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Nove trendy a perspektivy v histologii VII
Predhovor

Mame za sebou zvlastny rok, poznaeny pandemickou situaciou, ktora
prakticky poznacila vSetky oblasti nasho bytia. Pandémia negativne
zasiahla aj akademicku pddu. Bolo nevyhnutné prejst na on-line systém
vyuky, ktory uréite nespifa vsetky potrebné kritéria medicinskeho
vzdelavania a to i napriek sofistikovanym vyukovym programom, ktoré boli
/ su kazdému k dispozicii. V tejto suvislosti je mozné pouZit Sportovu
terminologiu — Studium mediciny si jednoznacne vyzaduje ,kontaktny*
systém. Zial, pandémia nasilu zahnala tak $tudentov ako aj ugitelov do
nevyhovujuceho a Sedym priemerom zavafajuceho on-line priestoru.
Zasiahnuté boli v urCitej miere aj vedecko-vyskumné aktivity na
pracoviskach, ktoré sa nedaju nahradit pracou typu tzv. ,home office®. Vraj
sa zhorsili aj medziludské vztahy na pracoviskach, tvrdi psycholog, a to aj
napriek tomu, Ze sme si to este nestacili vSimnut. A aby toho nebolo malo,
akademicku obec suzuju navrhované kontroverzné zmeny v novele
vysokosSkolského zakona, ktoré sa zrejme snazia emocionalne spestrit
pozadie vysokoSkolského prostredia.

Avsak nas, radovych vysokoskolskych ucitelov nasho ustavu tesi fakt, ze
napriek struCne hore nacrtnutej atmosfére stale pretrvava zivy zaujem
prispievat’ do zbornika ,Nové trendy a perspektivy v histologii“. Tento rok
ide o jeho siedmu ediciu. Zo zaslanych prispevkov sa méZeme dozvediet
a posudit vyskumné aktivity najma mladych vedeckych pracovnikov
a ucitefov, €o urcite ponuka prilezitost aj na vzajomnu diskusiu o tej ktorej
predmetnej problematike.

Tymto chceme vyjadrit nasu uprimnu vdaku vSetkym prispievatefom a tiez
zadakovat’ za ich snahu podelit’ sa 0 svoje aktivity so SirSou akademickou
komunitou, Co pokladame za jeden z hlavnych ciefov nasej publikacie.

Marian Adamkov
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Inhibicia neurogenézy v mozgu potkanov po expozicii
frakcionovanou davkou ionizujuceho ziarenia

Balentova, S.!, Kalenska, D.?, Murin, P.3, Hajtmanova, E.3, Adamkov, M.1

1 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav histologie
a embryoldgie, Martin; 2 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Ustav anatémie, Martin; 3 Univerzitna nemocnica Martin, Onkologické centrum, Martin
sona.balentova@uniba.sk

Abstract

In the present study, we investigated the effect of ionizing radiation on the population
of neurons inhabiting neurogenic zones in the rat brain. Adult male Wistar rats received
fractionated whole-brain irradiation (fWBI) with a total dose of 32 Gy delivered in 4
fractions (dose 8 Gy per fraction) once a week on the same day for 4 consecutive
weeks. We used immunofluorescence staining, confocal microscopy and image
analysis of brain slides to determine neuronal changes in two neurogenic areas: the
anterior subventricular zone (SVZa) in the wall of the lateral ventricles and
hippocampal dentate gyrus (DG). After fWBI, young neurons were almost eliminated
in both neurogenic regions. On the other hand, the level of neurodegeneration was low
in the SVZa region, but increased significantly in the hippocampal DG. The results
reflect subacute changes 9-11 weeks after fWBI, which were manifested by inhibition
of neurogenesis and neurodegeneration in specific areas of the brain.

Keywords: rat brain, neurogenesis, fractionated irradiation

Uvod

V klinickej radioterapii sa u pacientov s metastazujucimi nadormi mozgu najviac
pouziva kranialne frakcionované oziarenie. Pouzivanie modernej oZarovacej techniky
zvySuje konformitu ozarovacieho procesu a vedie k dlhS§iemu medianu prezivania
pacientov [1]. Napriek tomu frakcionované ozarovanie spbsobuje zavazné
histopatologické a funkéné, kognitivhe zmeny. Kognitivne dysfunkcie sa u pacientov
prejavuju zmenami verbalnej a priestorovej pamate, poruchami pozornosti, ktoré
niekedy vedu az k demencii [2]. V predklinickych Studiach na animalnych modeloch
boli zistené vyznamné histopatologické zmeny, napr. poSkodenie endotelu, narusenie
hematoencefalickej bariéry, astroglioza, aktivacia mikroglie, apoptdéza prekurzorov
oligodendrocytov a zapalova odpoved [3, 4, 5].

Material a metodika
V experimente sme pouzili dospelé, biele samce potkanov, kmen Wistar (n=20), ktoré
mali na zacCiatku experimentu 3-4 mesiace. Potkany sme rozdelili na kontrolnu skupinu
(n=10) a druhu skupinu (n=10) sme oZzarovali frakcionovanou davkou (cD=32 Gy,
rozdelenou na 4 frakcie, 1 frakcia=8 Gy), 1-krat tyZdenne. Na ozarovanie sme pouzili
linedrny urychfova¢ Clinac iX (Varian Medical Systems, Inc., Palo Alto, CA, USA)
s energiou 6 MeV. Ozarovany objem predstavoval mozgové hemisféry, mozocek
a Cast miechy. Po 9-11 tyZzdnoch sme uoboch skupin vykonali celotelovu
transkardialnu  perfuziu pomocou fyziologického roztoku a nasledne 4%
paraformaldehydu. Po dekapitacii a vybrati organov sme z mozgovych hemisfér
narezali sériové, sagitalne kryorezy. Pomocou imunofluorescenéného farbenia sme
v preparatoch identifikovali marker neuroblastov - doublecortin  (DCX).
Neurodegenerativne zmeny sme detegovali pomocou histochemického farbenia
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Fluoro Jade-C. Preparaty sme fotili na fluorescenénom konfokalnom mikroskope
Olympus Fluoview FV10i (Olympus, Japonsko) a pomocou obrazovej analyzy
(program Image J; NIH, Bethesda, MD, USA) sme hodnotili poCet DCX-
imunoreaktivnych  (DCX-IR) aFluoro Jade-C-pozitivnych  buniek (FJ-C¥)
v neurogénnych oblastiach: GD hipokampu, prednej stene subventrikularnej zény
(SVZa) a nasledne v jednotlivych oblastiach rostralnej migracnej drahy (RMS), t.|.
vertikalnom ramene (vr), ohybe a horizontalnom ramene (hr) (celkovy pocet
znacenych buniek/cm?).

Vysledky

Neurogénne oblasti, t. RMS a GD hipokampu v mozgu kontrolnej skupiny sa
vyznacovali charakteristickym, rovnomernym zastupenim DCX-IR neuroblastov. PoCet
neuroblastov sa pozdiz RMS postupne zvy$oval kaudo-rostralnym smerom (SVZa:
438 + 31,89/cm?; vr: 394,52 + 36,34; ohyb: 684,25 + 59; hr: 943,75 + 112,81). Pocet
neuroblastov v GD hipokampu bol v porovnani s RMS pomerne nizky (79,38 + 13,36).
Po ozZiareni doSlo k signifikantnému zniZzeniu neuroblastov v SVZa (121,06 + 33,07
verzus K; p < 0,001) a vr (28,35 + 6,92 vz. K; p < 0,001). V dalSich oblastiach RMS
a hipokampe doslo k uplnej eliminacii DCX-IR neuroblastov (hr: Ziadne bunky vz. K; p
< 0,001; GD: ziadne bunky vz. K) (Obr. 1).

Po ofarbeni metédou Fluoro Jade-C sme v mozgu oZiarenych potkanov identifikovali
FJ-C* bunky nielen pozdiz RMS, ale aj v prifahlych oblastiach, napr. corpus striatum
a nucleus olfactorius anterior. Okrem neuroblastov a zrelych neurénov sme FJ-C
pozitivitu zistili v ependymovych bunkach vystielajucich stenu lateralnych mozgovych
komér a taktieZ v oligodendrocytoch. V mozgu potkanov nedoslo takmer ku Ziadnym
neurodegenerativnym zmenam (vr, ohyb: Ziadne bunky) s vynimkou SVZa (172,26 *
12,71/cm? vz. K: Ziadne bunky) a GD (1252,6 + 171,10 vz. K: Ziadne bunky) (Obr. 2).

Obr. 1 Mikrofotografie mozgu potkanov kontrolnej skupiny (K; a) a skupiny oziarenej frakcionovanou
davkou 32 Gy ionizujuceho ziarenia (Oz; b, c) prezivajucich 9-11 tyzdnov po poslednej davke.
V preparatoch sme pomocou imunofluorescenéného farbenia identifikovali marker neuroblastov —
doublecortin (DCX; &ervena cytoplazma, Sipky). V oZiarenej skupine doSlo Kku zniZzeniu poctu
neuroblastov v SVZa. Vysvetlivky: LK - lateralna mozgova komora, SVZa - predna stena
subventrikularnej zény, vr — vertikalne rameno. Mierky: a,b=200 ym; ¢=50 ym

Diskusia
V mozgu potkanov prezivajucich 9-11 tyzdiov po ozZiareni doSlo ku zretelnym
kvantitativnym zmenam v populacii neuroblastov (Obr. 2). Eliminacia neuroblastov
v oboch neurogénnych oblastiach bola v sulade so zavermi nasich predchadzajucich
experimentov a zisteniami inych stadii [6, 7, 8]. Zistili sme, Ze radiosenzitivitu
neuroblastov v neurogénnych oblastiach neoplyviuje len cD, ale aj volba
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Obr. 2 Zastupenie DCX-IR neuroblastov a FJ-C* degenerujucich neurénov v gyrus dentatus (GD)
hipokampu a jednotlivych oblastiach rostralnej migracnej drahy (RMS), tj. v prednej stene
subvetrikularnej zény (SVZa), vertikdlnom ramene (vr), ohybe a horizontalnom ramene (hr) v mozgu
kontrolnych (K) a oziarenych (Oz) potkanov. Vysledky Statistickej analyzy (ANOVA) su uvedené ako
priemer + Standardna odchylka merania. ***p < 0,001

ozarovacieho pristroja, energia ziarenia a predovSetkym doba prezivania zvierat po
frakcionovanom oziareni. Vysledky morfologickej analyzy koreSpondovali so zavermi
in vivo merania vybranych metabolitov v corpus striatum a GD pomocou proténovej
magnetickej rezonancnej spektroskopie. Zistili sme signifikantny pokles koncentracie
markera neuronov spolu s poklesom hlavného inhibicného a excitatného
neurotransmitera. Histologicky nalez a zmena metabolického profilu mohli byt
prejavom reverzibilného poskodenia neurdonov alebo ireverzibilnej straty spojenej
s naruSenim neurotransmisie. AvSak nepatrné neurodegenerativne zmeny v ramci
RMS naznacovali, ze SVZa ma urcitu schopnost nahradzovat poskodené neuroény.
Podfa zaverov naSich a inych Studii vSak SVZa nie je schopna obnovit po6vodné pocty
neurénov niekolko mesiacov po frakcionovanom oziareni [6, 7, 8, 9].

Zaver

Frakcionované ozZarovanie zasadne ovplyvnilo zastupenie neurénov v oboch
neurogénnych oblastiach mozgu potkanov. V naSej Studii sme okrem
histopatologickych zmien identifikovali aj metabolické a volumetrické zmeny
v neurogénnych oblastiach mozgu. Vysledky zakladného vyskumu a skusenosti
z radioterapie potvrdzuju, Ze histopatologické nalezy su uzko spojené s funkénymi
zmenami mozgu. Prave funk&né, kognitivne zmeny patria k najzavaznejSim prejavom,
ktoré vyrazne zhorsuju kvalitu Zivota onkologickych pacientov.

Préaca bola financované z prostriedkov grantu Vedeckej grantovej agentiry MSVV a S
SR (VEGA ¢.1/0356/18) a projektu ,Identifikacia novych markerov v diagnostickom
paneli neurologickych ochoreni“ spolufinancovanym z prostriedkov EU a Eurépskeho
fondu regionalneho rozvoja.
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Vplyv metioninovej diéty na objemové a histopatologické zmeny
hipokampu potkanov v modeli globalnej mozgovej ischémie

Oravcova, B.1, Kalenska, D.2, Hnilicova, P.3, Adamkov, M.1, Lehotsky, J.34,
Kovalska, M.1

1 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Ustav histologie
a embryoldgie, Martin; 2Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Ustav anatémie, Martin; 3 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine,
Martinské centrum pre biomedicinu, Martin; 4 Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova
lekarska fakulta v Martine, Ustav lekarskej biochémie, Martin
maria.kovalska@uniba.sk

Abstract
A methionine (Met)-rich diet leads to an elevated level of homocysteine (Hcy) in plasma
and might cause pathological alterations across the brain. Hyperhomocysteinaemia
(hHcy) is associated with both cardio- and cerebrovascular diseases with brain tissue
damage. The hippocampus is constantly being studied for its selective vulnerability
linked with neurodegeneration. This experiment is designed to demonstrate volume
and histomorphological changes in the rat hippocampus after global brain ischemia
with previous induction of hHcy using a combination of magnetic-resonance-volumetry
as well as immunohistochemical analysis. After 4 weeks of a Met-enriched diet at a
dose of 2 g/kg of animal weight/day, adult male Wistar rats underwent 4-vessel
occlusion lasting for 15 min, followed by a reperfusion period varying of 7 days.
Histomorphological analyses showed that the subsequent ischemia-reperfusion (IR)
insult aggravates the extent of the sole hHcy-induced degeneration of the hippocampal
neurons. Deeper alterations in the number and morphology of neurons, astrocytes and
their processes and decreased volume in the grey matter were demonstrated in the
hippocampus 7 days post-ischemia in the hHcy animals. Our results suggest that the
combination of the two risk factors (hHcy and IR insult) endorses and exacerbates the
rat hippocampal neurodegenerative processes.

Keywords: hippocampus, hyperhomocysteinemia, methionine diet, ischemia-
reperfusion injury, neurodegeneration

Uvod

Metionin (Met) je esencialna, proteinogénna aminokyselina pritomna v strave a tvori
vyraznu Cast Zapadnej diéty [1]. ZvySena hladina Met v plazme, hypermetioninémia
(hMet) a jej oxidacny produkt, Met sulfoxid, vedu v organizme k oxidacnému stresu a
prispievaju k rozvoju/progresii patologickych zmien v mozgu [2-4].

ZvySeny prijem Zivoc€iSnych proteinov, ktoré su bohaté na Met alebo dysregulacia Met
metabolizmu mdzu viest k narastu plazmatickej koncentracie dalSieho medziproduktu,
homocysteinu (Hcy). Hey je aminokyselina obsahujuca siru a vznika pri konverzii Met
na cystein. Hyperhomocysteinémia (hHcy) je jeden zo znamych rizikovych faktorov pre
rozvoj kardio- aj cerebrovaskularnych ochoreni [5]. S hHcy sa spajaju
neurodegenerativne ochorenia, ako akutne cievne mozgové prihody (CMP) a
ateroskler6za, kognitivna deterioracia €i Alzheimerova choroba [1, 6]. AvSak presny
mechanizmus, ako sa hHcy na rozvoji tychto ochoreni podiela, nie je uplne znamy.

V sucasnosti existuje iba obmedzené mnozstvo experimentalnych prac zaoberajucich
sa vzajomnym prepojenim hHcy a IR poskodenia na nervové tkanivo centralnej
nervovej sustavy. Pri experimentoch s indukciou hHcy priamym podavanim Hcy
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podkoZne a naslednou aplikaciou mozgovej ischémie sa ukazalo histologicky
detegované urychlenie dezintegracie nervoveho tkaniva v oblasti hipokampu [7-10].
Preto sme v naSej praci sledovali ako sa spolupdsobenie hHcy a IR inzultu podiela na
rozvoji a akceleracii neurodegeneracie v mozgu potkanov, no hHcy bola v tomto
pripade navodena diétou so stredne zvySenym obsahom Met. NaSe vysledky ukazali,
Ze strava bohata na Met v kombinacii s IR poSkodenim vedie k histomorfologickym a
objemovym zmenam v hipokampe.

Prehlbovanie poznatkov o vplyve modifikovatelnych rizikovych faktorov na rozvoj
neurodegeneracie, ako v tejto praci, by mohlo rozsSirit moznosti lieCby neurologickych
pacientov s ischemickym poSkodenim mozgu, ktorého negativne désledky mézu byt
umocnené prave poruchou metabolizmu esencialnych aminokyselin (hHcy).

Material a metody

K ziskaniu vzoriek sme v tomto experimente pouzili samce potkanov kmena Wistar
(n=28) vo veku 5 az 6 mesiacov, s priemernou hmotnostou 332g, ktoré boli chované
za Standardnych podmienok v CZ JLF UK. Manipulacia s tymito zvieratami bola
schvalena Etickou komisiou JLF UK ako aj SVPS SR pod &islom 727/12-221. Zvierata
boli rozdelené do 4 skupin. Prva skupina zvierat sluzila ako kontrola (K). Zvierata
druhej skupiny (IR7d) podstupili Stvorcievny podvaz (4-VO podla Kovalska et al. [8]) s
naslednou 15 minutovou mozgovou ischémiou a 7 diovou reperfuziou. Tretej a Stvrtej
skupine bola poas 28 dni podavana voda obohatena o Met v davke 2 g/kg vahy
zvierata, ¢im sa u nich vyvolala mierna hHcy. Tretia skupiny sluZila ako hHcy kontrola
(Met-K). Stvrtej skupine bola na 29. defi aplikovana 15 minatova globalna mozgova
ischémia so 7 dnovou reperfuziou (Met-IR7d). Potkany boli usmrtené dekapitaciou
v hibokej anestézii v sulade s etickymi zasadami prace s laboratornymi zvieratami.
Mozgy =zvierat boli vypreparované, hlbokozmrazené, narezané na kryostate
a nanesené na podlozné skla. Pre dalSie spracovanie a vyhodnocovanie preparatov
sme pouzili bunkovo Specifické primarne protilatky NeuN (neurény) a GFAP
(astrocyty). Vzorky sme podrobili imunohistochemickej analyze na konfokalnom
mikroskope Olympus FluoView FV10i. Zamerali sme sa na oblast’ cornu ammonis 1
(CA1) hipokampu. Vysledky sme vyhodnotili v programe GrafPhad InStat V3.01 a pre
vyjadrenie Statistickej vyznamnosti sme pouzili Studentov t-test. Pri in vivo objemovej
analyze hipokampu magnetickou rezonanciou (MR) s T2 vazenim, za vyuZzitia pristroja
7 T Bruker Biotech MRI a softwaru ITK-SNAP, sme analyzovali potkany z K, Met-K a
Met-IR7d skupiny. Objem hipokampov bol vypocitany automaticky po manualnom
oznaceni vybranej oblasti.

Vysledky

1. Vysledky imunofluorescencnej analyzy

Pri imunohistofluorescencnej analyze NeuN protilatka v naivnej kontrolnej skupine (K)
znacila jadra, ako aj cytoplazmu vacsiny typov neurdnov vSetkych oblasti v mozgu
(mozgova kéra, hipokampus a mozocek). V astrocytoch nebola pozorovana Ziadna
imunoreaktivita. Prevaha cytoplazmatickej pozitivity bola koncentrovana v tele
neurénov, siahajuca do kratkej vzdialenosti do vybeZkov (hlavne odstupovy kuzel
axonu). V CA1 oblasti hipokampu Met-K skupiny sme vSak detegovali morfologické
zmeny neuronov. Sledovali sme opuchom tela aj jadier neurénov tejto skupiny.
Statisticky signifikantny rozdiel oproti kontrolnej skupine (K) sme vsak nezistili. Po 7
driovej reperfuzii sa ukazal znacny pokles po¢tu NeuN+ neurénov. U naivnej IR7d
skupiny so znizenim poctu o0 39,2 % (p<0,001), tak aj Met-IR7d skupiny s 42,9 %
poklesom (p<0,001) voci K skupine. Met diéta s naslednou miernou hHcy spésobila o
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31,7% vacsiu stratu NeuN+ buniek v Met-IR7d ako u naivnej IR7d skupiny, ako aj
vyraznejSie morfologické zmeny s fokalnymi stratami neurénov a ubytkom ich
fluorescencnej intenzity.

GFAP protilatka v K skupine znazornila astrocyty vo vSetkych vrstvach CA1 oblasti
hipokampu. Ich vybezky boli tenké a radialne usporiadané. V Met-K experimentalnej
skupine sme zaznamenali narast poCtu GFAP+ buniek o 24,8 % (p<0,01) voCi K
skupine, a to najma v oblasti stratum oriens, stratum radiatum a stratum lacunosum
hipokampu. Po 7 dnovej reperfuzii sme zaznamenali Statisticky pokles astrocytov u
Met-IR7d voci Met-K skupine 0154 % (p<0,05). Po 7 diovej reperfuzii sme
zaznamenali iba nevyznamny rozdiel v poCte GFAP+ buniek medzi skupinou s/bez
indukovanej hHcy. Detegovali sme vSak vyrazné histomorfologické zmeny astrocytov.
V IR7d skupine sme sledovali hypertrofické tela astrocytov a ich vybezZky boli viac
vetvené a dlhSie (znaky reaktivnej astrogliézy). Naopak, hypotrofické astrocyty s
kratkymi vybeZkami sme sledovali v skupine Met-IR7d (obr. 1).

K ; et-K. |2 , R TN

Obr. 1 Imunofluoresce¢né mikrofotografie prekryvu NeuN a GFAP v CA1 oblasti hipokampu.
Fluorescenéné mikrofotografie hipokampu potkanov u kontrolnej a ischemickej skupiny so 7 driovou
reperfuziou s/bez Met diéty. Na obrazku je zelenou fluorescenciou zobrazeny GFAP a ¢ervenou NeuN.
Jadra vSetkych buniek st dofarbené DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole — modra). Sipky oznaduju
morfologicky zmenené bunky. Mierka na obrazkoch = 50 ym

2. MRI volumetricka analyza

MRI volumetrickou analyzou sme dokazali signifikantné rozdiely objemu hipokampu
medzi K (96.61 + 4,78 mm?®) a Met-K (100,85 + 1,82 mm?3) skupinou s p=0,031. Po 7
driovej reperfuzii u Met-IR7d skupiny doslo k zmenseniu objemu hipokampu (85,78 +
2,01 mm?3) s p=0,001 voci K a s p<0,001 oproti Met-K skupine (tab. 1).
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Tab. 1 MR-volumetria oblasti hipokampu potkanov. 1. stipec - Hodnota objemu tkaniv (stredna hodnota
+ SD) hipokampu pre kontrolnu skupinu (K, n=8), pod tym skupina s Met diétou (Met-K, n=8) a Met-
IR7d. 2. - 4. stipec- vyjadrena zakladna hodnota objemu tkaniva pre experimentalne skupiny a
percentualny narast/pokles objemu hipokampu vod&i K a Met-K spolu so Statistickou signifikantnostou
rozdielu medzi skupinami a vypoc€itanymi hodnotami

HIPOKAMPUS
Objemové zmeny K
(priemer * SD) - .
B (objemové Met-K Met-IR7d
Objem tkaniva rozhranie) 10£2% -6%2%
(priemer % SD) 91.7 mm?3
K
96.51 + 4.78 mm?2 - Independent sample
100 35|\A4-e;-|§2 mm?3 0.031 - 2-tailed t-test
Met-IR7d 0.001 <0.001 ]

85.78 £ 2.01 mm?
“-“ Statisticka signifikantnost medzi K/K, Met-K/Met-K a Met-IR7d/Met-IR7d

Diskusia

Vysoky prijem Met a/alebo dysregulacia Met metabolizmu méze viest k hHcy, ktora je
znamym rizikovym faktorom pre kardio- a cerebrovaskularne ochorenia. HHcy je
taktiez spajana s rozvojom neurodegenerativnych zmien [1, 5, 6]. Viaceré Studie
ukazali, ze po ischemickej CMP dochadza v mozgu k ¢asovo zavislym, heterogénnym
histopatologickym zmenam [7, 8, 11, 12]. Hipokampus predstavuje selektivne
vulnerabilnu Strukturu mozgu a na inzult ako ischemické poSkodenie reaguje v€asnym
nastupom neurodegenerativhych zmien [12, 13]. Len malo Studii v laboratérnych
podmienkach je zameranych na sledovanie spolupésobenia hHcy a IR poskodenia,
ktoré by imitovalo CMP s poruchou metabolizmu esencialnych aminokyselin u
pacientov [14].

