze ER peletka aplikovana v aprili 2023 nebola rozpustena. ER peletku sme
nedostatocne aplikovali do interskapularneho tuku.

V pripade pacientky B, existuje niekolko faktorov, ktoré mohli zapricinit rozdiel v Ki67 a PR
hodnotdch v PDX modeloch a v pévodnom nadore pacienta. Mikroprostredie v modeli PDX,
v ktorom nddor rastie je iné ako rastol v tele pacienta. Toto zmenené mikroprostredie by
mohlo ovplyvnit rychlost bunkovej proliferacie a nasledne expresiu Ki67. Pri kazdom
pasazovani moze dojst k potenciondlnym zmenam v bioldgii nddoru, ktoré mozu ovplyvnit
zmeny v bunkovych receptoroch, rychlost bunkovej proliferacie a tak aj hladiny expresie Ki67.
Casom mozu nadorové bunky akumulovat genetické zmeny, ktoré mézu ovplyvnit ich
charakteristiky, vratane rychlosti proliferacie.

Aj ked existuju dbkazy, ktoré naznacuju, ze expresia Ki67 sa méze v modeloch PDX menit,
presny mechanizmus tychto zmien si vyZaduje dalSie skimanie s va¢sim poctom subjektov.

Podporené grantom VEGA 2/0067/22
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Uvod

Nadory semennikov vznikajuce zo zarodoénych buniek (TGCT — z angl. Testicular germ cell
tumors) sa v populdcii nevyskytuju ¢asto, no u muzov vo veku 15 — 44 rokov je toto ochorenie
najcastejSim zhubnym ochorenim (1). Ide teda o diagnézu, ktora postihuje najma mladych
[udi, ktori aj po uplnom uzdraveni Casto trpia neplodnostou, psychickymi problémami,
zdravotnymi komplikdciami spojenymi s chemoterapiou, radioterapiou, ¢i radikalnou
orchiektémiou. Vacsina pacientov vsak velmi dobre reaguje na chemoterapiu na baze platiny,
ktord je suéastou $tandardnej lie¢by (2). Existuje vsak mala skupina pacientov, u ktorych sa
rozvinie chemorezistentné ochorenie, maju zI0 progndzu a casto recidivuju s fatédlnymi
nasledkami. Na zdklade histologickej klasifikacie sa TGCT delia na seminédmy a nesemindmy.
Seminémy sa Siria pomalsie, su citlivejsie na radiacnu terapiu a objavuju sa Castejsie u starsich
pacientov. Nesemindmy vykazuju rezistenciu voc¢i chemoterapeutickej liecbe, su agresivnejsie,
Casto sa diagnostikuju neskér a objavuju sa u muZov tesne po puberte, vneskorSom
tinedZerskom veku (3, 4).

Chemoterapia na baze cisplatiny je dlhodobo zavedenym Standardom starostlivosti o
pacientov s TGCT. Existuje asi 20 % pacientov, ktori na tento typ lieCby nereaguju. Na
posilnenie ucinnosti cisplatiny alebo zvysenie citlivosti refraktérnych pacientov na toto
chemoterapeutické cinidlo by sa mohli pouzit kombinované terapie s cisplatinou. Je v3ak
délezité pochopit mechanizmus, ktorym nddorové bunky ziskavaju rezistentny stav (5-9).

V niekolkych typoch nadorovych ochoreni, vratane TGCT, bola dokdzanda mutécia, ci
deregulacia markerov kmeriovych buniek. Deregulacia tychto markerov a signalnych drah, v
ktorych zohravaju délezitd dlohu, méZe viest k ziskaniu chemorezistencie, zvysenej
invazivnosti a celkovému zlepSeniu preZivania nadorovych buniek. Stale pribudaju
predklinické a klinické dbkazy otom, Ze by tieto markery mohli predstavovat vhodné
terapeutické ciele pri malignitach. Po ovplyvneni tychto markerov inhibitorom alebo vhodnou
protilatkou v monoterapii, ¢i v kombinovanej terapii s cisplatinou, méze déjst k zniZeniu
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tumorigenicity roéznych typov nadorovych buniek, alebo dokonca k zvrateniu
chemorezistentného stavu (10, 11).

Konjugaty protilatka — lieivo (ADCs — z angl. Antibody — drug conjugates) su nové spdsoby
kombinovania protildtok s chemoterapiou. Principom tohoto mechanizmu je vazba
monoklonalnej protilatky s lie¢ivom na Specifické proteiny alebo receptory lokalizované
extraceluldrne na urcitych typoch buniek, vratane nadorovych. Takto naviazany liek sa
dostane do buniek a posSkodi DNA cielovej bunky. Sucasne sa lie¢ivo uvolfiuje v
extracelularnom priestore, ¢o spésobuje poskodenie a naslednd smrt aj okolitych nddorovych
buniek (12). Lieciva typu ADC zacielené na povrchové markery nddorovych kmernovych buniek
predstavuju slubnd novu stratégiu na Specifickl eradikaciu tejto podskupiny malignych
buniek.

Terapeutické ucinky ADC boli dokazané pri niekolkych typoch nadorovych ochoreni, vratane
tazko liecitelnych a chemorezistentnych (nddory vajeénikov, urotelidlne nddory, nadory hlavy
a krku, nadory pltc). Preukazali sa aj zmeny citlivosti na lieCbu chemoterapiou. Stucasne
mechanizmus ADC poskodzuje najma konkrétne, ciefové (nadorové) bunky. Podla nasich
zisteni, doposial neexistuju Ziadne komplexné Studie uvadzajuce ucinok ADC u pacientov s
TGCT, aj ked' predstavuje velmi Gc¢innu lie¢ebnd modalitu (13-15).

Sacizutuzumab govitekan (SG, IMMU -132) je typ ADC modality, ktord obsahuje
humanizovanli RS7 anti — Trop — 2 monoklondlnu protilatku, ktord vyuZiva svoj vlastny
hydrolyzovatelny linker. Ten je doéleZity pre selektivne uvolfiovanie SN — 38, aktivneho
metabolitu Irinotekanu. Dochadza k vazbe na protein Trop — 2 kédovany génom TACSTD?2 (z
angl. Tumor Associated Calcium Signal Transducer 2), ktory je prednostne exprimovany na
povrchu nadorovych buniek. Vysledny komplex je transportovany do lyzozomov. Protilatka je
katabolizovana a linker je hydrolyzovany. Uvolfiuje sa SN — 38, ktory pdsobi na Topo 1
(topoizomerazu typu 1), spésobuje poskodenie DNA a apoptdzu buniek. SN — 38 sa zaroven
uvolfiuje z bunky, a moéze vyvolat cytotoxické ucinky aj v susednych nadorovych bunkach s
nizkou povrchovou expresiou Trop — 2 (16).

V nasej praci pilotné experimenty naznacduju, ze ADC SG by mohol byt sfubnou terapeutickou
modalitou pre pacientov s refraktérnym TGCT.

Material a metody
Bunkové linie

V nasej praci sme pouZili rozne histologické subtypy nddorovych zarodo¢nych bunkovych linii
(GCTs — z angl. Germ Cell Tumors) vratane embryondlneho karcinému (2102Ep, NCCIT, TERA-
1, TERA-2, NTERA-2 NEC8), choriokarcindmu (JEG-3, JAR), semindmu (TCam-2), teratému
(Susa), nadoru zitkového vaku (NOY-1), testikuldrneho nadoru Zitkového vaku (NCRG-1)
aznich odvodené izogénne varianty rezistentné na cisplatinu rezistené varianty. Tieto
bunkové linie boli komeréne zakipené (ATCC® zangl. American Type Culture Collection),
DSMZ z angl. German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) alebo ziskané darom
zinych laboratdrii. Rezistentné varianty tychto bunkovych linii boli derivované priamo
v nasom laboratériu (postupnym zvySovanim selekéného tlaku cisplatiny) alebo ziskané
darom.Kultivatné média (DMEM z angl. Dulbecco’s Modified Eagles Medium, s obsahom
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glukdzy 4,5g/1 , Sigma — Aldrich Chemie GmbH, Steinheim Germany; RPMI 1640, Sigma —
Aldrich; Advanced-DMEM/F12 (1X) Gibco, ThermoFischer Scientific, Waltham, MA, USA;
McCoy’s 5A, Sigma — Aldrich). VSetky pouZité media obsahovali 10% fetalne hovadzie sérum
(Gibco, ThermoFischer Scientific), a Antibioticky a antimykoticky roztok A5955 (100x), Sigma -
Aldrich. Bunky boli kultivované v podmienkach 2D alebo 3D (vo forme multicelularnych
sféroidov), v termostate pri 37°C s 5% obsahom CO2.

qRT-PCR

RNA bola zo vzoriek vyizolovana pomocou komeréne dostupného kitu (NucleoSpin RNA, Mini
kit for RNA purification; Macherey — Nagel; Germany) a prepisanad do cDNA s vyuZitim kitu
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFischer Scientific; Waltham MA, USA).
V oboch pripadoch sme postupovali podla prilozeného manudlu vyrobcu. Kvalita a Cistota
vyizolovanej RNA bola stanovenda pomocou NanoDrop spektrofotometra ND — 100
(ThermoFischer Scientific). Génova expresia vo vzorkach bola sledovana pomocou
kvantitativnej real — time PCR s vyuZitim TagMan sond (TagMan™ Gene expression Assay,
FAM; ThermoFischer Scientific). Porovnanie hladiny expresie sledovanych génov bolo
vyhodnotené s pouZitim 2 — AACt metddy, pricom expresia génu GADPH (Glyceraldehyd — 3 —
fosfat dehydrogendza) bola referencnou hodnotou. Pre priebeh reakcie bol pouZity
termocyklér AriaMX Real — time PCR systém (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA).

Prietokova cytometria

Na detekciu povrchového markera Trop — 2 bola pouZita protilatka Trop — 2 anti —human, APC
REAfinity ™ clone REA916 (Miltenyi Biotec, Germany) v riedeni 1:50 a bolo pouzitych 500 000
nadorovych buniek. Mftve bunky boli vylicené z analyzy na zdklade farbenia Sytox Green
a analyza prebehla pomocou BD FACSCanto™ Il flow cytometer (Beckton Dickinson, USA),
ktory obsahuje program FacsDiva. Data boli vyhodnotené pomocou programu FCS Express.

Stanovenie relativnej bunkovej viability

Na stanovenie ciltivosti buniek po ovplyvneni Sacituzumab govitekanom (SG, IMMU-132,
Selleckchem, Huston, USA) bol pouZity luminiscencny kit: CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay (Promega Corporation, Madison, WI, USA), podla postupu uvedeného
u vyrobcu. Bunky boli nasadané v mnoZstve 1x105/jamka v 100ul kultivatného média na 96
jamkové platnicky (Cell culture microplate, F-bottom, uCLEAR®, white, cellstar®, Greiner Bio-
one, Germany), po 6 hodinach boli liecené SG (Selleckchemm) v réznych koncentraciach (v
technickych tripikatoch). Na konci experimentu boli hodnoty vyjadrené ako priemery
replikatov * SD, a relativna viabilita bola uvedena v percentach. Za 100 % bunkovu viabilitu sa
povazovala luminiscencia kontrolnych buniek bez lieCiva. Hodnoty IC50 sme vyhodnotili
pomocou Graphad Prism® (Boston, MA,USA). 3D  mnohobunkové  sféroidy  boli
kultivované v 96 — jamkovych platni¢kach s ultra — nizkou prifnavostou (ULA platnicky, Corning
™. Thermo Fisher Scientific, NY USA). v kultivachom médiu 3 dni. Nasledne boli ovplyvnené
réznymi koncentraciami lieCiva - SG, (Selleckchemm). Po 4 diioch bola relativna viabilita 3D
mnohobunkovych sféroidov odtestovana pomocou testu CellTiter-Glo™ 3D Cell Viability Assay
(Promega Corporation) a vysledky boli vyhodnotené pomocou Graphad Prism® (Boston,
MA,USA).

In vivo experimenty
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V sulade s institutcionalnymi smernicami a podla schvalenych protokolov (Ustavnou etickou
komisiou a Statnou veterindrnou a potravinovou spravou SR - Ro- 5862-3/2023-220) boli
pouzité 6 az 8 — tyzdriové mysi NSG® (NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1wjl/Sz)/ *). Vhodna bunkova
linia bola vybrana na zaklade predoslych in vitro vysledkov, a podana suspenzia obsahovala
1x106 buniek v 100 pl zmesi: extraceluldrnej matrix (ECM Gel - Engelbreth-Holm-Swarm
murine sarcoma liquid, BioRea, Lamballe — France) 1:1 (50 pul média DMEM bez séra, 50 pl
ECM). Bunkova suspenzia bola podana bilaterdlne subkutdnne kazdej zo skupiny 8 NSG mysi.
Na 7. den, po dosiahnuti hmatatelnych nadorov 1x1 mm u vSetkych zvierat, bol 4 mysiam
podany intravenozne liek Trodelvy® (SG 200mg; prasok na koncentrat na infuzny roztok;
registraéné C¢islo: EU/1/21/1592/001) v mnozstve 1mg v 200ul. Zvieratam bolo podanych
maximalne 8 davok s frekvenciou dvakrat tyZdenne. Dvom zvieratdm zo skupiny bola podana
cisplatina (Hospira UK Ltd., Warwickshire, UK) (3mg/kg/davka; maximalne 4 davky
s frekvenciou 1x tyZdenne).Nadory boli zmerané posuvnym meradlom a objem vypocitany
podla vzorca pre objem elipsoidu: objem = 0,52 x ((3irka + dizka)/2)3. Zvierata boli utratené,
ked' nadory presiahli objem 1 cm3, v pripade zhorSeného zdravotného stavu skor. Vysledky
boli vyhodnotené v Graphad Prism® (Boston, MA,USA).

Vysledky

Expresia Trop — 2, transmembranového glykoproteinu, bola analyzovana na urovni expresie
génu a na Urovni proteinu na paneli réznych histologickych subtypov GCT. Vysledky dokazuju
nadexpresiu génu TACSTD2 a zaroven aj proteinu Trop — 2 u bunkovych linii histologickych
podtypov GCT: choriokarcindm — JEG3 a jeho cisplatina — rezistetného variantu JEG3 CisR,
semindému (TCam2, TCam2 CisR), nadoru zftkového vaku (NOY1, NOY1 CisR) a embryonélneho
karcindmu (NEC8).
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Obrazok 1: Stanovenie génovej expresie TACSTD2 a percentualne vyjadrenie pozitivity Trop
— 2 vybranych bunkovych linii GCT.

Cytotoxicita SG in vitro poukazala, Ze u bunkovej linie JEG3 CisR a TCam2 CisR bola senzitivita
v 3D multicelularnych sféroidoch vyssia v porovnani s bunkovou liniou kultivovanou v 2D
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prostredi (v monovrstve). Hodnoty IC50 boli: IC50 (TCam2 CisR 2D) = > 10 nM SG; IC50 (TCam2
CisR 3D) = 1,25 nM SG; IC50 (JEG3 CisR 2D) = 8 nM SG; (JEG3 CisR 3D) = 1,25 nM SG.
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Obrazok 2: Stanovenie citlivosti SG na 2D a 3D bunkovom modeli linii TCam2 CisR a JEG3
CisR.

V daldom kroku sme skimali tumorigenicita buniek JEG3 CisR. Aby sme mohli otestovat t¢inok
SG na rast nadoru, vytvorili sa subkutdannym podanim nadorovych buniek JEG3 CisR
xenoimplantaty. Zvierata boli rozdelené do skupin (kontrolné zvieratd bez liecby n=2; zvierata
lieCené cisplatinou n=2; zvierata lieCené SG TRODELVY® n=4. VSetkym zvieratdm sa vytvoril
hmatatelny nador medzi 4. az 7. diiom po podani buniek. Prvd davka liecby bola podana
zvieratam 7. den . Zvieratd, ktorym bol podany liek SG TRODELVY®, prezivali dlhsie ako
nelieCena skupina a dokonca doba preZivania bola dlhsia v porovnani s kohortou lie¢enou
cisplatinou (graf 1).
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Graf 1: Pravdepodonost preiitia (%) zvierat po podani SG TRODELVY® v porovnani
s nelieCenymi zvieratami a zvieratami liecenymi cisplatinou.
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Diskusia

Cisplatina ako protinadorové C(Cinidlo bola schvalenda FDA (z angl. Food and Drug
Administration) na liecbu rakoviny semennikov uz vroku 1978 a dodnes je terapeutikom
pouzivanym pri liecbe tychto pacientov v prvej linii. TGCT predstavuju asi 1% vSetkych
malignit, no u mladych muZov ide o najcastejsie sa vyskytujuce nadorové ochorenie. Tieto
nadory su velmi senzitivne na chemoterapiu na bdaze cisplatiny, aviak asi 20% pacientov
vykazuje na tuto liecbu rezistenciu, maju zIi prognézu a zomieraju. Prave pre tychto pacientov
je dolezité hladat nové terapeutické ciele (17-19).

Trop — 2 je glykoprotein na povrchu buniek, ktory je exprimovany v réznych tkanivach, vratane
epitelovych buniek a urcitych typoch nadorovych buniek. Exprimuje sa hlavne pocas ranného
embryondlneho vyvoja, podiela sa na bunkovej adhézii, proliferdcii a prenose signdlu. Je
nadmerne exprimovany v mnohych typoch nadorov, vratane nadorov pluc, prsnika,
pankreasu, vajecnikov a hrubého Creva, €o z neho robi zaujimavy ciel vo vyvoji terapie a lieCby
onkologickych pacientov (13, 14, 20-22). Vyhladavanie v databaze ukazalo expresiu Trop — 2
aj v nadorovych zarodo¢nych bunkdch NTERA — 2 a Susa (1 — internetovy zdroj uvedeny v
referenciach).

SG je liek na principe ADC doposial schvdleny FDA pre metastaticky trojito — negativny
karcindm prsnika (TNBC — z angl. Triple — negative breast cancer) a metastaticky urotelidlny
karciném (15, 23). Skiima sa tiez mozna inhibicia Trop — 2 pomocou inhibitora PARP — 1 a
imunoterapia (14). Na zaklade vyznamného zlep3Senia v preZivani bez progresie u pacientov s
metastatickym TNBC, sa SG stal prvym typom ADC vo svojej triede zameranym na Trop—2's
anti — Trop — 2 protilatkou konjugovanou s inhibitorom topoizomerazy SN — 38 (24). Daléim
typom ADC terapie, ktora funguje ako inhibitor topoizomerazy, je Trastuzumab Deruxtecan (T
— DXd). T — DXd inhiboval rast ortotopickych xenograftov (PDX — z angl. Patient derived
xenograft), odvodenych z mozgovej metastazy HER2+/HER2 — (HER2 — 1z angl. Receptor
tyrosine — protein kinase erbB — 2) karcindému prsnika (25).

V stcasnosti prebieha nabor do niekolkych klinickych studii, ktoré skimaju SG a T — DXd ako
mozZnu ucinnu terapiu na principe ADC. Ide napriklad o klinickud studiu SG s recidivujicim alebo
perzistujucim karcindmom krcka maternice (NCT05838521), ¢i karcindmom endometria
(NCT04251416) a mnohé dalsie. SG vstupil do fazy Il klinickych skusok v stvislosti s liecbou
metastatického karcinému slinnych Zliaz (NCT05884320). T — DXd je v prebiehajucej klinickej
Studii zameranej najma na metastaticky HER2+ karcindm prsnika (NCT04739761), ¢i Studiu s
Ucastnikmi s HER2 mutovanym metastatickym nemalobunkovym karcindmom pluc
(NCT0464423). SG a T — DXd sa v sucasnosti stavaju velmi zaujimavymi Trop — 2 inhibitormi so
slubnymi vysledkami pre rbzne typy nadorov, ktoré nadexprimuju tento povrchovy
glykoprotein (2 — internetovy zdroj uvedeny v referenciach). Pozitivne vysledky boli
zaznamenané aj u pomerne novo vyvinutého konjugatu ADC — Datopotamab Deruxtecan
(Dato — DXd, DS — 1062a) — so silnym inhibitorom DNA topoizomerazy | (DXd) (26).

V nasej praci sme dokazali pritomnost a nadexpresiu glykoproteinu Trop — 2 na niekolkych
bunkovych linidach GCTs ako na urovni proteinu, tak na Urovni génu. SG v 3D, cisplatina —
rezistentnom bunkovom modeli TCam2 CisR a JEG3 CisR, mal silny cytotoxicky ucinok v nizsich
koncetraciach oproti 2D modelu. Toto zistenie naznacuje jeho mozny protinddorovy tGcinok in
vivo. Na overenie protinadorového ucinku SG TRODELVY ® bola v pilotnomexperimente na
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skupine 8 zvierat subkutanne bilaterdlne injikovana bunkova linia JEG3 CisR. Zvierata boli
rozdelené do troch skupin. NelieCend skupina predstavovala kontrolu (n=4 xenografty),
liecena kontrola osetrena cisplatinou (n=4 xenografty) a liecena kontrola SG TRODELVY® (n=8
xenograftov ). Napriek tomu, Ze skupina zvierat lie¢ena SG TRODELVY® dosahovala najdlhsiu
dizku prezivania v porovnani s kontrolami ale aj skupinou lie¢enou cisplatinou, tieto vysledky
nedosiahli Statistickii vyznamnost. JEG3 CisR je agresivny typ choriokarcindmu so zlou
progresiou (27). V nasom in vivo experimente nadory rastli agresivne avacsina lieCenych
zvierat musela byt z dévodu zlého zdravotného stavu a presiahnuti velkosti nadora 1x1cm3
utratena skér, ako im boli podané vsetky davky lieciva, ¢o ovplyvnilo sledovat mozny efekt
lieciva v dlhSom case.

Vzhladom na nase vysledky planujeme pokracovat v overeni cytotoxického a protinadorového
ucinku lie¢iva SG na odlisSnych histologickych bunkovych liniach, v ktorych sme potvrdili
nadexpresiu markera Trop — 2 a verime, Ze potencidlne nové liecebné modality na principe
ADC by mohli vytvorit Gplne novy smer v lie¢be pacientov s recidivujicim refraktérnym TGCT.

Prdca bola podporovand Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja — grant APVV-20-0158,
APVV-21-0197, grant VEGA 2/0124/21 a s podporou Naddcie Vyskum rakoviny a Liga proti
rakovine.
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Uvod

Gliomy su najcastejSou formou primarnych malignych nadorov mozgu u dospelych fudi. M6zu
sa vyskytovat v kazdej Casti centrélnej nervovej sustavy (CNS), ale naj¢astejsie sa vyskytuju
v mozgu. Podla klasifikacie Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) sa delia na stupne | aZ IV
(1). U viac ako polovice pacientov sa diagnostikuje najagresivnejsia a najmalignejsia forma —
multiformny glioblastom (GBM; gliom IV. stupna) (2). Napriek pokrokom v priemernom a
kratkodobom preZivani, percento pacientov, ktori dosiahli 5-ro¢né celkové prezitie je stéle
velmi nizke — 4,6 % (3).

Ludsky Klotho gén (KL gén) kéduje tri proteiny: a, B aKLr (klotho related ) protein.
Multifunkény a-Klotho protein reguluje metabolizmus fosfatu, vapnika a vitaminu D. Okrem
toho sa povaZuje za protein dlhovekosti a zdravia v starobe, ma antioxidacné, protizapalové,
tumor supresivne aktivity a reguluje inzulinovl senzitivitu. Zistilo sa, Ze sérové hladiny a-
Klotho proteinu su nizsie u oséb nad 40 rokov a oséb s mnohymi vekom podmienenymi
chorobami ako nadory, hypertenzia, choroby obli¢iek a dalSie (4). a Klotho protein sa
vyskytuje v troch formach — membranovej a cirkulujicej, ktora méze byt solubilnad (vznika
odstiepenim membranovej formy) a sekre¢na. Pre tazkosti v ich rozliSeni sa pri stanovovani
ich koncentrécie sa obe cirkulujice formy zvykn( oznacovat ako solubilné. Solubilny a-Klotho
protein moze plnit funkciu tumor supresorovej molekuly a inhibitora proliferacie tumorov cez
reguldciu IGF-1 (insulin like growth factor) signdlnej drahy (5). Naopak, zvySena hladina a-
Klotho proteinu sa spdja s viacerymi pozitivnymi dosledkami ako zvySené preZivanie pacientov
s roznymi nadormi (6) a tiez znizenym rizikom kardiovaskularnych chorob (7).

Material a metody

V $tudii bolo 55 pacientov (23 Zien a 32 muzov) starsich ako 18 rokov s histologicky overenymi
gliomami II. (N=15), lll. (N=11) a IV. (N=29) stupna (grade) s naslednou ciastocnou alebo
Uplnou resekciou nadoru. Priemerny vek pacientov v ¢ase diagnostiky bol 54,38+15,22 rokov.
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Histologicka diagnostika bola stanovend dvomi neuropatolégmi podla najnovsich
klasifikacnych kritérii WHO. KontrolnU skupinu tvorilo 140 zdravych dobrovolnikov bez
akychkolvek nadorov, autoimunitnych chorob a akutnych zapalovych stavov (63 Zien a 77
muzZov s priemernym vekom 41,93+10,47 rokov). Krv sa pacientom odoberala rdno pred
chirurgickym zakrokom. Studia bola schvalena Etickou komisiou Univerzitnej nemocnice
Bratislava. VSetky vySetrenia prebiehali vsulade s Medzindrodnou etickou smernicou a
Helsinskou deklaraciou. Od kazdého ucastnika vyskumu sme obdrzali pisomny informovany
suhlas pre zaradenie do Studie a vedenie osobnych tdajov.

DNA sme izolovali z periférnej krvi a nasledne uskladnili v mraznicke pri -20° C, séra a plazmy
v hlbokomraziacom boxe pri -80° C. Vysetrovali sme dva polymorfizmy génu Klotho. Klotho
polymorfizmus rs1207568 (alela G alebo A na pozicii -395) sme vysSetrovali metédou PCR-RFLP
(polymerase chain reaction - restriction fragment lenght polymorphism) podla Liu et al. (2015)
(8). PCR produkt mal velkost 257 bp. Po stiepeni enzymom Hpy 188l1l sme ziskali bud'intaktny
257 bp amplikon (pre alelu G) alebo dva fragmenty velkosti 147 bp a 100 bp (pre alelu A).
Druhym vysetrovanym polymorfizmom génu Klotho bol polymorfizmus rs564481 (alela C
alebo T na pozicii 1818). PCR produkty velkosti 164 bp sme stiepili restrikénym enzymom Nsl
(Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) (8), kde sme dostali intaktny 164 bp fragment (pre alelu C)
alebo dva fragmenty velkosti 136 bp a 28 bp (pre alelu T).