V naSej praci sme zvieratam indukovali miernu hHcy pomocou diéty so zvySenym
obsahom Met podavanym vo vode. NaSe vysledky pri kombinacii hHcy a IR inzultu
ukazali vyraznejSie degenerativne zmeny v CA1 oblasti hipokampu. Zaznamenali sme
znizenie poCtu neurdnov so suCasnym vyskytom zmien gliovej celularity v
postischemickom obdobi u skupin s navodenou hHcy. Pokles neurdnov je zrejme
spojeny s oxidaciou bielkovin, ¢&i priamou stimulaciou N-metyl-D-aspartatového
receptora (NMDAR) spb6sobenou hHcy [9, 15]. Narast poctu astrocytov u skupiny s
hHcy bez ischémie bol spojeny s hypertrofiou ich tiel a vyraznejSou arborizaciou
vybezkov. Tento histomorfologicky fenomén mozno popisat ako reaktivnu astrogliozu,
ku ktorej zrejme doSlo dynamickou odpovedou astrocytov na glutamatotoxicitu a/alebo
narusenie hematoencefalickej bariéry (HEB) v hHcy podmienkach [16]. Sedemdnova
reperfuzia viedla k napadnejSiemu poskodeniu astrocytov po predchadzajucej indukcii
hHcy, ktoré sa prejavilo kratSimi a menej vetvenymi vybezZkami oproti naivnej IR7d
skupine. Predpokladame, Ze tento stav bol vyvolany gliotoxicitou so stimulaciou
NMDAR, influxom vapnika a cytoskeletovou prestavbou astrocytov, ako désledok
spolupdsobenia hHcy a IR poskodenia [1, 8-10, 15-18].

Samotna hHcy navodena Met diétou je spojena s narastom objemu hipokampu vdaka
opuchu tkaniva/buniek, ¢o sme dokazali v predchadzajucej praci [1]. Ischemicky inzult
tento edém zvyraziuje, a to pravdepodobne vdaka disrupcii HEB excitotoxickym
vplyvom Hcy na astrocyty [16]. Po ischémii a naslednej 7 diiovej reperfuzii sme v hHcy
podmienkach detegovali zmenSenie objemu hipokampu, €o je moznou znamkou
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progresivnej neurodegeneracie ako sa ukazalo vo viacerych podobnych Studiach [17,
18].

Na zaklade naSich vysledkov usudzujeme, Ze mierna hHcy navodena zvySenym
prijmom Met vedie za experimentalnych podmienok v mozgu k vzniku toxického
prostredia s poSkodenim CA1 oblasti hipokampu na mikro- aj makroskopickej urovni.
Dochadza k zmene objemu hipokampu, aktivacii a posSkodeniu astrocytov, ako i
znizeniu poctu neuronov.

Zaver

Cielom tejto prace bolo zhodnotit vzajomny vztah hHcy a mozgovej ischémie na
hipokampus so sledovanim nastupu a priebehu neurodegeneracie za vyuzitia MRI
volumetrie a imunofluorescencnej analyzy. HlbSie poznanie podstaty mechanizmov
prebiehajucich v bunkach pri IR poskodeni mozgu v asociacii s hHcy by mohlo v
buducnosti prispiet k zefektivneniu terapie resp. prevencie u pacientov s CMP v
spojitosti s neurodegenerativnymi zmenami v mozgu ako i pri rozvoji demencie a
pomdct stanovit mieru vplyvu tychto dvoch reverzibilnych rizikovych faktorov na
relevantné neurologické ochorenia.

Praca bola podporena projektami VEGA 1/0230/20, APVV ¢&. 15/0107 a z projektu
»Identifikacia novych markerov v diagnostickom paneli neurologickych ochoreni”, kod:
26220220114, spolufinancovanym zo zdrojov EU a Eurépskeho fondu regionalneho
rozvoja.
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Abstract

Silica (SiO2) is a common mineral in the earth’s crust and a major particulate matter in
the environment. Prolonged and/or intensive inhalation of silica particles can cause
lung silicosis, often leading to irreversible pulmonary fibrosis. The changes associated
with the silicosis include accumulation of cells, particularly of lymphocytes and alveolar
macrophages, in the interstitium, thickening of the pulmonary interstitium mass,
formation of hyalinized fibrotic nodules, and deposition of collagen fibres. Due to a lack
of effective therapy and poor understanding the pathomechanisms, silicosis remains a
serious health problem. Therefore, exploring the molecular pathomechanisms of
silicosis is needed for discovery of novel therapeutic strategies, particularly in the early
stages of the disease. For this purpose, various animal models of the lung silicosis
have been developed. In this study, an extent of histopathological changes evoked by
two different doses of intratracheally delivered silica was compared.

Keywords: silica, lung silicosis, inflammation, fibrosis

Uvod

Plucna silikdza je ireverzibilné fibrotizujuce ochorenie pfuc, ktoré vznika v désledku
dlhodobej a/alebo intenzivnej inhalacie kremikovych &astic (siliky), najcastejSie ako
profesionalna zataz v banictve alebo pri opracovavani kamena [1,2]. Patofyzioldgia
ochorenia nie je uplne objasnena, predpoklada sa vSak vyrazna interakcia viacerych
mechanizmov vratane zvySenej tvorby reaktivnych foriem kyslika (ROS), aktivacie
prozapalovych a proapoptotickych kaskad a stimulacie profibrotickych procesov [3].
Pre Stadium zmien pri silikbze ako aj pre testovanie novych spdsobov lieCby sa
pouzivaju viaceré animalne modely silikdzy, v ktorych sa podavaju rézne davky
a koncentracie oxidu kremicitého (siliky), ato instilaciou do trachey priamou
transmuralnou cestou alebo orofaryngealnou cestou. V. nasSom projekte sme na
intratrachealne podanie siliky pouzili orofaryngedlnu cestu, ktora v porovnani s
priamou transtrachealnou instilaciou umoznuje porovnatefnu distribuciu siliky v
plucach, priCom nevyZaduje predchadzajucu chirurgicki pripravu ani naslednu
pooperacnu fazu [4,5]. Na vyvolanie zapalovych a nasledne fibrotickych zmien sme
pouzili dve rézne davkovania siliky a porovnali sme stupen histopatologickych zmien
v tychto dvoch modeloch.

Material a metody
V naSich experimentoch sme pouzili samce potkanov SPF kmena Wistar
s hmotnostou 250-400 g, ktoré boli chované v standardnych podmienkach vo zverinci.
Na vyvolanie modelu plucnej silikozy sme pouZili 2 koncentracie siliky, t.j. 50 mg/ml/kg
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hmotnosti pre model silikoézy 1 alebo 50 mg/ml/zviera pre model silikdzy 2. Modely
silikozy sme vyvolali jednorazovym orotrachealnym podanim prislusnej davky
suspenzie siliky (oxidu kremicitého vo fyziologickom roztoku) v celkovej inhalaénej
anestéze. Po 14 alebo 28 dfioch od podania siliky sme zvierata usmrtili podanim
letalnej davky anestetik.

Vybrali sme pfuca a stredny lalok pravych pluc sme fixovali v 4% formaldehyde. Po
fixacii boli vzorky pfuc parafinizované, narezané a ofarbené hematoxylinom-eozinom.
Morfometricku analyzu vzoriek realizoval skuseny histolég a na zaklade pritomnosti
a stupna emfyzému, atelektazy, zhlukov Iymfocytov v intersticiu a pritomnosti
neutrofilov, lymfocytov, plazmatickych buniek a eozinofilov (0=nepritomné,
1=0jedinelé, 2=mierne, 3=zvySené) sme urcili bodové skére pre jednotlivé zmeny.
Cast rezov sme po oplachnuti teéicou vodou farbili pomocou farbiva picro-sirius red
(Millipore Sigma, USA) pocas 1 h. Po dvojitom oplachu kyslou destilovanou vodou
a dehydrataciou v 100% etanole sme rezy montovali v Entellane (Millipore Sigma).
Farbenim sa vizualizovali ¢ervené kolagénoveé vlakna na bledozltom pozadi. Hrubku
vrstvy spojivového tkaniva (lamina propria) steny bronchiolov a hruabku tunica
adventitia steny ciev mikroskopicky hodnotil skiseny histolég pomocou softvéru Quick
Photo Micro, verzia 3.2 (Olympus) a udaje vyjadril v um.

Vysledky
V oboch modeloch silikdzy sme v skupinach so silikdzou (Silika 14 resp. Silika 28)
pozorovali zhorSenie nami sledovanych morfometrickych parametrov v porovnani
s kontrolnymi skupinami (Kontrola 14 resp. Kontrola 28), priCom niektoré rozdiely boli
aj Statisticky vyznamné (Tabufka 1).

Tab. 1 Histopatologické parametre v modeli 1 a modeli 2 vyhodnotené skérovacim systémom

Model silikézy 1 (davka siliky 50 mg/ml/kg hmot.)

Kontrola 14 Silika 14 Kontrola 28 Silika 28
Emfyzém 0,9+1,1 2,1+0,6 1,3+0,5 1,4+0,7
Atelektaza 0,6%1,1 0,9£1,0 0,1£0,4¢ 0,6+0,9b
Zhluky Ly v intersticiu 0,6+1,0 0,9+1,1 0,6+0,5 0,8+0,9
Ne v intersticiu 0,9+0,7 1,8+0,5 1,3+0,5 1,8+0,5
Ly v intersticiu 0,910,7 1,810,5 1,310,5 1,5+0,8
PC v intersticiu 0,9+0,7 1,8+0,5 1,3+0,5 1,5+0,8
Eo v intersticiu 1,3+0,8 1,8+0,5 1,6+0,5 1,8+0,5
Model silikézy 2 (davka siliky 50 mg/ml/zviera)

Kontrola 14 Silika 14 Kontrola 28 Silika 28
Emfyzém 1,6+1,1 1,6£0,5 0,84£0,9 1,1£1,0
Atelektaza 0,3+0,7 1,0+1,0 0,3+0,7 0,3+0,5
Zhluky Ly v intersticiu 2,5+£0,5 2,7£0,5 1,1£0,8 1,1£1,0
Ne v intersticiu 1,4+0,7 1,6+£0,5 1,5£0,5 1,0£0,5
Ly v intersticiu 0,1£0,4 0,9+0,92 0,8+0,5 1,3£0,5
PC v intersticiu 0,3+0,5 0,9+0,9 0,84+0,5 1,0+0,5
Eo v intersticiu 1,3+0,7 1,1£0,7 1,5+0,5 1,3%0,5

Skratky: Ly: lymfocyty, Ne: neutrofily, PC: plazmatické bunky, Eo: eozinofily. Pre porovnania medzi
skupinami p<0,05: aSilika 14 vs Kontrola 14, PSilika 28 vs Kontrola 28, ¢Kontrola 28 vs Kontrola 14

Analyza pritomnosti spojivového tkaniva v stene bronchiolov a ciev ukazala vyrazne
zvySenu akumulaciu kolagénovych vlaken v stene bronchiolov a tiez mierne zvySenu
akumulaciu kolagénu v stene ciev (Obrazok 1).
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Obr. 1 Hrubka steny bronchiolov a ciev v modeli 1 (davka siliky 50 mg/ml/kg hmot.) a modeli 2 (davka
siliky 50 mg/ml/zviera) (vyjadrené v um). Pre porovnania medzi skupinami: 2Silika 14 vs Kontrola 14
p<0,05, bSilika 28 vs Kontrola 28 p<0,01

Diskusia
Inhalacia kremikovych Castic do pfuc spusta vyraznu zapalovu odpoved, ktora
postupne prechadza do chronicity a ireverzibilnej fibrotizacie tkaniva. V animalnych
modeloch silikdzy sa zistilo, Ze v akutnej reakcii na intratrachealne podanie siliky sa
vyrazne aktivuju alveolarne makrofagy a dalSie zapalové bunky, ktoré po inzulte
vstupuju do pfucneho intersticia. Aktivuju sa rdézne prozapalové a proapoptotické
kaskady vratane inflamazému a zvySuje sa tvorba prozapalovych cytokinov (IL-1f,
TNFa, IL-6 atd.) a ROS [6,7]. Postupne sa zapalovy proces stava chronickym,
dochadza k destrukcii epitelovych buniek a zvySuje sa tvorba extracelularnej matrix.
V akutnej faze (poCas prvych 7-14 dni od podania siliky) dominuje hromadenie
prozapalovych buniek, predovSetkym neutrofilov, v bronchoalveolarnej lavaznej (BAL)
tekutine, €o je spojené so zvySenim koncentracii prozapalovych cytokinov v BAL a
plazme a tiez zvySenim pritomnosti tekutiny v plucach. Akutny zapal postupne
prechadza do Stadia vC€asnej fibrozy, s proliferaciou myofibroblastov, zmnozZenim
extracelularnej matrix a ukladanim depozitov kolagénu v intersticiu. ZvySenie
celkového poctu buniek v BAL po priblizne 2 tyzdrioch od inzultu dosahuje vrchol,
pocCet neutrofilov neskor klesa a zvySuje sa zastupenie T-lymfocytov a alveolarnych
makrofagov. Dochadza aj k zmenam niektorych biochemickych markerov, napr. k
zvySeniu PDGF, TGF-B1, IGF, endotelinu-1, fibronektinu a trombinu. Zakladnymi
regulatormi syntézy a degradacie extracelularnej matrix su matrix-metaloproteinazy
(MMP) a ich tkanivovy inhibitor (TIMP), ale v tkanive su zvySené aj koncentracie
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kolagénu a hydroxyprolinu, markera celkového obsahu kolagénu v plucach, a tiez
aktinu hladkej svaloviny (SMA), markera diferenciacie plucnych myofibroblastov.
Objavuje sa aj remodeling ciev. Naopak, zniZuju sa niektoré anti-fibrotické faktory,
napr. interferén-y [8-11]. NaSe vysledky su v sulade s vysledkami inych autorov. Zistili
sme, ze kym v prvych 14 dhoch sa v intersticiu najvyraznejSie zvySuju neutrofily,
neskor dominuju lymfocyty. Dalej sme pozorovali, Ze stupeni atelektazy a emfyzému
po podani siliky je vyraznejSi poCas akutnej fazy ochorenia. ZvySenie akumulacie
kolagénu sme zaznamenali uz po 2 tyzdrioch od podania siliky, priCom sa tieto zmeny
eSte zvyraznili po 28 dnoch od podania siliky. Dolezitym zistenim je aj to, Ze okrem
nahromadenia kolagénovych vlaken v stene bronchiolov dochadza aj k zhrubnutiu
steny ciev, a to uz vo v€asnej faze ochorenia. Hoci sme porovnanim nami sledovanych
histopatologickych zmien v plucach nezistili vyznamné rozdiely medzi dvomi modelmi
silikézy a obe davkovania siliky viedli k poZzadovanym zapalovym a fibrotickym
zmenam pluc, mierne vyraznejsi a stabilnejSi efekt sme pozorovali v modeli silikozy 2.

Zaver
Oba nami pouzité modely silikézy viedli k pozadovanym zapalovym a fibrotickym
zmenam v pfucach, pri€om mierne vyraznejsi efekt sme pozorovali v modeli silikozy 2.

Préaca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0356/18 a APVV-15-0075.
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Abstract

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) is associated with diffuse lung
inflammation, damaged alveolar epithelium, leakage of plasma proteins into the alveoli
and inactivation of pulmonary surfactant, which together lead to ventilation perfusion
mismatch and respiratory failure. Lung function could potentially be restored with
exogenous surfactant therapy, but clinical trials with natural derived or synthetic
surfactants have so far been disappointing. These negative results may be explained
by variability in surfactant biology, inactivation and/or dosage of drug. Synthetic
surfactant CHF5633, containing analogues of SP-B and SP-C may be effective against
inactivation in ARDS. In this study, the aim was to compare treatment effects of
CHF5633 and animal-derived surfactant poractant alfa from biochemical and
histopathological view in experimental model of ARDS. ARDS was induced in adult
New Zealand white rabbits by intratracheal instillation of hydrochloric acid (pH 1.25, 4
mL/kg) followed by injurious ventilation (V1 20 mL/kg) until respiratory failure (P/F ratio
<10 kPa or 100 mm/Hg). The animals were treated with an intratracheal bolus of 2.5
mL/kg of CHF5633 or Poractant alfa (both surfactants containing 80 mg
phospholipids/mL), or air as control. The animals were subsequently ventilated (V1 6
m/kg body weight) for an additional 4 h and were monitored regularly. Post mortem,
histopathological appearance of the lungs, degree of lung oedema and levels of the
cytokines TNFa, IL-1[3, IL-6 and IL-8 in bronchoalveolar lavage fluid were evaluated.
Both surfactant preparations improved lung function, improved the deteriorative
changes to the ARDS lung architecture, reduced the levels of pro-inflammatory
cytokines, and degree of lung oedema to very similar degrees compared to controls.
This study indicates that treatment of severe experimental ARDS with single dose of
CHF5633 improves histopathological changes and attenuates inflammation in lung
parenchyma.

Keywords: Acute respiratory distress syndrome (ARDS), Synthetic pulmonary
surfactant, CHF5633, Inflammation, Histopathological analysis

Uvod
Syndrém akutnej respiracnej tiesne (acute respiratory distress syndrome, ARDS)
predstavuje vaznu Zivot ohrozujucu situaciu, ktora postihuje vSetky vekové skupiny
vratane novorodencov; s mortalitou u deti 20-30% a u dospelych az 40% [1]. Inicialne
poskodenie plucneho tkaniva, napr. v désledku pneumonie, aspiracie zaludoéného
obsahu, sepsy atd., vedie k naruSeniu alveolo-kapilarnej bariéry, k apoptéze az
nekroze alveolarnych epitelovych buniek I. a ll. typu a rozvoju alveolarneho edému
spojeného s poklesom prevzdusnenia pfucneho tkaniva [2]. DélezZitym aspektom
patogenézy ARDS je migracia neutrofilov do pfuc. Aktivované neutrofily uvolfuju do
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okolia toxické mediatory, proteazy, reaktivhe formy kyslika a dusika a pro-zapalové
cytokiny, ¢im prispievaju k dalSiemu poskodzovaniu alveolo-kapilarnej membrany [3].
To vedie k inaktivacii pfucneho surfaktantu, zmene ventilatno-perfuznych vztahov a
difuznej zapalovej reakcii, ¢o negativhe ovplyvhuje plucne funkcie a spdsobuje
hypoxémiu [4]. Aj napriek pribudajucim znalostiam o ARDS je lieCba tohto ochorenia
iba podporna: protektivna mechanicka ventilacia, prona¢né polohovanie pacienta
a snaha minimalizovat’ iatrogénne poskodenie plucneho parenchymu [5]. PouZitie
exogeénnych surfaktantov sa preto méze zdat ako ucinna doplnkova terapia, ktora
zvySuje plucnu poddajnost a zmierfiuje zapal a edém v plucach [6]. Vysledky
klinickych Studii, v ktorych sa testovala ucinnost surfaktantovej terapie pri ARDS, vSak
boli protichodné. Méze to suvisiet s heterogénnostou zlozenia pouzitych surfaktantov,
a teda ich réznou biofyzikalnou aktivitou, ako aj s nachylnostou k inaktivacii a s
aplikovanou davkou [7]. CHF5633 je plne synteticky surfaktant pozostavajuci z
dipalmitoylfosfatidylcholinu a palmitoyl-oleoyl-fosfatidylglycerolu a peptidovych
analogov ludskych surfaktantovych proteinov SP-B a SP-C [8]. Testovanie CHF5633
v experimentalnych [9, 10] aj klinickych Studiach [11, 12] vykazalo podobnu ucinnost
a bezpelCnost ako Poractant alfa u pred€asne narodenych novorodencov so
syndromom respiracnej tiesne (RDS).

Na zaklade tychto vysledkov sme predpokladali, ze CHF5633 bude ucinny aj pri lieCbe
ARDS. Cielom tejto Studie bolo preskumat zapalové a histopatologické zmeny
plucneho parenchymu a zhodnotit terapeuticky efekt syntetického surfaktantu
CHF5633 v porovnani s Poractantom alfa, surfaktantom ZivociSneho pévodu, v
experimentalnom modeli ARDS. Priaznivé vysledky tejto Studie mézu predstavovat
predklinicky podklad pre mozné pouzitie syntetickych surfaktantov aj u pacientov
s ARDS.

Material a metodika

Experimentalny model ARDS

V studii schvalenej Etickou komisiou JLF UK v Martine bolo pouzitych 21 dospelych
novozélandskych bielych kralikov s hmotnostou 2,2+0,3 kg. Experimentalny postup na
zvieratach bol v sulade s naSou predchadzajucou Studiou [13]. Poskodenie pfuc,
definované ako pomer parcialneho tlaku arterialneho kyslika k tlaku inspirovaného
kyslika P/F < 10 kPa, bolo vyvolané dvojitym inzultom: aspiraciou kyseliny
chlorovodikovej (HCI; pH 1,25; 4 mL/kg) a vysoko-objemovou ventilaciou
spbsobujucou ventilatorom indukované poskodenie pluc (Vt 20 mL/kg, ZEEP) [14].
Nasledne boli zvierata nahodne rozdelené do skupin na: nelie€enu kontrolnu skupinu
(Control, n=7) a skupiny so surfaktantovou terapiou (Poractant alfa a CHF5633, kazda
n=7). Modifikovany prasaci surfaktant Poractant alfa (Curosurf®) a synteticky CHF5633
(oba surfaktanty poskytla Chiesi Farmaceutici) boli podavané ako bolusova terapia
(2,5 ml/kg, 200 mg fosfolipidov /kg) do priedusnice nad karinou. Nasledne boli zvierata
ventilované dalSie 4 h (V1 6 mL/kg, PEEP 5 cm H20, frekvencia ventilacie 30/min, FiO2
1.0).

Post mortem analyzy

Po usmrteni zvierata bola vykonana bronchoalveolarna lavaz (BAL) lavych pluc
fyziologickym roztokom (2x 10 mL/kg) a odobraté nativne vzorky pravych pluc na
stanovenie stupfa plucneho edému a formalinova fixaciu pre naslednu
histopatologicku analyzu. Hladiny cytokinov TNFa, IL-18, IL-6 a IL-8 boli stanovené v
BAL pomocou Specifickych ELISA kitov (Cloud-Clone). Formalinom fixované vzorky
pluc boli zaliate do parafinu, narezané a zafarbené hematoxylinom a eozinom.
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Kvantitativna morfometricka analyza pritomnosti neutrofilovej infiltracie, intersticialnej
kongescie, poharikovitych buniek, hyalinovych membran a celkového histologického
skore poskodenia pluc bola vykonana naslepo pouzitim skérovacieho systému [15].
Miera pfucneho edému bola hodnotena ako pomer mokrej hmotnosti pfuc k suche;j
(wet/dry ratio, W/D).

Data boli analyzované pomocou Statistického programu GraphPad Prism 8 (USA).
Normalna distribucia dat bola overena pomocou Shapiro-Wilkovym testom a rozdiely
medzi jednotlivymi skupinami boli testované pomocou jednocestnej ANOVY. Hodnota
p<0,05 predstavovala hranicu Statistickej vyznamnosti.

Vysledky

Podanie oboch surfaktantovych preparatov viedlo k signifikantnému znizeniu hladin
sledovanych pro-zapalovych cytokinov v BAL tekutine, p<0,05 pre vSetko okrem
TNFa, kde pre Poractant alfa vs. kontrolna skupina p<0.01 (Fig. 1). Tvorba plucneho
edému (pomer W/D) sa signifikantne znizila po lieCbe oboma surfaktantami: pre
Poractant alfa p=0,0003, CHF5633 p=0,0021 vs. kontroly (Fig. 1).

Terapia oboma surfaktantami zmiernila poSkodenie pluc, vyrazne znizila celkové
histologické skore poskodenia pluc: pre Poractant alfa aj CHF5633 p=0.0009 vs.
kontrolna nelieCena skupina (Fig 2) aznizZilo sa skore neutrofilovej infiltracie a
intersticialnej kongescie. CHF5633 vyrazne znizil aj pritomnost poharikovitych buniek
(p=0,0471) a hyalinovych membran (p=0,0332) v porovnani s kontrolou (Fig. 2).
Surfaktantové terapie Poractantom alfa aj CHF5633 zlepSili architekturu plucneho
tkaniva a zmiernili akutne zapalové procesy charakteristické pre ARDS (Fig. 3)
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Obr. 1 Zapalové interleukiny a tvorba plucneho edému. Koncentracia pro-zapalovych cytokinov TNFa,
IL-1B, IL-6 a IL-8 (v8etko v pg/mL) v bronchoalveolarnej lavaZznej tekutine a stanovenie stupfia plicneho
edému (wet/dry ratio, W/D) v nelieCenej kontrolnej skupine (Control) a skupinach lieGenych
surfaktantom (Poractant alfa alebo CHF5633). Data su prezentované ako priemer + SD. Statistické
porovnanie: Poractant alfa a CHF5633 vs. Control *p<0.05, **p<0.01
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Obr. 2 Histopatologicka analyza. Histopatologické skoére pritomnosti neutrofilovej infiltracie,
intersticialnej kongescie, poharikovitych buniek, hyalinovych membran a celkové histologické skére
poSkodenia pliuc v nelieCenej kontrolnej skupine (Control) a skupinach lieCenych surfaktantom
(Poractant alfa alebo CHF5633). Data su prezentované ako medidn * medzikvartilovy rozsah.
Statistické porovnanie: Poractant alfa a CHF5633 vs. Control *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001

Diskusia
Syndrém akutnej respiracnej tiesne (ARDS) je spojeny s difuznym poskodenim
alveolarneho epitelu a zapalovou reakciou, o ma za nasledok zvySenu priepustnost
alveolo-kapilarnej membrany a tvorbu plucneho edému, €o vedie az k hypoxii [16].
V pritomnosti zapalovych mediatorov a plazmatickych proteinov v alveolach mdéze
dochadzat’ k dysfunkcii surfaktantu a k respiracnému zlyhaniu [17, 18]. Zakladom
liecby ARDS su podporné terapie, ktorych ciefom je zlepSenie oxygenacie a
minimalizacia iatrogénneho poskodenia pluc [19]. V uplynulych rokoch sa uskutocnilo
niekolko randomizovanych klinickych [7, 20, 21] a predklinickych Studii [4, 14, 22], kde
sa exogénny surfaktant pouzil ako lieCba ARDS, no bez vyraznejSich terapeutickych
benefitov hlavne u pacientov. Medzi moznymi dévodmi zlyhania surfaktantovej lieCby
u pacientov s ARDS su rozdiely v zlozeni exogénnych surfaktantov, spdsoboch
podavania a tiez variabilita surfaktantovej bioldgie v populacii [20]. V tejto Studii sme
pouzili klinicky relevantny experimentalny model ARDS zalozeny na aspiracii HCI
a Skodlivej ventilacii. Po vytvoreni modelu ochorenia sme podobne ako ini autori [7,
13, 22] pozorovali zhorSenie respiraCnych parametrov a vyznamnu lokalnu zapalovu
reakciu s masivnym prilevom leukocytov, hlavne granulocytov do pluc. Tento nalez
potvrdila aj histopatologicka analyza, kde sa v alveolach a intersticiu potvrdila
pritomnost infiltratov neutrofilov a makrofagov (Fig. 3). Aktivacia migrovanych
leukocytov je spojena so zvySenou produkciou pro-zapalovych cytokinov [23, 24].
Zapalovy proces a nadmerna tvorba pro-zapalovych latok prispievaju k difuznemu
poskodeniu alveol a endotelu pfucnych kapilar, ¢o vedie k tvorbe plucneho edému [25].
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Oba surfaktantové preparaty, Poractant alfa a CHF5633, utlmili zapalové procesy v
plucach. Pozorovali sme znizené skére poskodenia pluc, neutrofilovej infiltracie a
intersticialnej kongescie a znizené hladiny sledovanych cytokinov. To mohlo viest' aj
k mensej tvorbe plucneho edému po terapii exogénnymi surfaktantami v porovnani
s nelie€enou kontrolnou skupinou (Fig. 1, 2). V sulade s nasim pozorovanim su aj
predtym publikované Studie [4, 14]. Z dévodu heterogénnej patofyziologie ARDS by
bolo velkou vyhodou, keby surfaktanty pouzivané na lieCbu ARDS boli schopné
odolavat inaktivacii réznymi latkami pritomnym v alveolach, vratane plazmatickych
proteinov pritomnych v edémovej tekutine i pro-zapalovych mediatorov. Odolnost
exogeénneho surfaktantu voci inaktivacii méze zavisiet' aj od pritomnosti hydrofébnych
surfaktantovych proteinov SP-B a SP-C (alebo ich analégov), ktoré vyznamne zlepSuju
funkciu surfaktantu [8, 26]. Bezne pouZivané exogénne surfaktanty pochadzajuce zo
zvierat tieto proteiny prirodzene obsahuju [27]. Synteticky surfaktant CHF5633
obsahuje ich ludské analégy, 1,5% SP-C a 0,2% SP-B , vdaka Comu preukazal vysSiu

Obr. 3 Histopatologické pozorovanie. Kvalitativha
histopatologicka analyza 200x zva¢3enych rezov nelie€ene;j
kontrolnej skupiny (A.) a skupin lieCenych surfaktantom:
Poractant alfa (B.) a CHF5633 (C.). V kontrolnej skupine
bolo pozorované pfucne tkanivo s CiastoCne naruSenou
architektdrou, skolabovanymi alveolami a zmieSanym
zgpalovym infiltratom. V alveolarnych priestoroch boli
pritomné polynukleary, plazmatické bunky s mierne
aktivovanymi  pneumocytmi a pocetnymi  volnymi
erytrocytmi. Na alveolarny povrch miestami nasadali
mohutnejSie hyalinne membrany a proteinovy detritus (A.).
V skupine lie€enej Poractantom alfa boli pritomné mierne
zhrubnuté alveolarne septd s riedkym chronickym
zapalovym infiltratom a nasadajucimi nenapadnymi
hyalinovymi membranami. Alveolarne priestory boli
vzdudné s malym zachytom proteinového detritu a
pritomnostou ojedinelych neutrofilov, plazmocytov a
erytrocytov. V  peribronchialnom priestore v  okoli
terminalnych bronchov  boli pritomné nenapadné
lymfocytarne agregaty (B.). Skupina lieCena syntetickym
surfaktantom CHF5633 vykazovala mierne zhrubnuté
alveolarne septa s riedkym zapalovym infiltratom a s
formujucimi sa nenapadnymi hyalinovymi membranami.
Alveolarne priestory boli vzduSné s nenapadnym
proteinovym detritom, ojedinelymi neutrofilmi, plazmocytmi
a skupinami nepocetnych erytrocytov. V peribronchialnom
priestore v okoli terminéalnych bronchov neboli zachytené
lymfocytarne agregaty (C.)
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Zaver

Pouzitie syntetického surfaktantu moéze predstavovat plnohodnotnu alternativu
k surfaktantovym preparatom pochadzajucich zo zvierat. Potvrdzuju to aj vysledky
z tejto Studie, kde sme v experimentalnom modeli ARDS porovnavali efekt
syntetického a prasacieho surfaktantu. Pouzitie syntetického surfaktantu CHF5633
zmiernilo zapalové procesy, prispelo k zlepSeniu architektury pfucneho parenchymu
a znizilo tvorbu plucneho edému porovnatelne s prasacim surfaktantom Poractant
alfa. Tieto vysledky naznacuju vyhody a mozné perspektivy buduceho pouZzitia
syntetickych surfaktantov aj v lie€¢be pacientov s ARDS.

Praca bola podporena projektami VEGA 1/0004/21, APVV-15-0075. Surfaktanty
Poractant alfa a CHF5633 pouZite v tejto Studii poskytla spolocnost Chiesi
Farmaceutici S.p.A, Parma, Taliansko.
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Abstract

The aim of this study was to determine the effect of paclitaxel (PTX) and doxorubicin
(DOX) therapy on the BllI-tubulin and survivin expression in chemically-induced rat
mammary tumors. Animals were randomly divided into treatment groups and the
control group (untreated group). Animals were treated with PTX, in the first phase of
the experiment, while in the second phase, DOX was used. Total proportion of tumors,
proportion of carcinoma in situ (CIS) and invasive carcinoma (IC) were evaluated.
Protein expression in tumor tissue was determined by IHC. The expression of proteins
increased significantly after treatment with both cytostatics (PTX and DOX). Depending
on the type of tumor, a significant increase was observed in IC samples after PTX
treatment, and in CIS samples after DOX treatment. The results suggest that
Blll-tubulin and survivin may be a significant drug resistance markers and clinical
regulation of its activity may be an effective means of reversing this resistance.

Keywords: Blll-tubulin, Breast cancer, Doxorubicin, Paclitaxel, Survivin, Resistance

Uvod

Taxany (paklitaxel a docetaxel), spolu s antracyklinmi (doxorubicin) su Standardnou
suCastou lieCby vC€asného aj pokrocilého karcindomu prsnika. Rezistencia na
spominané chemoterapeutika je primarnou prekazkou ucinnej lie€by. Mnoho Studii to
pripisuje nadmernej expresii Specifickych R-tubulinovych izotypov. BllI-tubulin je
normalne exprimovany vo vysokych hladinach v bunkach neurénového pdvodu, ale
prilezitostne bol najdeny aj v niekolkych extraneurénovych tkanivach [1].
Vo vSeobecnosti ma rozhodujucu ulohu v bunkovom cykle, proliferacii buniek,
diferenciacii a tumorigenéze vdaka svojej jedineCnej depolymerizaCnej aktivite
mikrotubulov. Naviac, moéze riadit bunkovy cyklus a tym menit’ proliferaciu buniek,
diferenciaciu a iné biologické spravanie [2]. Nadmerne exprimovany je pri mnohych
agresivnych a metastatickych nadoroch, preto by mohol sluzit ako prognosticky
marker v urcitych typoch nadorovych ochoreni. Rovnaky potencial ma aj survivin, ktory
ma dvojitu funkciu. Pbsobi ako supresor apoptézy a tiez plni ddélezitu ulohu pri
proliferacii buniek. Dysfunkcia survivinu vedie k defektom bunkového cyklu, vratane
naruSenia cytokinézy, dysregulacie centrozomu a tvorby viacjadrovych buniek [3].
Okrem toho ma dblezitu ulohu aj v procese angiogenézy, ¢o bolo dokazané in vitro.
Vyznam spociva v jeho schopnosti ochrafiovat endotelové bunky pred apoptdzou.
Prostrednictvom tejto ochrany novovytvorenych krvnych ciev mdze nepriamo
podporovat’ rast nadoru [4]. Jeho vysoka expresia bola potvrdena v mnohych typoch
zhubnych buniek kde sa akumuluje alokalizuje v cytoplazme, jadre aj
v mitochondriach. Jeho pritomnost v extracelularnom prostredi méze zvySovat
agresivitu nadoru a znizovat alebo inhibovat’ u€innost lieCby [5].
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Material a metody

Pocas experimentu bolo pouzitych 44 ks samic potkanov linie Sprague-Dawley (SD)
vo veku 5 tyzdnov. Mamarna karcinogenéza bola indukovana prostrednictvom DMBA
(D3254 Sigma — Aldrich, Nemecko), podavanym priamo do Zaludka sondou v celkove]
davke 30 mg, rozdelenej na tri davky. Zvierata boli ndhodne rozdelené do lieCenej a do
nelieCenej (kontrolnej) skupiny. V prvej faze experimentu bol k lieCbe pouzity PTX,
v druhej faze DOX. Obe cytostatika boli podavané i.p. v 6 davkach (5mg/kg). Prva
davka bola aplikovana v den objavenia prvého nadoru, dalSie davky kazdé 3-4 dni.
V kontrolnej skupine boli cytostatika substituované fyziologickym roztokom. Styri dni
po podani poslednej davky boli zvierata usmrtené predavkovanim anestetika (Zoletil
inj.) letalnou davkou 10 mg/kg. Rezy ziskanych karcindmov boli ofarbené zakladnou
histologickou farbiacou metédou hematoxylin & eozin (H&E), a nasledne klasifikované
podla kritérii pre klasifikaciu mamarnych nadorov u potkanov a roz¢lenené na
karcindmy in situ (CIS) a invazivne karcinbmy (IC). Pre detekciu expresie proteinov
v nadorovych tkanivach bolo pouzité IHC farbenie za vyuzitia primarnej polyklénovej
protilatky (BllI-tubulin polyclonal antibody - BIOSS Antibodies, USA) a monoklonovej
protilatky (survivin monoclonal antibody, clone 12C4, Dako). Pre vypocet Statistickej
vyznamnosti bol vyuzivany ,Pearsonov chi — kvadrat® (x2) test.

Vysledky
Imunohistochemicka analyza Rlll-tubulinu preukazala vyznamne zvySenie jeho
expresie vo vzorkach karcindmov po podani PTX (p<0,05; 83,7% vs. 53,8%) a tiez po
podani DOX (p<0,05; 94,1% vs. 48,3%) v porovnani s kontrolami (Tabulka 2).
Vyznamné zvySenie expresie bolo pozorované aj v pripade IC po oSetreni PTX
(p<0,05; 88% vs. 20%) a v pripade CIS po oSetreni DOX (p<0,05; 96% vs. 44,4%).

Tab. 1 Expresia BllI-tubulinu a survivinu v nddoroch mlieénej Zflazy nelieCenych zvierat a zvierat
lie€enych PTX a DOX, * p<0,05

BII-TUBULIN SURVIVIN
PTX DOX PTX DOX

Vzorky karcinébmov Negat. Pozit. Negat. Pozit. (%) Negat. Pozit. (%) Negat. Pozit. (%)

0,

0/1+ 2(+7J33+ 0/1+ 2+/3+ 0/1+ 2+/3+ 0/1+ 2+/3+

Nelie€ena skupina
IC (n=16) 4 1 (20,0) 5 6 (54,5) 4 1 (20,0) 4 7 (63,6)
CIS (n = 26) 2 6 (75,0) 10 8(444) 5 3(37,5 11 7 (38,9)
Lie€ena skupina
IC (n=34) 3 22 (88,0)* 1 8(88,9) 6 19 (76,0)* 1 8 (88,9)
CIS (n =49) 5 19 (79,2) 1 24 (96,0)* 10 14 (58,3) 2 23 (92,0)*

Rovnako ako v pripade Rlll-tubulinu, aj expresia survivinu sa vyznamne zvysila po
podani oboch cytostatik (Tabulka 2), & uz PTX (p<0,05; 67,3% vs. 30,8%) alebo DOX
(p<0,05; 91,2% vs. 48,3%). Statisticka analyza tiez potvrdila vyznamny rozdiel v
expresii survivinu v IC medzi PTX lie€enymi vzorkami a vzorkami nelie¢enymi (p<0,05;
76% vs. 20%) a vo vzorkach CIS lie¢enych DOX v porovnani s kontrolou (p<0,05; 92%
vs. 38,9%). Podrobnejsie vysledky sumarizuje Tabulka 1.
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Tab. 2: Celkova expresia proteinov v nadoroch mlie¢nej zlazy nelie€enych zvierat (NS) a zvierat
lie¢enych (LS) PTX a DOX

PTX DOX
n Pozit. n (%) p hodnota* n Pozit.n (%) p hodnota*
Blll-tubulin
NS 13 7 (53,8) p<0,05 29 14 (48,3) p<0,05
LS 49 41 (83,7) 34 32 (94,1)
Survivin
NS 13 4 (30,8) p<0,05 29 14 (48,3) p<0,05
LS 49 33 (67,3) 34 31(91,2)
Diskusia

Expresia Blll-tubulinu meni vlastnosti endogénnych mikrotubulov v nadorovych
bunkach. Tieto zmeny spdsobuju znizenu citlivost vazby medzi dimérom lieCiva a
Blll-tubulinom. Jeho vysoka expresia znizuje rychlost’ polymerizacie mikrotubulov ¢o
je vlastnost, ktora by mohla zodpovedat’ za rezistenciu na taxany [6]. NaSa praca
preukazala, Ze Blll-tubulin je nadmerne exprimovany v karcinome mlieCnej Zlazy po
lieCbe PTX aj DOX (p<0,05). Vyznamny rozdiel v expresii sme preukazali aj v pripade
IC po lieCbe PTX atiez vpripade CIS po lie€Cbe DOX (p<0,05) v porovnani
s kontrolnymi skupinami. Tieto vysledky nie su v sulade so Studiou Yuan a kol. [7], ktori
pozorovali len 38,1% pozitivhych pripadov (32/84) po lie€be. Naproti tomu Im a kol.
[8] preukazali 60,7% (111/183) pozitivnych pripadov, av8ak strata expresie PBllI-
tubulinu suvisela s agresivnym spravanim nadoroveho tkaniva, ktoré bolo ovplyvnené
chemoterapiou obsahujucou taxany. Vysledkom analyzy autorov Wang a kol. [9] bolo
v sulade s nasimi vysledkami, zvySenie expresie BllI-tubulinu po lieCbe doxorubicinom.
Vysoka expresia vSak vyznamne korelovala s vy§Sou pravdepodobnostou dosiahnutia
dobrej odpovede na chemoterapiu. Naopak Xiang a kol. [6] pozorovali celkovu mieru
odpovede na lie€bu 31,8% v skupine s vysokou expresiou, zatial ¢o v skupine s nizkou
expresiou Blll-tubulinu az 84,6%. VSetkych 8 pacientov s uplnou remisiou patrilo do
skupiny, v ktorej bola preukazana nizka expresia BlllI-tubulinu. Na zaklade tychto
vysledkov autori povazuju Blll-tubulin za vhodny prediktor chemosenzitivity taxanov a
tiez predpokladaju, Zze zmeny v hladinach expresie poCas chemoterapie mézu byt
ucinné pri rezistencii. Ako uz bolo uvedené vysSie, naSe vysledky ziskané v tejto praci
poukazuju na to, ze Blll-tubulin je po cytostatickej lieCbe v nadorovom tkanive
nadmerne exprimovany. Rovnaky vysledok sme pozorovali aj v pripade expresie
survivinu. Jeho potencialnej ulohe pri vzniku rezistencie nadorovych buniek karcindmu
prsnika na lieCbu PTX sa venovalo viacero Studii. Prikladom je praca zamerana na
rychlost’ inhibicie rastu MCF-7 po podani PTX [10], ktora stupala v zavislosti od
koncentracie a Casu. Vysledky naznacuju, Zze nadorové bunky sa mézu vyhnut
zastaveniu bunkového cyklu a apoptéze indukovanej paklitaxelom, prave zvySenim
hladiny survivinu v pociatoénom $tadiu lieCby. Kreger a kol. [11] na zaklade svojej
Studie na bunkovej linit MDA-MB-231 predpokladaju, Ze lieky, ktoré narusaju normalnu
dynamiku mikrotubulov podporuju tvorbu exozozémov jedineCne obohatenych
0 survivin. Tie sa potom md&Zzu preniest do inych nadorovych alebo normalnych buniek,
ktoré tvoria mikroprostredie nadoru atak podporuju ich prezitie. Po Statistickom
zhodnoteni vysledkov v naSej praci, bola v kategdrii IC lieCenej skupiny pozorovana
signifikantne vy$Sia expresia survivinu oproti kontrolnej skupine (p < 0,05). V kategorii
CIS bola taktiez pozorovana zvySena expresia, iSlo vSak o rozdiel bez Statistickej
vyznamnosti (p > 0,05). Statisticky vyznamny je aj celkovy rozdiel medzi nelieenou
skupinou a skupinou lie¢enou PTX (p < 0,05). Z tychto vysledkov je mozné dedukovat,
Ze zvySenie expresie survivinu je odpovedou na lieCcbu PTX. Ziskana
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chemorezistencia je prekazkou aj pri lieCbe doxorubicinom. Chang a kol. [12] skumali
expresiu survivinu v pripadoch cholangiokarcindmu. Pozitivna imunoreakcia bola
pozorovana v 24/33 (72,7%). Spominani autori pouZili aj bunkovu liniu QBC939, kde
pozorovali vySSiu expresiu survivinu indukovanu doxorubicinom. K rozdielnemu
vysledku sa dopracovali Nestal de Moraes a kol. [13], ktori pozorovali zniZenie hladiny
survivinu v bunkovych liniach MCF-7 a MDA-MB-231 po expozicii doxorubicinom.
Zaroven nepozorovali Ziaden vplyv na citlivost buniek vo¢i DOX po inhibicii survivinu.
Naopak v bunkovej linii osteosarkomu MG63 Zhang a kol. [14] preukazali zvySovanie
expresie survivinu v bunkach, ktoré boli rezistentné na DOX. Zaroven zistili, ze
kombinovana lie€ba inhibitorom survivinu YM155 a DOX vyznamne inhibovala
bunkovu proliferaciu indukovanim apoptézy.

Zaver

Zaverom moOzeme konStatovat, Ze sme zistili vyznamné rozdiely v expresii survivinu
v karcinome in situ pred a po lie€be DOX a tiez pri celkovom porovnani karcinomov
lieCenej a nelieCenej skupiny (p < 0,05). Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze BllI-
tubulin a survivin mézu predstavovat vyznamny marker vzniknutej rezistencie na lieky
a klinicka regulacia ich aktivity méze byt u€innym prostriedkom ako tuto rezistenciu
zvratit. Zaroven je potrebné zvazit aj ich potencionalnu ulohu ako prediktivnych
markerov v ur€itych typoch karcinomov prsnika.

Préaca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0173/19.
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Abstract

Diet rich in various phytochemicals exerts anti-cancer and/or preventive properties in
different cancer types. Therefore, in this study, we focused on the evaluation of
potential chemopreventive and anti-cancer effects of Rhus coriaria L. (sumac) on
posttranslational modifications of histones in a chemically-induced rat model of
mammary carcinoma. Chemoprevention by sumac was achieved by dietary
administration in two groups at concentration of 0.1 % and 1 %. Chemoprevention was
not administered in the control group. The evaluation of histone modifications in rat
tumor cells in vivo revealed significant decrease in lysine methylation status of
H3K4me3 and H3K9m3 after administration of both lower and higher doses of sumac.
Moreover, dose-dependent increase in lysine acetylation status of H4K16ac was
observed; however, the methylation status of H4K20m3 was not changed. Our data
demonstrated that sumac exerts chemopreventive and anti-cancer effects mediated
by epigenetic alterations, including posttranslational histone modifications, in rat
mammary carcinoma cells in vivo.

Keywords: histone modifications, sumac, mammary carcinoma, chemoprevention

Uvod

Mamarny karcinom prsnych Zliaz predstavuje u Zien celosvetovy zdravotnicky
problém, pretoze aj napriek pokrokom v diagnostike je mortalita tohto ochorenia stale
vysoka [1]. Rastlinné funkéné potraviny bohaté na fytochemikalie vykazuju
chemopreventivny a protinadorovy potencial, a to prostrednictvom anti-oxidacnych,
protizapalovych a imunomodulaénych ucinkov [2]. Okrem toho, fytochemikalie dokazu
modifikovat epigenetické mechanizmy ako histébnové modifikacie, metylaciu DNA
a regulaciu expresie malych nekddujucich miRNA, ¢im dochadza k regulacii rakoviny
[3]. V tradiCnej medicine sa rastlina R. coriaria L. s vysokou anti-oxida¢nou aktivitou
pouziva uz stovky rokov [4]. Tato rastlina je bohata na fytochemikalie ako su flavonoidy
a hydrolyzovatelné taniny, predovSetkym derivaty kyseliny gallovej [5]. Mnohé in vitro
studie mamarneho karcinomu preukazali, Ze sumak ma schopnost inhibovat
proliferaciu buniek, metastazovanie a neovaskularizaciu a tiez indukovat apoptézu,
autofagiu  a senscenciu  nadorovych  buniek [6-8]. Chemopreventivny a
protinadorovy ucinok sumaku nebol doposial skumany v modeli mamarneho
karcindbmu in vivo, a preto ciefom nasej Studie bolo sledovat histbnové posttranslaéné
modifikacie histonov, metylacie a acetylacie, v bunkach mamarneho karcindbmu samic
potkanov po dlhodobom podavani R. coriaria L. v diéte.
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Material a metody

V experimente sme pouzili samice potkanov Sprague-Dawley (Charles
River Laboratories, Sulzfeld, Nemecko) vo veku 5 tyZdnov. Zvierata boli adaptované v
Standardnych podmienkach zverinca pri teplote 23+2 °C, relativnej vihkosti 40-60 % a
umelom svetelnom rezime svetlo/tma 12:12 h). Karcinogenézu sme u potkanov
indukovali intraperitonealne s jednorazovou davkou (50 mg/kg telesnej hmotnosti v 42.
den postnatalneho vyvoja) N-nitroso-N-methylurey (NMU, Sigma, Deisenhofen,
Nemecko). Uvedeny animalny model samic potkanov imituje premenopauzalne
obdobie Zien s vysokym rizikom rozvoja rakoviny prsnika. Chemoprevencia so
sumakom (R. coriaria L.), ktora bola aplikovana v diéte (Ssniff, Soest, Nemecko)
zacala tyzden pred podanim karcinogénu a trvala 14 tyzdfiov. Zvierata boli rozdelené
do 3 skupin: kontrolna skupina bez aplikacie fytosubstancie (KONT), skupina s
obsahom sumaku v potrave s nizSou koncentraciou (1 g/kg) (SUM 0.1) a skupina so
sumakom v potrave s vy$Sou koncentraciou (10 g/kg) (SUM 1). Raz tyZzdenne boli
zvierata vazené a palpované za ucCelom zistenia vyskytu, lokalizacie a frekvencie
nadorov mlieCnej zlazy. Posledny tyzderi experimentu boli zvieratéa usmrtené rychlou
dekapitaciou. Odobrané nadorové tkanivo sme zafixovali formalinom a zaliali do
parafinu.

Pre imunohistochemicku analyzu sme vybrali najvyznamnejSiu ¢ast nadoru prsnika
potkana v parafinovom bloku (ktory zahffia typizacné charakteristiky a najvacsie
zastupenie vitalnej epitelovej zlozky nadoru, t.j. bez regresivhych zmien, ako je
rozsiahla nekr6za). Nepriamu imunohistochemicku metdédu sme pouzili pre detekciu
vybranych markerov pre mechanisticki studiu na celych parafinovych rezoch s
pouzitim  komeréne  dostupnych  protilatok  Specifickych  pre  potkany.
Imunohistochemické farbenie (Autostainer Link 48 /Hermes/) sme vykonali podla
odporucania vyrobcov a koncentracia pouZita pre kazdu primarnu protilatku bola
nasledujuca: H3K4m3 1:500, H3K9m3 1:400, H4K20m3 1:300, H4K16ac 1:200.
Primarne protilatky sme vizualizovali sekundarnym farbenim (EnVision, Dual Link
System-HRP, kat. €. K060911, Dako North America, Carpinteria, CA, USA) s pouzitim
substratu (diaminobenzidin tetrahydrochlorid). U negativnych kontrol sme vynechali
farbenie primarnymi protilatkami. Morfometricki metédu sme pouzili na vyhodnotenie
imunohistochemickej expresie antigénu. Digitdlne obrazky sme pozorovali
mikroskopicky (Olympus BX41N, Tokio, Japonsko) pri zvacSeni 400x a ich
morfometricka analyza bola vykonana pomocou softvéru QuickPHOTO MICRO, verzia
3.1 (Promicra, Praha, Ceska republika). Hodnoty sme porovnavali medzi o$etrenymi
(SUM 0,1 a SUM 1) aneoSetrenymi (KONT) vzorkami nadorovych tkaniv samic
potkanov, prifom sme analyzovali najmenej 60 vzoriek nadoru na jeden marker.