Sérové hladiny cirkulujuceho solubilného alfa Klotho proteinu (saKlotho) sme analyzovali u 55
pacientov s glidmami a 47 zdravych kontrol sandwichovou ELISA metédou podla navodu
vyrobcu (human SAKL ELISA kit; Exbio, BioVendor, Brno, CzechRepublic). Dizka preZivania sa
pocitala odo dna diagnostiky do marca 2022 alebo do smrti pacienta.

Statisticki analyzu sme robili pomocou programov InStat a SAS. Signifikantné rozdiely
v alelach a vo frekvencii genotypov medzi dvomi skimanymi skupinami (glidmovi pacienti a
zdrava kontrola) sme vyhodnotili Standardnym chi-kvadratovym testom. Aplikovali sme
Studentov t-test, Mann-Whitneyho test, Coxov model proporcionalnych rizik. Vysledky sme
vyjadrili ako median a medzikvartilny rozdiel (IQR; interquartile range), priemer + Standardna
odchylka (SD) v zavislosti od Gaussovského rozloZenia. Hodnota P < 0,05 bola stanovena pre
Statistickd vyznamnost.

Vysledky

1. Analyza Klotho rs1207568 a rs564481 polymorfizmov u pacientov s glidmami a kontrolnou
skupinou

V skupine 55 pacientov s glidmami a 140 zdravych kontrol sme analyzovali frekvenciu aliel
a genotypov Klotho rs1207568 (-395G/A) a rs564481 (1818C/T) génového polymorfizmu.
Logisticko regresna analyza Klotho polymorfizmov rs1207568 v -395 G/A a rs564481 v 1818C/T
neodhalila Statisticky signifikantny rozdiel vo frekvencii aliel a genotypov medzi pacientmi
s gliomami a zdravymi kontrolami. Zistili sme v3ak signifikantné rozdiely v distribucii aliel
a genotypu pri polymorfizme génu Klotho rs1207568. Frekvencia alely rs1207568A (p = 0,006;
OR = 6,22), genotypu rs1207568 GA v kodominantnom modeli (p = 0,0064; OR = 6,13),
dominantnom modeli (p = 0,0023; OR = 7,16) a over-dominantnom modeli (p = 0,011; OR =
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5,41) bola signifikantne vys$sia u pacientov s glidmami IV. stupna v porovnani s pacientmi s
glidmami IL.+l1l. stupna (Tabulka 1).

Tabulka 1. Frekvencie aliel a genotypov Klotho rs1207568 polymorfizmu u pacientov s
gliomami Il.+1ll. a IV. stupia

Univariantnd analyza Multivariantna

SNP/ Alela/ GradelV  Grade lI+ 11l analyza
Model genotyp (n=29) (n=26) P OR (95%Cl) P OR (95%Cl)
rs1207568 G 42 49 (94,23%)
(72,41%)
-395G/A A 16 3(5,77%) 0,006 6,22 (1,69-
(27,59%) 22,84) )
GG 15 23 (88,46%) 1,00
(51,72%) 1,00
Kodominantny  GA 12 3(11,54%) 0,0064 6,13 (1,48- 0.029 10.90 (1,39-
(41,38%) 25,44) : 85,53)
AA 2(6,90%) 0 (0,00%) NA (0,00-NA) NA (0,00-NA)
GG 15 23 (88,46%) 1,00 100
(51,72%) ’
Dominantny GA+AA 14 3(11,54%) 0,0023 7,16 (1,75- 0.0085 11.59 (1,51-
(48,28%) 29,20) : 89,19)
GG+GA 27 26 1,00 100
(93,10%)  (100,00%) ’
Recesivny AA 2(6,90%) 0(0,00%) 0,10 NA(0,00-NA) 0.43  NA(0,00-NA)
GG+AA 17 23 (88,46%) 1,00 100
(58,62%) ’
Over- GA 12 3(11,54%) 0011 541 (132 (.o 999 (125
dominantny (41,38%) 22,21) ) 79,81)

Frekvencia aliel a genotypov sa uvddza v absolitnych poctoch s percentami v zatvorkach.
Univariantnd analyza je zaloZend na y2 teste. Multivariantnd analyza pridava pohlavie a vek.
OR - oddsratio; Cl - konfiden¢ny interval, n-pocet. Hodnota p< 0,05 bola stanovena pre
Statistickd vyznamnost.

2. Prezivanie pacientov sgliomami aasociacia preZivania pacientov s vySetrovanymi
polymorfizmami

Priemerné celkové preZivanie nasich pacientov s glidmami bolo 25,3+24,36 mesiacov od
diagnostiky, u Stadia Il: 50,47 + 24,40 mesiacov, Stadia Ill: 32,45 + 20,14 mesiacov a Stadia IV:
9,57 £ 9,28 mesiacov.

Pri vySetreni asociacie Klotho polymorfizmov rs1207568 a rs564481 s celkovym prezivanim u
pacientov s gliomami sme nezistili Statisticky signifikantnd korelaciu medzi Klotho
polymorfizmami a celkovym preZivanim pacientov v Ziadnom nami vySetrenom genetickom
modeli.
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3. Porovnanie sérovych hladin sa-Klotho proteinu u pacientov s glidmami a kontrolnou
skupinou zdravych oséb

Sérové hladiny sa-Klotho boli signifikantne nizZsie u pacientov s glidmami (priemertSD
5471,9413971 pg/ml) v porovnani s kontrolnou skupinou zdravych oséb (priemerSD:
10971+18426 pg/ml; p=0,0036; Obrazok 1).

so-Klotho

M pacienti s gliomami [ kontrolna skupina

80000

70000

oo

60000
50000 °

40000

pg/ml

30000
20000 °

10000 °
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Obrazok 1. Sérové hladiny sa-Klotho u pacientov s glimami a kontrolnou skupinou.

Porovnavali sme hladiny sa-Klotho u pacientov s gliomami v réznych stuprioch choroby.
Nezistili sme Statisticky signifikantny rozdiel medzi pacientmi s jednotlivymi stupriami gliomov.
Ale signifikantné rozdiely sme ziskali, ked sme porovnavali sérové hladiny sa-Klotho medzi
pacientmi s jednotlivymi stupfiami gliomov a kontrolnou skupinou. Nasli sme Statisticky
signifikantny rozdiel medzi pacientmi s glidmami Ill. a IV. stupria v porovnani s kontrolnou
skupinou (p=0,034 a p=0,0083) (Tabulka 2).

Tabulka 2. Porovnanie sérovych hladin sa-Klotho u pacientov s jednotlivymi stupriami
gliomov a kontrolnou skupinou

Grade 2 Grade 3 Grade 4 KS p p p
(N=15) (N=11) (N=29) (N=47) (2 vs. KS) (3 vs. KS) (4 vs.KS)
sakKL
(pg/ml) 10923 + 6954 + 5180 10971+
(priemer 25515 19704 +13242 18426 0,21 0,034 0,0083
+SD)

saKL — solubilny alfa Klotho, SD — Standardna odchylka
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4. Koreldcia medzi sérovou hladinou sa-Klotho a celkovym prezivanim

Sérové hladiny a-Klotho u celého suboru pacientov s glidmami nekorelovali Statisticky
signifikantne s celkovym preZivanim pacientov (p=0,15). Ked sme vsak pacientov s gliémami
rozdelili na dve skupiny (pacienti s hodnotami solubilného sa-Klotho pod 2500 pg/ml a nad
2500 pg/ml), zistili sme, Ze pacienti s hodnotami sa-Klotho nad 2500 pg/ml prezivaju
signifikantne dlhsie v porovnani's pacientmi s hodnotami sa-Klotho pod 2500 pg/ml (p=0,038).

5. Korelacia sérovych hladin sa-Klotho s vybranymi biomarkermi

KedZe zapal a adaptivna bunkami mediovana imunita su dva klucové faktory, ktoré ovplyvriuju
rast nadorov, zaujimalo nas, i sérové hladiny a-Klotho koreluji snami vybranymi
a vySetrovanymi biomarkermi. Vysledky ukazali, Ze hladiny oa-Klotho proteinu vysoko
signifikantne pozitivne koreluju s koncentraciami vaskuldrneho endotelového rastového
faktoru VEGF (p=0,0008), chemokinu fraktalkin/CX3CL1 (p=0,0009) a cytokinu IL-13
(p=0,0004). Tiez pozitivne koreluju s hladinami Th1 cytokinu IFN-y (p=0,003), neurotrofného
faktora GDNF (glial derived neurotrophic factor; p=0,027) a cytokinmi IL-6 (p=0,035) a IL-4
(p=0,0037).

Diskusia

Vacsina nadorov centrédlnej nervovej sustavy sa diagnostikuje az po objaveni sa klinickych
priznakov. Markery, ktoré by vedeli predpovedat preZivanie pacientov s glidmami st velmi
vzdcne. Aj prave preto sa v sucasnosti vela studii zameriava na vyskum novych biomarkerov,
ktoré by sa mohli pouZivat na skoru diagnostiku a lie¢bu nadorov. Jeden z tychto biomarkerov
je prave Klotho gén a Klotho protein. Lee et al. uvadzaju epigenetické utimenie Klotho génu
v neskorej faze tumorigenézy pri nadore krcka maternice a poukazuju na to, Ze strata funkcie
Klotho génu méze viest k aktivacii Wnt cesty (9). Klotho gén ma vyznamnu dlohu ako anti-
onkogén v pripade fudskej bunkovej linie nadoru pliuc A549, kde inhibuje rast a podporuje
apoptdzu (10). Liu et al. korelovali Klotho polymorfizmy rs1207568 (-395G/A) a rs564481
(1818C/T) s moznostou vzniku karcindmu kolorekta a zistili, Ze AA a GA genotypy rs1207568
(-395G/A) polymorfizmu su rizikovym faktorom pre vznik karcindmu kolorekta (8). V nasej
studii sme vysetrovali Klotho polymorfizmus rs1207568 (-395G/A), kde sme zistili, Ze
frekvencia alely A a genotypu GA bola signifikantne vy3sia u pacientov s glidmami IV. stupria v
porovnanis gliomami Il. stupria a frekvencia genotypu GA bola signifikantne vyssia u pacientov
s glidmami IV. stupria v porovnani s gliomami lll. stupna.

Solubilny Klotho protein ma tiez komplexnu ulohu v réznych typoch nadorov. Dokazala sa
funkcia sa-Klotho ako tumor supressora pri karcinéme vajecnikov v experimente aj v klinike
(11). U nadorov pankreasu sa popisuje aj znizena expresiaa-Klotho v nadorovom tkanive, ¢o
moze byt prognostickym markerom nizkeho preZivania pacientov (12).

Zaver

Zistili sme, Ze pri Klotho polymorfizme rs1207568 (-395G/A) je vyssia frekvencia alely A a
genotypu GA u pacientov s gliomami IV. stupfia v porovnani s nizSimi stupnami (stupen Il. a
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II). Namerali sme Statisticky signifikantne nizsie hladiny sa-Klotho proteinu u pacientov s
glidmami v porovnani s kontrolnou skupinou. Ked sme skupinu glidmovych pacientov rozdelili
podla stupriov nadorov a porovnali jednotlivé stupne s kontrolnou skupinou, zistili sme, Ze u
pacientov s glidmami IV. stupna bol Statisticky signifikantny rozdiel v porovnani so zdravou
kontrolou najvyraznejsi. Na zadklade dostupnej literatiry a naSich zisteni moézZeme
predpokladat, Ze Klotho gén a solubilny a-Klotho protein mézu byt potencionalnym
biomarkerom pre diagnostiku gliomov. Napriek tomu, Ze funkcia Klotho sa dnes intenzivne
skiima, presny mechanizmus eSte stale nie je jasny, preto su potrebné dalsie Studie na
objasnenie danej problematiky.

Studia bola podporend Slovenskou neziskovou organizdciou Liga proti rakovine (2018).
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Uvod

Imunitny systém ma mnoho mechanizmov, ktorymi sa brani proti vzniknutej infekcii. Ako prvé
prichadzaju do miesta infekcie neutrofily, ktoré su vyzbrojené arzendlom obrannych
mechanizmov voci infekcii. U ludi predstavuju 50-70% vsetkych cirkulujucich leukocytov (1).
Neutrofily su vyzbrojené peptidmi so silnou mikrobicidnou funkciou, ako su napriklad
myeloperoxidaza (MPO), neutrofilova elastaza, proteindza 3 alebo antimikrobidlne peptidy
(2). Pri styku s patogénmi ich uvolnuju pocas fagocytdzy, degranulacie a tvorbe neutrofilovych
extracelularnych pasci (NETy). NETy sU zloZené z chromatinovych vldkien s naviazanymi
histénmi, granuldrnymi a cytosolickymi peptidmi. Spolo¢ne vytvaraju siete, do ktorych
zachytdvaju baktérie, ¢im zabranuju Sireniu infekcie, avsak ich pritomnost méze byt aj
patologickd (3). Zvysené koncentracie NETov v cirkuldcii boli detekované u pacientov s
autominunitnymi ochoreniami (systémovy lupus erythematosus, reumatoidnd artritida,
psoridza), trombdzami, aterosklerézu alebo metabolickymi ochoreniami, ktoré su casto
asociované so sterilnym zdpalom. (4). Jednou z najcastejSich negativnych vlastnosti NETov je
ich toxicky vplyv na tkaniva. Komponenty NETov ako su histdny, MPO, elastdzy alebo
antimikrobialne peptidy totiz vo vysokych koncentracidch poskodzuju integritu bunkovej
membrany (5).

Jednym z antimikrobidlnych peptidov naviazanych na NEToch je aj katelicidin, respektive jeho
skratend aktivna forma, LL37. Okrem antimikrobialnej funkcie ma aj mnohé imunomodulacné
funkcie ako su reguldcia chemotaxie imunitnyxch buniek, ovplyviiovanie fagocytdzy alebo
indukcia expresie cytokinov (6). LL37 ma silny pozitivny naboj, vdaka ¢omu vytvéra vazby
s negativne nabitou DNA. Preto sa prirodzene vyskytuje aj na NEToch a stabilizuje tiez DNA
uvolnenu z poskodenych buniek alebo z baktérii. Nasledne LL37 ulahcuje internalizaciu DNA
do buniek a potencuje tak aktivaciu receptoru vrodenej imunity Toll-like receptor 9 (TLR9),
¢im sa spusta zapalova odpoved.

V tejto praci sme skumali hypotézu, podla ktorej interakcia NET-DNA s LL37 povedie ku
zvySeniu rezistencie NETov voci degradacii plazmatickou deoxyribonukleazou | (DNaza 1).
Predpokladali sme, Ze takto ochranené NETy dalej potencuju zdpal cez aktivaciu TRL9
receptora a ich toxicita je priamo zavisla od koncentracie LL37. Niekolko studii uz ukazalo, ze
proteinovy obsah NETov je zdvisly aj od stimulu, kterych ich indukoval (9). Preto sme
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postulovali dalSiu hypotézu, Ze NETy indukované pocas infekcie budu v porovnani s NETmi
indukované pocas sterilného zapalu mat iné proteinové zloZenie s vy$$im obsahom LL37 a teda
budu viacimunogénne. Pochopenie vplyvu LL37 na imunomodulac¢né vlastnosti NETov by ndm
mohlo otvorit dvere k novym terapeutickym cielom.

Material a metddy

Na izolaciu [fudskych neutrofilov od zdravych dobrovolnikov a mySacich neutrofilov
z laboratérnych wild-type a katelicidin-deficientnych C57/BL6 mysi bol pouZity MojoSort
Isolation Kit (BioLegend, San Diego, USA), ktory na principe negativnej selekcie vyuZiva
protilatky viaZuce sa na vsetky ostatné leukocyty. Ndasledne su tieto protilatky pomocou
avidin-biotin interakcie vychytané magnetickymi gulickami. V poslednom kroku sa odoberd
frakcia so supernatantom, ktory obsahuje uZ len neutrofily. Vyizolované neutrofily boli
inkubované s nasledujucimi stimulmi: forbol-12-myristat-13-acetat (Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, USA), S. aureus a mitochondrie na 3 hodiny za podmienok 37°C, 5% CO2 v 5ml Petriho
miske. Po inkubacii boli NETy zmyté z povrchu misky do 2 ml Eppendorf skimavky a najskor
boli centrifugované na 400 g, 10min. Po centrifugdcii bol odobraty supernatant, ktory bol
znovu centrifugovany na 16 000 g, 10 min a dalej sa pracovalo s peletmi.

Na analyzu rezistencie NETov voéi degradacii DNazou | (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) boli
NETy inkubované s DNA-viaZucou fabrickou, 200 nM SytoxTM green (Thermofisher Scientific,
Waltham, USA) celt noc pri teplote 37°C. Nasledne bola pridana DN&za | 2,5 kU/reakcia na 1
hod, 37°C. Aktivita nukledzy bola zastavend s 2,5 mM EDTA (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA),
75°C, 10 min. NETy sa nechali inkbovat na noc, 37°C a nasledne bola merana fluorescenia
SytoxTM green.

Schopnost LL37 potencovat NETmi indukovanu aktivaciu TLR9 receptora bola analyzovana
prostrednictvom TLR9 bunkového reportérového systému (InvivoGen, San Diego, USA).
Experiment bol zloZeny zo Styroch skupin: kontrolné NETy, NETy + DN&za |, NETy + LL37, NETy
+ LL37 + DN4&za I. V3etky skupiny boli pridané k bunkovej kulture HEK-293 Blue hTLR9. Po 16h
inkubacii za podmienok 5% CO2, 37°C, bola merana koncentracia produktu signalizacnej drahy
TLR9 systému.

Pre analyzu imunogenicity NETov na produkciu novych NETov bol pouZity prietokovy
cytometer (Beckman Coulter, CA, USA). Do odobratej krvi zdravych dobrovolnikov boli pridané
NETy indukované sS. aureus a mitochondriami. Po 3 hod inkubacie pri teplote 37°C boli
erytrocyty lyzované s chloridom aménnymi. Pomocou fluorescenéne znacenymi protilatkami,
ktoré sa Specificky viazu na neutrofily (CD66b-PE, CD10-APC, CD49d-PC7, FPR1-PC5) a na NETy
(Zombie-NIR-APC 750, MPO-FITC, LL37-BV510) (BioLegend, San Diego, USA).

Vysledky

Prostrednictvom nasich vysledkov sme preukdzali Ze NETy maju vyssiu rezistenciu vodi
degradacii DNazou | v porovnani s genomickou DNA. Po pridani LL37 bolo takmer 100% NETov
ochranenych v porovnani NETmi inkubovanymi s DNazou | (Graf 1A). S.aureus-indukované
NETy obsahovali vysSiu koncentraciu LL37 v porovnani sNETmi indukovanymi
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mitochondriami. Preto sme pozorovali zvy$enu rezistenciu S.aureus-indukovanych NETov, aZ
takmer 40% z povodnej koncentracie NETov bolo ochranenych (Graf 1B).

Inkubdcia NETov s TLR9 reportérovym systémom preukazal, Ze NETy su rozpoznavané TLR9
receptorom. Po pridani LL37 bola aktivacia TLR9 receptoru zvysena. Wild-type a katelicidin-
deficientné NETy sa neliSili v aktivacii TLR9 receptora, aviak sme pozorovali, Ze aj po
opracovani DN&zou | boli katelicidin-deficientné NETy aktivovat TLRO receptor (Graf 2).

Pomocou prietokového cytometra sme preukdzali, Ze S.aureus-indukované NETy viacej
stimulovali tvorbu novych NETov, v porovnani s NETmi indukovanymi mitochondriami, (Graf
3). NETy indukované SA-NETmi obsahovali vy$siu koncentraciu LL37 v pomere s poctom

produkovanych NETov indukovanych SA-NETmi v porovnani s NETmi indukovanymi MITO-
NETmi (Graf 4).
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Graf 1A: Rezistencia NETov a ochranna funkcia LL37 pred degradaciou NETov exogénnou
DNazou | v koncentracii 2,5 KU/reakciu.

Graf 1B: Rezistencia NETov indukovanych s S.aureus a mitochondriami voci degradacii
exogénnou DNazou | v koncentracii 2,5 KU/reakciu. Udaje s uvedené ako priemer *
Standardna odchylka, p-hodnoty mensie ako 0,05 sa povaZuju za Statisticky vyznamné (n=4,
*

p<0,05).
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Graf 2: Aktivacia TLR9 receptoru mysimi wild-type a katelicidin deficientnymi NETmi, ktoré
su opracované s exogénnou DNazou | s koncentraciou 2,5 KU/reakciu a inkubované s LL37
v koncentracii 90 ng/ul. Udaje st uvedené ako priemer * $tandardna odchylka, p-hodnoty
mensie ako 0,05 sa povaZuju za Statisticky vyznamné (n=5, *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001).
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Graf 3: Indukcia ex vivo NETG6zy prostrednictvom NETov indukovanych sS. aureus a
mitochondriami. Udaje st uvedené ako priemer * $tandardna odchylka, p-hodnoty mensie
ako 0,05 sa povaZuju za Statisticky vyznamné (n=5, *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001)
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Graf 4: Obsah LL37 v NEToch indukovanymi S.aureus-NETmi a NETmi indukovanymi
mitochondriami v pomere s poétom produkovanych NETov indukovanych SA-NETmi. Udaje
s uvedené ako priemer * Standardna odchylka, p-hodnoty mensie ako 0,05 sa povaZuji za
Statisticky vyznamné (n=12, *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001).

Diskusia

V nasom vyskume sme sa zamerali na vplyv LL37 na imunogenicitu NETov a vplyv réznych
induktorov na vlastnosti NETov. Vysledky studie z roku 2014 pod vedenim doktorky
Neumannovej ukazali, Ze LL37 zvySuje stabilitu DNA v NEToch pocas infekcie tym, Ze ich chrani
pred bakteridlnymi nukledzami, ¢im podporuje antimikrobialne aktivity neutrofilov (8). Preto
sme sa zamerali na analyzu ochrannej funkcie LL37 pred degradaciou DNA v NEToch DNazou
I, ktord dosahuje vysoké koncentracie v extracelularnom prostredi. Preukdzali sme, Ze LL37
zvysuje rezistenciu NETov vo¢i degradacii DNazou I. To by mohlo znamenat, Ze ochranené
NETy zostavaju v cirkulacii a posobia toxicky na tkaniva, pripadne su ich komponenty tercom
auto-protilatok, ¢o este viac podporuje prebiehajuci zapal (4). a nase vysledky su tak
konzistentné s uz publikovanou literaturou(8). V dalSej casti experimentu sme indukovali
produkciu NETov pomocou S.aureus a mitochondrii. Po rozpoznani patogénov sa aktivuju
mechanizmy na obranu hostitela voci infekcii, ¢o spésobi, Ze NETy indukované patogénmi
obsahuju vyssiu koncentraciu LL37, ¢o ich robi viac rezistentné voci degradacii ¢i uz
bakterialnymi nukleazami alebo DNazou |. Nasou hypotézou je, Ze pocas sterilného zapalu
neutrofily nemusia branit hostitela pred infekciou, preto ani NETy nepotrebuji mat zvysenu
rezistenciu voci degradacii, ¢im sa telo chrani pred pretrvdvajicim sterilnym zdpalom.

V dalSom experimente sme analyzovali imunostimula¢nu funkciu mysacich NETov. Po pridani
LL37 sme pozorovali zvySenu aktivaciu TLR9 receptoru pri degradovanych aj nedegradovanych
NEToch. Nase vysledky potvrdzuju studie Landeho a kol. z rokov 2007 a 2011 (7, 10). DNA z
NETov sa vdaka LL37 lahSie internalizuju do imunitnych buniek, priom LL37 sa vyhyba
tolerancii vlastnej DNA a potencuje jej rozpoznanie receptorom TLR9. A kedZe TLR9 receptor
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rozpoznava primarne bakteridlnu DNA, ktora neobsahuje metylované CpG mostiky, tieto
vysledky teda naznacuju, Ze NETy obsahuju nemetylovani CpG DNA, ktord je dostato¢na na
rozpoznanie receptorom TLR9. Pozorovali sme, Ze aj degradované NETy s nedostatkom
katelicidinu generuju dostatocny signal na rozpoznanie receptorom a jeho aktivaciu. To
naznaCuje, ze LL37/CRAMP nie je jediny peptid, ktory chrdni DNA pred degradaciou a
potencuje rozpoznavanie DNA receptorom TLR9.

V poslednej casti experimentu sme indukovali ex vivo NET6zu s NETmi indukovanymi
s S.aureus a mitochondriami. Pomocou prietokového cytometra sme preukazali, Ze S.aureus-
indukované NETy viacej indukovali produkciu novych NETov v porovnani s mitochondriami-
indukovanymi NETmi, ¢im vznikol zacarovany kruh. Fakt, Ze NETy indukuju tvorbu novych
NETov uz bol potvrdeny niekolkymi stadiami (11). Nasim vysvetlenim je, Ze vyssia koncentracia
LL37 naviazana na SA-NEToch zvysila rezistenciu NETov voci degraddcii plazmatickou DNazou
| a takto ochranena DNA bola pod vplyvom LL37 internalizovana do neutrofilov, kde pomohol
TLR9 receptoru rozpoznat vlastni DNA, ¢im sa stimulovala produkcia novych NETov. NETy
indukované S.aureus-NETmi obsahovali viacej LL37 v porovnani s NETmi indukovanymi MITO-
NETmi. Predpokladame, Ze ¢im vyssSia koncentracia LL37 je naviazand na DNA, tym viac
pomadha TLR9 recepotoru ju rozpoznat, éim sa znovu aktivuji obranné mechanizmy neutrofilu.
Avsak pochopenie vplyvu takychto NETov na priebeh S.aureus infekcie si vyZaduje dalsi
vyskum.

Prdca bola podporend grantom APVV ¢. APVV-21-0378.
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Uvod

Uzitkova voda, ktord sa vypusta z Cistiarni odpadovych vod (COV) obsahuje, aj napriek
precisteniu, metabolity odpadovych latok, ako napriklad endokrinnych disruptorov, lieciv
alebo drog. Pri akumulécii v organizme mozu byt tieto latky skodlivé a ovplyvriovat fyziologické
funkcie organizmu, vratane metabolizmu, spravania alebo endokrinnych funkcii. ZvySena
koncentrécia endokrinnych disruptorov az na hodnotu 15 pg/l méze spdsobit akidtnu alebo
chronickd toxicitu u ludi (1). UZitkova voda z COV ma vysiu antimikrobidlnu rezistenciu
v porovnani s vodou z povrchovych zdrojov (2). Z doévodu biologicky neodburatelnej povahy
antibiotik dochadza k $ireniu génov rezistencie pomocou vypustania UZitkovej vody do
fivotného prostredia (3). UZitkova voda je vtejto $tudii predistena voda podla pravidiel
Eurdpskej Unie, ktord sa dostdva do Zivotného prostredia, kde ju piju Zivocichy alebo sa
pouZiva na zavlaZovanie. V upravenom stave, napriek tomu, Ze v nej aj po precisteni ostava
pomerne vela roznych nedistot, ju prijima aj ¢lovek. Doposial boli publikované kratkodobé
studie vplyvu pitia UZitkovych vod so zameranim sa na tazké kovy alebo 3pecifické endokrinné
disruptory. Cielom tejto $tudie bolo viak sledovat vplyv dlhodobého pitia Gzitkovej vody z COV
na organizmus a zdravie hlodavcov. Zamerali sme sa na sledovanie vplyvu celkovej uUzitkovej
vody, pricom sa vnej vo vysSich mnoistvach nachddzal kofein, zvySky antidepresiv a
antihypertenziv. Predpokladali sme, Ze kofein, zvysky drog a antidepresiv mézu na testované
zvierata posobit stimulacne, zlepSovat pamét a znizovat Gzkost.

Material a metddy

V tejto $tudii bola pouZitd precistena Uzitkova voda, ktord bola zbierana v €OV Trnava. Cistenie
odpadovych vod v sebe zahffia rozne stupne, a to mechanické Cistenie na odstranenie vacsich
Castic, sedimentdciu a odstrafiovanie nerozpustnych pevnych latok, biologické Cistenie na
odstraniovanie rozpustnych organickych latok a dezinfekciu vypustanych odpadovych véd na
odstranenie patogénnych mikroorganizmov. UZitkova voda v tejto $tudii bola zbierana po
poslednej faze precistenia a bola analyzovana vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou.
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Experimentalne zvieratd

Na tto $tudiu boli pouZité potkany kmeria Wistar (Velaz, s.r.o., Praha, Ceskd republika).
Samce (n = 20) a samice (n = 10) boli oddelene umiestnené v klietkach za kontrolovanych
podmienok (teplota 22 + 2 °C, vlhkost 55 + 10 %, cyklus svetlo-tma 12 h: 12 h), s ad libitum
pristupom k potrave a vode. Vietky experimentdlne postupy boli schvalené Statnou
veterindrnou a potravinovou spravou SR a boli vykonané v sulade so smernicou EU
2010/63/EU a slovenskou legislativou.

Prijem vody a stravy

Zozbierana uzitkovd voda z COV Trnava bola podavand experimentalnej skupine —
,wastewater” skupina (WW). Kohutikovd voda bola podavand kontrolnej skupine (CTRL).
Obom skupinam (CTRL a WW) sa podavalo Standardné krmivo pre hlodavce.

Experimentalny dizajn

Vo veku desat tyZdfiov boli samce a samice rozdelené do dvoch skupin s priblizne rovnakou
telesnou hmotnostou. Desat samcov a pat samic pilo UZitkovd vodu a desat samcov a pat
samic pilo kohutikovu vodu. Potkany pili GZitkovd vodu po dobu 8 mesiacov. Potkany boli raz
tyzdenne vazené. Spotreba vody a krmiva bola merana kazdé dva dni. Vzhladom k obsahu
latok vo vode, sme sa zamerali sme sa na sledovanie vplyvu zvyskov kofeinu, antidepresiv a
antihypertenziv, comu sme prispdsobili aj nasledujuce testy. Na zvieratach bola vykonana
séria behaviordlnych testov a bol im zmerany krvny tlak.

Behavioralne testy

Potkany boli po 6smych mesiacoch behavioralne testované so zameranim sa na lokomo¢nu
a explorativnu aktivitu, Uzkostné spravanie a pamat. Spravanie zvierat pocas testovania bolo
zaznamenané prostrednictvom videokamery a subory boli analyzované prostrednictvom
systému na spracovanie obrazu a videa EthoVision XT 10.1 (Noldus Information Technology,
Wageningen, Holandsko).

Test otvoreného pola (TOP) slGzi na skimanie lokomoénej aktivity. Stvorcova podlaha arény
(100 x 100 cm) bola rozdelend na centralnu (20 x 20 cm) a hrani¢nl zénu. Zvierata boli
jednotlivo umiestnené do stredovej zény arény a volne skimali arénu pocas 5 minut. Cas
straveny v stredovej zone a prejdend vzdialenost boli merané. TOP zaroveri slizil aj ako
habitudcia na dalsi behavioralny test — test rozpoznavania nového objektu (TRNO). TRNO sluzi
na testovanie pamate a ucenia a pozostdva z dvoch faz. Pocas tréningovej fazy boli potkany
umiestnené do arény sdvomi identickymi objektmi, ktoré skumali po dobu 5 minut.
Analyzoval sa celkovy cas interakcii s ktorymkolvek z objektov, aby sa posudilo explorativne
spravanie. Nasledne boli zvierata vloZzené do domacej klietky a po hodine boli naspéat vratené
do arény na 5 minut, pricom jeden objekt bol vymeneny za novy s inym tvarom, materidlom a
farbou ako zndmy objekt. Test vyvySeného krizového pola slizZil na testovanie anxiety.
Aparatura v tvare plus bola zloZzend z dvoch protilahlych otvorenych a z dvoch zatvorenych
ramien vybiehajucich z centralnej plosiny a nachadzala sa vo vyske 60 cm nad podlahou.
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Zvierata boli umiestnené na centralnu plosinu smerom k otvorenému ramenu a 5 minuat
skumali arénu. Preferencia otvoreného ramena bola hodnotena ako pocet vstupov do a ¢asu
straveného v otvorenych ramendch vo vztahu k vstupom a ¢asu v niektorych z ramien.

Meranie tlaku krvi

Krvny tlak bol neivazivne merany prostrednictvom tlakomeru CODA Monitor (Kent Scientific
Corporation, USA). Zvieratd boli poCas merania umiestnené do restrainerov, v ktorych boli
predtym habituované. Restrainery boli poloZené na vyhrevnej podlozke, ktora zabezpecovala
pocas celého merania prisun tepla. Meranie krvného tlaku prebiehalo v izola¢nej miestnosti
a pocas merania boli pracovnici v tichu, aby sa predislo zvySenému stresu potkanov. Bol
merany systolicky a diastolicky krvny tlak.

Statistickd analyza

Ziskané vysledky boli spracované v programe Excel a Statisticky vyhodnotené v programe
GraphPad Prism (verzia 10.0.2). Grafy boli vytvorené v programe GraphPad Prism (verzia
10.0.2). Vysledné data su prezentované ako priemer + smerodajna odchylka.

Vysledky
ZloZenie uZitkovej vody

Uzitkova voda obsahovala vo zvy$enej koncentracii kofein avo vi¢dom zastipeni sa tam
nachadzali metabolity antidepresiv, antihypertenziv a zvysky drog.

Tabulka ¢.1: Priemerné koncentracie vybranych zloZiek uZitkovej vody

Priemerna koncentrdcia

Zlozka (ng/L)
Kofein 19 850
Antidepresiva 40,9
Drogy 219
Antihypertenzitiva 201

Vplyv pitia UZitkovej vody na telesnti hmotnost testovanych zvierat

Telesna hmotnost samcov CTRL skupiny bola 623,1 + 61,4 a telesna hmotnost samcov WW
skupiny bola 622,1 + 59,8 (Obr. 1A), ale nebol pozorovany signifikantny rozdiel medzi
skupinami samcov. Telesnd hmotnost samic CTRL skupiny bola priemerne 367,7 + 30,9
g, telesnd hmotnost samic WW skupiny bola 353,7 + 29,1 g abola signifikantne nizsia
v porovnani s CTRL skupinou (p < 0,01) (Obr. 1B).
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Vplyv pitia UZitkovej vody na prijem vody a krmiva testovanymi zvieratami

Spotreba krmiva bola v oboch skupinach podobna (Obr. 1C). Prijem vody bol signifikantne
zvyseny u samic WW skupiny (p < 0,01) a u samcov WW skupiny (p < 0,001) (Obr. 1D).
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Obrazok €.1: A,B: Hmotnost samcov a samic. C: Spotreba krmiva zvieratami. D: Spotreba
vody zvieratami. Zobrazené hodnoty st priemer + SD. CTRL — kontrolnd skupiny, WW -
,wastewater” skupina. **p < 0,01. ***p < 0,001.

Vplyv pitia UZitkovej vody na spravanie testovanych zvierat

Aby sme zistili, ¢i uZitkovd voda vplyva na sprdvanie zvierat bola vykonand séria
behavioralnych testov zameranych na lokomo¢nu aktivitu, explorativne spravanie, pamét a
Uzkost. Pri behavioralnych testoch nebol pozorovany efekt pitia UZitkovej vody. Prejdena
vzdialenost v TOP samcov CTRL skupiny bola 2795,19 + 685,5 cm a WW skupiny bola 2950,50
+ 814,6 cm. Prejdend vzdialenost v TOP samic CTRL skupiny 4621,68 + 1033,1 cm a WW
skupiny bola 4723,878 + 612,3 cm. Cas straveny v centrélnej zéne v TOP samcov CTRL skupiny
bol 13,4 + 10,7 s a samcov WW skupiny bol 9,75 % 5,5 s. Cas straveny v centralnej zéne v TOP
samic CTRL skupiny bol 52,2 + 27,1 s a samic WW skupiny bol 35,9 + 13,8 s. Explorativny Cas
v TRNO samcov CTRL skupiny bol 54,8 + 25,0 s a samcov WW skupiny bol 52,2 + 27,9 s.
Explorativny ¢as v TRNO samic CTRL skupiny bol 87,3 + 23,4 s a samic WW skupiny bol 74,1
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8,5 s. Hodnoty st uvedené ako priemer + smerodajné odchylka. Cas v otvorenych ramenach
pocas testu vyvyseného krizového pola samcov CTRL skupiny bol 44,9 + 22,1 s a samcov WW
skupiny bol 52,2 + 27,9 s. Cas v otvorenych ramenach pocas testu vyvyseného krizového pola
samic CTRL skupiny bol 90,8 £ 32,2 s a samic WW skupiny bol 104,4 + 26,8 s.

Vplyv pitia UZitkovej vody na krvny tlak testovanych zvierat

Nebol pozorovany efekt pitia UZitkovej vody na hodnoty krvného tlaku medzi CTRL a WW
skupinou u samic a samcov. Systolicky krvny tlak samcov CTRL skupiny bol 128 mmHg
a samcov WW skupiny bol 139 mmHg. Diastolicky krvny tlak samcov CTRL skupiny bol 96
mmHg a samcov WW skupiny bol 101 mmHg. Systolicky krvny tlak samic CTRL skupiny bol 128
mmHg a samic WW skupiny bol 129 mmHg. Diastolicky krvny tlak samic CTRL skupiny bol 94
mmHg a samic WW skupiny bol 93 mmHg.

Diskusia

Uzitkova voda, ktora sa vypusta do prostredia a pouZiva sa napriklad aj na zavlazovanie,
nasledne prichadza do kontaktu s réznymi organizmami, medzi ktoré patri aj ¢lovek. Napriek
precisteniu v COV sa v nej stale nachadzaju odpadové latky, medzi ktoré patria zvysky lieciv,
kofeinu alebo drog. Clovek sice prichddzado kontaktu stakouto vodou prevaine
prostrednictvom konzumdcie plodin alebo Zivocichov, ¢o do znacnej miery ovplyvriuje efekt
na organizmus, avsak akumuldcia odpadovych latok méze mat skodlivy efekt na ludsky
organizmus. Testovanie vplyvu UZitkovej vody je prevazne zamerané na vodné Zivocichy (4-6).
Vplyv dlhodobého pitia GZitkovej vody nebol doposial detailne preskimany na organizmus
hlodavcov. Preto sme sa v tejto studii rozhodli otestovat, ako bude vplyvat pitie Uzitkovej vody
na organizmus hlodavcov, konkrétne potkanov. Zvieratd pili uZitkovd vodu po dobu 8
mesiacov, pocas ktorych boli sledované jednotlivé parametre, ako hmotnost potkanov,
spotreba vody a krmiva. Na konci experimentu bol zvieratam zmerany krvny tlak a boli
behavioralne testované. Tieto testy boli vybrané na zaklade zloZiek, ktoré sa nasli v UZitkovej
vode. Medzi zloZzky, ktoré sa v UZitkovej vode nachddzali vo vy$Som zastupeni patrili zvysky
kofeinu, drog, liekov na znizenie krvného tlaku ¢i antidepresiva.

Samice potkanov WW skupiny mali nizSiu hmotnost v porovnani s CTRL samicami. Tento
pokles hmotnosti by mohol byt s€asti spdsobeny napriklad vy$sim obsahom kofeinu
v UZitkovej vode. Pri samcoch sme efekt v zmene hmotnosti nepozorovali. Spotreba vody bola
vo WW skupine zvy$end v pripade oboch pohlavi, ¢o by mohlo naznacovat opét efekt kofeinu
alebo zvyskov drog. Pri spotrebe jedla sme tento efekt nepozorovali. Bolo publikované, ze
potkany, ktoré prijimali kofein pocas 6 tyzdfiov v davkach 213 mg alebo 284 mg kofeinu/kg
telesnej hmotnosti potkana/den mali znizend hmotnost v porovnani s kontrolnou skupinou
(7). Taktiez tieto potkany skonzumovali menej krmiva a vody neZz kontrolna skupina.
Uvedomujeme si, Ze davka kofeinu, ktoru prijimali potkany v naSom experimente je ndsobne
nizsia, kedze testujeme vplyv celkovej uzitkovej vody, a teda efekt kofeinu na organizmus
potkanov sa nemusi prejavit, ale pri dlhodobom prijimani takejto vody sa moze efekt kofeinu
naakumulovat.
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Podobne aj behaviordlne testovanie nepreukazalo efekt dlhodobého pitia uZitkovej vody na
spravanie, pamat alebo anxietu potkanov. Predpokladali sme, Ze potkany WW skupiny by
mohli mat zvySené explorativne a lokomoc¢né spravanie, vzhladom na pritomnost metabolitov
antidepresiv a kofeinu v UZitkovej vode, kedZe kofein pri nizsich davkach pésobi ako stimulant
(8). Bol publikovany ¢lanok, ktory tvrdil, Ze ked boli potkany vystavené vyssim davkam kofeinu,
preukazovali anxiogénne sprdvanie (9). V nasej Studii sa nepotvrdil podobny efekt a zvierata
nevykazovali anxiogénne sprévanie. Pri hodnoteni treba brat stale do Gvahy aj nizsie davky
kofeinu a vplyv inych latok nachadzajucich sa v UZitkovej vode, ako napriklad zvyskov
antidepresiv, ktoré mézu mat opaény, a teda anti-anxiogénny efekt. Kofein moéze mat slaby
efekt na zlepSenie pamate (10). V nasej studii zvieratda WW skupiny nevykazovali lepsiu pamét.

Vzhladom k tomu, Ze v UZitkovej vode sa nachadzali aj zvysky antihypertenziv, zamerali sme
sa aj na hodnoty krvného tlaku zvierat. Nepreukazali sme zniZenie krvného tlaku zvierat WW
skupiny, ale naopak hodnoty krvného tlaku boli mierne zvysené v porovnani s CTRL skupinou.

Pri hodnoteni vietkych testov treba brat do Uvahy, Ze sme testovali vplyv celkovej UZitkovej
a aj ztoho ddévodu boli koncentracie odpadovych latok nachadzajucich sa v UzZitkovej vode
znizené. Je mozné, Ze pri dlhodobejSom piti UZitkovej vody by sa naakumulovali odpadové
latky vo vacsom mnoistve v organizme, ¢im by doslo ksilnejSiemu efektu na organizmus.
Avsak, napriek tomu, Ze nebol pozorovany ziaden efekt, je takato voda vypustana do
prostredia a moZe mat potencialne $kodlivy vplyv na organizmy.

Zoznam poutZitej literatury

1. LiY, Zhu G, Ng WJ, Tan SK. A review on removing pharmaceutical contaminants from
wastewater by constructed wetlands: Design, performance and mechanism. Science of
The Total Environment. 2014 Jan 15;468-469:908-32.

2. Verburg |, Garcia-Cobos S, Leal LH, Waar K, Friedrich AW, Schmitt H. Abundance and
antimicrobial resistance of three bacterial species along a complete wastewater
pathway. Microorganisms. 2019 Sep 1;7(9).

3. Novo A, André S, Viana P, Nunes OC, Manaia CM. Antibiotic resistance, antimicrobial
residues and bacterial community composition in urban wastewater. Water Res. 2013
Apr 1;47(5):1875-87.

4. McCallum ES, Krutzelmann E, Brodin T, Fick J, Sundelin A, Balshine S. Exposure to
wastewater effluent affects fish behaviour and tissue-specific uptake of
pharmaceuticals. Science of The Total Environment. 2017 Dec 15;605-606:578-88.

5. Meador JP, Ball SC, James CA, MclIntyre JK. Using the fish plasma model to evaluate
potential effects of pharmaceuticals in effluent from a large urban wastewater
treatment plant. Environmental Pollution [Internet]. 2024 May 1 [cited 2024 Apr
4];348:123842. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0269749124005566

6. Zaibel I, Appelbaum Y, Arnon S, Britzi M, Schwartsburd F, Snyder S, et al. The effect of
tertiary treated wastewater on fish growth and health: Laboratory-scale experiment
with Poecilia reticulata (guppy). PLoS One. 2019 Jun 1;14(6).

164


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0269749124005566

7. Feyisa TO, Melka DS, Menon M, Labisso WL, Habte ML. Investigation of the effect of
coffee on body weight, serum glucose, uric acid and lipid profile levels in male albino
Wistar rats feeding on high-fructose diet. Lab Anim Res. 2019 Dec 1;35(1).

8. Marin MT, Zancheta R, Paro AH, Possi APM, Cruz FC, Planeta CS. Comparison of
caffeine-induced locomotor activity between adolescent and adult rats. Eur J
Pharmacol. 2011 Jun 25;660(2-3):363-7.

9. Almosawi S, Baksh H, Qareeballa A, Falamarzi F, Alsaleh B, Alrabaani M, et al. Acute
administration of caffeine: The effect on motor coordination, higher brain cognitive
functions, and the social behavior of BLC57 mice. Behavioral Sciences. 2018 Jul 25;8(8).

10. Angelucci MEM, Cesario C, Hiroi RH, Rosalen PL, Da Cunha C. Caffeine effect on Morris
water maze. Vol. 35, Brazilian Journal of Medical and Biological Research. 2002.

165



24. Extracelulirna DNA ako sucast extraceluldrnych pasci neutrofilov
v patogenéze reumatoidnej a kolagénom-indukovanej artritidy

Megr. Kristina Macakova
(normalna a patologicka fyzioldgia)

Spoluautori: Veronika Borbélyova?, Bernhard Maximilian Schuh?, Emoke Steriova?, Michal
Pastorek?, Peter Celec'3, Barbora Vlkoval

Skolitel: doc. RNDr. Barbora Vlkova, PhD.!

nstitute of Molecular Biomedicine, Faculty of Medicine, Comenius University, Bratislava,
Slovakia, 2 1st Department of Internal Medicine, Faculty of Medicine, University Hospital,
Comenius University, Bratislava, Slovakia, 3 Institute of Pathophysiology, Faculty of Medicine,
Comenius University, Bratislava, Slovakia

Uvod

Reumatoidna artritida (RA) je chronickd zapalovd autoimunitna choroba, ktorej
etiopatogenéza napriek intenzivnemu vyskumu nie je zndma [1]. Neutrofily ako bunky
vrodenej imunity su klt¢ové pre nadu obranyschopnost, ale ich aktivita méZe stimulovat
mechanizmy, ktoré vedu aj k RA. Jednou zo schopnosti neutrofilov je tvorba extracelularnych
pasci, ktoré, ak nie su rychlo degradované, svojou pritomnostou mézu indukovat tvorbu
protildtok klu€ovych v patogenéze RA [2, 3]. Protilatky proti citrulinovanym peptidom, ktoré
vznikaju v ramci tvorby extracelularnych pasci, patria k zakladnym serologickym markerom
skorej RA. Z tohto dévodu sme sa rozhodli skiimat neutrofily a ich extraceluldrne pasce (NETs)
pri RA. Skiimali sme schopnost neutrofilov tvorit NETs v skupine pacientoch s RA (lie¢enych a
nelieCenych) a taktieZz sme sa zamerali na dynamiku extracelularnej DNA (ecDNA) ako sucasti
NETs a jej vztah k hlavnym klinickym monitorovacim markerom - DAS28 (Disease activity
score) a CRP (C-reactive protein). ECDNA nie je len dbéleZitou zlozkou NETs ale vedie aj
k aktivacii pro-zapalovych signalnych drah [4]. Pocas fyziologickych podmienok je nizka
koncentracia ecDNA zabezpecend Stiepenim réznymi deoxyribonukledzami - DNazami. DNazy
Stiepia DNA pomocou hydrolyzy fosfodiesterovych vazieb. Tieto enzymy su kddované
viacerymi gény a ich expresia je tkanivovo Specificka [5].

V animdlnom modeli RA - kolagénom typu Il indukovana artritida sme testovali podavanie
DNazy I. Predpokladali sme, Ze podavanie nukléazy povedie k zmiereniu zdpalu a teda k
nizSiemu artritickému skoére v porovnani s nelieCenou skupinou [6]. Aplikdcia DNazy bola
preventivna, kedy enzym bol podavany pred nastupom prvych znakov artritidy, alebo
terapeutickd, kedy sme podavanie DN&zy nacasovali na objavenie sa prvych priznakov
artritidy.

166



Material a metddy

V ramci tejto Studie bola vyuZitd kombinacia observaénej Studie na pacientoch s intervenénym
modelom na laboratérnych zvieratach.

Klinicka studia
Do klinickej ¢asti boli zaradené dve kohorty pacientov.

Kohorta 1: tato skupina zahfnala tri skupiny pacientov. Pacienti s diagndzou RA - nelieceni
(naivni), pacienti s diagnézou RA — lie¢eni (0DMARDs), pacienti s diagndzou artrézy - kontrolna
skupina.

Kohorta 2: tato skupina zahrnala 39 pacientov s diagndzou RA. Vzorky od tychto pacientov boli
odobraté v troch réznych ¢asovych bodoch - pred zacatim liecby bDMARDSs a tri, resp. dvandst
mesiacov po zacati lieCby. Na sledovanie klinického stavu sa pouZzili DAS28, CRP, reumatoidny
faktor a protilatky proti citrulinovanym peptidom.

Animalny model

V modeli CIA sa pouZzil hovadzi kolagén typu Il (100 ug/mys). Kolagénovda emulzia sa pripravila
s kompletnym Freundovym adjuvansom s kone¢nou koncentraciou 2 mg/ml Mycobacterium
tuberculosis. Pripravena emulzia sa aplikovala subkutanne do chvosta. Rozvoj artritidy sa
ocakaval na 28. az 35. deni. Zavaznost artritidy so skore RA vy$sim ako 10 (maximalne skore RA
- 16) sa ocakavala v diioch 42 — 56 [6]. Aby sme opisali u¢innost DNazy |, testovali sme jej
aplikidciu dvomi réznymi spésobmi, preventivnym spdsobom aplikacie, ktory spocival v
aplikacii DNazy pred 21. diiom a spésobom terapeutickym, ked sa DNaza aplikovala po
objaveni sa prvych priznakov. V tomto experimente boli pouzZité mysi kmeria DBA/IJ, staré 6
mesiacov. Experiment zahffial Styri skupiny mysi. Kontrolnd skupina - CTRL (n = 5), ktora
dostavala raz denne, kazdych 24 hodin injekciu 0,9 % NaCl i.p. Skupina s artritidou - CIA (n =
10), ktord rovnako ako CTRL skupina dostavala raz denne 0,9 % NaCl i.p. (2 mg/ml, Chondrex,
Woodinville, WA, USA) so zmesou rovnakého objemu CFA (2 mg/ml, Chondrex, Woodinville,
WA, USA). Skupina CIA + preventivna aplikacia DNazy | (n=10) spocivala v aplikacii enzymu
DNaza | (10 mg/kg, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Nemecko) kazdych 24 hodin, i.p. od dia 21.
Skupina CIA + terapeuticka aplikdcia DN&zy (n=10), sa DN&za | (10 mg/kg) aplikovala kazdych
24 hodin, i.p. po 42. dni, ked' sa objavili prvé priznaky artritidy. Mysi v tomto chronickom
experimente boli hodnotené kazdych 7 dni. V rdmci hodnotenia sa analyzovali artritické skére,
opuch kvantifikovany pomocou pletyzmometra a rozsah zdpalu pomocou bioluminiscencie.

Extraceluldrne pasce neutrofilov

Na kvantifikaciu NETs v dosledku stimuldcie neutrofilov sa pouzilo interkalacné farbivo Sytox
Green. Vlnové dizka je 488 nm (excitacia) a 525 nm (emisia). Na stimuldciu izolovanych
neutrofilov od pacientov z kohorty 1, sa pouzili izolované ludské mitochondrie a bakteridlne
kultdry E. coli a S. aureus. Neutrofily a ¢inidla sa inkubovali 3 hodiny v 5 % CO2 pri 37 °C.
Konec¢na koncentracia vytvorenych NET sa stanovila na zaklade fluorescencie Sytox Green
farbenia. Ako negativna kontrola sa poutzil fyziologicky roztok, ako pozitivna kontrola PMA
(phorbol 12-myristate 13-acetate; 100 nM).