Vysledky

Posttranslacné chemické modifikacie histonov 3 a 4 v bunkach karcindbmu prsnika
potkanov ovplyvnené sumakom v nizSej davke (SUM 0,1) preukazali pokles metylacie
H3K4m3 027 % (p <0,001) a H3K9m3 026 % (p <0,001) a zvySenie acetylacie
H4K16ac 0 46 % ( p <0,05) v porovnani s kontrolou (KONT). VySSia davka sumaku
(SUM 1) znizila rovnaké parametre chemickych modulacii H3 0 38 % a 32 % (obe
hladiny p <0,001) a zvySila H4K16ac o 79 % (p <0,001) v porovnani s kontrolnou
skupinou (KONT). Zmeny hladin metylacie H4K20m3 v lieCenych skupinach neboli
vyznamné v porovnani s neoSetrenou skupinou (KONT). Zaznamenané hodnoty su
graficky znazornené na Obrazku 1. Obrazok 2 sumarizuje reprezentativne zabery
uvedenych Styroch markerov posttranslacnej modifikacie histonov v nadorovych
bunkach mlie€nej Zlazy potkanov.
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Pozitivne bunky karcinbmu
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Obr. 1 Imunoexpresia markerov chemickej modifikacie (metylacie a acetylacie) histénov v bunkach
karcinébmu prsnika potkana po lieCbe R. coriaria. Data su vyjadrené ako priemer + SEM. Vyznamny
rozdiel: * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 v porovnani s KONT. Hodnoty proteinovej expresie sa
porovnali medzi oSetrenymi (SUM 0,1 a SUM 1) a neoSetrenymi (KONT) karcindmovymi bunkami samic
potkanov, pri¢om sme analyzovali najmenej 60 obrdzkov na jeden marker
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Obr. 2 Reprezentativne zabery expresie markerov chemickej modifikacie histonov (H3K4m3, H3K9m3,
H4K20m3, H4K16ac) v tkanive karcinomu prsnika mlieCnej zlazy

Diskusia
Celistvé rastlinné potraviny alebo fytochemikalie a ich derivaty predstavuju v klinickej
praxi slubnu stratégiu na zlepSenie ucCinnosti lieCby u pacientov s rakovinou, na
potladenie neziaducich reakcii vyvolanych konvenénou terapiou a na znizenie rizika
rakoviny u vysoko-rizikovych oséb [9-10]. Progresivny medicinsky pristup ponukaju
analyzy zmien v posttranslaénych modifikaciach histéonov, ktoré su spojené s réznymi
typmi chronickych chordb (vratane rakoviny) a ktoré je mozné pouzit ako prediktivne
a prognostické markery [11]. V tejto Studii sumak v zavislosti od davky vyznamne znizil
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hladiny metylacie H3K4m3 a H3K9m3 a zvysil hladiny acetylacie H4K1l6ac vo
vzorkach nadorov potkanov. Na rovnakom animalnom modeli sme zistili pozitivhe
zmeny v modifikaciach histénov po lieCbe Skoricou [12], puc€ikmi klinCeka [13] a
tymianom [14]. Ini autori opisali znizenie metylacie H4R3me2s a H3K27me3 a
zvysSenie hladin acetylacie H3K9ac a H3K27ac po lieCbe resveratrolom v MCF-7 a
MDA-MB-231 bunkach rakoviny prsnika [15]. Tento vysledok koreloval s cytotoxickymi
aktivitami a zvySenou expresiou TSG promaétora, ako su BRCA1, p53 a p21, po pouziti
resveratrolu [15]. V ingj in vitro Studii boli u MCF-7 a MDA-MD-231 nadorovych buniek
rakoviny prsnika pozorované znizené hladiny histén-deacetylazy vyvolané
kombinovanou lie¢bou sulforafanom a aferinom A. Uginky boli spojené s cytotoxickymi
a pro-apoptotickymi u€inkami a potlaCenim progresie bunkového cyklu [16]. Napriek
tomu, ze presné mechanizmy, ktorymi fytochemikalie ovplyviiuju posttranslacné
modifikacie histonov, nie su Uplne objasnené, pocetné udaje z onkologického vyskumu
ukazuju, ze izolované fytochemikalie alebo celistvé rastlinné potraviny predstavuju
perspektivny nastroj v boji proti rakovine [17]. LepSie pochopenie posttranslacnych
modifikacii histonov so Specifickymi désledkami pre Strukturu a aktivitu nuklearneho
chromatinu po pouziti fytochemikalii obsiahnutych v potrave mézZe odhalit nové
molekularne ciele v ramci progresivnych protirakovinovych terapii.

Zaver

Uginky fytochemikalii pritomnych v rastline R. coriaria L. v nasej $tudii mamarneho
karcindbmu samic potkanov odhalili signifikantny protinadorovy a chemopreventivny
ucinok, ato prostrednictvom epigenetickych zmien, akymi su postranslacné
modifikacie  histdbnov. Protinadorovy a chemopreventivny u€inok  sumaku
pravdepodobne spociva v aditivnych alebo synergickych ucginkoch kombinacie
viacerych fytochemikalii pritomnych v celistvej rastline R. coriaria L., pretoZze sumak
v niz8ej (0,1 %) aj vysSSej (1 %) koncentracii aplikovany v diéte dokazal znizit
metylacny status v H3K4m3 a H3K9m3 a zvysit acetylacny status v H4K16ac.

Finanéna podpora bola zabezpecena grantom VEGA 1/0136/19. Tato publikacia
vznikla vdaka podpore v ramci Operacného programu Integrovana infrasStruktura pre
projekt: Integrativna stratégia v rozvoji personalizovanej mediciny vybranych zhubnych
nadorovych ochoreni a jej vplyv na kvalitu Zivota, kod ITMS: 313011V446,
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionélneho rozvoja.
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Abstract
Numerous scientific reports provide evidence that whole plant foods or isolated
phytochemicals may beneficially modify carcinogenesis. The aim of this study was to
evaluate the antineoplastic activities of Rhus coriaria L. (sumac) using rat model of
breast carcinoma chemoprevention. R. coriaria (as a powder) was administered
through the diet at two concentrations of 0.1% (w/w) and 1 % (w/w) for the duration of
the experiment in a chemically-induced rat mammary carcinogenesis. After autopsy,
histopathological and immunohistochemical analyses of tumor samples were
evaluated.
R. coriaria demonstrated significant chemopreventive activities in female Sprague-
Dawley rats in a model of breast carcinoma. Histopathological analysis of treated tumor
specimens showed dose-dependent decrease in the ratio of high-/low-grade
carcinomas compared to controls. In treated rat carcinomas, we found significant
increases of caspase-3, Bax, and Bax/Bcl-2 expression, on the other side, a significant
down-regulation of Bcl-2, Ki67 expressions and MDA levels.
Sumac demonstrated significant chemopreventive effects in rat model of breast
carcinoma that was associated with apoptosis, anti-proliferative and anti-oxidant
activities in cancer cells in vivo.

Keywords: Rhus coriaria, breast cancer, apoptosis, proliferation, angiogenesis,
oxidative stress
Uvod

Predklinicky vyskum, ktory trva niekofko desatroCi, priniesol mnoho ddkazov
tykajucich sa prospedného posobenia fytochemikalii a €i celych rastlinnych potravin na
bunkové signalizacie spojené s rakovinou [1]. Rhus coriaria L. sa v tradi¢nej medicine
sa pouziva uz stovky rokov, hojne vyuzZiva aj v stredomorskej kuchyni. R. coriaria
(sumach) predstavuje superpotravinu, ktora vykazuje vysoku antioxidacnu aktivitu [2].
Sumach si navySe ziskal pozornost vdaka svojmu terapeutickému potencialu pri
mnohych civilizaénych chorobach, vratane rakoviny. Plody tejto rastliny su bohaté na
fytochemikalie akymi su flavonoidy a hydrolyzovatelné taniny - hlavne derivaty kyseliny
gallovej [3].

Chemopreventivny potencial R. coriaria v modeli karcindmu prsnika doteraz skumany.
Ciefom tejto studie bolo vyhodnotit' onkostaticku ucinnost diétne podavaného R.
coriaria v _modeli chemicky vyvolaného mamarneho adenokarcinomu u samic
potkanov. Zdévodnenie tejto Studie bolo postavené na vysledkoch nasich
predchadzajucich zisteni, kde sme preukazali vyznamné onkostatické ucinky
prirodnych zmesi fytochemikalii na in vivo a in vitro modeloch rakoviny prsnika

Strana | 31



EXPERIMENTALNE STUDIE

hlodavcov [4-7]. Na definovanie poklesu rizika rakoviny (incidencia, frekvencia a
latencia nadorov) po dihodobej aplikacii R. coriaria bol pouzity dobre zavedeny model
chemicky indukovanej mamarnej karcinogenézy. Dal$im ciefom bolo vyhodnotit
mechanizmus Uuc€inku, kde sme pouZili validované klinické markery apoptozy,
proliferacie, angiogenézy, i oxidacného poskodenia v nadorovych bunkach.

Material a metody

Experiment bol schvaleny Etickou komisiou JLF UK (No. EK1860/2016) a SVPS SR
(No. R0-3239/15-221 a R0-1640/17-221). V experimente sme pouzili panenské
samice potkanov kmefia Sprague-Dawley (Charles River) vo veku 32-36 dni. Mamarnu
karcinogenézu sme vyvolali intraperitonealnou aplikaciou N-metyl-N-nitrozourey
(Sigma, Deisenhofen, Nemecko) medzi 40. - 46. postnatalnym driom v davke 50 mg/kg
hmotnosti zvierata. Fytosubstanciu sme aplikovali v potrave (SSNIFF Spezialdiaten
GmbH, Soest, Nemecko) pocas celej doby Studie (15 tyzdrnov). Zvierata v pocte 75
kusov boli rozdelené do 3 skupin: 1. kontrolna skupina bez chemoprevencie, 2.
skupina s fytosubstanciou v nizsej koncentracii (0.1%), 3. skupina s fytosubstanciou
vo vysSej koncentracii (1%). Pri davkovani sumachu sme vychadzali z naSich
skusenosti v predchadzajucom obdobi, kedy sme uspeSne analyzovali viaceré
rastlinné potraviny (8korica, chlorella, mlady jaémern, oregano, klin¢ek, ¢i tymian). Pri
definovani davky fytosubstancie primarne vychadzame z klinického davkovania.

Na konci experimentu boli zvierata usmrtené rychlou dekapitaciou. Pri pitve sme
zhodnotili makroskopické zmeny na vybranych organoch. Mamarne nadory boli
vypitvané a zaznamenali sme ich rozmery. Cast vzoriek tkaniva mamarnych nadorov
bola zafixovana v 10 %-nom roztoku pufrovaného formalinu a nasledne technikou
parafinovych rezov pripravena na histologické a imunohistochemické vySetrenie.
Nadory boli klasifikované podla kritérii pre klasifikaciu mamarnych nadorov potkanov
[3-7]. Kritéria pre kategorizaciu gradingu (solidizacia, atypia buniek, index mitotickej
aktivity a nekroza) boli definované podla Standardnej diagnostickej metody. HG (high
grade) karcindmy sa povazovali za nadory s 22 pozitivnymi kritériami a LG (low grade)
karcindbmy boli nadory s <1 pozitivnymi kritériami. Histologicka analyza a grading
tkaniva poskytuje informaciu o stupni diferenciacie, progn6ze mamarneho nadoru a
ucinnosti lieCby/chemoprevencie.

Pri hodnoteni protinadorového ucinku R.coriaria u samic potkanov sme sa zamerali na
imunohistochemické stanovenie vybranych parametrov nadorovych kmenovych
buniek (kaspaza-3, bax, Bcl-2, Ki67, VEGF, VEGFR2, MDA) v ramci reprezentativnych
oblasti nadorového tkaniva parafinovych blockov. Detekcia vybranych proteinov bola
zrealizovana nepriamou imunohistochemickou metdédou pomocou komercne
dostupnych protilatok. Imunohistochemické farbenie (Autostainer Link 48/Hermes/)
prebehlo podla odporu€ani vyrobcu. Vizualizacia primarnych protilatok bola
uskuto€nena prostrednictvom sekundarneho detekéného systému (EnVision, Dual
Link System-HRP, USA) s pouzitim diaminobenzidin tetrahydrochloridu ako substratu.
Reprezentativne oblasti rezov tkaniva boli nasnimané a analyzované pri 400-
nasobnom zvacseni (Olympus BX41N). Expresia proteinov bola kvantifikovana ako
priemerna percentualna hodnota antigén pozitivnych oblasti v Standardnych poliach
(0,5655 mm2) nadorovych "hot spot" oblasti. Morfometricka analyza digitalnych
zaberov bola uskutoénena za pouzitia softvéru QuickPhoto Micro, verzie 3.1
(Promicra, Praha). Antigén pozitivne oblasti boli vyhodnotené prostrednictvom fazovej
analyzy so S8tandardnymi prahovymi hodnotami pre miernu a silnu intenzitu
imunoreaktivity. Analyzovanych bolo minimalne 60 zaberov na jeden skumany
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parameter. V $tatistickom hodnoteni ziskanych dat sme pouzili Mann-Whitneyho test,
ANOVA a Kruskal-Wallisov test.

Vysledky

R. coriaria vo vy38ej davke vyznamne zniZil incidenciu nadorov o 20%, pri niZSej davke
nevyznamne znizil frekvenciu nadorov o 29% v porovnani s kontrolami.
Histopatologicka analyza lieCenych nadorov ukazala robustné davkovo-zavislé
znizenie pomeru HG/LG karcindbmov o 66% a 73% v porovnani s kontrolami. Obr. 1
sumarizuje hodnotenie apoptdzy (expresia cytoplazmatickej kaspazy-3, Bax a Bcl-2),
proliferacie (expresia Ki67), markerov angiogenézy (expresia VEGF a receptora
VEGFR-2) a antioxidacnej aktivity (hladiny malondialdehydu /MDA/) v bunkach
karcinomu mlie¢nej Zlazy potkanov in vivo po aplikacii R. coriaria. Sumach vo vyssej
davke zvysil expresiu kaspazy-3 o 80% (p<0,05) a spésobom zavislym od davky sa
vyrazne zvysil pomer expresie Bax/Bcl-2 0 98,5% (p<0,01) a 125% (p<0,001) oproti
kontrolam. Okrem toho sumach nezavisle na davke zniZil expresiu Ki67 o 46%
(p<0,01) a 25% (p<0,05) a v zavislosti od davky znizil hladiny MDA o 65% (p<0,001)
a 69% (p<0,001) voci kontroldam. Sledované parametre angiogenézy sa po
chemoprevencii sumachom vyznamne nezmenili.

Pozitivhe bunky karcinbmu
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Obr. 1 Imunohistochemické hodnotenie aktivnej kaspazy-3 (cytoplazmatickej), Bax, Bcl-2, Ki67,
VEGFA, VEGFR-2 a MDA v bunkach karcindmu mlie¢nej zlazy potkana po podani sumachu v dvoch
davkach. Udaje st vyjadrené ako priemer + SEM. Vyznamny rozdiel, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
vs. KONT, + p 0,05 vs. SUM 0.1. Hodnoty expresie jednotlivych proteinov sa porovnali medzi liecenymi
(SUM 0.1, SUM 1) a nelie¢enymi (kontrolnymi) bunkami karcinému samic potkanov; analyzovanych
bolo min. 60 obrazkov pre jeden marker

Diskusia
Predpokladali sme, Zze tumorsupresivne aktivity sumachu pozorované v tejto studii su
zaloZzené na proapoptotickom, antiproliferativnom, antiangiogénnom alebo
antioxidacnom pésobeni vyvolaného Specifickou zmesou rastlinnych sekundarnych
metabolitov. Apoptdézu ako programovanu bunkovu smrt' je mozné iniciovat’ jednou z
dvoch ciest - vnutornou alebo vonkajSou. V tejto Studii sme hodnotili vnutorné
mechanizmy aktivacie apoptézy pomocou modelu in vivo. Tato draha je modulovana
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dvoma skupinami molekul, Bcl-2 a Bax. ZvySeny pomer Bax/Bcl-2 zvySuje aktivitu
kaspazy-3 a nasledne spusta programovanu bunkovu smrt' v rakovinovych bunkach
[8]. Pocetna literatura dokumentuje délezitu regulaénu ulohu fytochemikalii pri
signalizacii Bax/Bcl-2/kaspaza-3 v karcinogenéze prsnika [9,10]. Tento experiment
jasne preukazal vyznamné, davkovo zavislé zvySenie pomeru Bax/Bcl-2 v mamarnych
nadoroch potkanov lie€enych sumachom, ktoré korelovalo so zvySenim expresie
kaspazy-3 v skupine lieCenej vySSou davkou sumachu.

V modulacii proliferacie rakoviny je zahrnutych niekolko signalnych drah akymi su
COX-2, Nrf2, poly-ADP-ribozylacia, Hedgehog, Wnt, Plk1, STAT3, NF-kB, PI3 kinaza
alebo epigenetické modulacie [11]. Ki67 je znamy ako délezity proliferacny biomarker.
Imunohistochemické vyhodnotenie hladin expresie tohto markera v bunkach
karcinomu prsnika potkana in vivo preukazalo vyznamny pokles jeho expresie v oboch
lieCenych skupinach. NaSa skupina v predchadzajucich experimentoch analyzovala
v nadoroch bunkové hladiny MDA, ktory predstavuje dobre validovany a casto
pouzivany biomarker oxidacného poskodenia lipidov volnymi radikalmi [12]. Vysledky
tejto Studie preukazali vyznamné znizenie hladin MDA v rakovinovych bunkach
potkanov, ¢o poukazuje na antioxidacnu aktivitu R. coriaria a jeho genoprotektivne
ucinky v bunke.

Zaver

Mechanické analyzy buniek karcindmu mlie¢nej Zlazy potkana in vivo preukazali
vyznamné proapoptotickeé, antiproliferativne a antioxidacné ucinky po lieCbe
sumachom. V8etky vedené ucCinky R. coriaria ohfadom jednotlivych nadorovych
biomarkerov zistené v tejto Studii sa tykaju aktivacie neSpecifickych bunkovych
signalnych drah spojenych s jeho onkostatickou aktivitou v preventivnom modeli
karcinému prsnika. Je potrebna dalia systematicka hibkova analyza tychto signalnych
ciest v ramci predklinickej a klinickej onkologie. Nové lieCebné stratégie Ci
chemoprevencia karcindmu prsnika s pouzitim celych rastlinnych potravin alebo
izolovanych fytochemikalii si vyzaduju realizacie dobre dizajnovanych a
kontrolovanych klinickych Studii.

Finanéna podpora bola zabezpeéena grantom VEGA 1/0136/19. Tato publikacia vznikla vdaka
podpore v ramci Operacného programu Integrovana infrastruktura pre projekt: Integrativna
stratégia v rozvoji personalizovanej mediciny vybranych zhubnych nadorovych ochoreni a jej
vplyv na kvalitu Zivota, koéd ITMS: 313011V446, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho
fondu regionéalneho rozvoja.
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Abstract
The whole plant food exerts significant anti-cancer efficacy due to the content of
biological active phytochemicals. The significant anti-neoplastic potential of
phytochemicals is based on their capacity to modulate multiple cancer-associated
pathways. Hypermethylation of tumor-suppressor gene promoters are closely
associated with the processes of carcinogenesis. Our experiment deals with the
antineoplastic effects of Rhus coriaria L. (sumac) evaluated through the analysis of the
methylation status of five tumor-suppressor (ATM, PITX2, RASSF1, PTEN, and
TIMP3) gene promoters in the chemopreventive model of experimental mammary
carcinogenesis in female rats. Experimental animals were divided into three groups:
control group without chemoprevention, chemoprevention at a concentration of 0.1 %
(SUM 0.1), and chemoprevention at a concentration of 1 % (SUM 1). R. coriaria L.
administered at a lower dose (SUM 0.1) significantly reduced the methylation status of
ATM gene promoter by 46 % (p < 0.001), PTEN gene promoter by 48.5 % (p < 0.01),
and TIMP3 gene promoter by 60% (p < 0.001) when compared to the control and also
significantly decreased the methylation of ATM gene promoter by 39 % (p < 0.001) and
PTEN gene promoter by 47.5% (p < 0.01) when compared to the SUM 1 group. In
conclusion, our results show a potential of R. coriaria, presumably based on synergic
or additive effects of the phytochemicals of the whole plant foods, to affect the multistep
process of mammary carcinogenesis via the modulation of gene promoter methylation.

Key words: mammary carcinoma, rat, chemoprevention, phytochemicals, sumac,
gene promoter methylation.

Uvod
Napriek vyznamnému pokroku v onkologickom vyskume predstavuju nadorové
ochorenia zavazny celospolocensky problém. V roku 2018 sa rakovina prsnika v ramci
Zenskej populacie celosvetovo umiestnila na prvom mieste v incidencii ako aj
v mortalite [1,2]. Epigenetické modifikacie zohravaju v procese karcinogenézy
vyznamnu ulohu. Metylacia DNA je definovana ako postreplikatna modifikacia
cytozinu v ramci dinukleotidovej sekvencie cytozinfosfatguanin (CpG) prostrednictvom
DNA metyltransferaz [3]. CpG dinukleotidy su v genéme rozmiestnené nerovhomerne
pricom sa Casto nachadzaju v tzv. CpG ostrov€ekoch v oblastiach promoétorov
kontrolujucich génovu expresiu [4]. Hypermetylacia promoétorovych oblasti tumor
supresorovych génov vyznamnym spdsobom prispieva k procesu tumorigenézy [5,6].
Znizenie metylacie promoétorov génov spravidla zodpoveda zvySeniu génovej
expresie. Expresia tumor supresorovych génov zahffajucich ATM, PITX2, RASSF1A,
PTEN a TIMP3 je Casto asociovana s mamarnou karcinogenézou [7-9]. Vyznamna
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protirakovinova aktivita celistvych rastlinnych potravin je sprostredkovana obsahom
Sirokého spektra bioaktivnych latok [10,11] a ich pleiotropnych ucinkov zahffajucich
Specifickl modulaciu aberantnych epigenetickych modifikacii [12]. Rhus coriaria L.
(sumak) je rastlina z Celade Anacardiaceae povodom zo stredomorskej oblasti. R.
coriara je vdeobecne znamy svojimi antioxidaénymi a protirakovinovymi u€inkami [13—
15]. Na zaklade uvedeného sme sa rozhodli zhodnotit' vplyv R. coriaria L. na
modifikaciu metylatného profilu vybranych génov v chemopreventivnom modeli
experimentalnej mamarnej karcinogenézy samic potkanov in vivo.

Material a metody

Samice potkanov kmena Sprague-Dawley (Charles River Germany) vo veku 32 - 36
dni v celkovom pocte 75 ks boli adaptované v Standardnych podmienkach zverinca
(teplota 23 + 2 °C, relativna vihkost 40 — 60 %, umely svetelny rezim svetlo/tma 12 :
12 h). Mamarna karcinogenéza bola indukovana intraperitonealnou aplikaciou
chemokarcinogénu N-nitroso-N-methylurea (NMU, Sigma, Deisenhofen, Germany)
v jednorazovej davke 50 mg/kg hmotnosti zvierata v priemere v 42. postnatalnom dni.
Chemoprevencia R. coriaria zacala tyzden pred podanim karcinogénu a trvala 14
tyzdiiov po podani NMU. Fytosubstancia bola zapracovana v potrave (SSNIFF
SpezialdiatenGmbH, Soest, Nemecko). Zvierata boli rozdelené do 3 skupin: kontrolna
skupina bez aplikacie fytosubstancie (KONT), skupina s obsahom R. coriaria v potrave
v nizSej koncentracii (1 g/kg) (SUM 0.1) a skupina s R. coriaria v potrave vo vyssej
koncentracii (10 g/kg) (SUM 1). V zavere experimentu boli zvierata usmrtené rychlou
dekapitaciou a boli odobrané vzorky mamarnych nadorov. Izolacii DNA z odobratych
nadorov predchadzala homogenizacia tkaniva pomocou TissueLyser LT (Qiagen,
Germany). Po rozruSeni kompaktnosti tkaniva sa k homogenatu pridalo 20ul
proteinazy K pricom nasledne prebehla inkubacia pri 56°C v trvani 4 dni. Genomicka
DNA bola izolovana s pouzitim komeréného kitu DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen,
Germany) podla prilozeného protokolu. Po extrakcii DNA bola zmerana jej
koncentracia s vyuzitim Qubit™ 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific). Pre
bisulfidovu konverziu bola pouZzita DNA s koncentraciou 50ng/pl. Kvantitativha analyza
metylacného statusu promotorovych oblasti vybranych génov bola zrealizovana
pyrosekvenovanim s pouzitim komeréného kitu PyroMark PCR (Qiagen, Germany).
Pouzili sme navrhnuté metylacné eseje na stanovenie metylaCného statusu piatich
génovych promotorov (RASSF1, TIMP3, PITX2, ATM, PTEN) (PyroMark CpG assay,
Qiagen, Germany). Samotna analyza prebiehala na zariadeni PyroMark Q96 ID
System (Qiagen, Germany) s pouzitim PyroMark Gold Q96 Reagents. Metylacia bola
merana komerénym softvérom (PyroMark Q96 software version 2.5.8; Qiagen,
Germany).