Extraceluldarna DNA a DNazova aktivita
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Na kvantifikaciu koncentracie ecDNA boli vyuZité vzorky krvi odobraté do litiovo-heparinovych
skimaviek. (Microvette 500 LH, Sarstedt, Nemecko). Na oddelenie plazmy sa krvné vzorky
centrifugovali pri 1600 x g po¢as 10 minut pri 4 °C. Plazma sa opat centrifugovala pri 16 000 x
g pocas 10 min pri 4 °C. Supernatant sa pouZil na izolaciu ecDNA pomocou supravy QlAamp
DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemecko). Kvantifikdcia izolovanej ecDNA sa vykonala
pomocou fluorometra Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Subcelularny
pévod ecDNA sa urcil pomocou Specifickej kvantitativnej PCR na Mastercycler Realplex 4
(Eppendorf, Hamburg, Nemecko). Na stanovenie aktivity DNazy v sére, sa pouzila metdda
jednoduchej radialnej enzymovej diftizie (SRED). Aktivita DNazy sa potom vypocitala pomocou
softvéru Imagel) (NIH, Bethesda, MD, USA) a kalibracnej krivky. Aktivita DNazy sa vyjadrila v
Kunitzovych jednotkach (K.u.) na ml séra [7].

Statisticka analyza:

Ziskané vysledky boli spracované v programe GraphPad Prism (verzia 8.0.1). Tento program
sme vyuZili aj na vytvorenie grafov. Na vyhodnotenie vysledkov sme poufZili One- a Two-way
ANOVA test s Bonferroni korekciou. Vysledky su prezentované ako priemer + Standardna
odchylka. Za signifikantné rozdiely boli povaZzované tie, u ktorych bolo dosiahnuté p<0,05.

Vysledky

Klinické data

Naivni pacienti s RA vykazovali vyssie percento buniek tvoriacich NETs 0 91 % v porovnani s
kontrolnou skupinou a o jedenapolkrat viac v porovnani s RA lieCenymi pacientmi. Tieto
vysledky boli preukdzané pri bakteridlnych stimuloch imitujice infekény zédpal aaj pri
mitochondriach, ktoré boli vyuzité s ciefom mimikovat sterilny zépal.

V pripade analyzy koncentracie ecDNA, ked sa analyzovali vsetci RA pacienti spolu
(kategorizovany len podla ¢asového bodu odberu), dynamika celkovej koncentracie ecDNA v
plazme nevykazovala Statisticky vyznamny pokles v Ziadnom z vybranych ¢asovych obdobi.
Statisticky vyznamny pokles ecDNA v plazme sa zistil, ked sa pacienti s RA rozdelili do skupin
odrdazajucich odpoved na liecbu. U pacientov, ktori odpovedali dobre na liecbu ecDNA
vyznamne klesla o0 60 %, a to po prvych troch mesiacoch biologickej liecby, (p < 0.05, F = 5.69).
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Animalny model
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Obrazok 1 A - znazornenie priznakov artritidy v prislusnych skupinach, B - dynamika skére
artritidy, C - koncentracia ecDNA (extracelularnej DNA) v prislusnych skupinach, D - aktivita
DNazy v prislusnych skupinach, E + F - kvantifikacia bioluminiscencie v prisluSnych skupinach
v ramci prednych a zadnych labiek, G + H - opuch prednych a zadnych labiek v prislusnych
skupinach



Pri analyze artritického skdre sa medzi skupinami nezistili Ziadne rozdiely (p=ns). Koncentracia
ecDNA v tomto zvieracom modeli vykazovala jeden vyznamny rozdiel, a to medzi samicami
CIA a preventivne lie¢enymi samicami CIA (F= 3.62, p<0,05). Samice CIA, ktoré dostavali DNazu
| s preventivnym pristupom, vykazovali takmer 3-ndsobne nizSiu koncentraciu ecDNA v
porovnani s mySami v skupine bez liecby CIA (obrazok 1 C). Pri analyze DN4zovej aktivity sa
tiez ziskal vyznamny rozdiel medzi skupinou CIA a CIA s preventivnou aplikdciou DNazy I. U CIA
skupiny - bola preventivna DNazov4 aktivita v sére takmer patkrat vy$sia ako v skupine CIA bez
lieCby (F=4.89, p<0,05) (obrazok 1 D). Kvantifikacia bioluminiscencie ukazala vyznamny rozdiel
v prednych labkach medzi kontrolnou skupinou mysi, mySami bez zapalu a CIA mysami. CIA
mysi vykazovali zvySenie bioluminiscenéného signalu o 79 % (F= 9.14, p<0,05) (obrazok 1 E).
Analyza opuchu prednych labiek, ktora sa vykonala pomocou pletyzmometra, nepreukazala
Ziadne vyznamné vysledky medzi kontrolnou skupinou, samicami CIA a skupinami CIA
lie¢cenymi pomocou DN4zy.

Diskusia

Na zaklade vysledkov z analyzy kvantifikacii NETs sme potvrdili, Ze v pripade pacientov RA
neutrofily maju vyssiu tendenciu tvorby NETs v porovnani s kontrolnou skupinou pacientov.
Pri analyze neutrofilov od zdravych donorov v kombinacii s plazmou od pacientov z kohorty 1
sa ukdzalo, Ze prave plazma od naivnych RA pacientov viedla k najvyssie miere tvorby NETSs.
Zvysena tvorba NETs u naivnych pacientov s RA v porovnani s lie¢enymi RA pacientami, mohla
byt spdsobna faktom, Ze protizédpalova lie¢ba vedie k zniZzenej tvorbe cytokinov — éize vedie
k znizenej koncentracii jedného zo spustacov tvorby NETs.

KedZe doslo k zvy3enej tvorbe NETs zamerali sme na kvantifikaciu najabundantnejsej zlozky
NETs — ecDNA. Jej dynamiku sme sledovali pred a po podani efektivnej biologickej liecby
v ramci pacientov z kohorty 2. Efektivnost lie¢by bola zaznamenané na zaklade klinickych
parametrov DAS28 a CRP, ktoré vykazali silny pokles po zacati liecby. Sledovanie dynamiky
ecDNA nepreukdzalo Ziadny vyrazné zmeny pokial boli pacienti analyzovany len podla
Casového bodu odberu. Po kategorizacii pacientov aj na zaklade ich typu odpovede, vyrazny
rozdiel bol detegovany len v pripade pacientov, ktory boli v kategérii dobre na liecbu
odpovedajucich pacientov.

Aplikdcia DNazy v CIA modeli RA neviedla ku Ziadnym majoritnym zmendm. Zmeny teda
nenastali vani jednom z pristupov poddvania DNazy | — preventivnom ani terapeutickom.
Vysvetlenim moze byt systémové podéavanie DNazy, nakolko pri RA ide primarne o lokédlne
postihnutia zapalu kibov v konéatinach. V literattre nie st opisané Ziadne $tudie, ktoré by do
velkej miery kopirovali dizajn tohto experimentu, ale nasli sme niektoré, ktoré sa tiez
zaoberaju ecDNA ako jednym z klucovych faktorov a snazia sa urcit ucinky jej odstranenia.
Podporny fakt, Ze ecDNA by mohla byt kli¢ova v patogenéze RA, spociva v publikacii spajajuce;j
akumulaciu vlastnej DNA suvisiacu s vekom, ktora vedie k zavaZznejSim priznakom artritidy u
potkanov [8]. To ma teda za nasledok, Ze ¢oraz viac publikacii sa snazi ndjst iné a odlisné
pristupy na stimenie zvysenej koncentracie ecDNA [9-11]. Jednym z hlavnych mechanizmov,
ako sa iné vedecké skupiny snaZia dosiahnut zniZenie koncentracie ecDNA, je pouZitie
nanoplatforiem alebo nanogélov. Prikladom je vyvoj Specifickej nanoformy, ktora by sa mohla
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priamo naviazat ecDNA, a tak zabranit aktivécii zapalovych drah a v désledku toho zabrénit
pripadnému vzniku zapalu [12]

Doévodom, preco sme sa venovali tejto téme, je nielen celosvetovy vyskyt tejto
choroby, ale aj skutocnost, Zze u vaésiny ludi trpiacich touto chorobou, predovsetkym u Zien,
je obdobie pozorovania prvych priznakov starsom veku alebo po menopauze. Predpoklada sa
vsak, Ze zlom, ktory vied Svocol k prepuknutiu tejto choroby sa zacal o niekolko rokov skor, ale
nie je zname aky a preco. Objasnenie priciny alebo presného patomechanizmu, ktory stoji za
RA rozvojom, pomdze nielen ziskat presnejsie poznatky o vzniku, ale predovsetkym povedie k
lepsie cielenej liecbe, kedZe sucasna nie je Specifickd a je zamerana len na kontrolu zapalu a
Cast pacientov na riu nereaguje. Presnejsie a hlbsie poznatky vsak mézu vyrazne pomdct aj pri
odhalovani v€asnych diagnostickych markerov, kedZe tie v rdmci RA stdle absentuju.

Podporené ¢iastocne grantom APVV-18-0366 , UK/438/2021, UK/333/2023.
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Uvod

Reumatoidna artritida (RA) je chronické autoimunitné zapalové ochorenie, v désledku ktorého
dochadza k progresivnemu poskodeniu kibov (1). Postihuje priblizne 1% dospelych oséb
z celosvetovej populacie, pricom najvyssia incidencia ochorenia je medzi 40-60 rokom Zivota.
U %ien je riziko vzniku RA trojnasobne vy3sie ako u muzov (2, 3). Zapalovy proces v oblasti kibov
sa vyznacuje proliferdciou synovidlneho tkaniva, infiltraciou zapalovych buniek a zvySenou
produkciou prozapalovych cytokinov (4, 5). Chronicky zapal v synovidlnej membrane
spdsobuje eréziu chrupavky a marginalnej kosti a nasledne detrukciu kibu (6). Okrem toho
v dosledku zdpalovych procesov u pacientov s RA dochddza k nadprodukcii reaktivnych foriem
kyslika (ROS), €o narusa rovnovahu medzi antioxidantmi avolnymi radikalmi a vedie
k oxidacnému stresu. Volné radikaly zapriCinuju oxidacné poskodenie roznych bunkovych
a extracelularnych molekul, vratane lipidov, proteinov, nukleotidov a DNA (7). ROS su
dolezitymi intraceluldarnymi signalnymi molekulami, ktoré podporuju zdpalovi odpoved
v synoviadlnom tkanive a tie? mdzu priamo poskodzovat kibnu chrupavku inhibiciou syntézy
a degradaciou proteoglykanov, apoptdzou chondrocytov a aktivaciou matrixmetaloproteinazy
a cyklooxigenazy (8, 9). Prvou volbou v liecbe RA je podavanie nizkych davok metotrexatu
(MTX), ktory Ucinne potlaca zapalovu aktivitu a klinické prejavy ochorenia. Zaroven vSak moze
pbsobit toxicky pre pecen, vyvolat zlyhanie obliiek azavazni cytopéniu (10). KedZe
farmakologickd liecba RA nesie so sebou riziko zavaznych vedlajsich Gcéinkov, skimaju sa
alternativne spdsoby bezpecnej a Géinnej liecby, akou mézu byt prave prirodné latky (11).
Kyselina karndézova (CA) je fenolovy diterpén a radi sa do skupiny sekundarnych metabolitov
rastlin, tzv. terpénov alebo izoprenoidov. Vyznacuje sa vysokou reaktivitou voci ROS a jej
antioxida¢na aktivita je podmienena schopnostou vychytavat volné radikaly pomocou dvoch
fenolovych hydroxylovych skupin (12, 13).

Cielom tejto Stldie bolo sledovat Géinok kyseliny karnézovej v monoterapii, a tiez v kombinacii
s metotrexdtom na aktivitu antioxidaénych enzymov v erytrocytoch, celkovu antioxida¢nu
kapacitu plazmy a hladinu lipoperoxidov, markerov oxidaéného poskodenia lipidov v plazme
u potkanov s experimentalne vyvolanou adjuvantnou artritidou a posudit jej mozny priaznivy
vplyv na zniZenie oxidacného stresu v suvislosti s reumatoidnou artritidou.
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Material a metddy

V experimente boli pouZité samce potkanov kmena Lewis (n=37) z chovnej stanice Oddelenia
toxikoldgie a chovu laboratérnych zvierat Centra experimentalnej mediciny SAV, Dobra voda,
Slovensko (SK CH 24016). Projekt bol schvéleny Etickou komisiou Ustavu experimentélnej
farmakoldgie a toxikoldgie, Centra experimentalnej mediciny SAV a Statnou veterinarnou a
potravinovou spravou Slovenskej republiky. Zvierata boli po prichode umiestnené v karanténe
po dobu 7 dni. Di%ka trvania experimentu bola 28 dni, pocas ktorych mali potkany zabezpeceny
pristup k pitnej vode a potrave ad libitum a svetelny rezim 12h svetla/12h tmy. Hmotnost
zvierat bola 160 az 180 g. U potkanov bola vyvoland adjuvantnd artritida (AA) intradermalnou
injekciou ku korenu chvosta s obsahom 0,1 ml roztoku nekompletného Freundovho adjuvans
(Thermo Scientific, Rockford, IL, USA), v ktorom bolo rozsuspendované teplom inaktivované
Mycobacterium butyricum (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). Potkany
boli randomizaciou rozdelené do 5 skupin: HC — zdrava kontrolna skupina, AA — kontrolna
skupina potkanov s AA bez liecby, MTX — potkany s AA, ktorym bol podavany MTX dvakrat
tyzdenne v davke 0,3 mg/kg hmotnosti, CA — potkany s AA, ktorym bola podavana CA denne
vdavke 100 mg/kg hmotnosti, CA+MTX — potkany sAA, ktorym bola podavana CA
v kombindcii s MTX v ddvkach uvedenych vyssie. Skimané latky boli zvieratdm podavané
oralne gastrickou sondou. Meranie hmotnosti a objemu zadnej labky zvierat sa uskutoc¢nilo na
14.,21. a 28. den experimentu a hodnoty boli porovnavané s hodnotami nameranymiv 1. den
experimentu. Na meranie objemu zadnej labky bol pouzity elektronicky vodny pletyzmometer
(UGO BASILE, Comerio-Varese, ltaly). Vzorky krvi boli odoberané na 14. a 21. den
z retroorbitdlneho plexu a na 28. den punkciou srdca. Zvieratd boli usmrtené v hlbokej
anestézii (Zoletil, Virbac SA, Carros, France/Xylariem, Ecuphar N.V., Oostcamp, Belgium) na
28. deri experimentu. Zo vzoriek krvi sme po centrifugacii (20 min. pri 3000 ot./min, 4°C) ziskali
plazmu, ktora bola uskladnena pri teplote -80°C aZ do analyzy. Suspenzia krvnych buniek bola
zamrazena a uskladnenad pri teplote -20°C az do analyzy. Pred analyzou bol pripraveny 40 x
riedeny hemolyzat, ktory bol pouZity na stanovenie antioxida¢nych enzymov. Pre stanovenie
aktivity superoxiddismutazy (SOD) v erytrocytoch bol pouzity komercny set (Sigma — Aldrich,
Nemecko). Aktivita kataldzy (CAT) v erytrocytoch bola stanovena metddou podla Bergmayer
(14). V plazme bola stanovena celkova antioxida¢na kapacita (TEAC) metddou podla Re a kol.
(15) a koncentracia lipoperoxidov (LPx) bola stanovena metddou podla El-Saadani a kol. (16).
Statistickd vyznamnost medzi kontrolnou, nelie¢enou a lie¢enymi skupinami sme posudzovali
T-testom, pricom za Statisticky vyznamné rozdiely povaZujeme hodnoty p < 0,05.

Vysledky

Vysledky stanovenia zmeny hmotnosti tela a objemu zadnej labky su uvedené vtab. 1.
Meranim telesnej hmotnosti u potkanov s AA sme pozorovali Statisticky vyznamny ndrast
hmotnosti na 14., 21. a28. den v skupinach liecenych MTX a kombinaciou CA a MTX
v porovnani s nelieCenou skupinou AA (p < 0,05, AA vs. MTX/CA-MTX). Objem zadnej labky
v nelie¢enej skupine AA signifikantne vzrastol na 14., 21. a 28. den v porovnani so zdravou
kontrolnou skupinou HC (p < 0,05, HC vs. AA) v dosledku nelieenej artritidy. V skupinach
liecenych MTX a CA-MTX na 14. a2l. den signifikantne poklesol objem zadnej labky
v porovnani s AA (p < 0,05, AA vs. MTX/CA-MTX), avSak na 28. deri bola tato zmena vyznamna
len v skupine CA-MTX v porovnani so skupinou AA (p < 0,05, AA vs. CA-MTX) (17).
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Vysledky merania aktivity antioxidacnych enzymov (SOD, CAT) v erytrocytoch, TEAC a hladiny
LPX v plazme na 28. den experimentu su uvedené v tab. 2. Stanovenim aktivity SOD na 28. den
sme pozorovali jej signifikantné zvysenie v skupine lieCenej MTX (p < 0,05, HC vs. MTX)
a hrani¢ne vyznamne zvysenu aktivitu v skupine CA a CA-MTX v porovnani s HC (p > 0,05, HC
vs. CA/CA-MT). Aktivita CAT sa Statisticky vyznamne zvysila v skupine s kombinovanou lie¢bou
CA-MTX v porovnani s neliecenou skupinou AA (p < 0,001, AA vs. CA-MTX) a skupinami
liecenymi MTX alebo CA (p < 0,01, MTX vs. CA-MTX; p < 0,05, CA vs. CA-MTX). Dalej sme
sledovali zmenu TEAC a hladiny LPx v plazme na 14., 21. a 28. den experimentu. Na 14. den sa
TEAC signifikantne zniZil u potkanov s AA bez liecby v porovnani so zdravou kontrolou (p <
0,05, HC vs. AA), vskupine s kombinovanou liecbou CA-MTX sme pozorovali Statisticky
vyznamné zvySenie TEAC v porovnani so skupinami HC a AA (p < 0,001, HC vs. CA-MTX; p <
0,001, AA vs. CA-MTX). Na 21. den pokusu bola TEAC vyznamne vysSia u skupiny liecenej MTX
v porovnani so skupinami HC a AA (p < 0,001, HC vs. MTX; p < 0,001, AA vs. MTX) a u skupiny
CA-MTX v porovnani s HC, AA a CA (p < 0,001, HC vs. CA-MTX; p < 0,001, AA vs. CA-MTX; p <
0,05, CA vs. CA-MTX).

Na 28. den pokusu sme pozorovali signifikantné zvysenie TEAC v skupindch liecenych MTX, CA
a ich kombindaciou v porovnani s HC a AA (p < 0,05, HC vs. CA; p < 0,001, HC vs. MTX/CA-MTX;
p < 0,05, AA vs. CA; p < 0,001, AA vs. MTX/CA-MTX). Hladina LPx v plazme na 14. def bola
Statisticky vyznamne niZSia u skupiny, ktorej bola podévana CA v porovnani s HC a skupinou
lie¢enou MTX (p < 0,05, HC vs. CA; p < 0,05, MTX vs. CA). Signifikantné zvysenie hladiny LPx na
14. den sme zistili v skupine, ktorej bola podavana kombinacia CA a MTX v porovnani so
skupinou, ktora dostévala len CA (p < 0,05, CA vs. CA-MTX). Na 21. a 28. deri experimentu sme
nezistili signifikantny rozdiel v hladine LPx medzi jednotlivymi skupinami.

Tab. 1: Vplyv kyseliny karn6zovej, metotrexatu a ich kombinacie na zmenu hmotnosti tela a
objemu zadnej labky na 14., 21. a 28. deii experimentu (17)

HC AA MTX CA CA-MTX

Zmena hmotnosti (g)

14. dent 78,8+14,19 44,59+16,11a 76,1445,26b  45,08+20,59 65,15+11,69b
21. den 101,63+17,22 23,30+13,82a 73,07+24,99b 24,81+11,85 78,55+10,53b
28. den 115,03+19,86 43,10+11,98a 78,36+31,45b 36,46+14,77 89,06+15,40b

Zmena objemu zadnej labky (%)

14. dent 9,49+8,51 35,90+14,30a 11,63+6,83b  43,59+27,42 7,41+4,34b
21. den 9,79+6,01 71,79+14,41a 30,47+20,76b 72,63%13,58 8,43+2,28b
28.den 12,3545,16 54,81+14,71a 34,40£25,76  55,79+14,44 12,3345,38b

Hodnoty su uvedené ako prie'mer + SD (smérodajné odchy"llka); oznadenie Statisticky
vyznamnych rozdielov: a HC vs. AA; b AA vs. MTX/CA/CA-MTX, p < 0.05.
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Tab. 2: Vplyv kyseliny karnézovej, metotrexatu a ich kombinacie na aktivitu antioxidacnych
enzymov a hladinu lipoperoxidov na 28. deri experimentu

Parameter HC AA MTX CA CA+MTX
SoD

770,73+34,20 801,84+37,79 828,65+34,60a 838,99+81,70 825,47+65,34
(U/mg Hb)
CAT

5,64+1,00 5,05+0,61 5,08+0,79 5,16+1,05 6,40+0,60b, c, d
(nkat/g Hb)
TEAC

3,1810,19 3,1841,82 4,02+0,12a,b  3,66%0,55a, b 4,09%0,27a, b
(mmol/l)
LPx 27,70%9,65 22,40+12,32  21,9349,36 24,21+20,18 30,10%15,35
(nmol/ml)

Hodnoty su uvedené ako briemer + SD (smerodajné odéh\'/lka); oznacenie Statisticky
vyznamnych rozdielov: a HC vs. AA/MTX/CA/CA-MTX; b AA vs. MTX/CA/CA-MTX; ¢ MTX vs.
CA/CA-MTX; d CA vs. CA-MTX, p <0.05.

Diskusia

konkrétne na zmenu hmotnosti tela a opuchu zadnych labiek u potkanov kmena Lewis. Taktiez
sme pozorovali schopnost skimanych latok ovplyvnit aktivitu antioxidaénych enzymov,
celkovu antioxidacnu kapacitu a mieru oxidacného poskodenia lipidov v plazme u potkanov
s experimentalne vyvolanou AA.

Z vysledkov merani telesnej hmotnosti mdzeme konstatovat, Zze podavanie MTX vyrazne
znizilo Ubytok hmotnosti u zvierat s AA. Liecba CA v monoterapii a v kombinacii s MTX vsak
nepreukdzala vyznamny ochranny efekt pred ubytkom hmotnosti v désledku ochorenia.

Extrakt listov zrozmarinu s obsahom 20% CA v studii Ibarra akol. (18) vyznamne znizil
prirastok celkovej hmotnosti a epididymalneho tuku u mysi kimenych stravou s vysokym
podielom tuku, z coho vyplyva, Ze rozmarinovy extrakt ma vplyv na metabolické poruchy, ako
obezita, dyslipidémia, i diabetes.

Suplementaciou CA v monoterapii sme nezaznamenali vyznamné zmeny opuchu zadnej labky.
Avsak kombinovanou liecbou CA a MTX po 28. diioch sme dosiahli U¢innejsie znizenie opuchu
ako podavanim len samotného MTX. Na rozdiel od nasich vysledkov, v studii Xia a kol. (19)
pozorovali znizenie opuchu zadnej labky u mysi s kolagénom indukovanou artritidou, ktorym
bola poddvana CA v monoterapii denne v davke 30 a 60 mg/kg hmotnosti.

Meranim aktivity SOD na 28. defl sme v nasom experimente zaznamenali jej vyznamné
zvysenie len vskupine MTX a hrani¢cne vyznamné zvySenie aktivity SOD ucinkom CA
v monoterapii a v kombindcii s MTX. Aktivita CAT sa na 28. der vyznamne zvysila podavanim
kombinovanej liecby CA s MTX u potkanov sAA. Analyzou nasich vysledkov sme tieZ
preukazali, Ze podavanie CA, MTX a ich kombinacie po 28 drioch signifikantne zvysilo celkovu
antioxida¢nu kapacitu v plazme u potkanov s AA. Podobné vysledky zistili v Studii Gardi a kol.
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(20), kde sledovali ucinok iného prirodného polyfenolu, kvercetinu, na celkovu antioxidac¢nu
kapacitu plazmy, ktora bola znizena v désledku vyvolania AA. Suplementaciou kvercetinom
vdennej davke 150 mg/kg hmotnosti sa zvysila celkova antioxidaénd kapacita plazmy
u artritickych potkanov. V studii Bauerova a kol. (21) pozorovali u potkanov s experimentalne
vyvolanou AA po podavani kyseliny hyalurénovej vyznamné zvysenie TEAC, aktivity SOD a na
rozdiel od nasich vysledkov znizenie aktivity CAT a pokles hladiny LPx.

V pripade oxida¢ného poskodenia lipidov sme po 28 driovej liecbe uvedenymi latkami
nepozorovali vyznamnu zmenu plazmatickej hladiny LPx. Naproti tomu, Studia Loussouarna
akol. (13) potvrdila silné antioxidacné ucinky kyseliny karndzovej proti oxidaénému
poskodeniu lipidov in vitro (roztoky lipidov) a in vivo (biomembrany). CA je velmi reaktivna
voci ROS, lahko sa oxiduje a premiena na rézne metabolity, napr. karnozol, ktory takisto
poskytuje rovnako G¢innu ochranu voci peroxidacii lipidov (13).