Experimenty boli schvalené Etickou komisiou JLF UK (No. EK1860/2016) a Statnou
veterinarnou a potravinovou spravou SR (No. Ro-3239/15-221 a R0-1640/17-221).

Vysledky
Uginok R. coriaria v chemopreventivnom modeli experimentalnej mamarnej
karcinogenézy bol hodnoteny prostrednictvom analyzy metylacného profilu vybranych
CpG usekov piatich tumor supresorovych génov: ATM (CpG 1 — 4), PITX2 (CpG 1 —
5), RASSF1 (CpG 1 — 3), PTEN (CpG 1 — 6) a TIMP3 (CpG 1 — 6). R. coriaria
aplikovany v nizSej davke vyznamne znizil metylaciu prométora génu ATM o 46 % (p
<0,001), PTEN 048,5% (p <0,01) a TIMP3 0 60 % (p <0,001) v porovnani s kontrolnou
skupinou. Zaroven sme v pripade nizSej davky R. coriaria pozorovali signifikantny
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pokles metylacie prométora génu ATM o 39 % (p <0,001) a PTEN o0 47,5 % (p <0,01)
v porovnani so skupinou s vySSou davkou (Obrazok 1) .

Diskusia a zaver

Hodnotenie metylaéného profilu v mamarnom nadorovom tkanive preukazalo
signifikantné zniZzenie metylacie promotorov tumor supresorovych génov ATM, PTEN
a TIMP3 po podani R. coriaria. NaSe vysledky poukazuju na signifikantné znizenie
metylatného stavu promdétorov iba v pripade fytosubstancie aplikovanej v nizSej
davke. VysSiu ucinnost nizSej davky sumaku v chemopreventivnej studii je mozné
vysvetlit potencionalnou asociaciou nadmernej davky a zvySeného oxidacného stresu
v normalnych bunkach a naslednej vSeobecnej toxicite pre zvierata. NaSe
predchadzajuce experimenty s vyuZzitim rovnakého modelu experimentalnej mamarnej
karcinogenézy in vivo preukazali signifikantné zniZzenie metylacného statusu
promaotorov génov po aplikacii Cinnamomum zeylanicum L. (ATM, TIMP3), Thymus
vulgaris L. (ATM , RASSF1, PTEN a TIMP3) a Syzygium aromaticum L. (RASSF1)
[9,16,17]. Pozitivne ucinky rastlinnych potravin na metylacny status tumor
supresorovych génov boli dokumentované aj inymi vyskumnymi skupinami. Diétne
podavanie Ciernych malin viedlo k demetylacii WIF1, SOX17 a GKI v modeloch
rakoviny hrubého &reva in vivo [18]. Cierne maliny boli taktiez asociované s
demetylaciou promoétora génu Sfr4 v modeli karcindmu paZeraka potkanov [19].
Vyznamné protirakovinové ucinky celistvych rastlinnych potravin su sprostredkované
obsahom Sirokého spektra bioaktivnych fytochemikalii a ich aditivnymi a synergickymi
ucinkami.

Finanéna podpora bola zabezpecena grantom VEGA 1/0136/19. Tato publikacia
vznikla vdaka podpore v ramci Operacného programu Integrovana infraStruktura pre
projekt: Integrativna stratégia v rozvoji personalizovanej mediciny vybranych zhubnych
nadorovych ochoreni a jej vplyv na kvalitu ZzZivota, kéd ITMS: 313011V446,
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Metylacie génovych promoétorov
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Obr. 1 Metylacia prométorovej oblasti génov ATM, PITX2, RASSF1A, PTEN a TIMP3 vo vzorkach
mamarnych nadorov potkanov. V rdmci kazdého analyzovaného génu (ATM, PITX2, RASSF1, PTEN a
TIMP3) bola kvantifikovana uroveri metylacie CpG ostrovéekov v kontrolnej skupine a v skupinach
s aplikovanou fytosubstanciou. Signifikantné rozdiely, ** p <0,01, *** p <0,001 vs KONT a ++ p <0,01,
+++ p <0,001 vs SUM 0,1
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Abstract

Phytochemicals represent naturally occurring compounds derived from plants with
numerous benefits for human health. Regular intake of sufficient amounts of dietary
compounds of plants was proven to reduce the incidence of civilization diseases,
including cancer. Numbers of experimental studies have demonstrated anticancer
abilities of phytochemicals via the modulation of epigenetic modifications, directly
connected with the modulation of different cancer-related processes such as
apoptosis, proliferation, cellular metabolism, or invasiveness. MicroRNAs are
characterized as a group of short, non-coding RNAs that regulate post-transcriptional
silencing of target genes. Recent evidence suggested a critical role of aberrantly
expressed miRNA in different steps of carcinogenesis. Our experiment focuses on the
chemopreventive and potential therapeutic effects of Rhus coriaria (sumac) mediated
via the regulation of expression of microRNAs in experimental mammary
carcinogenesis evaluated in vivo. Carcinogenesis in rats was chemically induced by
NMU (N-methyl-N-nitrosourea). Chemoprevention by sumac was administered in two
concentrations of 0.1 % and 1 % in diet and lasted 15 weeks. Acquired data revealed
that sumac decreased expression of oncogenic miR-210 by 64 % (p < 0.001) and
increased level of tumor-suppressive miR-145 by 67 % (p < 0.001) in lower dose
treatment group compared to controls. In conclusion, our results proved the
chemopreventive effect of sumac via decrease in expression of miR-210 and increase
in expression of miR-145 in rat mammary carcinoma cells in vivo.

Keywords: phytochemicals, epigenetics, microRNA, rats

Uvod
Fytochemikalie predstavuju heterogénny subor bioaktivnych zlu¢enin klasifikovanych
podla chemickej Struktury, ktoré zahffiaju polyfenoly, fenolové kyseliny, karotenoidy
a organosirne zlu€eniny. Tieto sekundarne metabolity rastlin sa nachadzaju v ovoci,
zelenine, obilninach a inych rastlinnych produktoch a su ¢asto zodpovedné za odliSné
vlastnosti rastlin ako je pigmentacia a véna. Okrem toho, mnohé z nich hraju délezité
ulohy v ochrane hostitelskej rastliny pred virusmi, parazitmi a inymi Skodlivymi
stimulmi [1]. Fytochemikalie ako nenutricné zlozky rastlin vykazuju mnohé prospesné
ucinky spojené s prevenciou roznych civilizaCnych ochoreni [2]. Bioaktivne zlozky
rastlin preukazali vyrazny potencial v regulacii procesov ako su hypoxia [3],
angiogenéza [4], apoptdéza [5] alebo invazivita a metastazovanie [6], ktoré su
asociované s malignou transformaciou buniek. Vyrazny ucinok fytochemikalii bol
dokumentovany v regulacii epigenetickych procesov, ktoré hraju vyraznu ulohu
Vv iniciacii, promacii a progresii rakoviny [7]. Rakovina prsnika v su€asnosti predstavuje
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najcastejSi typ maligneho ochorenia diagnostikovaného v Zzenskej Casti populacie.
Hoci je mortalita na tento typ nadorového ochorenia stabilizovana, neustale rastie
pocCet novo diagnostikovanych pripadov [8]. Vyraznu komplikaciu v lieCbe rakoviny
prsnika predstavuje rozvoj rezistencie ako aj ziskanie invazivneho a metastatického
fenotypu, €o limituje potencial su€asne pouzivanych terapeutickych stratégii. Neustaly
progres v oblasti biologie a mediciny prinasa nové poznatky o molekularnej podstate
ochorenia. Epigenetické mechanizmy, ktoré su zapojené v regulacii biologickych
procesov v bunke zahfhaju najma posttransliacné modifikacie histdbnov, metylacie
promotorovych oblasti tumor-supresorovych génov a expresiu malych nekodujucich
RNA (miRNA). Deregulacie vtychto procesoch su casto spojené s iniciaciou
a promaociou nadorového ochorenia prsnika [9]. Aberantna expresia miRNA podporuje
rozvoj intratumorovej hypoxie [10], invazivity a metastaz [11], rezistencie na lieCbu [12]
alebo mdze iniciovat zmeny v metabolizme nadorovych buniek [13]. V su€asnosti je
pozornost mnohych vedeckych skupin zamerana najma na analyzu expresii miRNA,
ktoré predstavuju idealne prognostické a prediktivne markery rakoviny prsnika.

Material a metody

V ramci nasej Studie sme pouzili samice potkanov kmerna Sprague-Dawley (n=75)
(Charles River Laboratories, Sulzfeld, Germany) vo veku 30-34 dni s telesnou
hmotnostou priblizne 115 — 140 g. Aklimatizacia zvierat prebiehala v Standardnych
podmienkach vo vivariach s teplotou prostredia 23 + 2 °C, relativnou vlhkostou
vzduchu 40 — 60 % a s rezimom svetlo/tma (L/D 12 : 12 h). Karcinogenéza bola
u potkanoch indukovana intraperitonealnym podanim karcinogénu N-nitroso-N-
methylurey (NMU, Sigma, Deisenhofen, Nemecko) v jednorazovej davke 50 mg/kg
telesnej hmotnosti v 42. den postnatalneho vyvoja. Chemoprevencia sumachom (Rhus
coriaria L. - plod, SONNENTOR Krauterhandels GMBH, Sprognitz, Rakusko; krajina
pbvodu-lran) za€ala tyzden pred aplikaciou karcinogénu a trvala priblizne 15 tyzdnov.
Sumach bol podavany v diéte v dvoch koncentraciach a to 1 g/kg (nizSia davka, 0,1
%) a 10 g/kg (vySSia davka, 1 %). Zvieratd boli nahodne rozdelené do 3
experimentalnych skupin: 1) kontrolna skupina bez chemoprevencie; 2) skupina
s nizSou koncentraciou sumachu v potrave; 3) skupina s vySSou koncentraciou
sumachu v potrave. Posledny tyzderi boli zvieratd usmrtené rychlou dekapitaciou
a bolo im odobraté nadorové tkanivo na dalSiu analyzu. Tkanivo sme odobrali
s pouzitim jednorazovych sterilnych skalpelovych Cepiefok (Medplus, Nitra)
a nasledne vlozili do stabilizacného roztoku RNAlater (Thermo Fisher Scientific) na
stabilizaciou bunkovej RNA. V dalSom kroku sme tkanivo homogenizovali s pouZitim
TissueLyser LT (Qiagen, Nemecko). Samotna RNA bola izolovana s pouzitim
komer&ne dostupného izolacného kitu miRVana microRNA isolation kit (Thermo Fisher
Scientific), priom sme postupovali podfa prilozeného protokolu. Koncentracia
vyizolovanej RNA bola zmerana prostrednictvom spektrofotometra NanoDrop ND-
2000 (Thermo Scientific). V dalSom kroku sme konvertovali RNA na cDNA pomocou
komercne dostupného kitu TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher Scientific) a postupovali podla odporuc¢ani vyrobcu. Pre kvantitativnu real-time
PCR analyzu sme pouzili TagMan™ Advanced miRNA assays Kit (Thermo Fisher
Scientific) pre tumor supresorové miR-22, -145 a pre onkogénne miR-21, -210, -155.
Na normalizaciu vysledkov sme pouzili miR-191. Samotna analyza expresie
prebiehala na zariadeni AB7500 Real Time System (Applied Biosystems Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Experimenty boli schvalené Etickou komisiou JLF UK (No. EK1860/2016) a Statnou
veterinarnou a potravinovou spravou SR (No. Ro-3239/15-221 a R0-1640/17-221
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Vysledky

Sumach v niz8ej koncentracii v potrave (SUM 0,1) signifikantne znizil expresiu miR-
210 064 % (p < 0.001) a zvysil expresiu miR-145 (p < 0.05) 0 67 % v porovnani
s kontrolnou skupinou. V pripade porovnania zmien v expresii medzi nizSou (SUM 0.1)
a vy$Sou davkou sumachu v potrave (SUM 1) sme identifikovali pokles miR-155 o 52
% (p < 0.05) a narast miR-210 0 337 % (p < 0.01). V pripade ostatnych analyzovanych
MiIRNA (miR-21, -22, -155) sme nezaznamenali ziadne signifikantné zmeny v ich
expresii pri porovnani lieCenych skupin so skupinou bez chemoprevencie (Obr.1).

Expresia miRNA
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Obr. 1 Analyza expresie miR-21, -22, -210, -145, a -155 v nadorovom mamarnom tkanive odobratého
zo samic potkana kmefia Sprague-Dawley. Ziskané hodnoty boli normalizované prostrednictvom
endogénnej kontroly miR-191. Hodnoty su vyjadrené ako aritmetické priemery + SEM. Signifikantny
rozdiel, *P < 0,05, ***P < 0,001 vs. KONT, + P <0.05, ++ P < 0.01 vs. SUM 0.1

Diskusia
Epigenetické mechanizmy hraju zasadnu ulohu v regulacii génovej expresie a nie je
teda prekvapenim, Ze su esencialne pre normalny priebeh bunkovych procesov a ich
pripadne aberacie su spojené s rozvojom mnohych civilizaénych ochoreni, vratane
rakoviny [14]. Zasadnu ulohu v ramci epigenetickych procesov ma miRNA, ktora
reguluje génovu expresiu na posttranskripénej urovni a tym ovplyviuje hladiny
exprimovanych onkogénnych alebo tumor-supresorovych mRNA prostrednictvom ich
degradacie alebo inhibicie ich translacie [15]. Deregulacia v expresii miR-21, -22, -210,
-145, -155 je Casto detegovana v pripadne rakoviny prsnika in vitro, in vivo ako aj
v klinickej sfére [16—20]. Fytochemikalie preukazali signifikantny modulacny potencial
v regulacii expresie miRNA v mnohych experimentalnych Studiach zameranych na
mamarnu karcinogenézu [7,21,22]. V naSom experimente sme sledovali expresiu
piatich miRNA (-21, -22, -210, -145, -155) v konvenénom (premenopauzalnom) modeli
mamarnej karcinogenézy. Ziskané udaje odhalili pokles v expresii miR-210 a narast
miR-145 v skupine s niZzSou davkou sumachu v potrave (SUM 0.1) v porovnani
s kontrolnou skupinou bez chemoprevencie. Pokles v expresii miR-210 a narast
v miR-145 je spajany s lepSou prognézou pre pacientov s rakovinou prsnika [23,24].
Modulaény aspekt fytochemikalii na uroven expresie miR-145 bol dokumentovany aj
in vitro. Genistein zvySil hladinu expresie miR-145 v nadorovych bunkovych
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liniach Y79, €o nasledne viedlo k inhibicii proliferacie a indukcii apoptézy [25]. ZvySena
hladina miR-210 je €asto asociovana s hypoxickym fenotypom nadoru, ktory podporuje
rozvoj invazivity a metastaz, zmeny v bunkovom metabolizme a vznik rezistencie na
aplikovanu terapiu [26]. V naSej Studii sme zaznamenali zniZenie v expresii miR-210
po aplikacii sumachu v potrave, ¢o poukazuje na onkostaticky ucinok fytochemikalii
obsiahnutych v tejto rastlinnej funkcnej potravine.

Zaver

V predkladanej experimentalnej studii sme preukazali signifikantny chemopreventivny
ucinok sumachu v animalnom modeli mamarnej karcinogenézy prostrednictvom
regulacie expresie miRNA. Zmes fytochemikalii obsiahnutych v sumachu predstavuje
subor sekundarnych metabolitov, ktorych aditivny, pripadne synergicky efekt je
zodpovedny za chemopreventivny ucinok spojeny s regulaciou expresie miRNA.
Z toho dbévodu pravidelna konzumacia sumachu méze byt asociovana so znizenim
rizika rozvoja maligneho ochorenia prsnika najma v skupine Zien s vysokym rizikom
rozvoja neoplazie. Fytochemikalie preukazali vyrazny dopad na regulaciu expresie
mMiRNA v mnohych predklinickych studiach zameranych na rakovinu prsnika. Len dalsi
vyskum v tejto oblasti a najma implementacia ziskanych informacii do klinickej sféry
nam moze priniest nové terapeutické stratégie v prevencii a lieCbe nadorovych
ochoreni v kontexte prediktivnej, preventivnej a personalizovanej mediciny.

Finanéna podpora bola zabezpelena grantom VEGA 1/0136/19. Tato publikacia
vznikla vdaka podpore v ramci Operacného programu Integrovana infraStruktura pre
projekt: Integrativna stratégia v rozvoji personalizovanej mediciny vybranych zhubnych
nadorovych ochoreni a jej vplyv na kvalitu Zivota, kod ITMS: 313011V446,
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionélneho rozvoja.
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Abstract

Galectins, a family of 3-galactoside binding proteins, play an essential role in cancer
progression, cell survival, cell adhesion, tumor-associated angiogenesis and tumor
dissemination. In addition to that, galectins are implicated in the adjustment of immune
and inflammatory reactions quidance of the cancer escape from the immune
surveillance. These carbohydrate-binding proteins show multiple functional
heterogeneity bound to the various intracellular compartments as well as extracellular
millieu. The abovementioned characteristics indicate profound engagement of
galectins in critical signaling pathways affecting cervical cancer evolution. Presented
immunohistochemical analysis evaluates expression of galectin-3 (gal-3) in context of
selected proteins panel that seems to be closely related to the differentiation degree
and histopathological stage of precancerous lesions and cervical cancer. However,
there is still sadly poor evidence confirming its significance in diagnosis and prognosis
of cervical cancer. Gal-3 is a potential candidate to become a promising predictor of
the cervical lesions progression and valuable prognostic marker.

Keywords: galectin-3, cervical lesions, epithelial-mesenchymal transition

Uvod

Galektiny patria do rodiny proteinov s typickou vazobnou doménou pre B-
galaktozidazu (laktazu). V progresii nadorovych ochoreni galektiny predstavuiju
vyznamnu molekulu zapojenu do viacerych kritickych signalnych drah zodpovednych
za proliferaciu a prezivanie nadorovych buniek, adhezivitu vo vztahoch bunka - bunka,
resp. bunka - komponenty extracelularnej matrix (ECM), tumor-asociovanu de-novo
angiogenézu, invazivitu a migraciu buniek [1,2]. NavysSe, Siroké spektrum funkcénej
heterogenity presahuje az do regulacie imunitnej a zapalovej reakcie v oblasti lézie.
Komplexnost galektinov je definovana ich angaZovanostou v mnozstve
intracelularnych ako aj extracelularnych procesov, s ¢im priamo suvisi aj ich variabilna
subcelularna lokalizacia v jadre, cytoplazme, plazmatickej membrane ¢i ECM [3].
Expresia gal-3 je okrem inych nadorov popisana aj v premalignych a malignych
léziach kréka maternice. AvSak vzhladom k funk&nej pluralite gal-3 je hodnotenie jeho
pozicie v procese malignej transformacie buniek kr€ka maternice narocné, €oho
dbékazom su réznorodé, v niektorych pripadoch az protichodné zavery vedeckych prac.
Z pohfadu biologického chovania nadorovych buniek kréka maternice je délezité
sledovat spravanie gal-3 v asociacii s R-kateninovou signalnou kaskadou, ktora je
rovnako zapojena do regulacie novotvorby krvného zasobenia aktivnych nadorov
a transformacie epitelového fenotypu tychto buniek na agresivnej§i mezenchymovy
fenotyp [4,5]. Cielom predloZenej prace je popisat predbezné vysledky hodnotenia
expresie gal-3 v prekancer6znych ako aj v kanceroznych léziach kr€ka maternice
a v dalSej faze analyzy korelovat’ tieto vysledky s markermi Wnt-signalnej drahy (f3-
katenin), markermi epitelidlno-mezenchymovej tranzicie (EMT) (E-kadherin, N-
kadherin, fascin) a inymi.

Strana | 43



KLINICKE A HISTOMORFOLOGICKE STUDIE

Cirkulujuci gal-3 Cytoplazmova expresia
. Regulacia
Regulacia bunkového
metastazovania a rastu Inhibicia
nadorovych buniek POMOEY
Regulacia
bunkového
i cyklu
Adhezivita
nador-ECM Galektin-3 Regulacie
komponenty transkripcie
Adhezivita
néidor- ReRg;‘I\écia
endotel m
$tiepenia
Regulacia
angiogenézy || munitna Regulacia
supresia apoptozy
Membranova expresia Jadrova expresia

Obr. 1 Schematické zapojenie galektinu-3 do Sirokej Skaly procesov vzhladom k jeho subcelularnej
lokalizacii (upravené podla Newlaczyk a Yu [12])

Material a metody

V predloZzenej Studii bol pouzity archivny material v podobe FFPE blockov
pochadzajucich z diagnosticky uzatvorenych pripadov premalignych a malignych lézii
krcka maternice. Subor tvori 85 vzoriek (LSIL=30, HSIL=28, iSCC=27). Rezy o hrubke
3 um boli spracované prostrednictvom PT-Link (Pre-Treatment Module for Tissue
Specimens, Dako). V8eobecny protokol dvojitého imunohistochemického spracovania
tkaniva podlieha v praxi modifikaciam na zaklade Specifikacii konkrétneho antigénu,
ktory sa deteguje v prislusnom tkanive, na zaklade Specifickych vlastnosti pouZzitej
protilatky a podla odporu€ani vyrobcu. V predloZenej praci bola pouzita protilatka
Recombinant Anti-Galectin-3 (klon EPR19244, dil. 1:2000) vizualizovana
chromogénom HRP magenta (DM857, EnVision FLEX, Dako, Omnis) so substratom
DM843 (EnVision Flex Substrate Buffer, Dako, Omnis). Druhou protilatkou bol
Recombinant Anti-Prostaglandin E Receptor EP2/PTGER2 (klon EPR8030(B), dil.
1:1000) s pouzitim vyzualizacného cCinidla DAB chromogén (3,3-diaminobenzidin).
Jadra buniek boli Standardne dofarbované hematoxylinom. Pri interpretacii
predbeznych  vysledkov  ziskanych imunohistochemickou analyzou sme
semikvantitativne vyhodnocovali percento pozitivnych buniek, intenzitu imunoreakcie
a subcelularnu lokalizaciu v korelacii k inymi histomorfologickymi parametrami.

Predbezné vysledky
Analyze vzajomnych vztahov gal-3 a PTGER2 sa venujeme priebezne, avSak
z dévodu komplexnosti pleiotropnych biologickych funkcii samotného lektinu sme sa
v predloZenej praci zamerali len na hodnotenie expresie galektinu-3. Expresia gal-3
bola detekovana vo v8etkych hodnotenych vzorkach s typickou heterogénnou
prezentaciou v cytosole, jadre, na bunkovej membrane aj v ECM. V porovnani
s normalnym epitelom kr€ka maternice, boli intenzita imunoreakcie ako aj percentualny
podiel pozitivnych buniek vySSie v LSIL (skvamézna intraepitelova lézia nizkeho
stupna), HSIL (skvamézna intraepitelova Iézia vysokého stupria) a SCC
(skvamocelularny karcindm) s progredujucou tendenciou. Subcelularna lokalizacia
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gal-3 vykazovala zmieSanu expresiu. Vo vzorkach s normalnou histolégiou epitelu
krcka maternice bol gal-3 exprimovany zvacSa v jadrach buniek bazalnej
a parabazalnej vrstvy, s postupnym prestupom na membranu, resp. do ECM
epitelovych  buniek intermediarnych a superficialnych  epitelovych  vrstiev.
Diverzifikaciu subcelularnej lokalizacie gal-3 sme zaznamenali vo vzorkach HSIL, kde
sme popri jadrove] pozorovali aj cytoplazmovu pozitivitu, najma v asociacii so
zapalovou reakciou okolitej stromy. Podobny trend prechodu gal-3 jadrovej pozitivity
do cytosolu vykazovali aj vzorky SCC, navySe s expresiou membranovej, resp. ECM
pozitivity v niektorych oblastiach invazivneho okraja malignej lézie. Zaujimavym
fenoménom bol vyrazny pokles intenzity imunoreakcie spolu so znizenym podielom
gal-3 pozitivhych buniek v malom pocte SCC |ézii, o priamo korelovalo aj s poklesom
PTGER2 expresie.