V zévere prace mdzieme konstatovat, ze kombinovand liecba CA s MTX mdzie pozitivne
ovplyvriovat klinické prejavy RA, ako Ubytok telesnej hmotnosti a opuch v oblasti klbov,
postihnutych zdpalom, a tieZ oxidacny stav v organizme.
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Uvod

Poruchy autistického spektra (PAS) su skupinou neurovyvinovych pervazivnych poruch
vyznalujucich sa tazkostami v socidlnych interakciach, komunikacii a pritomnostou
repetitivneho a stereotypného spravania (1). Casto st sprevadzané komorbiditami, napriklad
Uzkostnymi poruchami (2). Etiopatogenéza PAS nie je celkom objasnend, avsak predpoklada
sa, Ze ide o polygénne podmienenu poruchu, na ktorej vzniku sa podielaju okrem genetickych
aj environmentalne a endokrinné faktory, vratane pohlavnych horménov (1,3). Casto
skimanym génom v suvislosti s PAS je tzv. SH3 And Multiple Ankyrin Repeat Domains 3
(Shank3) zodpovedajlci za spravny vyvin a funkciu neurdénov a synapsii, ktorého mutacie boli
identifikované aj u 1-2% pacientov diagnostikovanych s PAS (3). Z environmentalnych faktorov
bolo identifikovanych viacero pre- a perinatélnych rizik spojenych s PAS dietata, akymi su
napriklad vek matky vyssi ako 35 rokov, nadvaha, hypertenzia, preeklampsia, ¢i uZivanie
psychofarmakologickej lie¢by uzkostnych a depresivnych portch v tehotenstve (4). Na rolu
endokrinnych faktorov, konkrétne steroidnych horménov, v etiopatogenéze PAS poukazuje
vysSia prevalencia PAS u chlapcov v pomere 3:1 (1). Baron Cohen postuloval teériu extrémne
muzského mozgu, kde predpokladal, Ze vystavenie plodu vysokym koncentracidm
testosterdnu savisi s vyvinom PAS, resp. vyskytom autistickych ¢ft u dietata (5), ¢o podporili
niektoré klinické studie (6-7). Avsak, v poslednych rokoch pribuda viacero studii, ktoré nezistili
suvislost medzi prenatalnym hyperandrogenizmom a PAS, ¢i autistickych ¢ft potomkov (8).
Okrem samotnych hormdénov mdéze vyznamnu rolu zohravat aj expresia receptorov pre
steroidné hormdny a enzymov u ludi s PAS (9). Post mortem analyzy mozgu pacientov s PAS
poukazali na zniZzenu expresiu estrogénového receptora beta a aromatazy (enzymu, ktory sa
podiela na syntéze estradiolu z testosterénu) v porovnani s mozgami zdravych pacientov (10).
Tieto vysledky naznaduju, Ze znizend aromatizacia méze viest k zvySeniu koncentrdcii
testosterénu inhibiciou syntézy estradiolu a tym potencidlne prehibit autisticky fenotyp.
Z toho dévodu bolo nasim ciefom skimat vplyv inhibicie aromatazy na socidlne sprévanie a
Uzkosti-podobné spravanie samic mysi s mutdciou v Shank3 géne. Predpokladali sme, Ze
inhibicia aromatazy zvysi koncentraciu testosterénu, prehibi tazkosti v socialnej interakcii
a spravanie podobné uzkosti.
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Material a metddy

Samice mysi s deléciou exénov 13-16 Shank3b génu (Shank3b-/-, KO) a wild-type mysi bez
mutacie (Shank3b+/+, WT) boli rozdelené na kontrolnt a experimentalnu skupinu (Tab.1).
Experimentélnej skupine bol subkutdnne podavany letrozol (LET, 1mg/kg) rozpusteny v 100%
dimetylsulfoxide a zriedeny s olivovym olejom na koncentraciu 2,5 %. Kontrolnej skupine
(CTRL) bol subkutanne podavany roztok dimetylsulfoxidu a olivového oleja v objeme 1ml/kg
(koncentracia DMSO 2,5%).

Tab.1: Pocet samic mysi pre jednotlivé skupiny v experimente

Genotyp/Intervencia | CTRL LET
WT 5 8
KO 7 8

Subkutanne poddvanie roztokov bolo vykonané po dobu 21 dni v ¢ase medzi 11:00 — 12:00.
Medzi 18. — 21. diiom podavania roztokov prebehlo v dopoludnajsich hodinach behavioralne
testovanie samic mysi zamerané na:

socialne spravanie: socidlny zaujem (iniciovanie socidlnej interakcie) a nezaujem (vyhybanie
sa socidlnej interakcii, samocistenie, panackovanie) v teste reciprocnej socidlnej interakcie,

Uzkosti-podobné spravanie: menej ¢asu straveného na otvorenom ramene vyvySeného
bludiska v tvare plus,

Uzkostné vyhybanie sa novym objektom: nizSia miera zahrabdvania gulic¢iek do pilin v test
zahrabdavania guliciek.

Po ukonceni 21-driovej poddvania roztokov bola mysiam odobratad krv z retro-orbitdlneho
plexu pod kratkodobou inhala¢nou anestéziou (3% izofluran, 97% kyslik). Krvna plazma bola
pouZitd na stanovenie koncentrdcie testosterénu pomocou komer¢ne dostupného kitu
enzymovej imunosorbentovej analyzy (DRG Instruments GmbH, Marburg, Nemecko) podla
indtrukcii vyrobcu. Hodnotena bola aj hmotnost maternice normalizovana na % telesnej
hmotnosti.

Socidlne spravanie mysi a vyhybanie sa objektom boli manualne hodnotené dvomi nezavislymi
zaskolenymi hodnotitelmi, pricom pre Ucely Statistickej analyzy boli pouZité priemery hodnot
od oboch hodnotitelov. Uzkosti-podobné spravanie bolo analyzované automaticky za poufzitia
softwaru EthoVision XT 16 (Noldus, Wageningen, Holandsko). Data boli analyzované
prostrednictvom Statistického softwaru JASP 0.18.2.0 (University of Amsterdam, Amsterdam,
Holandsko) a vizualizované prostrednictvom softwaru GraphPad 10 (GraphPad Software, Inc.,
CA, USA). Vplyv podania letrozolu na koncentraciu cirkulujuceho testosterénu bol analyzovany
t-testom pre nezavislé vybery. Dvojfaktorovda ANOVA bola pouZitd na zistenie vplyvu
genotypu, podania letrozolu a ich interakcie pre data z behaviordlnych testov. Na porovnanie
skupin mysi v pripade signifikantného vysledku ANOVA testu bol pouzity post hoc test
s Tukeyho korekciou. Hodnoty P nizsie ako 0,05 sme povaZovali za Statisticky vyznamné. Data
su vizualizované ako priemer plus Standardna chyba.
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Vysledky

Kym socidlny zaujem (Obr. 1a) samic mysi nebol ovplyvneny genotypom, inhibiciou aromatazy
ani ich interakciou, tak interakcia genotypu a podavania letrozolu mala signifikantny vplyv na
socialny nezaujem samic (Obr. 1b) ointerakciu s druhou mysSou (F(1, 24)=4,48; p<0,05;
n2=0,16). Post hoc analyza nepreukazala vyznamné rozdiely medzi skupinami samic mysi.
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Obr. 1 a) Socialny zaujem mysi o interakciu, b) socidlny nezaujem mysi o interakciu s druhou
mySou pri priamom kontakte.

Spravanie podobné Uzkosti pozorované prostrednictvom vyvySeného bludiska v tvare plus
nebolo ovplyvnené genotypom, podavanim letrozolu ani ich interakciou (Obr. 2a). Pri Uzkosti-
podobnom vyhybavom spravani (Obr. 2b) sme zistili signifikantny efekt genotypu (F(1,
24)=8,89; p<0,01; n2=0.27), pricom KO samice zahrabali o takmer 36% menej guli¢iek ako WT
samice (t=2,98; p<0,01; d=1,15). Vyznamny vplyv inhibicie aromatazy sme nepozorovali
samostatne ani v interakcii s genotypom.
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Obr. 2 a) Uzkosti-podobné spravanie vo vyvySenom bludisku vtvare plus, b) tzkosti-
podobné spravanie v teste zahrabavania guliciek.

Poddvanie letrozolu malo vyznamny vplyv na koncentraciu cirkulujiceho testosterénu samic
(Obr. 3a; F(1, 24)=5,41; p<0,05; n2=0.17). Samice, ktorym bola inhibovand aromataza bez
ohladu na genotyp mali o polovicu vyssiu koncentraciu testosterénu v plazme ako CTRL samice
(t=2,33; p<0,05; d=0,9). Genotyp ani jeho interakcia s poddvanim letrozolu nemala
signifikantny vplyv na koncentréciu cirkulujiceho testosteronu. Hmotnost maternice bola
ovplyvnena podavanim letrozolu, avsak nie genotypom ani ich interakciou (Obr. 3b; F(1,
22)=6,31; p<0,05; n2=0.22). Podavanie letrozolu zniZilo o priblizne 20% hmotnost maternic
oproti materniciam kontrol (t=-2,51; p<0,05, d=-1,01).
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Obr. 3 a) Koncentracie cirkulujiceho testosterénu, b) hmotnost maternice normalizovana
na % telesnej hmotnosti.

Diskusia

Nas experiment bol zamerany na sledovanie vplyvu inhibicie aromatdazy na socidlne spravanie
a Uzkosti-podobné spravanie mysi s deléciou Shank3 génu. Pokial je nam zname, ide o prvu
experimentalnu pracu kombinujuci vplyv inhibicie aromatazy a genetickej predispozicie k PAS
prostrednictvom animélneho modelu Shank3-/- mysi. Vysledky koncentracie cirkulujiceho
testosterdnu boli zvysené po podavani letrozolu a sprevadzané znizenim hmotnosti maternice
samic, ¢o naznacuje znizenu koncentraciu estradiolu (11). To naznacuje Uspesnu inhibiciu
aromatdzy v nasom experimente, kedZe aj predchddzajuci vyskum preukdzal morfologické
zmeny maternice, konkrétne jej zmensenie, a tieZ zvySenie koncentracie testosteréonu u samic
potkanov, ktorym bol podavany letrozol (12).

Tebriu Barona Cohena (5) o suvislosti hyperandrogenizmu a prehibenia autistickych &ft nebola
podporena vysledkami nasho experimentu. Socialne spravanie, ako kli¢ova oblast tazkosti u
fudi s PAS, nebola zhorSend podavanim letrozolu u mysi s mutdciou Shank3 génu. Nase
vysledky skor naznacili trend, kedy by poddvanie inhibitora aromatdzy mohlo pri tejto
predispozicii znizit mieru socidlneho nezaujmu, a to takmer na rovnaku drover ako u WT CTRL
zvierat. Trend prehibenia socidlneho nezaujmu pozorovany u WT LET samic je v zhode s
vysledkami prace zameranej na prenatdlne vystavenie hyperandrogénnemu prostrediu
podavanim letrozolu matkdm potkanov, ktorych samicie potomstvo malo zhorsené socidlne
spravanie (13). Zaroven sa zd3, Ze delécia Shank3 génu ma rozlicné behavioralne dosledky pri
inhibicii G¢inku aromatazy.
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Castymi komorbiditami u udi s PAS st Gzkostné poruchy (2). Nase vysledky nie st v zhode s
predchadzajicimi pracami, v ktorych podavanie letrozolu (14) ako aj delécia Shank3 génu (15)
u hlodavcov mala za nasledok vy$siu mieru tzkosti podobného spravania. Uzkostné vyhybanie
sa objektom u samic mysi s mutaciou Shank3 génu pozorované v naSom experimente je v
zhode s predchadzajicim vyskumom (16). NaSe vysledky skor podporuji prepojenost
uzkostného vyhybania sa s genetickou predispoziciou nez s endokrinnymi faktormi.

Vyhodou tejto prace je vyuzitie samic mysi, pretoZze vyskum PAS byva orientovany viac na
samcov, resp. muzov, ¢o prehlbuje rodovu a pohlavnu zaujatost vo vyskume PAS. Nasa praca
tiez naznacila mozné Specifické behavioralne uUcinky inhibicie aromatdzy pri genetickej
predispozicii k PAS. AvSak nase vysledky su limitované malym poctom zvierat vzhladom na
variabilitu spravania, kedZe aj samotné PAS su heterogénnou skupinou poruch. Do buduiceho
vyskumu by bolo potrebné objasnit naznacené trendy najmi pre opacny efekt inhibicie
aromatdzy na socidlne spravanie u KO a WT zvierat. Taktiez by bolo vhodné sa zamerat na
skimanie steroidnych hormonov, expresie ich receptorov a aromatdzy v Specifickych
mozgovych Strukturach suvisiacich so socidlnym spravanim.

Podporené grantmi APVV-20-0185 a VEGA 1/0341/23.
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Uvod

Uropatogénna Escherichia coli (E. coli) je rozSireny patogén zodpovednym patogénom vacsiny
infekcii mocovych ciest (IMC). Hoci IMC maju relativne nizku mortalitu, postihuju celé
populacné spektrum a u deti a starSich pacientov IMC casto sprevadzaju komplikacie
vyzadujluce hospitalizaciu. Vzhladom na castd rekurentnost si IMC spajané s rasticou
rezistenciou na antibiotik (Wagenlehner et al. 2020). Preto je potrebné skiumat inovativne
liecebné stratégie na Gc¢inny boj proti tymto infekciam.

Medzi skimanymi metédami lie¢by si zdroje studenej plazmy ziskali pozornost vdaka
schopnosti generovat rozne ¢inidld s biologickymi G¢inkami, vratane reaktivnych druhov
kyslika (ROS), reaktivnych druhov dusika (RNS) a nabitych castic. Studend atmosféricka plazma
je elektricky neutralna zmes elektrénov, iénov, neutralnych atdmov a molekul (Dubuc et al.,
2018). Plazma dokdZze ucinne inaktivovat rézne typy mikroorganizmov v kvapalinich, na
povrchoch a vyvolat tiez biologické reakcie v tkanivach a bunkach. Predpoklada sa, ze Gcinky
plazmy su sprostredkované hlavne posobenim ROS a RNS. V klinickej aplikacii plazmy sa
preukdzalo vyznamné zlepsenie hojenia ran a dokonca zvySenie migracie neutrofilov do miesta
rany (Arndt et al., 2015) a aktivacie granulocytov bez toho, aby dochddzalo k netéze (Kupke et
al., 2021). Pri niektorych chorobach nie je mozné pouzit priame pdsobenie plazmy a preto
vhodnou alternativou by mohli byt tekutiny opracované plazmou (angl. plasma activated
liquid, PAL). Produkty generované plazmou a rozpustené vo vodnom roztoku boli aplikované
na bunkové kultury (Bekeschus et al., 2018) ako aj na in vivo modeli (Freund et al., 2019).
TaktieZ bol dokazany antimikrobialny ucinok PAL (Arndt et al., 2015, Kaushik et al., 2018, Hen
et al., 2016). Vzhladom na rychlo rastuci pocet baktérii rezistentnych voci viacerym liekom by
plazma alebo plazmou aktivované tekutiny mohli byt zaujimavé ako potencialna
neantibiotickd alternativa na liecbu bakteridlnych infekcii.

Primarnym ciefom tejto $tudie preto bolo preskiimat antimikrobidlnu Gcinnost PAL na
uropatogénnu E. coli s potencidlnou aplikdciou v zvieracom modeli IMC.

Material a metédy

V prvej Casti bol analyzovany antimikrobialny efekt viacerych typov PAL. Roztok 1xPBS bol
opracovany plazmou pomocou Styroch réznych vybojov: Streamer Corona (SC), Transient
Spark with Electrospray (TS-ES), Transient Spark Batch (TS-B) a Glow Discharge (GD).
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PAL alebo 1xPBS (CTRL) spolu s LB médiom boli aplikované na 3 rozne koncentracie no¢nej E.
coli kultiry 8x108 KTJ/ml (=OD 1), 8x106 KTJ/ml (=OD 0,01), 8x104 KTJ/ml (=OD 0,0001)
vpomere 1:1:18 vcelkovom objeme 200 pl. Optickda hustota zmesi bola sledovana
spektrofotometricky v hodinovych intervaloch po dobu 32 h. V ¢asovych bodoch 0, 4, 8, 12,
24 hodin sa urcila bakterialna zataz zmesi na mikrobiologickych médiach, ¢im sa uréil pocet
koldnii tvoriacich jednotky (KTJ).

Vdruhej casti bola PAL s naucinnejsim antimikrobidlnym ucinkom aplikovand na vzorky
mysacieho mocu, pricom moc¢ bud Uplne nahradil testovanu PAL alebo bol zmieSany
s testovanou PAL v pomere 1:1. Tu sa 10 pl bakteridlnej kultury zmiesalo s 10 ul tekutého LB
média a 180 pl bud mysieho mocu, GD PAL, alebo kombindciou mysieho mocu a GD PAL
v pomere 1:1. Podobne ako v predchdadzajicom experimente, hodnoty optickej hustoty boli
zaznamenané kazdu hodinu pocas 24 hodin, pricom testy antimikrobidlnej aktivity boli
vykonané v rovnakych piatich ¢asovych bodoch.

Vysledky

Porovnanie antibakteridlnych Ucinkov réznych typov PAL ukdzalo (Obr. 1 A-C), Ze GD PAL
vykazuje najvyssiu antimikrobialnu aktivitu v porovnani s ostatnymi typmi PAL. Najvyraznejsi
efekt GD PAL bol pozorovany u baktérii o koncentrécii 8108 KTJ/ml (Obr. 1 A), kde uZ po 1
hodine inkubacie vzrastol pocet baktérii oSetrenych ostatnymi PAL ako aj CTRL. Navyse,
ostatné PAL nepreukazali Ziadny inhibi¢ny Gc¢inok na rast baktérii v porovnani s CTRL.

GD PAL zmieSany s mocom vykazoval nielen oslabeny antimikrobialny G¢inok v porovnani so
silnym antimikrobidlnym tc¢inkom GD PAL (Obr. 1 D-F). Kombinacia GD PAL a mocu vedie k
vyrazne nizsej antimikrobidlnej aktivite GD PAL a umozniuje rychlejsi rast baktérii ako samotny
moc pre vsetky testované koncentracie. Pri aplikacii GD PAL na OD 1 sa zvySuje mnoZstvo
baktérii pocas 6-20 h (Obr. 1 D). V oboch ¢astiach experimentu sa ukazalo, Ze antimikrobialny
ucinok je slabsi pri vyssej koncentrécii baktérii.
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Obr.1 Antimikrobidlny efekt na bakteridlnu kultdru E. coli za pouZitia Styroch réznych PAL
(A, B, C) a GD PAL zmieSanej s mySacim mocom (D, E, F)

Diskusia

V experimente boli porovnané styri druhy PAL, ktoré vznikli opracovanim PBS pomocou
réznych vybojov, aby sa posudila ich antimikrobidlna Gcinnost proti uropatogénnym
baktériam E. coli. Nasledne sa najucinnejsi variant PAL testoval v aplikacii na mysaci moc,
pricom sa predpokladalo, Ze tato potencidlna terapia IMC bude nasledne testovand na
mys$acom modeli. Predchadzajuci vyskum ukazal, Ze aplikacia studenej plazmy pri Uprave vody
vedie k tvorbe PAL vykazujucich vyrazné antimikrobialne vlastnosti (Bekeschus et al., 2018,
Freund et al., 2019, Arndt et al., 2015, Kaushik et al., 2018, Hen et al., 2016).

Zakladnym faktorom spojenym s antimikrobialnou u¢innostou PAL je existencia ROS a RNS
(Dubuc et al., 2018). Rézne techniky pouzivané na generovanie PAL poskytuju rdzne
kombinacie ROS a RNS v réznych typoch PAL (Machala et al., 2011). Preto sa skumala
antimikrobialna Uc¢innost $tyroch odlisnych typov PAL produkovanych réznymi plazmatickymi
vybojmi.

Vysledky experimentu poukazuji na GD PAL ako najsilnejsi z hladiska inaktivacie
uropatogénnych baktérii E. coli in vitro. Tento zaver bol podporeny meranim optickej hustoty
ako aj stanovenim poctu baktérii mikrobiologicky. V stlade s nasimi vysledkami neddvna
studia tiez naznacila vysoku Gcinnost plazmy GD proti E. coli rezistentnym na antibiotika,
pricom ucinok sa pripisuje hydroxylovym radikalom (-OH) (Yang et al., 2020).
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Na zaklade porovnania Styroch réznych PAL sa predpokladalo, Ze najucinnejsia GD PAL bude
vykazovat antimikrobialnu aktivitu aj pri zmie$ani s mo¢om a preto sa GD PAL otestovala aj
v kombinacii s mysacim mocom. Tento predpoklad sa nepotvrdil. Zmes GD PAL a mocu
nedokazala inhibovat rast baktérii v porovnani so samotnym mocom. Jednym z
pravdepodobnych vysvetleni by mohla byt schopnost mocu neutralizovat -OH radikaly
pritomné v PAL, ako u? bolo zdokumentované (Lin et al., 2000). Dalsou moznostou je, 7e GD
PAL interferuje s vrodenymi, neSpecifickymi imunitnymi reakciami u mysi ur¢enymi na boj
proti bakteridlnym infekcidm. Literatlra predtym naznadila, Ze lie¢ba studenou atmosférickou
plazmou méZe vyvolat posun polarizacie makrofagov smerom k protizapalovému stavu, ¢o
potencialne brani rozliseniu IMC (Crestale et al., 2018). Naopak, Specifické naboje studenej
atmosferickej plazmy preukazali schopnost zvysit oxidacny stres a iné antimikrobidlne
mechanizmy v polymorfonukledrnych bunkach, vdaka ¢omu su ucinnejSie pri eradikacii
baktérii (Sabbatini et al., 2021). Tieto ucinky vSak boli vyvolané priamo atmosferickou plazmou
a v sicasnosti neexistuju dokazy o podobnych zmenach vyskytujlcich sa in vitro alebo in vivo
v dosledku plazmou oSetrenych kvapalin. Zaujimavé je, Ze v druhej casti experimentu pri
pouziti GD PAL na bakteridlnu kultdru OD 1 je pritomny narast mnozstva baktérii pocas 6-20
h, pricom v prvej Casti experimentu je stav stabilny. MoZznym vysvetlenim je, Ze pri priprave
experimentu méze dochddzat k malym rozdielom v bakteridlnej kultire, najma vo viabilite
baktérii. Do budicna bude nevyhnutné doplnit do protokolu dalsi krok na overenie viability
baktérii a dosiahnut tak kvalitnej$iu $tandardizéciu.

PAL predstavuje sfubnu alternativu pre inaktivaciu baktérii. Zistilo sa, Ze antimikrobialny
ucinok GD PAL je najvyznamnejsi na rast baktérii v porovnani s SC, TS-ES, TS-B PAL a PBS.
Napriek potvrdeniu antimikrobidlneho ucdinku nase zistenia naznaduju zniZenie
antimikrobidlnej Gc¢innosti, ked sa PAL kombinuje s mocom mysi. Je potrebny dalsi vyskum na
preskimanie zloZitého mechanizmu, ktory je zakladom vplyvu moc¢u na PAL.
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Uvod

Mitochondridlne ochorenia oznacuju velky pocet mitochondridlnych porich s rozliénymi
genetickymi pri¢inami a taktieZz so Sirokym spektrom klinickych priznakov (1). Uréenie
genetickej pri¢iny u pacienta méze byt naro¢né vzhfadom na rozsiahlu heterogenitu klinickych
symptdémov, nedostato¢ne objasnené koreldcie genotypu a fenotypu a nespecificki povahu
mnohych symptémov s vyznamnym klinickym presahom pre iné stavy (2).

Mutécie pritomné v mitochondridlnej DNA (mtDNA) ale aj v jadrovom gendme mozu viest k
tymto poruchdm a narusit tak normalnu funkciu mitochondrii. Mutdcie v mtDNA su
zodpovedné za 80 % mitochondridlnych ochoreni u dospelych. Naopak, mutacie mtDNA boli
detegované iba v 20 % az v 25 % pripadov mitochondridlnych chordb s nastupom v detstve
(3), pricom vacsina mitochondridlnych ochoreni s ndstupom v detstve je spOsobend
autozomalnymi recesivnymi mutaciami jadrovej DNA (4).

Mutacie mtDNA su ¢asto v heteroplazmatickom stave, teda vo forme zmesi normalnych a
mutantnych koépii mtDNA v bunke. Prahova uroven, teda minimalny kriticky podiel
mutovanych mtDNA potrebnych na fenotypovy prejav ochorenia, je rozdielna pre jednotlivé
mutacie. Hoci prahovd hladina Ciastocne vysvetluje fenotypy pacientov, vacsSinou presna
korelacia medzi klinickou zavaznostou a podielom mutovanej mtDNA nie je objasnend (5).
Navyse hladina heteroplazmie sa medzi r6znymi tkanivami toho istého jedinca moze znacne
lisit (6).

Masivne paralelné sekvenovanie, tiez zname ako NGS, vyrazne zlepSilo schopnost vedeckym
timom vykondvat biomedicinsky vyskum aj v tejto oblasti. NGS umoziiuje paralelné
sekvenovanie jadrového a mitochondridlneho gendmu, ¢o so sebou na druhej strane prinasa
najma vyzvy spojené s bioinformatickym spracovanim dat. Bioinformatické nastroje musia byt
prispdsobené na detegovanie aj nizkej urovne heteroplazmie a taktiez na odhad poctu kopii
mtDNA. Bioinformaticku analyzu stazuju aj NUMTy (z ang. Nuclear Mitochondrial Segments),
teda homologické sekvencie mtDNA, ktoré boli zaclenené do jadrového genému (7).

V buddcnosti bude potrebné vypracovat metodické usmernenia, ktoré spresnia a zefektivnia
diagnosticky algoritmus a ulahcia stanovenie diagndzy u jedincov so zndmkami primarneho
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mitochondridlneho ochorenia s réznymi Uroviiami heteroplazmie v kontexte ich $pecifického
variantu mtDNA (2).

Material a metody
Biologicky material

Do studie bolo zahrnutych 134 pacientov so suspektnym mitochondridlnym ochorenim za
ucelom odhalenia genetickej pric¢iny ochorenia resp. potvrdenia diagndzy. Vsetci pacienti
podpisali informovany suhlas, pricom suhlasili s vyuZitim dat na vedecké ucely.

DNA extrakcia

DNA pacientov bola izolovana zo vzoriek periférnej krvi s pouzitim komeréne dostupného kitu
innuPREP Blood DNA Mini (IST Innuscreen GmbH), pricom sme postupovali podla odporucani
vyrobcu. Kvantita DNA vo vzorke sa stanovila fluorometricky vyuZitim kitu Invitrogen™ Qubit™
1X DsDNA HS Assay Kit a pristroja Qubit 2.0 fluorometer (Thermo Fisher Scientific).

Masivne paralelné sekvenovanie

Vzorky boli analyzované pristupom sekvenovania klinického exému (CES) pomocou kitu
SOPHIA Clinical Exome Solution v3 (SOPHiA GENETICS) alebo pristupom sekvenovania celého
exdému (WES) za poufZitia kitu SOPHIA Whole Exome Solution v2 (SOPHIA GENETICS). CES v3
zahfna 4 727 jadrovych génov, cely mitochondridlny genédm a 200 variantov so znamou
patogenitou v nekddujucich oblastiach. WES v2 zahfia 19 425 jadrovych génov, cely
mitochondridlny geném, pricom vyrobca uddva aj schopnost detegovat heteroplazmiu a
zvy$enu citlivost a presnost pre komplexné, heterogénne varianty. Obidva tieto pristupy
zahfnaju pripravu DNA kniznice, kontrolu kvality DNA kniznice, kvantifikdciu DNA kniznice,
samotné sekvenovanie pomocou sekvenacéného systému NextSeq 550 (Illumina).

Bioinformaticka analyza

Ziskané data su analyzované softvérom SOPHiA DDM™, kde bol zostaveny virtudlny panel
génov asociovany s mitochondrialnymi ochoreniami. CES pristup v tomto paneli zahffia 192
jadrovych génov a WES pristup 240. Data su klasifikované, filtrované, prioritizované a
interpretované.

MLPA analyza

KedZe softvérova platforma SOPHIA DDM™ neobsahuje néstroj na detekciu variantov poctu
kopii (CNV, z angl. Copy number variants) pre mtDNA u vSetkych vzoriek sa realizuje aj MLPA
analyza (z angl. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) pomocou komercne
dostupného kitu SALSA MLPA Probemix P125 Mitochondrial DNA (MRC Holland). Vzorky su
analyzované na pristroji SeqStudio Genetic Analyzer (Applied Biosystems™), kde prebieha
fragmentaéna analyza a nasledne vyhodnotené pomocou softvéru Coffalyser.
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Vysledky

Vytvorili sme databazu 134 pacientov, ktori boli indikovani na CES alebo WES analyzu pre
podozrenie na blizsSie nespecifikované mitochondridlne ochorenie. Vzorky tychto pacientov
boli zanalyzované NGS metddami a taktieZ bioinformaticky vyhodnotené. Detegovali sme
patogénne pripadne potencidlne patogénne varianty v jadrovych a taktiez mitochondrialnych
génoch. Vjadrovych génoch asociovanych s mitochondridlnymi ochoreniami sme
identifikovali 27 variantov. V mtDNA bolo najdenych 7 jednonukleotidovych variantov (SNV,
z angl. Single nucleotide variant) a 1 deléciu vacsieho rozsahu. 2 varianty v mtDNA boli
detegované vhomoplazmickom stave a6 vheteroplazmickom. Jednotlivé nalezy su
zaznamenané v tabulke 1 a 2.

Tabulka 1: Nalezy detegované v jadrovom genéme zo vzoriek periférnej krvi

Geno
Pohlav [Ve |Metdd | _, Referencna X Dedic¢no typo- Typ,
. Gén . Variant 7 vy rs variant
ie k |a sekvencia st
statu u
5
Zena |29 |CES NEB g(l)\g_001164 €.23989C>T AR HET | rs549794342
Zena |4 |WES MTFMT | NM_139242 |c.994C>T AR HET |rs200286768
[
PDHX |NM_003477 |c.1336C>T AR HOM |rs1135402725 é
w
Zena 17 |CES SPG7 NM_003119 |c.233T>A AD/ AR |HET |rs121918358 §
COL7A1 | NM_000094 |c.8017C>T AD/ AR |HET |rs781478312
Zena |3 |WES |SPG7 NM_003119 |c.1045G>A AD/ AR |HET |rs141659620
Zena |3 |WES |SCO2 NM_005138 |c.418G>A AD/ AR |HOM |rs74315511
Zena 3 | WES HIBCH |[NM_014362 |c.650T>C AR HET |-
muz 3 |CES iECZSA NM_003705 |c.1335C>A AR HOM | rs917943692
muz 3 |CES CAV3 NM_033337 |c.165C>A AD HET |rs759446749
muz 18 | CES gNAJC?' NM_032317 |c.152A>G AR HOM |rs61732167
Zena |25 |CES SC02 NM_005138 |c.418G>A AD/ AR |HET |rs74315511
Zena |26 S\I/EESS COL7A1 | NM_000094 |c.5096C>T AD/ AR |HET |rs121912845
M CACNA
muz 31 |CES 1s NM_000069 |c.3725G>A AD/ AR |HET |rs750637537
SLC3A1 |NM_000341 |c.1400T>C AD/ AR |HET |rs121912691
Zena |35 |CES
RYR1 NM_000540 |c.6385G>A AD/ AR |HET |rs772695891
[
muz 36 | CES ACAD8 |NM_014384 |c.958G>A AR HET |rs200620279 e
(]
(%]
Zena |40 |CES SCO2 NM_005138 |c.418G>A AD/ AR |HET |rs74315511 é
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M NM_001126 |c.3527_3529
Zena 43 | CES POLG 131 delinsAAA AD/ AR |HET |rs776031396
muz 49 | CES RYR1 NM_000540 |c.2122G>A AD/AR |HET |rs138874610
muz 49 | CES :SLQSTM NM_003900 |c.1175C>T AD/AR |HET |rs104893941
Zena 54 | CES CYP7B1 | NM_004820 |c.1456C>T AR HET |rs116171274
Zena 55 | CES CPT2 NM_000098 |c.149C>A AD/ AR |HET |rs28936375
gNAJC3 NM_032317 |c.152A>G AR HOM (rs61732167
Zena 48 | CES €.29732-
TTN gé\g_OOIZSG 2_29732-1 AD/AR |HET |-
delAGinsTT
Zena 75 | CES NEB NM_001164 c.471942T>A AR HET |- Q
507 £
[J]
muz 77 | CES ’:(?UFA NM_152416 |c.715-3C>A AR HET |rs200620409 %_
w
Tabulka 2: Nadlezy detegované v mitochondridlnom genéme
Pohlavie | Vek | Metéda | Materidl | Typ Gén Pozicia NC_012920 | Miera rs
variantu heteroplazmie
Zena 48 |CES perif. krv | SNV MT-ND1 m.3394T>C T65 %, C35% |rs41460449
Zena 42 | CES perif. krv | SNV MT-ND1 m.3394T>C T0%,C100% |rs41460449
muz 37 |CES perif. krv | SNV MT-TN m.15910C>T C0%, T100% |rs2068749850
Zena 14 |MLPA |perif. krv|SNV MT-TK m.8344A>G A11%,G89 % |rs118192098
bukalny A13%,G87%
ster A13%,G87%
moc¢
muz 4 MLPA | perif. krv | SNV MT-TK m.8344A>G A91%,G9% |rs118192098
muz 10 |CES perif. krv | SNV MT-TL1 m.3243A>G A32%,G68% |rs199474657
MLPA A37%,G63%
muz 36 |MLPA | perif. krv | SNV MT-ND1 m.3460G>A G9%,A91% |rs199476118
muz 2 MLPA | perif. krv|DEL MT-CYB m.(10857_11528) |WT 44,2 %, Del |-
WES buk. ster _(15343_15794)del | 55,8 %
WT 55 =70 %,
WT30-45%
Diskusia

V poslednom desatro¢i rychly rozvoj pokrocilych technoldgii v genetike a genomike umoznil
dramaticky zvysit identifikaciu genetickych pric¢in mitochondridlnych porich. Nasa pilotnd
Studia identifikovala patogénne pripadne potencidlne patogénne varianty v génoch jadrovej
DNA a v mtDNA. U 31 pacientov sme detegovali kauzalne resp. potenciadlne kauzélne varianty,
¢o predstavuje 23 % z celkového poctu pacientov. 74,2 % ztychto pacientov malo ndlez
v jadrovom gendome a 25,8 % pacientov v mitochondridlnom genéme. Celkova diagnosticka
Uspesnost je mierne nizsia v porovnani so Studiou Grigalioniené et al. (8), kde zo stboru 83
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nepribuznych pacientov so suspektnym mitochondrialnych ochorenim urcili diagnézu 38,1 %
z nich. Vad&8iu uspesnost uréenia diagndzy pripisujeme tomu, ze v danej $tudii boli vzorky
analyzované WES pristupom. U zvysného poctu pacientov ostala geneticka pricina ochorenia
neidentifikovana respektive u niektorych pacientov sme detegovali patogénne varianty
v inom panely génov. Z tychto dévodov a aj na zaklade zaverov inych studii je pravdepodobné,
ze vnezanedbatelnej casti pacientov ide vskutocnosti odiagnézu mimo skupiny
mitochondridlnych ochoreni. Tento problém suvisi s obrovskou fenotypovou variabilitou
tychto ochoreni s klinickym presahom pre iné stavy (9), ¢o komplikuje spravnu indikaciu
vySetrenia vhodného panelu génov pri genetickej konzultacii v ambulancii klinického genetika.

Pri nalezoch v mtDNA je vyraznou komplikdciou heteroplazmia (10). V naSom subore
pacientov s ndlezom v mtDNA sme detegovali 6 z 8 variantov v heteroplazmickom stave, o je
v sulade s poznatkom, Ze vacsina variantov podielajucich sa na ochoreniach sa nachddza prave
v tomto stave (11). Urovef heteroplazmie sa moze vyrazne lisit medzi réznymi tkanivami, ale
aj rovnakym tkanivom testovanym v r6znom case (10), preto je pri nalezoch v mtDNA vhodné
ich overovanie aj vinom relevantnom tkanive. V naSom subore pacientov sme v rdmci roznych
tkaniv nedetegovali vyrazny rozdiel tejto uUrovne. Napriklad u 14 rocnej pacientky so
suspektnou Leberovou hereditarnou optickou neuropatiou (LHON, z angl. Leber hereditary
optic neuropathy) sme identifikovali variant m.8344A>G zo vzorky periférnej krvi s Groviiou
heteroplazmie 89 %, kym vo vzorke bukalneho steru amocu Uroven heteroplazmie
dosahovala Uroven 87 %. Zostdva v3ak otdzne, ¢i vtomto pripade ide o skutocne kauzalny
variant, vzhfadom na to, Ze tento variant je asociovany s MERRF (12), kde su zrakové tazkosti
skér ojedinele, ¢o poukazuje na to, ze moze ist len o sekundarny nalez. V tomto pripade by
bolo vhodné doplnit MLPA analyzu aj analyzou jadrovych génov.

Vacsina z nalezov v mtDNA boli klinicky suspektné a v sulade s fenotypom pacientov. Tieto
diagndzy sa potvrdili MLPA analyzou, ktora deteguje aj 6 najCastejsich patogénnych variantov
v mitochondrialnom gendme, pricom islo najma o LHON. Napriklad sme detegovali variant
m.3460G>A v heteroplazmickom stave (91 % pre mutovanu alelu) zo vzorky periférnej krvi
u 36 ro¢ného pacienta s atrofiou zrakového nervu s pozitivnou rodinnou anamnézou. Tento
variant nesie 90 % pacientov s LHON, pricom zasahuje jednu z podjednotiek komplexu | v
dychacom retazcia je s vynimkou zriedkavych pripadov de novo variantov pritomny u vietkych
matrilinearnych ¢lenov rodiny pacienta s LHON(13).

Jedina delécia velkého rozsahu identifikovana v mtDNA bola
m.(10857_11528)_(15343_15794)del v géne MT-CYB u 2 rocného pacienta s aplastickou
anémiou, pancytopéniou, hepatomegaliou a hypofunkciou pankreasu. Klinické priznaky
poukazovali na Pearsonov syndrém, pre ktory su charakteristické delécie velkého rozsahu
v mtDNA (14). Tento variant bol identifikovany metédou WES zo vzorky periférnej krvi
v heteroplazmickom stave (55,8 %) a nasledne overeny MLPA analyzou zo vzorky bukalneho
steru v heteroplaznickom stave (30 — 45 %). Tento rozdiel v detegovanej miere heteroplazmie
moze byt pritomny vzhlfadom na iné analyzované tkanivo, ale taktiez na charakter variantu
a taktieZ pouzitych metdd.

V klinickej praxi a najma laboratérnej genetickej diagnostike sa ukazuje za dolezité vzorky
priorizovat vzhladom na zdihavy a finanéne naroény proces CES/WES analyzy. U dospelého
pacienta s podozrenim na mitochondridlne ochorenie s maternalnou dedi¢nostou (obraz v RA
je vSak malokedy jasny) ma zmysel v prvom kroku analyzovat mitochondrialny geném. Pri
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podozreni na Casté patologické mtDNA varianty je vhodné ako prvé analyzovat vzorku
pacienta ¢asovo menej narocnou MLPA metddou. Tento pristup tak v relativne kratkom case
potvrdi alebo vylu¢i pritomnost najcastejSich variantov asociovanych v mitochondridlnymi
ochoreniami v mtDNA a pri pozitivnych ndlezoch tak znizi naklady na komplexnejsie
vySetrenie vo forme WES alebo CES. Pri negativhom vysledku je nevyhnutna CES/WES analyza,
pre detekciu inych zriedkavejSich patologickych mtDNA variantov alebo kauzativnych
variantov v jadrovej DNA asociovanych s mitochondridlnymi ochoreniami.

Potvrdenie spravnej molekuldrnej etiolégie je u jedincov s mitochondridlnym ochorenim
dolezité na ulahcenie spravneho klinického manazmentu pacienta a jeho pribuznych, pripadné
umoznenie Gcasti na novych klinickych studiach lieby, stanovenie rizika opakovania v dalsich
graviditach matky a moznosti prenatalnej diagnostiky, ktoré mézu byt dostupné pre
postihnutych jednotlivcov a ich rodinnych prislusnikov (2).
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Uvod

Rémovia tvoria jednu z najpocetnejsich narodnostnych mensin na Slovensku —ich odhadovany
pocet je podla projektu Atlas rdmskych komunit (2019) okolo 440 000 ludi (viac ako 8 %
obyvatelstva) [1], no pri poslednom oficidlnom séitani obyvatelstva Slovenskej republiky
(2021) sa k romskej narodnosti prihlasilo iba 156 164 fudi ( menej ako 3 % populacie, pricom
iba 1,23 % populacie uviedlo rémsku ako svoju prva narodnost) [2]. Ich histéria na Slovensku
siaha do 14. storocia a ich pévod sa spaja s Indiou [3].

Celkovo sa odhaduje, Ze v rdmci celého sveta Zije asi 15 milidnov Rémov [4].

Rémovia éelia mnohym socioekonomickym problémom, ako je chudoba, nezamestnanost,
diskriminacia a zly pristup k vzdelaniu a zdravotnej starostlivosti, ¢o sa pravdepodobne odraza
aj na ich zdravotnej kondicii [5]. V porovnani s majoritnou populéciou Slovenska sa u Rémov
odhaduje vyssia miera chorobnosti a Umrtnosti na rézne ochorenia, vratane rakoviny, aviak
tieto rozdiely nie su dostatotne preskimané. Existuje viacero faktorov, ktoré ktymto
rozdielom moZu prispievat:

Socioekonomické faktory: chudoba, zanedbavanie zdravej vyZivy a preventivnej starostlivosti,
ako aj stres a znedistenie prostredia zvySuju riziko vzniku malignych ochoreni [6].

Genetické faktory: rézne narodnosti/ etnicity zdielaju Specifické genetické pozadie, ktoré ich
méze predisponovat k uréitym typom onkologickych ochoreni [7, 8].

Diskriminécia: predsudky v pristupe k zdravotnej starostlivosti mozu viest k neskorsej
diagnostike a horsej lie¢be rakoviny. Jednym z problémov pri vykonavani studii na romske;j
populdcii je, Ze Udaje by mohli viest kstigmatizacii rdmskej minority. Rdmska etnicka
prislusnost teda nebola vo vSeobecnosti zaznamenana a Studovand v klinickych $tadiach [3].

Na zaklade vyssie uvedenych poznatkov predpokladame, Ze identifikacia zarodo¢nych mutacii
sUvisiacich s rakovinou v slovenskej romskej populacii ma vyznam, nakolko méze dopoméct k

zlepseniu odhadu rizika vzniku rakoviny uRémov a nasledne k zabezpeceniu cielenych
skriningovych programov a véasnej diagnostiky pre odhalenie skorych stadii rakoviny. Tento
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pristup by mohol nasledne viest k vyvoju personalizovanych lie¢ebnych stratégii pre rémskych
pacientov s rakovinou.

Material a metody

Pre nasu pilotnu studiu sme analyzovali vzorky 43 onkologickych rémskych pacientov bez
vzdjomnych pribuzenskych vztahov vo veku 37-77 rokov s ré6znymi diagnostikovanymi typmi
nadorov: karcindm pllc a priedusiek (22 vzoriek), kolorektalny karcindm (10 vzoriek),
karcindm vajecénikov (5 vzoriek), maternice (2 vzorky), krcka maternice (1 vzorka), prostaty (1
vzorka), mandli (1 vzorka), spojivového a makkého tkaniva — mezoteliom (1 vzorka).
Gendmova DNA bola izolovana zo vzoriek periférnej krvi pomocou stpravy QlAwave DNA
blood and tissue kit (Qiagen) a nasledné NGS kniznice boli pripravené pomocou navrhnutého
panelu s dizajnom pokryvajucim kompletné kdédujuce oblasti vybranych génov (Tab 1).
Na pripravu DNA kniZznic sme pouZili protokol SureSelect XT HS2 DNA System (Agilent
Technologies). Po masivnom paralelnom sekvenovani boli data zanalyzované pomocou
bioinformatickych postupov. Na anotaciu/ filtrovanie variantov scielom detegovania
patogénnych variantov s dorazom nazarodoéné mutdcie suvisiace s onkologickymi
ochoreniami bola vyuZitd klinicka databaza QCI (Qiagen Clinical Insigh).

Tab. 1: Zoznam génov, ktorych kdédujtice oblasti si obsiahnuté v nadizajnovanom paneli
pre pripravu NGS kniZnic.

AlM2 BRAF DICER1 FAN1 GSTP1 MSH2 PIK3CA | RAD51C SDHC TP53
ALK BRCA1 DIS3L2 FANCA KEAP1 MSH3 PMS1 RAD51D SDHD TSC1
ALK BRCA2 EGFR FANCC KRAS MSH6 PMS2 RAD52 SEC63 TSC2
ATM BRF1 EPCAM FANCM MCPH1 MUTYH | POLD1 RECQL SEMA4A VHL
AXIN2 BUB1 ERBB2 FBXW?7 MET NAT1 POLE REST SETD2 WRN
BAI3 CDC73 ERBB4 FH MFI2 NBN POLE2 REV3L SMAD4 WT1
BAP1 CDH1 ERCC6 FLCN MITF NF1 POT1 RPS20 SMARCA4 | XRCC2
BARD1 CDKN1C | EXO1 GALNT12 [ MLH1 NTHL1 PTEN RUNX1T1 | SMARCB1 | XRCC4
BLM CDKN2A | FAF1 GPC3 MLH3 NUDT1 PTPRJ SDHA STK11 YAP1
BMPR1A | CHD4 FAM111B | GREM1 MRE11 PALB2 RAD50 | SDHAF2 TGFBR2

BPIFB1 CHEK2 FAM175A | GRMS8 MRE11A | PARP1 RAD51 | SDHB TMEM127
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Vysledky

Graf 1 zobrazuje pocet mutdcii (patogénnych, pravdepodobne patogénnych a takisto aj
varianty neznamej signifikancie) v génoch s najcastejSim vyskytom mutacii — MSH6, BLM,
MLH1, MET, BRCA2, MSH2, CHEK2.

Po detekcii vSetkych variantov sme sa zameriavali len na patogénne/ pravdepodobne
patogénne mutacie — boli identifikované v 16 z 22 pripadov karcinémov pltc/ priedusiek,
v4z10 pripadov karcindmov hrubého creva/ konec¢nika, v3 z5 pripadov karcindmov
vajecnikov, v 2 z 2 pripadov karcindmov maternice a v pripade karcindmu krcka maternice.

Najpocetnejsie patogénne/ pravdepodobne patogénne varianty boli detegované v géne MSH6
(v 3 pripadoch karcinémov vajecnikov, v 1 pripade karcinému krcka maternice a v 6 pripadoch
karcinémov pluc/ priedusiek). V dvoch pripadoch variantov MSH6 iSlo o bialelické mutacie.

Dalej sme identifikovali patogénne/ pravdepodobné patogénne mutédcie vgéne MLH1
v 3 vzorkéch (2 pripady karcinémov pltc/ priedusiek a 1 pripad karcindmu maternice), v dvoch
vzorkdch v génoch ATM (2 pripady karcindmov hrubého ¢reva/ koneénika), CHEK2 (1 pripad
karcindmu plic/ priedusiek, 1 pripad karcindmu maternice), NF1 (1 pripad karcinému
plic/ priedusiek, 1 pripad karcinému hrubého ¢reva/ koneénika) a MSH2 (2 pripady
karcindmu plic/ priedusiek). V génoch BRCA2, CDH7, FANCM, SOS1, NTHL1 boli
identifikované patogénne/ pravdepodobne patogénne mutécie sjednou zhodou, teda
po jednej vzorke (islo o pripady karcinémov pltic/ priedusiek, jedine pri géne NTHL1 o pripad
karcinému hrubého ¢reva/ koneénika).

V 9 vzorkach z 43 (21 %) sme neboli schopni identifikovat Ziadnu patogénnu alebo suspektnu
mutdciu.

Gény a pocet detegovanych mutacii

= MSHE = BLM MLH1 MET = BRCA2 = MSH2 = CHEK2

Graf 1: Identifikované gény s prislusnym po¢tom detegovanych mutdcii/ variantov. Varianty
maju charakter patogénny, pravdepodobne patogénny a neznamej signifikancie.

199



Diskusia

Rémovia su druhou najvacsou narodnostnou mensinou Zijucou na Slovensku, no ich zdravotné
potreby nie su dostatocne preskimané, coho pri¢inou su viaceré faktory. Vacsina
publikovanych Sstadii o zdravi Rémov sa tyka prenosnych choréb, ide vsak vacSinou
o komunitné Stidie s obmedzenou velkostou vzorky a s nedplnymi ¢i zmatoénymi Udajmi
o respondentoch [3, 9 ,10]. Boli vSak pozorované viaceré rizikové zdravotné parametre
tykajlce sa najma civilizacnych ochoreni, a to najma u Rdmov s nutri¢ne nevyvazenou stravou,
vysokou prevalenciou fajéenia v anamnéze s nizkou fyzickou aktivitou [6].

O rakovine u Rémov bolo publikovanych minimum prac, i ked' je zndme, Ze u réznych rasovych
a etnickych skupin boli hlasené rozdiely vo vysledkoch liecby a biolégie onkologickych
ochoreni. Napriklad afroamerické Zeny maju nizsi celoZivotny vyskyt rakoviny prsnika ako biele
Zeny, avsak riziko umrtnosti v désledku tohto ochorenia a incidencia vo veku do 45 rokov je u
nich vyssia [7, 8]. U afroamericaniek je tieZ pravdepodobnejsia diagnostika rakoviny prsnika v
pokrocilom Stadiu, nadory su Castejsie zle diferencované v porovnani s nadormi u bielych Zien.
Tieto biologické znaky boli tieZ astejSie pozorované u Zien zo zapadnej subsaharskej Afriky,
ktoré maju spolocny povod s afroamerickymi Zenami [11]. Napokon sa tieZ uvadza, Ze
Afroameric¢anky s karcindmom prsnika mali mensiu pravdepodobnost, Ze dostanu optimalnu
starostlivost v porovnani s kaukazskymi Ameri¢anmi, ¢o mohlo prispiet k hor$im vysledkom.

Problematikou vykonavania genetickych vyskumov zameranych na rémsku populdciu sa
vo svojej nedavno publikovanej praci zaoberali aj autori Ena a kol. (2022), ktori poukazali
na potrebu dékladnej$ej genotypizacie rémskych subpopulacii v rdmci Eurépy a na nutnost ich
samostatnej kategorizacie v ramci populacnych studii v désledku pomerne vyraznej genetickej
odlisnosti voci majoritnej populacii. Samostatnd kategorizacia romskeho etnika vramci
genetickych vyskumov je oznacovana niektorymi autormi ako neeticka s kontextom rasovej
diskriminacie, avSak cielom vyskumov zameranych na konkrétne etnikum je poskytnut
rozsirené moznosti personalizovanej mediciny zalozenej na dokazoch a upriamit pozornost na
geneticky podmienené ochorenia, ktorych vyskyt je typicky pre danu rasu, ¢i etnikum [12]. S
rovnakym cielom sme sa v rdmci nasho vyskumu zamerali na pacientov slovenského romskeho
etnika — nasa pilotnd Stadia prinasa prvotné informacie o spektre zarodocnych mutacii
suvisiacich s onkologickymi ochoreniami u slovenskych rémskych pacientov, pricom sa nam
podarilo identifikovat 17 patogénnych a 9 pravdepodobne patogénnych variantov (vyluéili
sme varianty nezname;j signifikancie, ktorych vplyv nie je znamy) v 11 génoch.