J N $ 2 N x 235 4’! s, ¥ S
Obr. 2 Expresia galektinu 3 v cervikalnych léziach LSIL (A), HSIL (B), SCC (C)

Diskusia

Za normalnych podmienok je gal-3 exprimovany v réznych tkanivach. Vedecké Studie
preukazuju jeho konsStantne zvySenu expresiu vzhfadom k zavaznosti niektorych
onkologickych ochoreni [6]. Prezentované predbezné vysledky naznacuju suvis medzi
expresiou gal-3 a progresiou lézii krcka maternice. Ovplyviujuc molekuly bunkového
povrchu, proteiny ECM a glykoproteiny cytosolu, gal-3 vyraznych spésobom
participuje na bunkovej proliferacii, apoptoéze, prilnavosti buniek, angiogenéze,
Stiepeni prekurzorovej mRNA a inych procesoch [7]. Niektori autori poukazuju na fakt,
Ze jadrova expresia gal-3 reguluje Wnt/R-kateninovu drahu aktivaciou transkripcie
cyklinu-c, C-myc a dalSich génov stimulujucich tumorigenézu a zhorsujucich prognézu
pacienta [4]. Niektoré prace uvadzaju variabilnu intenzitu imunoreakcie gal-3
v nadorovych bunkach, ¢o mbéze naznacovat ich dualnu funkciu v predikcii agresivity
a invazivity lézie. Slaba expresia koreluje so zvySenou invazivitou a rastom nadoru
a naopak, vyrazna expresia gal-3 je asociovana so zniZzenou invazivitou a rastom
[8,9,10]. Rovnako aj v nami hodnotenych vzorkach SCC sme zaznameli lézie
s réznorodou intenzitou. NavySe, PTGER2 v kombinacii s gal-3 sa javia ako
signifikantné prognostické faktory prezZivania pacientov s karcinomom krcka
maternice[11]. Hodnotenie prognostickej a diagnostickej plauzibility gal-3 mobze
predstavovat dalSi dolezity krok pri objasneni mechanizmu vzniku cervikalnych lézii.

Zaver
Galektin-3 predstavuje vdaka svojmu Sirokému funkénému zaberu zaujimavu
molekulu z pohladu biologického spravania buniek premalignych a malignych lézii
kr€ka maternice. Jeho potencial v rozvoji cervikalnych lézii a vzajomné asociacie
s dalSimi faktormi signalnych drah zapojenych do progresie tychto lézii si vyZaduju
zvySenu pozornost s dérazom lepSie pochopit patogenézu cervikalnych ochoreni
a pripadné vyuzitie galektinu-3 v dennej bioptickej praxi.

Praca bola podporena projektom VEGA ¢. 1/0129/16 a UK/21/2020.
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Abstract

Cervical cancer is a significant health problem among women worldwide. It ranks on
the fourth place for both incidence and mortality. Cervical neoplasias arise in most
cases from the epithelium in the transformation zone. Preinvasive lesions are classified
either in two-tiered diagnostic cytopathologic approach as low-grade and high-grade
squamous intraepithelial lesions or three tiered histopathologic approach as cervical
intraepithelial lesion 1, II, lll. Invasive squamous carcinoma is able to spread mainly via
lymphatic or hematogenous spread. During the progression of epithelial cancer,
neoplastic cells lose their typical morphological and functional characteristics and
acquire a mesenchymal phenotype in process of epithelial-mesenchymal transition
(EMT). There is a high number of different molecules and signalling pathways able to
initiate the process of EMT. In our study we focus on the role of actin bundling protein
fascin in the process of EMT in cervical neoplastic lesions.

Keywords: EMT, fascin, cervical cancer

Uvod

Rakovina kr¢ka maternice je celosvetovo na 4. prieCke najCastejSich gynekologicko-
onkologickych ochoreni u zien. Ako aj uinych onkologickych ochoreni, tiez pri
nadoroch kr€ka maternice je mortalita spajana predovSetkym s metastazovanim
nadorovych buniek. Na prestup nadorovych buniek do okolitého tkaniva posobi viacero
molekulovych a bunkovych mechanizmov. Nadorové bunky diseminuju dvoma
zakladnymi cestami hematogénnou a lymfogénnou. Prave proces epitelialno-
mezenchymalnej tranzicie je déleZitou suCastou metastazovania nadorov. EMT
zabezpecuje prechod jednotlivymi krokmi metastatickej kaskady. PoCas EMT epitelové
bunky stracaju svoje typické charakteristické vlastnosti a nadobudaju novy fenotyp [1].
Bolo identifikovanych viacero iniciatorov EMT ako hormény, rastové faktory, cytokiny,
hypoxia, metabolické zmeny, imunitna odpoved a protinadorova terapia [2, 3, 4].
V nasej suCasnej praci sa zameriavame na funkciu niektorych proteinov ako je napr.
fascin v suvislosti s EMT.

Epitelidlno-mezenchymalna tranzicia

Metastazovanie nadorov je asociované s biologickym fenoménom oznacovanym ako
epitelidlno-mezenchymalna tranzicia. EMT sa vSak nevztahuje vyhradne len na proces
karcinogenézy. Fyziologicky sa vyskytuje aj pri embryogenéze a procese hojenia ran
Ci fibrézy.

EMT spajana s patologiou nadorov na rozdiel od ostatnych dvoch typov, straca
koordinaciu, dochadza k naru8eniu integrity epitelu ako aj dezorganizacii tkaniva
a vzniku novych nadorovych mezenchymovych buniek [1]. Medzi hlavné znaky EMT
patria: strata medzibunkovych spojeni, strata typickej polarizacie buniek, reorganizacia
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cytoskeletu, morfologické zmeny a ziskanie migracnej kapacity. Bunky sa stavaju
izolovanymi, pohyblivymi a su rezistentné na apoptozu [2, 4]. Okrem morfologickych
zmien dochadza pri ziskani mezenchymového fenotypu aj k zvySenej expresii
markerov typickych pre mezenchymové bunky (vid. Obr.1).

i Epitelové markery

E-Kadherin
Okludiny
Klaudiny i
Cytokeratiny 1
Desmoplaktin : : Mezenchymové markery
Z0-1 : : N-kadherin
' : MMPs
e Vimentin
Zonula occludens i : Fibronektin
Dezmozom i Integriny

\LQL JL@@@@%@%%

Hemidezmoz6ém

Obr. 1 Klu€ové kroky pri EMT a charakteristické markery pre epitelové a mezenchymové bunky

EMT spustaju a reguluju rozlicné signalne drahy a molekuly. Aktivacia a regulacia
EMT nielen mediatormi, ale aj samotnym vplyvom mikroprostredia, je velmi komplexna
ajej vysledkom je aktivacia dalSich bunkovych drah. EMT sprevadzaju zmeny
v génovej expresii, ktoré navodzuju represiu epitelového fenotypu a aktivaciu
mezenchymoveého. Tieto zmeny iniciuju komplexné regulacné drahy, ktoré zahfmaju
transkripéné faktory SNAI1, SNAI2, ZEB1, ZEB2, Twist, E12/E47 a nekddujuce RNA
[5].

Fascin

Fascin je 55 kDa aktin viaZuci protein, ktory zohrava délezitu ulohu pri pohybe, migracii
a adhézii buniek. Na zaklade jeho lokalizacie sa rozliSuju tri formy fascinu. Fascin-1 sa
vyskytuje v nervovom a mezenchymovom tkanive, fascin-2 vo fotoreceptorovych
bunkach sietnice a fascin-3 v semennikoch [6]. Fascin ma délezitu ulohu pri formovani
bunkovych Struktur zaloZenych na aktine (napr. filopddie, dendrity, mikroklky a i. ), je
teda zodpovedny za prvotné kroky pri migracii neoplastickych buniek [7, 8].
Fyziologicky je fascin exprimovany na typickych miestach ako mozog, vajecniky,
semenniky, svalové bunky, fibroblasty [9]. Viaceré Studie vSak potvrdili jeho zvySenu
expresiu v réznych typoch malignych 1ézii [6, 8, 10]. Predpoklada sa, Ze tato
abnormalna expresia fascinu v nadorovych bunkach vedie k EMT anapomaha
progresii a metastazovaniu nadorov.

U invazivhych nadorovych buniek je casto pozorovany vyvoj membranovych
vybeZkov. Tieto sa tvoria vdaka prestavbe cytoskeletovych mikrofilamentov
a predpoklada sa, ze tento proces je riadeny aktin viazucimi proteinmi ako je fascin.
Je tiez zname, Ze nadmerna expresia fascinu znizuje adhezivitu medzi bunkami
a zvySuje motilitu epitelovych buniek. Fascin sa dostava do popredia studii vzhfadom
na jeho suvis s progresiou nadorovych ochoreni a moznost' jeho vyuzitia ako markera
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[8].

Material a metody

V praci sme pomocou imunohistochemickych metdd vySetrili material vo forme
parafinovych (FFPE) bloCkov. Nas subor obsahuje 85 vzoriek, medzi ktorymi sa
nachadza 30 vzoriek LSIL, 28 vzoriek HSIL a 27 vzoriek skvamocelularneho
karcinomu (SCC). Z parafinovych bloCkov sa pripravili rezy o hrubke 3 pym. Tieto
vzorky sa nasledne deparafinizovali, rehydratovali a revitalizovali sa antigény
pomocou pouzitia PT Link-u (Pre—Treatment Module for Tissue Specimens, Dako).
Vzorky sa ru¢ne imunohistochemicky ofarbili a na vizualizaciu sa pouzil DAB (3,3-
diaminobenzidin) chromogén. Pre hodnotenie vzoriek sme pouzili svetelny mikroskop
Olympus BX41 a mikrofotografie sme zaznamenali pomocou fotoaparatu Olympus E-
420 s pouzitim software-u Zeiss Zen 3.3. Na ofarbenych vzorkach sme nasledne
semikvantitativne hodnotili expresiu markerov nasledovnymi parametrami: intenzita
imunoreakcie, percento pozitivnych buniek a lokalizacia biomarkeru. Ziskané vysledky
budeme nasledne Statisticky vyhodnocovat pomocou Standardnych Statistickych
metdd pomocou testu Chi-square (x?), Spearmannovho korelacného koeficientu
a Fisherovho exaktného testu.

Predbezné vysledky

Expresia fascinu bola cytoplazmova u v8etkych vzoriek. U vaésiny (73%) LSIL vzoriek
sme detegovali slabu pozitivitu imunoreakcie. ZvySné vzorky vykazovali strednu alebo
vysoku intenzitu imunoreakcie. Expresia bola vyrazna predovSetkym v bazalnej
a parabazalnej vrstve epitelu. HSIL vzorky vykazovali podobne ako LSIL skér slabu
expresiu fascinu, ale u 14% vzoriek bol fascin detegovany v celej hrubke epitelu.
Skvamocelularny karcindbm vo vacsine pripadov vykazoval strednu intenzitu
imunoreakcie. Fascin bol detegovany taktiez v invazivhych ¢&astiach lézii
a endotelovych bunkach ciev. Tieto naSe vysledky su len predbezné, kedze eSte
nadalej hodnotime vzorky a snazime sa presnejSie identifikovat napr. expresiu fascinu
HSIL oblasti pri SCC, vztah imunoreakcie a cytologickej morfoldgie a hibky invazie
lézie a presnejSie vyhodnotit reaktivne elementy v strome. Okrem Statistického
vyhodnotenia nas eSte Caka aj korelacia klinicko-morfologickych charakteristik (vek,
pohlavie, TNM klasifikacia a grading) s imunohistochemickymi parametrami.

Obr. 2 Expresia fascinu v LSIL (A), HSIL (B) a SCC (C)

Diskusia
V praci sme pozorovali expresiu fascinu v léziach kréka maternice. Intenzita
imunoreakcie a percento pozitivnych buniek sa zvySuje so zavaznostou Iézii
a invazivitou. NaSe predbezné vysledky sa zhoduju s vysledkami inych studii [8,11,
12]. ZvySena expresia fascinu bola identifikovana v réznych typoch neoplastickych
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|ézii ako napr. ezofagealny karcindm [13], nadory ustnej dutiny [14], karcindm Zaludka
[15], urotelialny karciném [10], karciném prsnika [16] a iné. Studie poukazuju taktiez
na korelaciu zvySenej expresie fascinu s pokroc€ilymi Stadiami a metastazami tumorov.
Prave kvéli zvySenej imunoreakcii pri invazivnych |éziach a korelacii s pokroCilymi
Stadiami by mohol byt fascin indikatorom invazivity [11, 12].

Zaver

V naS$ej praci pozorujeme expresiu fascinu, ktory ma dolezitu ulohu pri procese EMT.
Je jednym z kluCovych proteinov pre zabezpecenie pohyblivosti nadorovych buniek pri
ziskani mezenchymového fenotypu. Budeme pokracCovat’ s hodnotenim jeho expresie
a jej korelacie s dalSimi klinicko-morfologickymi parametrami a zaroven s dalSimi
proteinmi, ktoré su zapojené do procesu EMT. Budeme sa snazZit hibSie pochopit
suvislosti vramci procesu EMT a rakoviny krCka maternice a zhodnotit moznost
vyuZzitia fascinu ako plauzibilného diagnostického, diferencialno-diagnostického Cci
prognostického markera.

Praca bola financovana z grantu VEGA ¢. 1/0129/16 a UK/21/2020.
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Abstract

Background: Cytokeratin 17 (CK17) is a multifunctional cytoplasmic protein that is not
normally produced in the interfollicular epidermis of human skin. Objective: The aim of
this study was to investigate an immunohistochemical expression of CK17 in benign
cutaneous epidermal squamoproliferative lesions. Material and Methods: The study
group included 22 skin biopsy samples with nosologic entities which exhibited
a proliferated/hyperplastic epidermis without keratinocytic atypia. All cases were
immunohistochemicaly investigated by antibody against human CK17 (clone E3).
Results: The positivities of CK17 in given lesions were as follows: seborrheic keratosis
(5/13; 38,5%), clavus (2/2; 100%), verruca vulgaris (2/2; 100%), psoriasiform
dermatitis  (1/1; 100%), prurigo nodularis (1/1; 100%), reactive and
pseudoepitheliomatous hyperplasia (3/3; 100%). Conclusion: Abnormal production of
CK17 within keratinocytes occurs universally in benign epidermal proliferative lesions
of various etiology. Immunohistochemical expression of CK17 can not serve as
a marker for the differential diagnosis. Since a production of CK17 in the epidermis is
probably related to inflammatory cellulization, this knowledge might be useful to
introduce novel anti-CK17 therapeutic modalities for chronic dermatoses.

Keywords: cytokeratin 17, epidermis, squamoproliferative lesions

Uvod

Cytokeratiny predstavuju Siroku rodinu intermediarnych filamentovych proteinov. Vo
vSeobecnosti su povazované za marker epitelovych buniek resp. epitelovej
diferenciacie [1-3]. Existuje 20 zakladnych epitelovych cytokeratinov, ktoré su podla
molekulove] hmotnosti a izoelektrického bodu rozdelené na dva typy [1-3].
Cytokeratiny typu | maju pomerne nizku molekulovu hmotnost a numericky zahrauju
CK10 — CK20 [1-3]. Cytokeratiny typu Il maju vy$Siu molekulovd hmotnost’ a zahrnuju
CK1 — CK9 [1-3]. Cytokeratiny maju vysoky stupen tkanivovej Specificity. V koZi
expresia CK génov reflektuje typ epitelu (interfolikularna epiderma vs. pilosebacedzna
jednotka), Stadium diferenciacie epitelovych buniek aje modifikovana rdéznymi
intracelularnymi a extracelularnymi faktormi [2].

Cytokeratin 17 (CK17) zaradujeme ku kyslym cytokeratinom typu I. V koZi cicavcov je
principialne syntetizovany v adnexalnych Strukturach, teda vo vlasovych folikuloch,
ekrinnych potnych Zzfazach, mazovych Zlazach a nechtoch [2, 4, 5]. V povrchovej
epiderme (s vynimkou koZe na dlaniach a chodidlach) nie je bezne pritomny, ale k jeho
tvorbe tu dochadza pri réznych hyperproliferativnych patologickych stavoch [2, 5, 6,
7]. Tato skuto€nost je dobre znama napr. pri psoriaze, kde aberantna produkcia CK17
v postihnutej epiderme zohrava ulohu aj v samotnej patogenéze ochorenia [4, 5, 7].
CK17 je exprimovany pri réznych epitelovych tumoroch kozZe, najma pri
bazocelularnom karcindme a nadoroch odvodenych z vlasovych folikulov, CiastoCne aj
pri nadoroch pochadzajucich z potnych Zliaz a pri spinocelularnom karcinbme [3].

Strana | 51


mailto:vladim.bartos@gmail.com

KLINICKE A HISTOMORFOLOGICKE STUDIE

V sucCasnosti absentuju ucelenejSie Studie zaoberajuce sa expresiou CK17 pri
nenadorovych proliferativnych/hyperplastickych léziach epidermy, €o je zapri€inené aj
tym, Ze tato skupina je velmi Siroka a zahrrnuje réznorodé chorobné jednotky. Ciefom
prezentovaného prispevku bolo sledovanie imunohistochemickej expresie CK17 v koZi
pri vybranych benignych epidermalnych skvamoproliferativnych 1éziach.

Material a metédy

Hodnoteny subor pozostaval z 22 bioptickych vzoriek kozZze s chorobnymi jednotkami
réznej etiologie (vid Tab. 1), ktoré ako jeden z morfologickych atributov obsahovali aj
proliferovanu/hyperplastickii  epidermu bez keratinocytovych atypii. Topograficka
distribucia lézii bola nasledovna: hlava a krk (n = 9), brucho (n = 3), chrbat (n = 2),
hrudnik (n = 2), predlaktie (n = 1), stehno (n = 1), ruka (n = 2) a noha (n = 2). Vzorky
boli spracované v parafinovych blo¢koch a dalej podla konvencnych laboratérnych
postupov formou histologickych rezov. Okrem Standardného farbenia hematoxylinom
a eozinom boli vSetky pripady imunohistochemicky vySetrené monoklonalnou
mysSaciou protilatkou proti lTudskému CK17 (klon E3, DAKO, ready-to-use). Sledovana
bola pritomnost/absencia expresie CK17 v patologicky zmenenej (proliferovanej)
epiderme, ako aj v okolitej nepostihnutej epiderme a ostatnych epitelovych Strukturach
koZe.

Vysledky

CK17 vykazoval silnu imunoreaktivitu vo vonkajSej poSve vlasového folikulu, ktora
zaroven sluzila ako vnatorna kontrola. Dalej bola pritomna mierna az stredne vyrazna
pozitivita v duktoch a sekre€nych castiach vacésiny potnych a mazovych Zliaz.
Povrchova epiderma neexprimovala CK17 okrem pripadov lokalizovanych na dlani (n
= 1), na prste ruky (n = 1) ana chodidle (n = 2), kde bola viditelna loziskova
imunoreaktivita aj v epidermalnych keratinocytoch mimo lézie. Prehlad jednotlivych
diagndz a zastupenie CK17-pozitivnych pripadov je uvedeny v Tabulke 1. Suhrnne
mozno konstatovat, Ze okrem seboroickej keratdézy bola pri vSetkych ostatnych
jednotkach zretefna a vacsinou difuzna pozitivita na CK17 v proliferovanej epiderme,
ktora ostro kontrastovala s okolitou CK17-negativnou epidermou. Seboroické keratézy
boli sprevadzané alebo intenzivnou imunoreaktivitou na CK17 (38,5 %), alebo naopak,
jej uplnou absenciou (61,5 %). Subjektivne sa zdalo, Zze CK17-pozitivhe seboroické
keratozy boli sprevadzané intenzivnejSou chronickou zapalovou celulizaciou v strome.
Reprezentativne pripady niektorych chorobnych jednotiek su demonstrované na
Obrazkoch 1 - 3.

Diskusia
CK17 je multifunkény cytoplazmaticky protein, ktory participuje na plejade
intracelularnych a extracelularnych procesov zahrriujucich proliferaciu a diferenciaciu
buniek a udrziavanie integrity tkaniva [5]. Jeho (nad)produkciu stimuluju rézne
cytokeratiny a rastové faktory, napr. interferon gamma (IFN-y), interleukin 17 a 22 (IL-
17, IL-22), tranformujuci rastovy faktor beta (TGF-B) a bazicky fibroblastovy rastovy
faktor (bFGF) [5]. Okrem nich aj transkripéné faktory (Gli1/2, Nrf2, p53) a iné proteiny
(Annexin A2) vazbou na prométor génu CK17 vyznamne participuju na syntéze jeho
proteinu v cytoplazme [5]. Ako uz bolo spomenuté, interfolikularna epiderma v fudskej
koZi (s vynimkou palmoplantarnej lokalizacie) bezne neprodukuje CK17. Pokym
bazalne keratinocyty syntetizuju najma CK5 a CK14 [2, 6]. diferencovanejSie
keratinocyty v suprabazalnych vrstvach ich prestavaju produkovat zacinaju
syntetizovat CK1 a CK10 [2, 6]. Za roznych patologickych stavov vSak aktivované
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keratinocyty indukuju de novo transkripciu CK6, CK16 a CK17, ktoré nie su bezne
produkované v interfolikularnej epiderme [2, 6]. Tieto cytokeratiny maju funkciu urcitej
,ochrannej bariéry“ (barrier alarmins) a kolektivne poskytuju ,flexibilnu kostru“ (flexible
scaffold) umoznujucu keratinocytom odolavat traumatizujucim vplyvom a modulovat
rézne funkcie vratane apoptotickych mechanizmov a imunitnej homeostazy [6].
Schéma produkcie cytokeratinov v epiderme za fyziologickych a patologickych
okolnosti a efekt ich pdsobenia su ilustrované na Obrazku 4.

V prezentovanej Studii sa autor zameral na hodnotenie imunohistochemickej expresie
CK17 pri niektorych benignych epidermalnych skvamoproliferativnych |éziach.
Napriek malému pocCtu analyzovanych pripadov mozno uzavriet, Ze s vynimkou
seboroickej keratdézy vykazovali vSetky ostatné lézie v patologicky zmenenej
(proliferovanej) epiderme konstantnu pozitivitu na CK17. Okolitd epiderma bola
negativna na CK17 s vynimkou lokalizacie na ruke a nohe, kde sa aj v nej fokalne
vyskytovali zoskupenia CK17-pozitivnych keratinocytov. Zaujimavé vsak je, ze
vacSina seboroickych keratdoz nevykazovala expresiu CK17. V literature absentuju
Studie zaoberajuce sa konkrétne touto problematikou, preto autor nemal moznost
porovnavat svoje vysledky s inymi pracami. V jednej kazuistike [8] bola seboroicka
keratdza taktiez negativna na CK17. V prezentovanej Studii boli seboroické keratdzy
alebo intenzivne pozitivne na CK17, alebo uUplne negativne (loziskova pozitivita sa
nevyskytovala), preto je pravdepodobné, Ze indukciu tvorby proteinu v proliferovanych
keratinocytoch ovplyviiuju iné (extraepitelové) determinanty, napr. zapalové bunky
v strome. Dosial zname poznatky poukazuju, Ze CK17 nema len funkciu Strukturalneho
proteinu, ale zohrava vyznamnu ulohu aj v lokalnej imunitnej regulacii. V tomto smere
je nazornym prikladom psoriaza. Je zname, ze pri nej je CK17 nadprodukovany
v proliferovanej epiderme [5]. CK17 ma podobné epitopy ako Streptokokovy protein
M6, ktory pri psoriaze funguje ako superantigén [5, 7]. Epitopy ektopicky
produkovaného CK17 v aktivovanych keratinocytoch su rozpoznavané dendritickymi
bunkami, ktoré vylu€uju mediatory indukujuce diferenciaciu T-lymfocytov na Thl- a
Th17-lymfocyty [5]. Tie produkuju IL-17, IL-22 a IFN-y, ktoré spatne stimuluju tvorbu
CK17 v psoriatickej epiderme [5]. Zjednodusene povedané, ektopicky produkovany
CK17 v proliferujucich keratinocytoch udrzuje proces ochorenia aktivaciou
autoreaktivnych T-lymfocytov [7]. V tejto kaskade, ktora sa oznacCuje ako
,2autoimunitna slucka“ (CK17/T-cell/cytokine autoimmune loop), moze byt CK17
atraktivnym ciefom v génovej terapii psoriazy, a to mechanizmom priamej inhibicie
jeho tvorby [4, 7]. Recentna Studia na mySich modeloch odhalila [7], Ze pri
imiquimodom indukovanej psoriaziformnej dermatitide supresia tvorby CK17
v keratinocytoch  prostrednictvom Specifickej siRNA (small interfering RNA)
signifikantne zmiernila prejavy ochorenia. Inhibicia tvorby CK17 totiz subezne viedla k
supresii tvorby cytokinov z T-lymfocytov, ktoré su klfu€ovou zloZzkou vyvolavajucou
zapalové zmeny v kozi. Aj v prezentovanej Studii sa CK17-negativne seboroické
keratézy zdali mat menej vyraznu (alebo Ziadnu) zapalovu celulizaciu v strome
v porovnani s CK17-pozitivnymi pripadmi, ale kedze toto pozorovanie nebolo nijako
objektivizované, z pohladu analyzy nie je relevantné.

Zaver
V ramci benignych epidermalnych proliferativnych lézii koze sa ektopicka produkcia
CK17 v keratinocytoch vyskytuje univerzalne pri ochoreniach rbznej etiolégie.
Imunohistochemicka expresia CK17 teda nemdze sluzit ako marker vich
diferencialnej diagnostike. KedZe tvorba CK17 v epiderme pravdepodobne suvisi so
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zapalovou celulizaciou v strome, tento poznatok mozno vyuZzit' pri zavadzani novych
anti-CK17 terapeutickych modalit chronickych dermatéz.
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TABULKY

Tab. 1 Prehlad jednotlivych [ézii v subore a zastupenie CK17-pozitivnych pripadov. (2 v ramci
pilomatrixému a chondrodermatitis nodularis, ° v rdmci hojenia rany s jazvou)

Patologicka lézia Etiolégia N CK17+

Seboroicka keratéza nadorova 13 5/13 (38,5 %)
Clavus mechanicka 2 2/2 (100 %)
Verruca vulgaris virusova 2 2/2 (100 %)
Reaktivna hyperplazia epidermy? reaktivna 2 2/2 (100 %)
Pseudoepiteliomatézna hyperplazia epidermy®  reaktivna 1 1/1 (100 %)
Prurigo nodularis zapalova 1 1/1 (100 %)
Psoriaziformna dermatitida zapalova 1 1/1 (100 %)

OBRAZKY

Obr. 1 Intenzivna pozitivita CK17 (Cierna Sipka) pri seboroickej keratdéze. Okolita epiderma je negativna
(biela Sipka; zvacsenie 10x)
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Obr. 2 Intenzivna pozitivita CK17 (Cierna Sipka) pri prurigo nodularis. Okolitd epiderma je negativna
(biela Sipka; zvacsenie 20x)

Obr. 3 Intenzivna pozitivita CK17 (Cierna Sipka) pri clavuse na nohe. Zoskupenia CK17-pozitivnych
keratinocytov sa vyskytuju aj v okolitej epiderme (biele Sipky; zvacsenie 10x)
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Abstract

The authors present a case of patient with chronic plaque psoriasis treated with IL17
inhibitor ixekizumab. After two months of treatment, skin reaction appeared starting as
exanthema, mimicking drug reaction exanthema, and evolving into anti-IL-17 induced
paradoxical reaction. Paradoxical reactions were previously described as anti-TNF-
alpha inhibitor class effect, but with arrival of the new drug classes, there are new
manifestation of skin reactions which need to be addressed by clinician as well as
pathologist.

Keywords: chronic plaque psoriasis, ixekizumab, IL17 inhibitors, paradoxical
reactions

Uvod
Biologicka lie€ba je inovativna vysoko ucinna lieCba u pacientov so stredne tazkou az
tazkou chronickou lozZiskovou psoriazou. Okrem terapeutického ucinku s remisiou
koznych lézii vSak mbze biologicka lieCba spbsobit aj pestru paletu neziaducich
kozZnych prejavov - od rozvoja paradoxnej psoriazy cez reakcie v mieste vpichu az po
kandidové infekcie v zavislosti od typu biologika [1].

Material a metodika
Autori prezentuju kazuisticky pripad pacientky s chronickou loZiskovou psoriazou a
sucCasne pritomnou palmoplantarnou pustuléznou psoriazou, u ktorej pocas lieCby
inhibitorom interleukinu 17 (IL17) ixekizumabom doSlo k rozvoju paradoxnej reakcie.

Vysledky
73-roCna pacientka s chronickou loziskovou psoriazou s palmoplantarnou pustuléznou
psoriazou sledovana dermatologom od 40 rokov veku, kedy sa manifestovali prvé
prejavy ochorenia v oblasti ruk a kapilicia. V roku 2015 z loziska na dlani bola
histologicky verifikovana palmoplantarna pustulézna psoriaza. Konvenénu systémovu
lieCbu pacientka netolerovala a lokalna fotochemoterapia a UVB fototerapia neviedla
k stabilizacii ochorenia, preto bola u pacientky indikovana biologicka lieCba. PoCas
prvoliniovej biologickej lie€by adalimumab v Standardnom davkovacom rezime 40 mg
s.c. kazdych 14 dni nedoslo k zasadnému terapeutickému zlepSeniu, preto bola liecCba
ukon€ena a ako druha linia biologickej lie€by bol zavedeny do lie€by ixekizumab v
iniciacnej davkovacej schéme 160 mg s.c. v 0. tyzdni a nasledne 80 mg s.c. v 2., 4.,
6., 8., 10. a 12. tyZdni. Po zacati lieCby ixekizumabom doslo u pacientky k rychlej
regresii psoriatickych prejavov vratane lozisk na dlaniach, doposial terapeuticky
refraktérnych. Po dvoch mesiacoch lieCby doSlo po podani injekcie u pacientky k
tvorbe exantému s pritomnostou Quinckeho edému s €asovou korelaciou s podanim
ixekizumabu. Lie€ba ixekizumabom bola ukonena, pre progresiu prejavov a Sirenie
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infiltrovanych erytematéznych lozZisk z hornych kon¢atin a trupu na dolné koncatiny
bola pacientka hospitalizovana, a nastavena na antihistaminika. Klinicky jasnoCervené
ostro ohranicené plaky s deskvamaciou imponovali ako psoriaziformna paradoxna
reakcia. Laboratérne bola pritomna eozinofilia, autoprotilatky boli v ramci referenénych
hodndt, realizovana biopsia kozZe z infiltrovaného loziska na predlakti vSak potvrdila
superficialnu perivaskularnu, prevazne lymfocytovu dermatitidu s pocetnou primesou
eozinofilov, pri€om histopatologicky nalez imponoval ako alergicka urtikarialna reakcia
koZze (vo vySetrenej vzorke bola pritomna tenSia epiderma s vyhladenou dermo-
epidermalnou junkciou (DEJ), na povrchu bola komptaktna keratéza s loziskami
parakeratozy a retikularna derma hrubSia s miernym edematéznym priesakom). O
mesiac pacientka bola hospitalizovana pre recidivu s generalizaciou prejavov az
prechodom do erytrodermie a vzhfadom na klinicky obraz bola nastavena na peroralnu
lie€bu kortikoidmi s dosiahnutim regresie prejavov.

-

.
Obr. 1 Erytrodermia s psoriaziformnym charakterom lozisk

‘ A 3 A ' 3 e ) fd. hs““ ‘ t\‘ %2
Obr. 2 Superficialna perivaskularna prevazne lymfocytovy dermatitida. HE, zvacSenie 10x
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Obr. 3 Pritomnost disperznych eozinofilov v tkanive. HE, zvacSenie 40x

Diskusia

Paradoxné reakcie su znamou komplikaciou pri lie€be biologikami zo skupiny TNF-alfa
inhibitorov. U pacientov mdZe paradoxne dojst k rozvoju psoriaziformnej reakcie,
histopatologicky sa liSiacej od psoriazy - aj ked histologické vzorky zvyknu vykazovat
znamky psoriaziformnej a/alebo spongiotickej (ekzematoidnej) Struktury, tieto 1ézie
neboli konzistentné na molekalrnej urovni s psoriazou a ekzémom s pouzitim
chemokinového (C-C motiv) ligandu 27 / indukovatelného klasifikatora syntazy oxidu
dusnatého [2]. Anti-TNF-alfa indukované |ézie vykazovali vy$Sie hladiny interferénu
alfa (IFN-alfa) ako psoriatické alebo ekzémové loZiska [2]. Liecba inhibitormi IL17
predstavuje novu skupinu biologik s cielenym mechanizmom ucinku [3, 4] vzhfadom
na centralne postavenie IL17 v etiopatogenéze psoriazy [5]. Ekzematézne dermatdzy
sa ukazuju ako neziaduci uc€inok spojeny s lieCbou IL17 inhibitormi. V retrospektivnej
studii na kohorte 185 pacientov [6] so stredne tazkou az taZzkou chronickou loZiskovou
psoriazou lieCenych inhibitormi IL17 sa ekzematézna dermatitida objavila u 2,2%
pacientov po priemerne 13,5 tyZzdni lieCby. Patch testy u v8etkych pacientov boli
negativne, len u 1 pacienta sa podarilo reakciu zvladnut topickymi kortikosteroidmi bez
nutnosti zmeny lieCby. Ekzematdézne dermatitidy boli popisané u 5-20% pacientov so
zapalovymi ochoreniami lieCenymi TNF-alfa inhibitormi, u pacientov lie€enych
inhibitormi IL17 a IL12/23 boli doposial popisované len zriedkavo [6]. NovSia
retrospektivna ananlyza [7] kohorty pacientov z rokov 2016 az 2019 hodnotila data 468
pacientov lie€enych inhibitormi IL17, kde 5,8% pacientov malo koZnu reakciu. Z toho
40,7% pacientov malo klasicky ekzém, 40,7% pacientov prejavy podobné atopickej
dermatitide a 18,5% pacientov psoriaziformnu reakciu. Histopatologia u 12 vzoriek z
celkovo vySetrenych 27 preukazala epidermalnu spongiozu [7].
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Zaver
Data z klinickej praxe Casto ukazuju vedlajSie ucCinky liekov nepopisované v
randomizovanych kontrolovanych klinickych skusaniach. Monitoring pacientov na
inovativnej lieCbe je zakladnym predpokladom definovania spektra moznych
vedlajSich reakcii. Vzhladom na histopatologicku neSpecifickost reakcii popisovanych
pri inhibicii TNF alfa je mozné oCakavat podobné nedpecifické histopatologické obrazy
aj pri dermatitidach indukovanych IL17 inhibitormi.
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Abstract

According to incidence, colorectal cancer is the third most common oncological
malignancy worldwide and most common cancer in Slovakia. Around 20-30% of
colorectal carcinoma cases arise through the serrated neoplastic pathway. This
pathway is characterized by an activating mutation in BRAF or KRAS gene, followed
by aberrant hypermethylation. Aberrant DNA methylation, as an epigenetic
modification, represents another promising biomarker for cancer detection and
monitoring and have potential clinical use as diagnostic and prognostic tools. In this
study, we focused on the development and optimization of methylation-specific Droplet
Digital PCR method for GRIA4 hypermethylation detection. After optimization, we
manifested this method on three different samples: healthy donor saliva sample
(0,78% methylation), colorectal cancer patient tissue sample (67% methylation) and
melanoma patient plasma sample (3,3% methylation). We chose Droplet Digital PCR
as a detection method due to its high sensitivity, which is needed in the case of plasma
methylation detection.

Keywords: colorectal cancer, liquid biopsy, DNA methylation, Droplet Digital PCR

Uvod

Kolorektalny karcinom (KRK) je jedno z najCastejSie sa vyskytujucich nadorovych
ochoreni v ekonomicky rozvinutych krajinach, ¢o je pripisované zivotnému Stylu a
stravovacim navykom. Podla databazy GLOBOCAN 2020 su, z pohladu incidencie,
kolorektalne nadory celosvetovo 3. najCastejSie a na Slovensku najCastejSie sa
vyskytujuce onkologické malignity [1].

Priblizne 20-30% kolorektalnych karcindmov vznika cez seratnu hyperplasticku drahu
[2]. Molekularne abnormality seratnej drahy zahffiaju aktivaéné mutacie génov BRAF
a KRAS a aberantnu metylaciu, tzv. hypermetylaény CIMP fenotyp (CpG Island
Methylated Phenotype). V roku 1999, Toyota a kol. navrhli vyraz CIMP na opis
podmnoziny kolorektalnych karcindmov, ktoré vykazuju rozsiahlu hypermetylaciu CpG
dinukleotidov [3]. Metylacia je epigeneticky mechanizmus, ku ktorému dochadza
pridanim metylovej (CH3) skupiny k DNA, ¢im sa modifikuje funkcia a ovplyvnuje
expresia génov. Najviac charakterizovanym procesom metylacie DNA je kovalentné
pridanie metylovej skupiny na 5-uhlik cytozinu, na CpG ostrovoch. Tento proces je
katalyzovany DNA-metyltransferazou (DNMT) za pritomnosti S-adenozylmetioninu,
ktory figuruje ako donor metylovej skupiny. Aberantnd metylacia DNA vo forme
hypermetylacie CpG ostrovéekov mbze viest k potlaceniu transkripcie tumor
supresorovych génov [4].

Tekuta biopsia je alternativou k Standardnej chirurgickej biopsii a poskytuje nam
informacie o nadore prostrednictvom jednoduchého odberu krvi. Krv onkologickych
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pacientov obsahuje material derivovany z nadoru, ktory cirkuluje v krvi, cirkulujuce
nadorové bunky (CTC) a cirkulujucu tumorovu DNA (ctDNA) [5]. CtDNA je
fragmentovana dvojvlaknova DNA uvolnena do krvi apoptotickymi a nekrotickymi
nadorovymi bunkami, alebo aktivnym nadorovym uvolfiovanim [6]. Cirkulujuca
nadorova DNA sa nachadza v bezbunkovej frakcii spolu s bezbunkovou DNA (cfDNA)
pochadzajucou zo somatickych, hlavne hematopoetickych buniek [7]. Tato frakcia sa
mobze velmi lisit v zavislosti od velkosti a typu nadoru, proliferatného $tadia, reakcie
na lieCbu, urovne vaskularizacie atd. [8]. V porovnani so Standardnou chirurgickou
biopsiou je tekuta biopsia neinvazivna a efektivha metdda, ktora poskytuje komplexny
molekularny profil nadoru.

Droplet Digital PCR (ddPCR) je vysoko citliva metdda, ktorej kfu€ovym aspektom je
technologia rozdelenia vzorky do priblizne 20 000 kvapiek. Na tuto proceduru je
potrebny tzv. kvapky-generujuci olej (Droplet Generation Qil), do ktorého je nukleova
kyselina zaobalena. V kazZdej jednotlivej kvapke sa nasledne uskutoCni DNA
amplifikacia pomocou PCR. Kazda kvapka je analyzovana samostatne, za pouzitia
fluorescenéného detekéného systému. Na znacenie sluzia TagMan proby FAM
(modra) a HEX/VIC (zelend). Tato technika vyZzaduje menSie vstupné mnozstvo DNA
ako iné komercne dostupné digitalne systéemy PCR, ¢o zniZzuje naklady a zachovava
cenné vzorky. Dokaze taktiez detegovat nizko koncentrované vzorky a je to
mimoriadna citliva a ekonomicka metdda kvantifikacie DNA bez Standardnych kriviek.

Materialy a metody
Komercné kontroly a kontrolné vzorky
Na zavedenie metddy a ako kontrolné vzorky boli pouzité komercéne dostupné kontroly,
plne metylovana DNA a plne nemetylovana DNA kontrola EpiTect (Qiagen, Hilden,
Nemecko). Kontrolné vzorky boli sliny od zdravého darcu, nadorové tkanivo od
pacienta s kolorektalnym karcinbmom a plazma od pacienta s malignym melanémom.

Izolacia a bisulfidova modifikacia DNA

Na izolaciu genomickej DNA zo vzoriek nadorovych/nenadorovych tkaniv bol pouzity
komercny kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Germany), podfa pokynov
vyrobcu. Periférna krv pacientov bola odoberana do EDTA skumaviek. Centrifugaciou
separovana plazma bola potom skladovana pri -80 °C, az kym sa neuskutocnila
extrakcia. Cirkulujuca DNA bola nasledne z plazmy vyizolovana za pomoci QlAamp
DSP Virus Kit (Qiagen, Hilden, Germany), podla pokynov vyrobcu. Na bisulfitovu
konverziu gDNA a cirkulujucej DNA pacientov bol pouzity EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen,
Hilden, Germany), podla pokynov vyrobcu.

Priprava ddPCR reakéného mixu

Reakéna zmes obsahovala Master Mixu, tory sa skladal zo supermixu pre proby,
primerov, metylacne Specifickej préby (M-Préby) a proby, ktora bola komplementarna
k nemetylovanej sekvencii (U-Proby) (pozn.: Unmethylated) a vzorku nariedenu vodou
na koncentraciu 300 - 3000 kopii na reakciu.

Vytvorenie kvap6¢ok v QX200™ Droplet Generator a PCR v T100™ Thermal Cycler

Cely objem reakéného mixu bol prepipetovany do strednych radov DG8™ Cartridge
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA) a do spodnych jamiek DG8™ bol
naneseny kvapky-generujuci olej (Droplet Generation Oil). Kazeta sa potom umiestnila
do generatora kvapiek QX200™ Droplet Generator (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornia, USA), ktory produkuje okolo 20 000 kvapiek na vzorku. Vytvorené kvapky
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sa potom prepipetovali do 96-jamkovej dosticky. PCR dostiCka bola pokryta
prepichnutelnou féliou a tepelne utesnena pomocou Bio-Rad PX1™. PCR prebehla v
termalnom cykleri T100™ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA).

Analyza v QX200™ Droplet Reader a v QuantaSoft™ softvéry

Po PCR amplifikacii bola 96-jamkova dosticka premiestnena do QX200™ Droplet
Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA), ktory analyzuje kazdu
kvapku samostatne za pouZitia dvojfarebného fluorescenéného detekéného systému.
Data ziskané z QX200™ boli analyzované a interpretované softvérom QuantaSoft™
v.1.7 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA). Rozdelené boli do troch
klastrov a to podla analyzy fluorescenénej emisie vo vinovych dizkach HEX alebo
FAM. Kvapky obsahujuce metylovanu DNA s vysokou amplitidou FAM, kvapky
obsahujuce nemetylovanu DNA s vysokou amplitidou HEX a prazdne kvapky bez
DNA boli farebne rozdielne. Prahova hodnota bola nastavena pomocou softvéru
QuantaSoft™ manualne pri najnizSej amplitide, ktora zachytava skuto¢ny negativny
klaster, na zaklade signalov pozitivnej a negativnej komercnej kontroly.

Vysledky
1. Viytvorenie optimalnych podmienok pre amplifikaciu v termalnom cykleri
Na zadefinovanie optimalnych podmienok pre amplifikaciu v termalnom cykleri, bol
vytvoreny teplotny gradient vrozmedzi teplét 50°C-62°C. Vzorky kontrolnej
metylovanej a nemetylovanej DNA boli podrobené r6znym annealingovym teplotam
(Obr.1), ktorych vysledkom bola najlepsia teplota 55-56 °C. Pri vybere teploty sa brala
do uvahy amplituda a Specificita vazby.

A Metylovana kontrola + M-Proba B Nemetylovana kontrola + M-Préba
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Obr. 1 Termalny gradient na optimalizaciu annealingovej teploty: 1D ploty zobrazujuce negativne a
pozitivne kvap6Cky metylovanej a nemetylovanej DNA kontroly amplifikovanej pri 6smich réznych
teplotach, v rozmedzi 50-62 °C. Modré (FAM znacené) kvapd¢ky su metylované (A) a zelené (HEX
znacené) su nemetylované (C). Nemetylovana kontrola s M-Prébou (B) a metylovana kontrola s U-
Prébou (D) boli vyuZité na detekciu neSpecifickej vazby

2. Koncentracny gradient a treshold

Druhy krok bol koncentracny gradient 6ésmich réznych riedeni DNA kontrol, na
potvrdenie dynamického rozsahu a linearity metédy. Na riediacu radu bola pouzita
metylovana (Obr. 2) a nemetylovana DNA kontrola v koncentraciach 8000, 4000,
2000, 1000, 500, 250, 125 a 62,5 kopii/reakciu. Obe kontroly boli kombinované s M-
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Probou aj U-Prébou, tak ako to bolo aj pri teplothom gradiente. Pri vybere najlepse;j
koncentracie sa brala do uvahy amplituda, celkovy pocet pozitivhych kvapo&ciek
a Specificita vazby. Pri tomto experimente boli taktiez zadefinované tresholdové
hodnoty a linearita eseje (Graf 1, 2).

Pocet kopii na reakciu
8000 4000 2000 1000 S00 250 125§ 62.5

7000 AO1 : BO1 : co1 : Dot : E01 : FO1 : G-[]II HGII

Ch1l Amplitada

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000
Event Number

Obr. 2 Ukazka koncentraéného gradientu metylovanej kontroly s M-Prébou: 1D plot zobrazujuci
negativne a pozitivne kvap6¢ky metylovanej DNA v koncentraciach 8000, 4000, 2000, 1000, 500, 250,
125 a 62,5 koépii/20ul. Pozitivne s od negativnych oddelené tzv. tresholdom, teda prahovou hodnotou
detekcie vznikajucej fluorescencie

Metylovana kontrola + M- Nemetylovana kontrola +
Proba U-Proba
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Graf 1 a 2 Grafy linearity: Korelagny koeficient je u metylovanej kontroly (s M-Prébou) rovny 0,9979,
u nemetylovanej kontroly (s U-Prébou) je R?=0,9972

3. Aplikacia metylacne-Specifickej eseje na kontrolné vzorky genomickej a cirkulujucej
DNA

Metylacia promotéru génu GRIA4 bola detegovana u troch kontrolnych vzoriek: vzorka
slin od zdravého darcu, nadorové tkanivo od pacienta s kolorektalnym karcinomom a
nadorova plazma od pacienta s melandémom.
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Obr. 4 Quantasoft™ vystupy troch kontrolnych vzoriek: A: zdrava vzorka slin obsahovala 18
metylovanych a 2460 nemetylovanych képii, teda 0,78% metylacia B: u nadorového tkaniva bola
detegovana metylacia u 232 képii z celkového poctu 348, teda 67%, C: v nadorovej plazme bolo
zachytenych 14 metylovanych képii génu z celkového poctu 442 képii génu, teda 3,17%

Diskusia

Hypermetylaény CIMP fenotyp je charakteristickym znakom kolorektalnych
karcindbmov vznikajucish seratnou drahou. U pacientov s KRK bolo identifikovanych
mnozstvo metylovanych génov suvisiacich s rakovinou, napriklad MLH1 [9],
CDKN2A/p16 [10] a iné.

Barault et.al., (2018) zverejnili vysledky celogendmovej metylacnej Studie na
mikroCipoch, ktora identifikovala ¢asto metylované gény u kolorektalneho karcinomu.
Identifikovali 5 kandidatnych génov s metylaciou Specifickou pre rakovinové zmeny
a nie ako désledok diferenciacie bunkovej linie. ISlo o gény EYA4, GRIA4, ITGA4,
MAP3K14-AS1 a MSC [11]. O rok neskér, Hauptman a kolektiv vykonali analyzy drah
a funk&nosti na 198 rézne exprimovanych génoch a vybrali Sest génov: CEP55,
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FOXD3, FOXF2, GNAO1, GRIA4 a KCNA5 ako potencialne diagnostické markery
kolorektalneho karcinomu [12]. Len nedavno, v roku 2020, Vega-Benedetti et.al.
navrhli gény GRIA4 a VIPR2 ako metylacné biomarkery na skoru detekciu KRK [13].
VsSetky tri Studie maju spolocného menovatela, gén GRIA4. V prvej Studii, 71,3%
pacientov s metastatickym kolorektalnym karcindmom vykazovali metylacnu pozitivitu
pre GRIA4 gén [11]. V druhej Studii bola hypermetylacia génu GRIA4 pritomna u
97,3% vzoriek a bol to najviac metylovany gén spomedzi 6 dalSich potencialnych
markerov [12]. V tretej Studii bol metylovany promotor GRIA4 detegovany aj vo
vzorkach stolice a bol navrhnuty ako biomarker pre v€asnu diagnostiku kolorektalneho
karcinomu [13].

My sme sa rozhodli vytvorit metylaéne-Specificku esej prave na gén GRIA4 a budeme
ju aplikovat na vzorky plazmy pacientov s kolorektalnym karcinomom. Na naSich
kontrolnych vzorkach bola detegovana metylacia u genomickej aj cirkulujucej DNA. Na
detekciu metylacie z plazmy sme vybrali Droplet Digital PCR metédu z toho dévodu,
Ze je senzitivna a dokaze detegovat rézne genetické/epigenetické aberacie z nizkeho
mnozstva alebo nizko koncentrovanych vzoriek. Kedze vytazok cirkulujucej DNA
z plazmy je porovnatelne nizsi ako vytazok genomickej DNA z nadorového tkaniva
a po bisulfidovej konverzii sa degraduje viac ako 90% DNA, na detekciu metylacie je
potrebna vysoko citliva metéda ako ddPCR.

Zaver

Uvedomenie si, Ze zmeny v génovej expresii, vzniknuté v désledku epigenetickych
modifikacii, zohravaju zasadnu ulohu vo vyvoji a progresii rakoviny, je jednym z
najvyznamnejSich prelomov v molekularnej biologii nadorov za posledné dve
desatrocia. Okrem klinickych a histopatologickych markerov nam prave molekularne
biomarkery umoznuju zlepSit detekciu, diagnostiku, prognézu a sledovanie
terapeutickej odpovede. Individualizacia lieCby na zaklade molekularno-biologickych
charakteristik nadoru vyznamne zvySuje efektivitu lie€Cby, prognézu pacienta a chrani
pacienta pred vedlajSimi u€inkami onkologickej lieCby. Cirkulujuca nadorova DNA
obsahuje molekularne informacie o nadore a preto ma velky potencial v nadorovej
diagnostike a monitoringu. V naSej studii, sme zaviedli a optimalizovali metylacne-
Specificki PCR na rychlu detekciu GRIA4 metylacie s vysokou citlivostou a
Specifickostou. Tato technika méze poskytnut rychly a neinvazivny zachyt aberantne;j
metylacie u pacientov v skorych Stadiach kolorektalneho karcinédmu.

Praca bola podporena grantami VEGA ¢. 1/0380/18, VEGA ¢. 1/0205/20, Grant
UK/25/2021 a LISPER (Integrativna stratégia v rozvoji personalizovanej mediciny
vybranych zhubnych nadorovych ochoreni a jej vplyv na kvalitu Zivota)
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Abstract

The circulating tumour DNA (ctDNA) is a type of extracellular DNA that is present in
the peripheral blood of patients with various malignancies. CtDNA analysis through
liquid biopsy has a great potential for its use in oncology. Liquid biopsy has
revolutionized cancer detection. It enables sensitive detections of genetic and
epigenetic alterations in circulating tumor DNA of oncological patients. It is useful not
only for diagnosis but also to monitor tumors more effectively and for assessing tumor
heterogeneity. This non-invasive method could be beneficial for the patients in
comparison to traditional biopsies, because it reveals information on all tumor sites
and it is safer and less painful for the patient.