V nami nadizajnovanom knizniécnom paneli sme obsiahli kédujuce oblasti az 108 génov
suvisiacich s onkologickymi ochoreniami pritomnymi u pacientov zahrnutych do Studie. Gény
zaujmu zaroven suvisia aj s ochorenim Lynchov syndrom — jeho charakteristikou je dysfunkcia
minimalne jedného z mismatch opravnych génov zahfriajuce MLH1, MSH2, PMS2 a MSH6
gény, ktoré sa oznacuju aj ako Lynch-asociované gény [13]. V nasom pripade sme identifikovali
najviac pripadov patogénnych/ pravdepodobne patogénnych variantov v3zo 4 Lynch-
asociovanych génoch — MSH6 (10 pripadov), MLH1 (3 pripady), takisto aj MSH2 (2 pripady).
Navyse, v dvoch analyzach sme identifikovali bialelické mutdcie v géne MSH6, o moie
indikovat Lynchov syndrém (pozicia cis alebo trans nebola overena).

| ked Rdmovia predstavuju najpocetnejsiu geneticky odlisnu subpopuldciu Slovenska, mnohi
stale Ziju v izoldcii od majoritného obyvatelstva, ¢o vedie aj k reprodukénej izoldcii. Tato
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izolacia moze prispievat k vysSej prevalencii uréitych genetickych mutécii a biologickych
rozdielov v romskej populdcii. V literattire bol zaznamenany vysoky koeficient pribuzenskej
plemenitby u Rdmov [3], ¢o mdze predstavovat limitujuci faktor Stadii. Do nasej kohorty
pacientov boli zahrnuti len Romovia bez vzajomnych pribuzenskych vazieb, avsak doteraz sme
sa nezameriavali na asociaciu vysledkov s klinickymi charakteristikami pacientov. Limitami
prace je aj chybajlca kontrolna skupina nerémskych pacientov — ziskané udaje v sucasnosti
nie je mozné porovnat s ddtami majoritnej populacie. Zaroven bola pilotna $tudia realizovana
na pomerne malej vzorke pacientov. Do buducnosti preto planujeme uskuto¢nit dalsie analyzy
ato: rozsirit kohortu rémskych pacientov; ziskat a porovnat déta s kontrolnou skupinou
nerémskych pacientov; korelovat zistené genetické varianty s klinickymi a patologickymi
charakteristikami pacientov.

Projekt vznikol vdaka podpore v rdmci Operacného programu Integrovand infrastruktura pre
projekt: Centrum pre biomedicinsky vyskum — BIOMEDIRES — Il. etapa, kod ITMS: 313011W428,
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regiondineho rozvoja.
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Uvod

Patogenéza idiopatickej plucnej fibrozy nie je doteraz dostatoCne prebadana. Aj napriek
vyraznému pokroku v poslednych rokoch, zostavaju presné molekularne mechanizmy
neobjasnené. Rozvoju fibrotického procesu predchadza poskodenie alveolarnych epitelovych
buniek, aktivdcia fibroblastov a ich diferenciacia na myofibroblasty. Niektoré aktualne prace
poukazuju na Ulohu receptora pre inzulinu podobny rastovy faktor 2 (IGF2R, M6PR, CD222)
v procesoch suvisiacich s rozvojom ireverzibilnej fibrozy (1,2,3). CD222/IGF2R sa nachadza
v Golgiho aparate a viaZe proteiny obsahujice manézo 6-fosfat (M6P), ktoré transportuje do
lyzozémov (5). Cielom price bolo stanovenie koncentracie solubilnej molekuly CD222
(sCD222) v tekutine bronchoalveolarnej lavaze (BALT) a identifikacia moZného zdroja sCD222
pomocou stimuldcie bunkovych linii plicnych epitelovych buniek a plicnych fibroblastov.

Material a metody

Vysetrovany subor tvorilo 361 pacientov s difiznymi parenchymovymi plticnymi chorobami
(DPPCH), ktori pochadzali z Narodného ustavu tuberkuldzy, plucnych choréb a hrudnikovej
chirurgie vo Vysnych Hagoch a z Kliniky pneumoldgie a ftizeoldgie LF UK a FN v Bratislave.
Zaradili sme ich do Styroch skupin: 1. Pacienti s idiopatickou pltucnou fibrézou (IPF; n=60); 2.
Pacienti s plicnou sarkoiddzou (S; n=227); 3. Pacienti s hypersenzitivnou pneumonitidou (HP;
n=47) — zapalova forma a 4. HP-fibroticka forma (n=27).

Koncentraciu sCD222 v BALT u pacientov s DPPCH sme zistovali pomocou metddy ELISA (IGF2R
/CD222/ ELISA Kit: Abcam, Catalogue No. Ab213788). V dalsom kroku sme pomocou BALT
stimulovali bunkové kultury A549, ¢o st pltcne epitelové bunky a bunkové kultiry MRC-5, ¢o
su fibroblasty, s ciefom zistit ich schopnost produkcie CD222.

Koncentraciu CD222 sme merali v médiu tychto buniek (t.j. v supernatante po centrifugacii)
a to v prvom kroku po 24 - hodinovej stimulacii pomocou BALT a v druhom kroku po premyti
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a 24 hodinovej inkubdcii v ¢istom médiu s PBS (phosphate buffer solution). Vysledky ziskané
metddou ELISA sme overili metédou Western blot.

Na statistické vyhodnotenie vysledkov sme poufZili program GraphPad Prims 8.0. a hodnoty p
< 0,05 boli statisticky vyznamné. Pri neparametrickom rozloZeni dat sme pouZili Mann-
Whitney test a aj neparametrickd analyzu variancie (Kruskal-Wallis) s Dunn post-testom.

Vysledky

1. Porovnanie koncentracii sCD222 v BALT pacientov s IPF, hypersenzitivnou pneumonitidou a
sarkoidézou

Porovnanim koncentracie solubilnej formy CD222 v BALT sme zistili Statisticky vyznamne
vysSie koncentracie u pacientov s IPF a oboch foriem HP v porovnani so sarkoidézou. Po
prepocte koncentracii na jednu BALT bunku sme zistili Statisticky vyznamne vyssie hodnoty u
pacientov s IPF v porovnani so sarkoidézou (obrazok 1).

sIGF2R (CD222) v BALT sIGF2R (CD222)/ BALTbunka
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Obrazok 1: Porovnanie koncentrécie sIGF2R (sCD222) v BALT pri jednotlivych diagnézach
(A). Udaje st prezentované ako medzikvartilovy rozdiel, a hodnoty p < 0,05 sa povazovali za
Statisticky vyznamné (*p = 0,0324, **p = 0,0013, ****p < 0,0001).

Porovnanie koncentracie sIGF2R /sCD222 v prepoc¢te na jednu BALT bunku pri jednotlivych
diagnézach (B). Udaje st prezentované ako medzikvartilovy rozdiel, a hodnoty p < 0,05 sa
povazovali za Statisticky vyznamné (**p = 0,0025).
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KedZe v prepocte na jednu bunku v BALT sme zistili najvyssie koncentracie sCD222 u pacientov
s IPF, predpokladame pri tejto diagndze ako dalsi mozny zdroj tvorby CD222 plucne epitelové
bunky (A549) a fibroblasty (MRC5) — iné bunky, nez su pritomné v BALT. Preto v dalSom kroku
sme do nasich experimentov zahrnuli pracu s bunkovymi liniami.

2. Stimuldcia buniek A549 a MRC5 pomocou BALT od pacientov s IPF. Porovnanie koncentracie
sCD222 v v supernatantoch médii buniek s BALT a bez BALT len v pritomnosti PBS.

Po stimulacii fibroblastov (linia buniek MRC-5) pomocou BALT pacientov sIPF sme
v supernatante médii buniek MRC-5 namerali signifikantne vyssie koncentracie sCD222
v porovnani s kontrolnym médiom MRC-5 buniek bez BALT stimulovanych len pomocou PBS.

A549 medium - IPF BALT vs non BALT || MRC-5 medium - IPF BALT vs non BALT
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Obrazok 2: Porovnanie koncentracie sCD222 vo vzorkach supernatantov médii bunkovych
kultir pneumocytov A549 a fibroblastov MRC-5 stimulovanych BALT od pacientov
s idiopatickou pltcnou fibrézou so supernatantmi kultir bez BALT sPBS. Udaje su
prezentované ako median a hodnoty p < 0,05 sa povazZovali za Statisticky vyznamné (***p =

0,0010).
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Obrazok 3: Sledovanie pritomnosti sCD222 prostrednictvom metody Western blot (WB) vo
vzorkach supernatantov bunkovych kultur A549 a MRC-5 stimulovanych BALT pacientov
s IPF a sarkoidézou.
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Tab.1 Popis jednotlivych vzoriek, ktoré sa analyzovali pomocou metédy Western blot

Vzorka Obsah vzoriek
1 kontrola — bunky (A549; MRC-5) + PBS
2-6 bunky + BALT IPF
7,8 bunky + BALT sarkoiddza
9 marker
10 lyzat buniek
Diskusia

Vysetrenie markerov v tekutine z bronchoalveolarnej lavdze umozriuje analyzovat produkty
zapalového procesu priamo v mieste jeho priebehu. Kombinacia mozZnosti ziskania redinych
mediatorov fibrotického procesu (BALT) a vyuZitim modelov bunkovych kultdr umoziuje
sledovat reakcie sledovanych typov buniek v prostredi prebiehajiceho fibrotického procesu.
Je délezité povedat, Ze imunopatogenézu IPF ainych fibrotickych procesov v plicach
nepozname. CD222 ako jeden z moznych markerov ma viac moznych funkcii. Uloha CD222
bola dokazana v niekolkych neddvnych Studidch. Zistilo sa, Ze sa podiela na klirense
apoptickych buniek a v procese fibrotizacie. Uvedené stidie naznacuju ulohu CD222/I1GF2R v
procese fibrotizacie prostrednictvom vplyvu na diferencidciu fibroblastov na myofibroblasty,
ukladanie extraceluldrnej matrix a aktivaciu TGF-B (4,6). Zistili sme signifikantne vyssie
hodnoty koncentracie sCD222 vBALT pacientov sIPF vporovnani s pacientami so
sarkoiddzou. Taktiez sme zistili, Ze plucne epitelové bunky po stimuldcii pomocou BALT
pacientov s IPF neprodukovali signifikantne vyssie mnoZstvo sCD222 v porovnani
s kontrolnymi nestimulovanymi bunkami. Naopak, fibroblasty po stimulacii BALT pacientov
s IPF tvorili signifikantne vysSie mnoZstvo sCD222 v porovnani s kontrolnymi nestimulovanymi
bunkami. Ziskané vysledky sme potvrdili aj analyzou pomocou Western blotu.

Zaver

V studii sme dokazali zvysenu koncentraciu CD222 v BALT u pacientov s IPF. Pltcne fibroblasty,
ktoré su klucovymi hracémi fibrotizacie plicneho parenchymu produkuji CD222 pod vplyvom
BALT od pacientov sIPF, ¢o simuluje zdpalové mikroprostredie charakteristické pre
progresivny fibroticky proces u pacientov s IPF.

Studia bola financovand z grantu VEGA 1/0426/24, APVV-20-0513, VEGA 2/0152/21.
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Uvod

Endometridlna hyperplazia je relativne beZna gynekologicka diagndza, ktora je definovana ako
zvysenie pomeru endometridlnych Zliazok ku strome v porovnani s normalnym
proliferativnym endometriom (1). Endometridlne polypy su tieZz castou diagndzou
vyskytujicou sa najma u post-menopauzalnych Zien (2). Hyperplazia aj polyp endometria su
Castymi pri¢inami abnormalneho maternicového krvdcania a st asociované s progresiou na
endometrialny karcindm (EC) (2 — 4). Medzi prekurzorovymi stavmi (hyperplaziou a polypmi)
a EC ju popisanych mnoistvo rovnakych molekularnych zmien (5 — 7). Cast pripadov EC ma
priamy suvis s dedi¢nymi formami reprezentovanymi najma Lynchovym syndromom a
mutaciami v znamych génoch kédujlcich mismatch opravné proteiny (8, 9). Daldou skupinou
dedi¢nych foriem asociovanych s rozvojom EC su tie, ktoré maju primarne suvis s nddormi
prsnika alebo vaje¢nikov (HBOC, hereditary breast and ovarian cancer). Konkrétne medzi
najCastejSie mutované gény patria gény PTEN, Co je najfrekventovanejsi mutovany gén
v samotnych nadoroch endometria a TP53, ktorého mutacie su asociované so zavaznymi
pripadmi s najhorSou progndzou pre pacientku (9, 10). Menej ¢asté st v pripade hereditarnych
foriem mutacie v génoch POLE a POLD1, spdsobujice Polymerase proofreading—associated
syndrome (syndrém asociovany s proofreading-ovou aktivitou polymerdz) (9, 11). Cielom
nasej prace je identifikovat patogénne varianty vybranych génov a popisat frekvencie ich
vyskytu u slovenskych pacientiek s klinicky diagnostikovanou endometrialnou prekancerézou
(EP) a EC a to aj v kontexte stanovenia podielu ich hereditarnych foriem.

Material a metody

Stidia bola schvalend Etickou komisiou Bratislavského samospravneho kraja
(06196/2020/HF). Pacientky poskytli informovany sthlas so zaradenim do $tudie. V stadii boli
zahrnuté vzorky od 205 Zien s r6znymi typmi endometridlnej prekancerdzy (EP vetva) a od 41
%ien s klinicky diagnostikovanym karcinémom endometria (EC vetva). Zendm v EP vetve bola
pre ucely studie odobrana periférna krv, od Zien v EC vetve boli po chirurgickom zdkroku
ziskané vzorky tkaniva maternice reprezentujlice zdravé a nddorové tkanivo. Vzorky tkaniv
boli stabilizované pouzitim roztoku DNA/RNA Shield (Zymo Research). Zo vzoriek periférnej
krvi ako aj zo vzoriek tkaniva bola izolovana DNA pouZitim kitu Qiagen Blood & Tissue Kit
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(Qiagen) podla prislusnych origindlnych protokolov od vyrobcu. lzolovana DNA bola
enzymaticky Stiepena s pouZitim dsDNA Shearase Plus (Zymo Research) tak, aby bola
priemerna velkost fragmentov cca 350 bp, vzmysle protokolu od vyrobcu a nasledne bola
precistena s pouzitim magnetickych partikil AMPure XP Beads (Beckman Coulter). Nastiepena
a precistena DNA bola pouZita na pripravu celogenémovych kniznic pouzitim kitu TruSeq Nano
Library Preparation Kit (lllumina) podla protokolu od vyrobcu. Pripravené celogenémové
kniznice boli sekvenované na platforme NovaSeq X Plus (Illumina) s cielom dosiahnut pokrytie
30x . Sekundarna analyza prebehla na DRAGEN Bio-IT platforme (lllumina). Vystupné data
v podobe ziskanych VCF suborov s detegovanymi SNV/InDel variantmi boli anotované s
vyuZitim QIAGEN Clinical Insight (QCI) platformy od spoloénosti Qiagen (12). Dalej boli
filtrované s ohladom na detekciu pritomnych patogénnych a pravdepodobne patogénnych
variantov vrozsahu panelu 415 génov s najvyssou frekvenciou vyskytu ich mutdcii pri
karcindbme endometria. Tento panel bol zostaveny na zdaklade chioportal z8 Sstudii
realizovanymi medzi rokmi 2013 — 2023 (13).

Vysledky

U pacientiek z EP vetvy sme germindlne mutdcie identifikovali u 30,14 % pripadov. Viac ako
polovica z nich (17,07 % EP vetvy) niesla mutdcie vyhodnotené ako patogénne a 13,17 % EP
vetvy ako pravdepodobne patogénne. Mutdcie sme zaznamenali v36 génoch, pricom
najcastejsie mutovanymi génmiv ramci EP vetvy boli CHEK2 (4,39 %), SOS1 (3,41 %), NBN (2,44
%) a SLX4 (1,95 %). Okrem nich sme u 2 pacientiek s endometridlnym polypom identifikovali
germinalne mutdcie v géne POLE a u 1 pacientky s hyperplaziou endometria mutdciu v géne
MSH6 , ktory je asociovany s Lynchovym syndrémom. Z 18 HBOC patogénnych variantov
génov u EP pacientiek identifikovali mutdcie v uz spomenutom géne CHEK2 u 9 pacientiek,
u 3 pacientiek vgéne ATM a pre kazdy zgénov (BRCA1l, BRCA2, NF1, PALB2, RAD51C
a RAD51D) sme zaznamenali mutaciu u 1 pacientky z EP vetvy (Tab1).

mlutovanv frekvencia kategoéria hyperplézia polyp . bl metroragia | nespecifikované
gén (%) endometria | endometria | + polyp

CHEK2 4,39 6 2 1
ATM 1,46 2 1

BRCA1 0,49 1

BRCA2 0,49 1

NF1 0,49 HBOC 1

PALB2 0,49 1

RAD51C | 0,49 1

RAD51D 0,49 1

POLE 0,98 PPAS 2

MSH6 0,49 LS 1

MUTYH 0,49 MAP 1

Tab.1: Patogénne varianty vo vybranych génoch u pacientiek z EP vetvy. Prava zvyraznena
€ast tabulky uvadza poéty pacientiek s danym prekancer6znym stavom. (HBOC= hereditary
breast and ovarian cancer asociované, PPAS= Polymerase proofreading—associated
syndrome asociované, LS= Lynch syndrome asociované, MAP= MUTYH-associated polyposis
asociované)
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Zo zdravych tkaniv pacientiek z EC vetvy sme vyhodnocovali detekciu germindinych
patogénnych alebo pravdepodobne patogénnych variantov, pricom sme mutdcie
identifikovali spolu v 8 génoch — PMS2 , CHEK2, PALB2, PTEN, ERCC2, NUP93, SLX4, WRAP53.
Zo 41 pacientiek, 19,24 % nieslo aspori 1 mutaciu vyhodnotent ako patogénnu alebo
pravdepodobne patogénnu. NajCastejSie mutovanym génom bol gén PMS2, ktorého
patogénny variant sa vyskytoval u 2 pacientiek, ostatné varianty boli pritomné vidy len u 1
pacientky. Dedi¢né patogénne varianty HBOC génov boli identifikované u 7,32 % pacientiek
z EC vetvy (Tab.2).

mutovanygén | frekvencia (%) | kategoria I NS AT
CHEK2 2,44 1

PALB2 2,44 HBOC

PTEN 2,44 HBOC, CS 1

PMS2 4,88 Ls 2

Tab.2: Germinalne patogénne varianty vo vybranych génoch u pacientiek z EC vetvy. Prava
zvyraznena &ast tabulky uvadza poéty pacientiek s danym $tadiom EC. (HBOC= hereditary
breast and ovarian cancer asociované, LS= Lynch syndrome asociované, CS= Cowden
syndrome asociované)

V nddorovych tkanivach pacientiek z EC vetvy sme identifikovali 63 réznych mutovanych
génov, pricom az 85,37 % nadorov nieslo aspon 1 patogénnu alebo pravdepodobne patogénnu
onkomutdciu. Z nich boli najfrekventovanejsie mutované gény PTEN (56,10 %), PIK3CA (31,70
%), ARID1A (19,51 %) a TP53 (12,20 %). Z dalSich klinicky signifikantnych mutécii boli
v tkanivach identifikované onkomutacie v génoch CTNNB1 (4,88 %), POLE (4,88 %), PMS2 (4,88
%), MSH2 (2,44 %) a MSH6 (2,44 %).

Diskusia

Vyvin prekanceréz endometria nie je spajany so signifikantnymi molekularnymi zmenami (14)
a studie germindlnych mutécii pre EC jej venuju len mald pozornost. Kral akol. (2023)
identifikovali u2 z 8 pacientiek s intraepitelidlnou neoplaziou (typ hyperplazie u ktorej je
najCastejSia progresia na EC, ma zvysené riziko vyskytu pri Lynchovom syndréome) mutacie
v géne BRCA1 a 1 pacientka bola zaradena do skupiny s Lynchovym syndrémom (9). V nasej
mnohonasobne vacsej kohorte (bez diskriminacie typu hyperplazie) sme vsak identifikovali
patogénny variant génu asociovaného s tymto syndrémom len u 1 pacientky. V ramci EP vetvy
sme identifikovali aj 2 patogénne varianty pre gén POLE. Pre tieto varianty sa uvadza
predispozicia pre EC, no relativne riziko je z dévodu ich nizkej frekvencie ndro¢né kvantifikovat
(15). Z patogénnych variantov v HBOC génoch sa riziko vzniku EC zvySuje 2-3-ndsobne pri
germinalnych mutacidch v géne BRCA1, no tento Gdaj je ndro¢né interpretovat kvoli moznému
uzivaniu tamoxifenu, rizikového faktoru pre vznik EC (15, 16). Z génov, ktoré su asociované
s Lynchovym syndrémom sme v EP vetve identifikovali iba 1 patogénny variant v géne MSH6
u pacientky s hyperplaziou endometria. Pri jeho germinadlnych mutacidch dochadza u ~40 - 45
% pacientiek kvyvinu EC pocas Zivota (15). Germindlne mutdcie v géne POLE boli tiez
preukdzané za signifikantné pri riziku vzniku EC (9), no z dévodu nizkeho poctu pripadov nie je
relativne riziko vzniku EC pre germinalne mutacie spolahlivo kvantifikovatelné (15) . V nasej
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studii boli POLE mutacie pritomné u2 pacientiek zEP vetvy. Vramci EP vetvy sme
identifikovali aj germinalnu mutdciu v géne MUTYH. Ten sice nepatri medzi HBOC gény, no
u heterozygotnych nositeliek jeho mutdcii je ~2 nasobne vyssie riziko vyvinu EC (17).

Kvéli pomerne nizkej pocetnosti pacientiek v EC vetve bol pocet identifikovanych
germindlnych patogénnych variantov velmi nizky, no frekvencia mutacii vgénoch
asociovanych s Lynchovym syndrémom (v nasom pripade génu PMS2) bola 4,88 %, ¢o je
porovnatelné aj s niekolkonasobne vacsimi Studiami (9, 18). Dedicné patogénne varianty
HBOC génov sa v rovnakej vetve vyskytovali u 7,32 % pacientiek. Existuju studie, v ktorych boli
takéto varianty frekventovanejsie ako patogénne varianty génov asociovanych s Lynchovym
variantmi génov asociovanych s Lynchovym syndromom ma, rovnako ako je tomu v nasej
stadii, nadory 1. Stadia (9).

Germinalne mutdcie v géne PTEN mdzu spdsobovat Cowdenov syndrém, no aj mimo neho su
medzi pacientkami EC povaZované za velmi zriedkavé (na rozdiel od somatickych mutacii
v tomto géne) (15, 24, 25), ale riziko vyvinu EC je u nositeliek patogénnych variantov tohto
génu vysoké (~ 25%) (15).

Poradie onkomutacii identifikovanych v nddorovych tkanivach pacientiek z EC vetvy priblizne
zodpoveda ich frekvencidm pri EC u europoidnej rasy, pricom medzi naj¢astejsie mutovanymi
sU tumor-supresorové gény (PTEN, ARID1A, PIK3R1, TP53, CTCF, KMT2C) a onkogény (PIK3CA,
CTNNB1) (24). Na zaklade pritomnosti konkrétnych mutovanych génov je mozné klasifikovat
nadory podla ich zdvainosti s presahom na progndzu ochorenia. Vo vSeobecnosti maju
najlepsiu progndzu pacientky snadormi s POLE mutdciami, stredne zavazné su nadory
s mutaciami v PMS2, MSH2, MSH6 a CTNNB1 (10). V ,multiple-classifier” pripadoch sa
ukdzalo, Ze celkové progndza sa odvija skor podla mutdcie s nizSou zdvaznostou (26). Z nasej
EC vetvy by teda malo zavaznymi boli nddory u 2 pacientiek s POLE mutaciami (hoci 1 z nich
ma mutovany aj gén TP53), stredne zdvaznymi by bolo 5 nadorov (hoci 2 z nich maju tiez
mutovany aj gén TP53) a 2 nadory s TP53 mutaciami by boli klasifikované ako zavazné. Takéto
hodnotenie je vSak zjednodusené, nakolko nedisponujeme informaciami o globalnej tUrovni
mutovanosti nadoru, mikrosatelitovej instabilite ani Uroviiou metyldcie v oblastiach zaujmu,
ktoré je mozné zahrnit do presnej$ej progndzy.

Podporené v ramci Operacného programu Integrovand infrastruktura pre projekt: Centrum pre
biomedicinsky vyskum — BIOMEDIRES — Il. etapa, kod ITMS: 313011W428, spolufinancovany
z0 zdrojov Eurdpskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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Uvod

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativna choroba mozgu, ktoru charakterizuje
progresivny zanik kognitivnych a intelektovych funkcii jedinca. Imunopatogenéza
Alzheimerovej choroby nie je dostatoCne objasnena, na jej rozvoji sa okrem nadmerného
ukladania modifikovanych proteinov (tau protein, beta amyloid) v mozgu zucastniuje aj zapal
(1). Molekula HLA-G patri medzi neklasické HLA molekuly I. triedy avyznacuje sa
imunomodulaénymi vlastnostami. Molekula HLA-G je zodpovedna za inhibiciu imunitnej
odpovede tym, Ze sa nadvazuje na receptory ILT2 (exprimovany na monocytoch, B-Ly, T-Ly),
ILT4 (exprimovany na monocytoch a dendritickych bunkdach) a KIR2DL4 (exprimovany na
CD56+ NK). Expresia HLA-G je za fyziologickych podmienok obmedzena najma na fetalny
cytotrofoblast, dalej bola expresia HLA-G pozorovana na epitelidinych bunkach tymusu, na
aktivovanych monocytoch, bunkach endotelu, ovarii, testes, matrixe nechtov a rohovke (2).
Nadmernd expresia HLA-G sa vyskytuje aj pri tumoroch, kedy imunosupresivna Uloha tejto
molekuly napomaha tumoru vyhnit sa imunitnej odpovedi (3). Gén HLAG sa nachadza na
chromozdéme 6p22.1, pricom do marca 2024 bolo identifikovanych 158 aliel, ktoré kdduju 48
réznych HLA-G proteinov. Mnohé bodové mutacie spdsobuju substiticiu aminokyselin
a mozné nasledné zmeny v biologickej funkcii HLA-G, vratane schopnosti modulovat funkcie
imunitného systému, ¢im méze dochadzat ku asociécii s chorobami (4).

V promotorovej oblasti na 5 konci HLAG (5'URR- 5' upstream regulatory region) sa nachadza
viac ako 29 polymorfizmov, z ktorych viaceré maju vplyv na expresiu génu (5). Medzi $pecifické
regulacné elementy v oblasti 5'URR patria elementy PRE (response element to progesterone,
-52bp aZ -38bp), sekvencia HSE (heat-shock element, -464bp aZz -453bp), sekvencia ISRE
(interferon-sensitive response element, -745bp az -754bp) a rozne dalsie regulacné elementy
(6). Niektoré polymorfizmy zvySuju expresiu HLA-G, napriklad polymorfizmus -725G/T/C
(rs1233334) zvysuje hladiny HLA-G v pripade, Ze su pritomné alely -725G (7).

Cielom $tudie bolo analyzovat vplyv polymorfizmov v prométorovej oblasti HLAG na riziko
rozvoja Alzheimerovej choroby a jej vybrané klinické prejavy. Spominana asociacia nebola
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doteraz skiman3, aj ked' mnoZstvo Studii potvrdzuje, Ze patologicka hladina HLA-G ovplyviiuje
fyziologické funkcie. Zvy$ena/znizend hladina HLA-G mdze byt vyhodna v jednej fyziologickej
funkcii, no v druhej je naopak nevyhodna. Nasim predpokladom je, Ze zniZzena expresia HLA-G
asociovana s polymorfizmami v regula¢nych oblastiach HLAG ma negativny vplyv na rozvoj
Alzheimerovej choroby.

Material a metody
Vysetrovany subor

Stldia zahfriala 181 pacientov s neskorym nastupom Alzheimerovej choroby(58 muzov a 123
Zien, priemerny vek 79,67+5,76 rokov) diagnostikovanej podla kritérii NINCDS-ADRDA,
v réznych psychiatrickych a neurologickych ambulanciach po celom Slovensku. Priemerny vek
pri nastupe choroby bol 77,39+6,21 rokov. Kontrolna skupina pozostdvala zo 108 jednotlivcov
(45 muZov a 63 Zien s priemernym vekom 71,59+6,19 rokov) bez akejkolvek osobnej alebo
rodinnej anamnézy AD alebo inych psychiatrickych poruch. Na zistenie kognitivnych
schopnosti bol pouZity MoCA test, pre zaradenie do kontrolnej skupiny sme vyberali tych
jedincov, ¢o mali minimdlne skére 26 z 30, ¢o znaci normalny kognitivny vykon. Alela ApoE €4
ako znamy geneticky rizikovy faktor pre AD bola skiimana v oboch kohortach studie a zahrnutd
ako stratifikacny faktor v dalSich analyzach. Vsetci Ucastnici podpisali informovany suhlas so
zaradenim do studie.

Genotypizacia

DNA obidvoch skupin bola izolovana zo vzoriek vendznej krvi modifikovanou fenol-
chloroformovou metédou (8). Genotypizaciu alely ApoE €4 sme uskutocnili pomocou
Sangeroveho sekvenovania na zaklade urcenia rs429358 (C/T) a rs7412 (T/C) vo Stvrtom exdne
(9). Oblast génu HLAG 5'URR bola amplifikovand F primerom 5'-CACGGAAACTTAGGGC
TACGG-3'a R primerom 5'-GCGTCTGGGAGAATGAGTCC-3', pricom sa vytvoril 828 bp amplikén
(10). Nasledne bol amplikén purifikovany pomocou ExoSap kitu, a analyzovany pouzitym
BigDye supravy, taktiez Sangerovou metddou sekvenovania. Polymorfizmy sme vyhodnocovali
v obidvoch pripadoch pomocou softvérovej aplikdcie FinchTV.

Statistickd analyza

Na analyzu sme pouzili Statisticky softvér InStat (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA).
Hodnoty p, pomer 3anci (OR) a95% interval spolahlivosti (Cl) boli vypocitané
v kodominantnych, dominantnych, recesivnych a nadmerne dominantnych modeloch
dedi¢nosti vyuzitim Standardného chi-kvadratového testu (univariantnd analyza).
Multivariantna logisticka regresnd analyza asociovana s vekom, pohlavim a nosi¢stvom APOE
€4, ako moznymi modifikujicimi kovariantmi, bola hodnotena pomocou softvéru SNPstats,
dostupného na http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats. Korelacie medzi HLAG 5'URR
polymorfizmami a klinickymi parametrami ako vek nastupu choroby a skére kognitivheho
testu MoCA boli rovnako hodnotené logistickou regresnou analyzou. Za statisticky vyznamnu
hodnotu sme povazovali p<0,05.
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Vysledky

Do studie bolo zahrnutych 181 pacientov s AD a 108 kontrolnych jedincov. Medzi skupinou
s AD a kontrolami nebol statisticky vyznamny rozdiel vo vztahu k pohlaviu (p=0,05), pricom
Zeny mali vyssiu prevalenciu u pacientov s AD (67,95%) aj u kontrol (58,33%). Priemerny vek
pri vySetreni bol signifikantne vyssi v skupine s AD ako v kontrolnej skupine (79,67+5,76 vs
71,59+6,19 rokov; p<0,0001), zatial ¢o opacny trend bol pozorovany pri skore MoCA s nizSou
hodnotou u pacientov s AD (15,73+5,89 vs 27,60+1,39; p<0,0001). Priemerny vek pri ndstupe
choroby bol 77,3946,21 rokov. U pacientov s AD bol zisteny signifikantne vyssi vyskyt rizikovej
alely APOE €4 v porovnani s kontrolami (39,44% vs 14,81%, p<0,0001), ¢im sme potvrdili
rizikovy Gcinok APOE €4 v rozvoji AD v slovenskej populdcii.

Pomocou univariantnej analyzy sme zistili signifikantne vyssie zastupenie recesivnych HLAG
genotypov haplobloku zloZzeného z piatich polymorfizmov (-762 C/T,-716 T/G, -689 A/G, -
666 G/T, -633G/A) v skupine AD pacientov v porovnani s kontrolami (30,94% vs 19,44%,
OR=1,86, 95% Cl=1,05-3,29, p=0,03) (tab. 1). Naopak, analyza HLAG polymorfizmu na pozicii -
646 A/G nepreukdzala Ziadne signifikantné rozdiely medzi $tudovanymi skupinami (p>0,05).

Tab. ¢. 1 Alelova a genotypova frekvencia regulaénych polymorfizmov v HLAG 5'URR oblasti
u AD pacientov a kontrol

Univariantnd analyza Multivariatna analyza

SNP/ Alela/  AD Kontroly P OR(95%Cl) P OR(95%Cl)
Model genotyp (n=181) (n=108)
Haploblok
-762C/T, -716T/G,
-689A/G, -666G/T,
633G/A
C 170 (46,96%) 117 (54,17%)
-762C/T T 192 (53,04%) 99 (45,83%) 0,11 1,34(0,95-1,87) - -
cC 45 (24,86%) 30 (27,78%) 1,00 1,00
kodominantny cT 80 (44,20%) 57 (52,78%) 0,09 0,94 (0,53-1,66) 0,23 1,36 (0,65-2,85)
T 56 (30,94%) 21 (19,44%) 1,78 (0,90-3,52) 2,09 (0,89-4,90)
cc 45 (24,86%) 30 (27,78%) 1,00 1,00
dominantny CT+TT 136 (75,14%) 78(72,22%) 0,59 1,16 (0,68-1,99) 0,19 1,58 (0,79-3,17)
CC+CT 125 (69,06%) 87 (80,56%) 1,00 1,00
recesivny T 56 (30,94%) 21(19,44%) 0,03 1,86 (1,05-3,29) 0,13 1,72 (0,84-3,51)
CC+TT 101 (55,80%) 51 (47,22%) 1,00 1,00
over-dominantny  CT 80 (44,20%) 57(52,78%) 0,16 0,71(0,44-1,14) 0,86 0,95 (0,51-1,76)
A 358 (98,90%) 212 (98,15%)
-646A/G G 4 (1,10%) 4(1,85%) 0,71 0,59 (1,15-2,39) - -
AA 177 (97,79%) 104 (96,30%) 1,00 1,00
kodominantny AG 4(2,21%) 4 (3,70%) 0,46 0,59 (0,14-2,40) 0,40 0,50 (0,10-2,46)
GG 0 (0,00%) 0 (0,00%)

n - pocet; OR - pomer Sanci; Cl - interval spolahlivosti; P - hodnota vyznamnosti. Multivariantna
analyza bola upravenad pre pohlavie, vek, nosi¢stvo APOE g4.
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Analyza asociacie polymorfizmov HLAG 5'URR haplobloku s klinickymi parametrami choroby
ako vek nastupu AD a skdre kognitivneho testu MoCA nezistila Ziadne signifikantné rozdiely
(tab. 2).

Tab. ¢. 2 Asociacia HLAG 5'URR haplobloku s klinickymi parametrami u AD pacientov

Parameter -762C/C -762C/T -762T/T P/P * P/p* P/P*
(n=45) (n=80) (n=56) KM DM RM

Vek nastupu | 77,11%6,45 | 77,22¢6,10 | 77,85+6,24 | 0,80/0,79 | 0,73/0,74 | 0,50/0,49

choroby, priemer +

SD (roky)

MoCA skore, | 15,96+6,15 | 16,00+6,15 | 15,16+5,35 | 0,69/0,70 | 0,77/0,73 | 0,39/0,39

priemer + SD

KM — kodominantny model, DM —dominantny model, RM — recesivny model, SD — smerodajna
odchylka, MoCA - Montreal Cognitive Assessment, P < 0,05 je Statisticky vyznamna, *P — P
hodnota v zdvislosti od pohlavia anosi¢stva APOE 4. Haploblok je tvoreny z piatich
polymorfizmov, t.j. -762 C/T, -716 T/G, -689 A/G, -666 G/T, -633G/A.

Diskusia

Molekula HLA-G je neklasickd HLA molekula I. triedy, ktora sa podiela na regulacii imunitnych
procesov (2). Uloha HLA-G v imunopatogenéze Alzheimerovej choroby nebola doteraz
v Ziadnej studii skimana, no mnozstvo studii potvrdzuje, Ze nizka resp. vysoka hladina HLA-
G ma vplyv na fyziologické funkcie. Znizena/zvysena hladina HLA-G méze byt vjednej
fyziologickej situacii vyhodna, v druhej vSak nevyhodna. Zvysena hladina HLA-G ovplyvnena
polymorfizmami ma protektivny ucinok pri rozvoji autoimunitnych a zdpalovych chordb,
naopak ma negativny G¢inok na rozvoj nadorov (11). Predpoklada sa, Ze zvySend expresia HLA-
G inhibuje zdpalové procesy, ktoré sa podielaju na progresii AD.

Uroveri expresie ovplyviiuji aj génové varianty (polymorfizmy) nachadzajuce sa
v prométorovej 5'URR oblasti génu HLAG. Viaceré polymorfizmy sa nachadzaju v blizkosti
regulaénych elementov a maju negativny, resp. pozitivny vplyv na expresiu génu (6). V nasej
Studii sme porovnanim zastUpenia aliel a genotypov variantov 5'URR oblasti HLAG medzi
stuborom pacientov s AD a kontrolnym suborom zistili, Ze haploblok v recesivnom genotype
(-762TT, -716GG, -689GG, -666TT a -633 AA) je signifikantne Castejsi u pacientovs AD  ako
v kontrolnej skupine (p=0,03). Analyza asociacie genotypov z haplobloku HLAG s
klinickymi prejavmi choroby ako vek nastupu choroby a MoCA skdre nepreukazala Ziadne
signifikantné rozdiely. Niektoré Studie zistili spojitost -725G, -716T a -201G alely so zvySenou
expresiou promdtora HLAG, ¢o by mohlo viest k modulacii zapalovych procesov a inhibicii
progresie AD (6, 7).

Predbezné vysledky analyzy haplobloku HLAG poukazuji na moZnu asociaciu recesivnych
genotypov (-762TT, -716GG, -689GG, -666TT a -633AA) srizikom rozvoja Alzheimerovej
choroby, a dominantnych aliel (-762C, -716T, -689A, -666G a -633G) s neuroprotektivnym
ucinkom.
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Uvod

Pravidelnd fyzickd aktivita je vo vSeobecnosti asociovana s prevenciou kardiovaskularnych
choréb, obezity, diabetu, ¢i depresie (1). Benefi¢né Gcinky fyzickej aktivity na organizmus vak
zavisia predovietkym od jej intenzity a dizky trvania (2). Zatial o primerana fyzickd aktivita
ma pozitivny vplyv, intenzivna alebo dlhotrvajuica svalova praca posobi na organizmus ako
zataz. Vyskum extracelularnej DNA (ecDNA) méa vyznam v mnohych biomedicinskych
disciplinach, vratane fyzioldgie cvicenia. Pocas intenzivnej fyzickej aktivity sa totiZz z buniek
dostava DNA do cirkuldcie, a to procesom apoptdzy, nekrdzy alebo produkciou neutrofilovych
extracelularnych pasci (3). V krvi zdravych jedincov cirkuluju fyziologicky nizke koncentracie
DNA. ecDNA je nasledne odstrafiovand hydrolytickym Stiepenim deoxyribonukleazou
(DNazou), kedZe ina¢ aktivuje imunitny systém ako tzv. signal nebezpecenstva podnecujuci
sterilny zépal (4). Imunitné reakcie organizmu preto nemusia suvisiet iba s ochorenim, ale aj
s fyzickym pretazenim. Za prevenciu patologického potencidlu ecDNA zodpoveda préave
intaktnd DNazova aktivita. Doposial boli v suvislosti s fyzickou aktivitou popisané ako primarny
zdroj uvolnenia DNA do cirkulacie polymorfonukledrne neutrofily (5). Neutrofily su totiz
fyzickou namahou predominantne mobilizované do krvného rieciska ako kluc¢ové bunky
vrodenej imunity (6). Inym znamym zdrojom ecDNA su mitochondrie svalovych buniek,
z ktorych sa méze uvolnit DNA v désledku poskodenia svalov alebo nedostatoéného zasobenia
tkaniva kyslikom pocas intenzivnej fyzickej zataze (7). Zmeny v koncentracii ecDNA po
fyzickom tréningu by preto mohli slGZit ako marker svalového pretaZenia.
Reguldcia koncentracie ecDNA prostrednictvom aktivity DNazy po fyzickej aktivite zatial nie je
dostato¢ne zndma. Ciefom tohto experimentu bolo popisat dynamiku ecDNA a DN&zovej
aktivity 30 mindt po vykonani fyzickej aktivity, a zaroveri stanovit koreldciu aktivity DN&zy
s intraindividualnymi zmenami ecDNA, ako mozného mechanizmu regulacie ecDNA po fyzickej
aktivite.

Material a metddy

Tejto Studie sa zucastnilo 18 zdravych dobrovolnikov oboch pohlavi (10 Zien a 8 muzov), ktori
podpisali informovany sdhlas s G¢astou na vyskume. Probandi najskér vyplnili dotaznik
tykajuci sa ich telesného stavu, t.j. parametre ako su vy$ka, hmotnost, chronické choroby,
uZivanie liekov a frekvencia vykondvania fyzickej aktivity. Fyzicka aktivita bola v tejto studii
reprezentovand maximalnym Sprintom 160 schodmi za ¢o najkratsi ¢as, s 3 opakovaniami
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aintervalom odpocinku 60 sekind. Pred samotnym fyzickym testom a hned po riom boli
Ucastnikom zaznamenané parametre vitalnych funkcii, akymi su telesna teplota, saturacia krvi
kyslikom, krvny tlak a srdcova frekvencia. Srdcova frekvencia bola merana aj pocas fyzickej
aktivity pomocou smart hodiniek. Vzorky vendznej krvi, odobraté probandom pred a 30 minut
po fyzickej aktivite, boli spracované centrifugaciou pri 1600 x g, 4°C, 10 minut pre ziskanie séra
a plazmy. Plazma bola nasledne centrifugovana pri 16 000 x g, 4°C, 10 minut na analyzu
extracelularnej DNA.
ecDNA bola izolovana automaticky pomocou pristroja QlAcube (Qiagen, Hilden, Germany) na
zaklade koldnkovej eltcie. Koncentracia ecDNA v plazme probandov bola kvantifikovana
fluorometricky prostrednictvom Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Subcelularny povod ecDNA (mitochondrialny a nuklearny) bol detegovany metddou real-time
PCR v termocykleri gTOWER3 G (Analytik Jena, Thuringia, Germany). Aktivita DNazy vo
vzorkach séra bola stanovena v agarézovom géli so substratom kuracej DNA radialnou difuziou
enzymu. Statistickd analyza bola spracovana a graficky znazornena poufitim softvéru
GraphPad Prism 10 (La Jolla, San Diego, CA, USA). Rozdiely pred a 30 minut po vykonani
fyzickej aktivity boli vyhodnotené parovym t-testom. Koreldcie parametrov boli stanovené
hodnotou Pearsonovho korelacného koeficientu (r). Za Statisticky vyznamné su povazované
hodnoty p mensie ako 0,05. Ziskané Udaje su uvedené ako priemer + Standardnd odchylka.

Vysledky

Priemerna di?ka trvania fyzického testu predstavovala 9 mindt a 8 sekiind u Zien, u muZov zasa
7 minat a38 sekind. 50% probandov Zenského pohlavia nesplnilo sériu 3 opakovani
maximalneho Sprintu 160 schodmi, v dosledku predcasného vycerpania. Intenzita fyzickej
zétaZe bola potvrdend zvy3enou srdcovou frekvenciou, a to nad 180 bpm. Ostatné parametre
vitalnych funkcii neboli vyrazne ovplyvnené fyzickou aktivitou. Koncentracia ecDNA v plazme
probandov sa zvysila 30 minut po vykonani fyzickej aktivity o ~37% (p=0,0004). Navyse sme
pozorovali, Ze kli¢ovym faktorom vplyvajlcim na uvolnenie DNA do cirkulécie je vytrvalost pri
intenzivnom cviceni. V subceluldrnom poévode ecDNA, mitochondridlneho (mtDNA)
a nuklearneho (ncDNA) charakteru, sme neidentifikovali Ziadne vyznamné rozdiely (mtDNA:
p=0,19; ncDNA: p=0,07). Aktivita DNazy vo vzorkach séra nebola signifikantne zmenena 30
minUt po fyzickej aktivite (p=0,58), a preto sme nepotvrdili koreldciu medzi DNazovou
aktivitou a intraindividualnymi zmenami v ecDNA v tomto ¢asovom bode (r=0,28).

Parameter (jednotka) Zeny (n =10) MuZzi (n = 8)
Vek (roky) 22+5,1 20+2,4
VyEka (cm) 165+2,4 177 6,1
Hmotnost (kg) 61,7+8,9 72,9+9,7
BMI (kg/m2) 22,6+2,6 23,2£26
Trvanie fyzickej aktivity (min) 9:08 7:38

Tab.1: Parametre zticastnenych probandov. BMI — index telesnej hmotnosti
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Obr.1: A - srdcova frekvencia zaznamenana pred, pocas a hned' po fyzickej aktivite; B —
koncentracia ecDNA a jej subcelularneho pévodu (mtDNA, ncDNA) pred a 30 min po fyzickej
aktivite; C — faktory ovplyviiujice uvolnenie DNA do cirkulacie; D — DNazova aktivita

stanovena pred a30 min po fyzickej aktivite;

E - koreldcia DNazovej

aktivity

a intraindividualnej zmeny ecDNA pred a 30 min po fyzickej aktivite
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Diskusia

V tejto praci sme sledovali dynamiku koncentracie ecDNA a DNazovej aktivity 30 minat po
fyzickej aktivite. Fyzickd zataz pri vykonavani nami zvoleného modelu fyzickej aktivity sa
preukdzala zvySenou srdcovou frekvenciou, ako aj signifikantnym vzostupom koncentracie
ecDNA v plazme probandov, pravdepodobne v dosledku rozpadu svalovych buniek. Pri
analyze subcelularneho pévodu ecDNA sme sice identifikovali narastajuci trend, avSak nedoslo
k vyraznému ovplyvneniu koncentracie mtDNA ani ncDNA po fyzickej aktivite, ako bolo
popisané v predchddzajucich studidch (7,8). MoZnym vysvetlenim tohto rozdielu je
fragmentdcia detegovanej ecDNA, kedy velkosti fragmentov ecDNA zachytenych
fluorometricky nezodpovedali velkosti usekov mtDNA ani ncDNA amplifikovanych metédou
real-time PCR. Fragmentacia cirkulujicej DNA vSak zavisi jednak od samotného procesu, akym
je DNA uvolnena do krvného obehu, ako aj od charakteru fyzickej aktivity. Zatial ¢o kratsie
fragmenty ecDNA sU asociované sintenzivnym silovym cvi¢enim, pritomnost dlhsich
fragmentov ecDNA reflektuje iba mierne poskodenie buniek vplyvom svalovej prace (9).
Na zaklade charakteristik zucastnenych probandov, akymi su pohlavie, trénovanost
a vytrvalost sme potvrdili, Ze prave vytrvalost, resp. intenzita fyzickej aktivity je kli¢ova pre
uvolnenie DNA do cirkulacie (10). Co sa tyka dynamiky DNazovej aktivity, nezaznamenali sme
Statisticky vyznamny rozdiel medzi hodnotami bazalnej aktivity DNazy a hodnotami DNazovej
aktivity 30 minut po fyzickej aktivite. Neidentifikovali sme tak ani signifikantnu korelaciu medzi
DNazovou aktivitou a intraindividudlnymi zmenami v extracelularnej DNA, napriek nasej
hypotéze, Zze zvysena DNazova aktivita bude regulovat mnozstvo ecDNA. Vzhladom na ziskané
vysledky je moZznym zaverom nespravne zvoleny Casovy bod, ato 30 minut po vykonani
fyzickej aktivity, kedy za tento ¢as mohlo dojst k navratu DNazovej aktivity spat k pokojovym
hodnotam, alebo tento ¢asovy bod nebol dostatoény na to, aby doslo k o¢akdvanym zmenam.
K objasneniu vyznamu DNdazy v reguldcii extracelularnej DNA po fyzickej aktivite su preto
potrebné dalsie studie.
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Introduction

The term Flammer syndrome relates a phenotype, that combines the presence of primary
vascular dysregulation together with a group of symptoms and signs, that can occur both in
healthy and in people with different diseases. However, the blood vessels of patients with
Flammer syndrome react differently to stimuli, such as cold, physical or emotional stress,
which contribute the appearance or progression of a number of unfavorable states such as
normal-tension glaucoma, retinal vein occlusion, migraine. Low arterial pressure, increased
sensitivity to cold and increased level of vasoconstrictor endothelin-1 in blood circulation
confirm the role of vascular dysregulation and endothelial dysfunction. And as a result it
occurs an insufficient or unbalanced blood flow to optic nerve, that leads to hypoperfusion
due to ischemia [1]. Unlike other types of endothelial dysfunction, Flammer syndrome can
even protect person from some diseases such as artersclerosis, but it is one of the causes and
symptom of ilinesses, such as normal-tension glaucoma, retinal vein occlusion or even sudden
hearing loss in patients without traditional risk factors [2]. The main symptoms are: cold
extremities, low arterial pressure, headaches, lack of thirst, insomnia, tinnitus, skinny build of
body, reversible blotches and hypersensitivity to cold, pain, drugs, smell. [3]

Methods

During the research 824 quiestionnaire from 14 regions of Ukraine was collected. They include
2 blocks of questions: the first block was filled by ophthalmologists, where they specified the
age, sex, diagnosis of the patient, preliminary indications of glaucoma and current values, as
well as the therapy currently taken by the patient and their personal opinion regarding further
patient’s therapy tactics.

In the second block, the questions were asked regarding the leading symptoms in Flammer
syndrome. This questionnaire was filled out by the patients, where they indicated or noticed
similar symptoms in themselves and the frequency of their detection.
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Results

Among the patients, women dominated and accounted for 63% of all respondents. Taking into
considerations diagnoses, we admit, that primary open angle glaucoma prevailed and was
diagnosed in 544 patients (78,16%), slightly less, namely 88 (12,64%) of patients suffered from
ocular hypertension, 35 (5,03%) respondents had optic neuropathy and in 29 (4,16%) was
detected normal-tension glaucoma. Talking about the forecast, we detected, that the
dynamics is not positive and the disease has a tendency to progress. Comparing previous and
current indicators, it should be noted, that moderate, advanced and severe stages of
glaucoma increased and the early stage remained in 42.74% of patients compared to 47.88%
of previous data (Tab.1). Regarding the medical tactics, most physicians preferred carbonic
anhydrase inhibitors (21,31%) and B blockers (19,97%). Due to glaucoma progression 58,83%
of physicians consider it necessary to review and change treatment tactics. Statistics of the
second block of questions that patients filled out regarding the leading symptoms of the
Flammer syndrome showed that cold extremities often disturb 40,6% of patients and low
arterial pressure often observe in themselves 32,68% of all respondents. Also during our
survey it was found out that insomnia and difficulty falling asleep disturb 34,76% and
headaches bother more than half of patients — 52%. Most respondents in 20-30 years
considered themselves slim 54.47% and 7.73% were overweight. And regarding the reduction
of drinking problems, only 28.16% noted them. Among all respondents, 21,3% probably have
Flammer syndrome.

Early Moderate Advenced Severe
Previous 47,88% 45,00% 5,70% 1,36%
Current 42,74% 49,47% 6,13% 1,66%

Tab.1: Progression of glaucoma among respondents.

Discussion

Current treatments are of limited value and still not fully based on well-controlled studies.
Studying the risks that are associated with the development of the disease can improve
preventive measures, optimize the principles of diagnosis and treatment that are maximally
adapted to patient and determine a long-term prognosis about future quality of life [1]. In
case of glaucoma progression despite the level of intraocular pressure, it is proved that
vascular factors have a leading pathogenetic role. One of these is a primary vascular
dysregulation, a major component of Flammer syndrome. Medical sources describe several
reasons why this syndrome can be a risk factor for glaucoma. Patients with Flammer syndrome
are more likely to have impaired autoregulation mechanisms, arterial hypotension, high
retinal venous pressure and astrocytes activation. Activated astrocytes partially lose contact
with blood vessels and nerve axons, interfering normal oxygen transport. The consequences
of this are, on the one hand, hypoxia in nerve cells, on the other hand - increased saturation
of venous oxygen. Therefore, it can be expected that certain treatment tactics for Flamer
syndrome will improve long-term prognosis of glaucoma. However, this still needs to be
studied and confirmed in controlled studies [4]. Thoroughly analysis of the relevant symptoms
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and signs stimulated the initiation of a number of scientific studies. In addition, studies may
explain the possible association between normal-tension glaucoma and Flammer syndrome
to prevent glaucomatous optic neuropathy [5].
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