Keywords: liquid biopsy, circulating tumor DNA, Cancer screening

Uvod

Histopatologické vySetrenie je stale zasadné pre presnu diagnostiku, klasifikaciu
a charakterizaciu nadorovych ochoreni. Tieto vySetrenia maju stale nezastupitefnu
ulohu v diagnostike a manazmente onkologickych ochoreni. Konvenéna biopsia ma
v8ak viacero uskali. Ziskanie biologického materialu mdze byt pre pacienta bolestivy
zakrok a nie vzdy je mozné odbery biologického materialu opakovat. Odber z jedného
miesta nam neposkytne informaciu o genetickej heterogenite nadoru. Okrem toho
mo&ze déjst’ pri konvencnej biopsii ku rozsevu nadorovych buniek v trase punkénej ihly.
V kontraste ku konvencnej biopsii sa ukazala byt atraktivhou mozZnostou analyza
cirkulujucej nadorovej DNA (ctDNA) u pacientov s onkologickymi ochoreniami.
Neinvazivnu analyzu cirkulujucej nadorovej DNA spolu s neinvazivnymi analyzami
cirkulujucich nadorovych buniek oznacujeme ako tzv. tekuta biopsia (z angl. ,liquid
biopsy”).

Pritomnost’ fragmentovanej bezbunkovej DNA bola prvykrat popisana v roku 1948
Mandelom a Metaisom [1]. ZvySena hladina fragmetovanej mimobunkovej DNA bola
prvykrat u pacientov popisana v roku 1977 [2]. Cirkulujuca fragmentovana DNA byva
zvysena aj pri cievnej mozgovej prihode [3], cvi€eni [4], urazoch [5], transplantaciach
[6], ainfekcii [7]. Fragmentovanu bezbunkovu DNA, v ktorej je mozné najst nadorové
mutacia pacienta s onkologickych ochorenim nazyvame ako bolo spomenuté v texte
cirkulujucou nadorovou DNA. Volna cirkulujuca fetalna DNA (cffDNA) v krvi tehotnej
matky bola ako prva popisana Dr. Lo a spolupracovnikmi vroku 1997 [8].
Predpokladanym zdrojom volnej cirkulujucej DNA su bunky trofoblastu. Tato DNA
cirkuluje v krvnom obehu v kratkych fragmentoch (menej ako 200 bp) po degradacii
trofoblastu. Hoci koncentracia volnej fetalnej DNA poc&as tehotenstva stupa, najskér ju
mozZeme detegovat od 4. tyZzdria Neinvazivne prenatalne testovanie sa da vyuZit pre
zistovanie aneuploidii ako je napr. Downov syndrom [9]. V roku 1989 Stroun a
spoluautori ukazali, ze niektoré volne cirkulujuce DNA vyskytujuce sa v plazme
pacientov s nadorovym ochorenim pochadzaju z nadorovych buniek [10]. KRAS
mutacie, ktoré boli v tkanivach v kolorektalnom karcinéme [11], nadoroch pluc [12]
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a pankrease [13] boli identické ako KRAS mutacie v cirkulujucej nadorovej DNA.
Mutacie v cirkulujucej nadorovej DNA su vysoko Specifické a preto sa daju vyuzivat
ako prognostické a prediktivne markery u pacientov s onkologickymi ochoreniami.
Zdrojom cirkulujucej fragmentovanej bezbunkovej DNA je apoptdéza (regulovany
proces zaistujuci odstranenie nepotrebnych a poskodenych buniek, pri ktorom
vznikaju z rozpadajucej sa bunky apoptotické telieska), nekréza (na rozdiel od
apoptozy sa jedna o patologicky proces spésobeny mechanickymi, chemickymi
alebo biologickymi faktormi, pri ktorom praskne cytoplazmaticka membrana a obsah
sa vyleje do prostredia) alebo uvolfiovanie zivymi bunkami [10]. Cirkulujuca nadorova
DNA ma aj klinické vyuzitie. Prikladom su analyzy mutacii génu KRAS v plazme
pacientov s kolorektalnym karcinomom [14]. K zlepSeniu zachytu zriedkavych mutacii
v ctDNA prispelo zavedenie technologie droplet digital PCR v roku 1999 [15]. Pri
droplet digital PCR prebieha reakcia v emulznych kvapkach. K vytvaraniu dochadza
eSte pred samotnou reakciou v droplet generatore, kde sa spoja kvapky reakcnej
zmesi s olejovymi kvapkami na vytvorenie emulzie vodného roztoku s olejom. V droplet
digitalnej PCR prebieha Standardna PCR v kazdej mikrokvapke zvlast, takze
v zavislosti na pocCte mikrokvapiek je mozné dosiahnut’ tisice az niekolko desattisic
parcialnych kvalitativnych vysledkov na baze fluorescencie (pozitivne/negativne) pre
analyzovanu vzorku. Pokial je objem kvapdcky znamy, frakcia pozitivnych kvap6cok
sa potom pouzije na vypocet absolutnej koncentracie cielovej sekvencie. Kvantifikacia
cielovej sekvencie v pripade digitalnej PCR prakticky nezavisi na pocte amplifikacnych
cyklov, €o vyznamne eliminuje zavislost na exponencialnom naraste mnozstva
vysledného PCR produktu, ako je to v konvenénej PCR ¢i real-time PCR, a umozriuje
tak absolutnu kvantifikaciu. Hlavnou vyhodou tohto pristupu je absolutna kvantifikacia,
bez nutnosti zostrojenia kalibracnej krivky. Na naSom pracovisku sa nam uspesne
podarilo zaviest' technolégiu ddPCR vhodnu na detekciu BRAFV600E mutacie u
pacientov s malignym melanémom aj v archivovanom materiali, akym su parafinové
blocky aj z cirkulujucej nadorovej DNA ziskanej z plazmy, ¢o mébzZe prispiet ku
skvalitneniu diagnostiky aj ako sledovania odpovede na lieCbu [16, 17]. Koncentracia
ctDNA koreluje u onkologickych pacientov s velkostou nadoru a so Stadiom ochorenia.
Pacienti s niz§im Stadiom nadorového ochorenia maju v plazme nizSie hladiny ctDNA
v porovnani s pacientmi s pokroc€ilym stupfiom nadoru a s horSou prognézou ochorenia
[18]. VySSia hladina ctDNA je asociovana aj s horSou prognézou [19, 20]. Klinické
vyuzitie tekutej biopsie je vhodné aj na v€asny zachyt ochorenia [17]. CtDNA sa da
takisto vyuzit na diagnostiku a monitorovanie progresie onkologického ochorenia. Pri
pacientoch s kolorektalnym karcindmom boli detegované mutacie KRAS génu v ctDNA
este pred nastupom ochorenia [21]. Studia, v ktorej bolo vySetrenych 640 pacientov s
réznymi typmi nadorov, ukazala 100-nasobné zvysenie koncentracie ctDNA v Stadiu
IV v porovnani so Stadiom | onkologického ochorenia [22].

Dalsim prikladom vyuzitia ctDNA je moznost detekcie relapsu ochorenia a odpovede
na lie€Cbu. U pacientov s nadorom prsnika méze ctDNA sluzit ako nastroj na ukazanie
odpovede na chemoterapiu, takisto ctDNA identifikovala u tychto pacientov nastup
relapsu [23]. CtDNA je mozné aplikovat aj na detekciu vzniku sekundarnej rezistencie,
ktora je pri pacientoch s onkologickymi ochoreniami pomerne Castym javom.
Prikladom su mutacie EGFR pri pacientoch s nadorom pluc, vznikajuce po lie¢be
cielenou terapiou. Detekcia vzniku sekundarnej rezistencie umoznuje predikovat
recidivu ochorenia [24]. Tekuta biopsia nie je aplikovatefna na vSetky typy nadorov.
Pacienti s nadormi mozgu maju nizke hladiny ctDNA kvoli krvno-mozgovej bariére.
Ako zdroj ctDNA sa daju vyuZit' aj iné tekutiny, ako je plazma [25]. Zdrojom ctDNA je
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moc¢ v pripade nadorov mocCového mechura, prostaty a obliCiek [26], stolica pri
kolorektalnom karcindme a karcindbme zaludka [27] a stery z krCka maternice pri
cervikalnych nadoroch [28].

Schvalenie pouZzivania tekutej biopsie EMA (European Medicines Agency -Eurdopska
liekova agentura) a FDA na detekciu pritomnosti nadorov aj jej vyuzivanie v klinickych
Studiach predstavuju milnik v personalizovanej onkologii a otvaraju nové moznosti
prinasajuce benefity pre pacientov s tymito zavaznymi ochoreniami. Aj napriek
pokrokom v oblasti tekutej biopsie je potrebné si uvedomit, Ze tieto vySetrenia dopifiaju
konvencné histologické vysSetrenie, ktoré ma stale svoju nezastupitelnu ulohu v
diagnostike a manazmente lie€by onkologickych ochoreni avSak tieto analyzy maiju
diagnosticky a prognosticky potencial u pacientov s onkologickymi ochoreniami, ¢o
dokazuje neustaly narast publikacii venujuci sa tejto problematike. Takisto sa uspesne
venujeme tejto problematike aj na nasom pracovisku, ¢o dokazuju nase publikacie [16,
17].

Praca bola podporena grantami VEGA ¢. 1/0380/18, VEGA ¢. 1/0205/20, Grant
UK/25/2021 a LISPER (Integrativna stratégia v rozvoji personalizovanej mediciny
vybranych zhubnych nadorovych ochoreni a jej vplyv na kvalitu Zivota)
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Abstract

Prostate cancer is the most common visceral malignancy in men. The diversity of the
disease, especially in the case of localized disease, represents care without the need
for immediate therapeutic intervention. The second group of patients with high risk of
localized disease is the group in whom the extent of treatment remains unclear (i.e.,
surgery, radiation therapy [RT], or combination therapy that includes surgery, RT, or
androgen deprivation therapy [ADT]). Tests based on molecular characteristics with a
better understanding of prostate cancer biology have led to the development of
molecular tests that are more specific for prostate cancer. Prostate genomic scores
Oncotype Dx and Decipher are multimarker assays that are specific for prostate
cancer, commercially available and recommended by expert groups for risk
stratification in clinically localized disease and, in the case of Decipher, for the selection
of men for postprostatectomy radiation therapy (RT). Loss of phosphatase tumor
suppressor and tensin homologue (PTEN) appears to be biologically relevant and
clinically prognostic as one of the possible markers in untreated localized prostate
cancer and in men treated for malignancy.

Keywords: prostatic cancer, molecular testing, prognostic testing

Uvod
Karcindbm prostaty predstavuje najCastejSiu visceralnu malignitu u muzov. Pre
réznorodost’ ochorenia takmer polovica pacientov, najma s lokalizovanym ochorenim,
nevyZaduje okamZitu potrebu terapeutického zasahu [1]. Na druhej strane existuje
skupina muzov s vySSim rizikom lokalizovaného ochorenia, u ktorych rozsah lieCby
ostava nejasny (t.j. chirurgicky zakrok, radiaéna terapia [RT] alebo kombinovana
lie€ba, ktora zahffia chirurgicky zakrok, RT alebo androgén deprivacnu terapiu [ADT]).
Stratifikacia rizika sa pri definovani prognostickych rizikovych skupin tradi¢ne spolieha
na klinicko-patologické charakteristiky, ako su prostaticky Specificky antigén, grading,
klinické stadium, ako aj percento pozitivnych vzoriek z biopsie prostaty. Okrem toho
boli na zaklade tychto klinicko-patologickych parametrov (napr. Skore Cancer of
Prostate Risk Assessment Assessment [CAPRA] [2]) vyvinuté nomogramy a
skérovacie modely na predikciu rizika progresie karcindmu prostaty. Diagnosticky
pokrok posledného desatroCia dramaticky zvySil jednak chapanie biolégie karcindmu
prostaty, ako aj schopnost ziskavat molekularne informacie z malého mnoZstva
prostatického tkaniva. Spolu s tymito pokrokmi prisli aj nové dostupné a vyhladové
biomarkerové testy na diagnostiku karcinobmu prostaty zalozené na tkanivach, ktoré
slubuju pomoc pri ur€ovani progndzy karcinomu prostaty a pri rozhodovani o
lieCebnom postupe. Su€asné molekularne testy, ktoré mdzu lepsie urlit agresivitu
rakoviny prostaty, boli vyvinuté na zaklade vSeobecnych znakov malignity (konkrétne
indexov proliferacie), alebo molekularnych znakov, ktoré su pre karcindm prostaty
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konkrétnejSie. Tieto testy zahfnhaju testy zalozené na imunohistochémii (IHC) a testy
zalozené na expresii RNA. Zatial' o Studie lll. fazy klinickych Skusani potvrdia, ktoré z
tychto genomickych klasifikatorov by sa mali bezne pouzivat, v texte sumarizujeme
sucCasne dostupné testy pre progndézu karcindmu prostaty a ich mozné klinické
aplikacie.

Dostupné testy

PodrobnejSie pochopenie bioldgie karcindmu prostaty viedlo k vyvoju molekularnych
testov, ktoré su konkrétnejSie prispésobené karcinomu prostaty. Okrem toho rozSirena
schopnost vyuzivat Cerstvo zmrazenég, formalinom fixované, parafinom zaliaté (FFPE)
tkanivo umoznilo posudenie expresie pomocou profilovania RNA v celom gendme na
stanovenie markerov Specifickych pre progn6ézu karcinbmu prostaty.

Genomické skore prostaty Oncotype Dx a Decipher su multimarkerové testy, ktoré su
Specifické pre karcinom prostaty, komeréne dostupné a su odporucané expertnymi
skupinami pre stratifikaciu rizika pri klinicky lokalizovanom ochoreni a v pripade
Decipheru pre vyber pacientov pre postopera¢nu radiacnu terapiu (RT). Strata
supresora nadoru fosfatazy a tenzinového homolégu (PTEN) sa javi ako biologicky
relevantny a klinicky prognosticky marker u nelieCeného lokalizovaného karcindmu
prostaty a u pacientov, ktori sa podrobili lieCbe ochorenia. Pre akceptaciu testu na
pouzivanie v klinickej praxi je potrebné dalSie vyhodnotenie PTEN imunohistochémie
(IHC) u pacientov diagnostikovanych biopsiou prostaty.

Genomicky klasifikator (Decipher)

Decipher (Decipher Biosciences, formalne Genome Dx) je dodatok k CLAR (Clinical
Laboratory Improvements Amendments)/ CLIA/ College of American Pathologist
(CAP) certifikovany v celom gendme, ktory vyuziva expresiu 22 markerov RNA
(kddujucich a nekddujucich) za ucelom predpovede vzniku metastaz a Specifickej
umrtnosti na karcinom prostaty. Test bol vyvinuty porovnanim molekularnych profilov
u pacientov s vysokorizikovym karcinomom prostaty, u ktorych sa vyvinuli v€asné
metastazy po prostatektomii, s porovnatelnymi skupinami pacientov s priaznivymi
vysledkami po operacii. Klasifikator karcindmu prostaty s 22 markermi sa tiez nazyva
genomicky klasifikator [3]. Expresia celého gendmu sa testuje v tkanive a na zaklade
expresie tychto 22 markerov sa urCuje skore klasifikatora rakoviny prostaty (v rozmedzi
od 0 do 1). Decipher sa skuma ako prognosticky nastroj u pacientov po radikalnej
prostatektomii. Skima sa tiez ako nastroj na usmernenie vyberu aktivneho sledovania
u pacientov so stredne rizikovym a nizkorizikovym karcinomom prostaty a pouZitie
adjuvantnej alebo zachrannej RT u pacientov s nepriaznivymi patologickymi ¢rtami po
radikalnej prostatektémii.

V zaslepenej validacnej Studii mal Decipher hodnotu v multivariaénej analyze pre
predikciu metastaz po prostatektomii (miera rizika [HR] 1,5 za kazdych 10% zvySenia
skore) [5]. Skore klasifikatora karcindmu prostaty >0,45 bolo spojené so zvySenym
rizikom metastaz, pricom skoére >0,6 predstavovalo pre pacientov po lokalnej lieCbe
podstatne vySSie riziko progresie ochorenia. Tieto vysledky boli validované v dvoch
samostatnych kohortach u pacientov po radikalnej prostatektémii [4,6]. Okrem
predikcie metastaz po prostatektémii sa preukazalo, Ze klasifikator karcindbmu prostaty
suvisi aj so Specifickou umrtnostou na rakovinu prostaty [7,9] a progresivnym
ochorenim u pacientov podstupujucich adjuvantnu alebo zachrannu RT [10-13].
Metaanalyza [8] preukazala Statisticky vyznamnu suvislost medzi vysokym (>0,6)
verzus nizkym (<0,45) skoére klasifikatora rakoviny prostaty a zvySenym rizikom
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vzdialenych metastaz, ale nie medzi intermediarnym skére (0,45 az 0,6) a nizkym
skore klasifikatora karcinomu prostaty po uprave pre pouZitie pri adjuvantnej a
zachrannej lieCbe po radikalnej prostatektémii. V samostatnej studii ma klasifikator
karcinomu prostaty so skore >0,6 nezavisle predpovedané vzdialené metastazy v
porovnani s inymi nepriaznivymi klinicko-patologickymi znakmi dostupnymi pri
prostatektomii (t.j. Gleasonovho skére 8 az 10, invaziu semennych vezikul alebo
lymfatickych uzlin) [11]. Subezné upravy Kklinicko-patologickych vlastnosti,
naCasovanie adjuvantnej a zachrannej postprostatektomickej lieCby na zistenie
metastatického ochorenia v studii by poskytli dalSiu silu na podporu spojenia medzi
skore klasifikatora karcinbmu prostaty >0,6 a rizikom metastatického ochorenia.
Implementéacia skore klasifikatora gendmového karcindbmu prostaty pre prognostické
hodnotenie po prostatektomii je najinformativnejSia so zahrnutim Standardnych
klinickych a patologickych znakov [14]. Hodnota pridania Decipheru k chirurgickému
skore hodnotenia rizika rakoviny prostaty (CAPRA) [15] na zlepSenie predikcie
umrtnosti na karcinom prostaty po radikalnej prostatektomii sa ukazala v analyze 185
muzov s vysokym rizikom rekurencie ochorenia po prostatektémii, ktori podstupili
lie€bu [7]. Z 85 muzov s vysokym skére CAPRA malo 17 z 33 muZzov, ktori mali tiez
vysoko rizikové skore Decipher, umrtnost’ Specificku pre karcindm (52%); Decipher
preklasifikoval zostavajucich 49 muzov na nizke az stredné riziko a boli pozorované
iba tri pripady umrtia Specifického pre karcindm (6%). Decipher méze byt uzitony aj
pri predikcii vzdialenych metastaz u muzov podstupujucich primarnu RT pri karcinome
prostaty [16]. PouZitim vopred uréenych kategorii rizika klasifikatora karcinomu
prostaty dosiahol kumulativny vyskyt metastaz pre skére >0,6 20% 5 rokov po RT,
zatial ¢o kumulativne riziko metastaz pocas trvania sledovania u pacientov so skore
klasifikatora <0,2 bolo nulové.

Predikcia prinosu z postprostatektomickej radiacnej terapie

Na zaklade Decipherovho testovania su okrem prognostickych genomickych znakov k
dispozicii informacie o celom genéme, ktoré umoznili vyvoj charakterickych znakov,
schopnych predpovedat odpoved na adjuvantnu alebo zachrannu RT (t.j. 24-génové
vysledné skoére pooperacnej radiacnej terapie [PORTOS]) [17]. V pociatoCnych
Studiach neboli prognostické znaky pre metastaticku progresiu po prostatektémii u
pacientov, ktori nedostavali dalSiu RT, ale u pacientov s vysokym skére PORTOS,
ktori mali zhruba 7-nasobny pokles metastdz, ak sa pouZila adjuvantna alebo
zachranna RT. Vplyv skore na nasledné rozhodovanie o postoperacnej RT sa ukazal
v prospektivnej studii PRO-IMPACT [18]. Po testovani Decipherom sa zmenilo 18%
odporuc€ani u pacientov pri lieCbe karcinbmu prostaty, u ktorych sa zvazovala
adjuvantna RT a 32% odporucani sa zmenilo u pacientov, u ktorych sa uvazovalo o
zachrannej RT. U pacientov s vy$Sou pravdepodobnostou metastatického postihnutia
sa CastejSie odporucala intenzivnejSia terapia. Pouzivanie Decipheru bolo spojené so
znizenim rozhodovacich konfliktov a u pacientov, ktori boli podla Deciphera
klasifikovani ako nizkorizikovi, s mensou uzkostou a strachom z recidivy karcinébmu
prostaty. Decipher mozZe byt napomocny pri rozhodovani o adjuvantnej verzus véasnej
zachrannej RT po prostatektdmii pre skupinu vysoko rizikovych nadorov. V
retrospektivnej analyze 188 muzov s pT3 Stadiom alebo s pozitivnym okrajom, ktori
podstupili pooperatne RT v dvoch Studiach pocas 19-roéného obdobia, bol
kumulativny vyskyt metastaz 5 rokov po RT 0,9 a 29% pre nizke (<0,4), stredné (0,4
az 0,6) a vysoké (>0,6) Decipher skore [13]. Podskupina nizko rizikového Decipher
skére mala vynikajuce dlhodobé vysledky bez ohfadu na naCasovanie pooperacnej RT
(t.j. adjuvantvna verzus zachranna RT). Naopak, u pacientov s vy§Sim Decipher skore
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bola 5 ro€na kumulativna incidencia metastadz 6% u pacientov lie€enych adjuvantnou
RT a 23% u tych, ktori odlozili RT, kym sa nezvySila hladina ich prostatického
Specifického antigénu (PSA). AvSak vzhladom na vysledky nedavno vykonanych
randomizovanych S$tudii, ktoré priamo porovnavaju obidva lieCebné postupy, sa
praktické kroky u vacsiny pacientov posuvaju od adjuvantnej RT v prospech
zachrannej RT. Kym nebudu k dispozicii dalSie informacie (vratane vysledkov
randomizovanych studii testujucich vplyv vysledkov Decipher testu a jeho skére na
rozhodnutia a vysledky lieCby), pouzitie gendémovych markerov u pacientov, ktori
podstupili radikalnu postprostatektomiu by nemalo byt bezné. Doposial Standardnym
opatrenim ostava sledovanie postoperaéného vySetrenia sérového PSA a lieCba
zachrannou RT, ak sa zachyti detekovatelna hodnota PSA (0,1 ng/ ml) a jeho elevacia.

Stratifikacia rizika u muzov pri aktivnhom sledovani

Decipher testovanie bolo vykonané na bioptickych diagnostickych vzorkach v skupine
266 pacietnov s velmi nizkym, nizkym a stredne rizikovym karcinOmom prostaty.
Vysledky boli porovnané s histologickymi nalezmi pri naslednej radikalnej
prostatektomii [19]. Po uprave skore CAPRA pri diagnostike [20] bol Decipher
nezavislym prediktorom neziaducej patologie pri prostatektomii (odds ratio 1,29 [95%
CI 1,03 - 1,61] na kazdych 10% zvySenia). Negativna prediktivna hodnota (urovala
stupen spolahlivosti pri absencii nepriaznivej patoloégie) bola 91% (95% CI 87-94) a
96% (95% CI 90-99) pre hodnoty testu Decipher 0,45, respektivne 0,2. Predpoklada
sa, ze tito pacienti budu dobrymi kandidatmi na aktivne sledovanie.

Klinické odporucania pre molekularne markery u lokalizovaného karcindmu prostaty z
roku 2019 vydané Americkou spolocnostou pre klinicku onkologiu (ASCO) dospeli k
zaveru, ze Decipher sa mdze pouzivat v situaciach, v ktorych je pravdepodobné, ze
vysledok testu bude povazovany za suc€ast celku s rutinnymi klinickymi faktormi a
ovplyvni manazment pacienta[21]. Pri informovani pacientov o vhodnosti aktivneho
sledovania a pri usmernovani stratifikacie rizika, poradenstve pacientov a rozhodovani
o vybere lieCby. Decipher bol jediny molekularny biomarker, ktory sa odporucal pri
rozhodovani medzi postoperaénou adjuvantnou RT a zachrannou RT, Decipher
PORTOS je jedinym prediktivnym biomarkerom pre odpoved na RT.

Genomickeé skore prostaty (Oncotype Dx Genomic Prostate Skore)

Novo diagnostikovany lokalizovany karcindm prostaty sa ¢asto identifikuje vo vzorkach
s malym obsahom prostatického tkaniva po biopsii prostaty. Za uc¢elom molekularneho
vyhodnotenia malého objemu FFPE tkaniva karcindmu z biopsie prostaty, bol vyvinuty
test (Oncotype Dx Genomic Prostate Score, Genomic Health) s pouzitim kvantitativnej
polymerazovej retazovej reakcie s reverznou transkripciou (RT-PCR), ktoru je mozné
vykonat na vzorkach s malym obsahom tkaniva v dizke 1 mm [22]. Toto stanovenie
obsahuje 17 rakovinovych génov, ktoré predstavuju Styri biologické drahy onkogenézy
karcindbmu prostaty (vratane drahy androgénového receptora, stromalnej odpovede a
proliferacie), spolu s piatimi referenénymi génmi. Tato analyza bola vyvinutd na
zaklade vysledkov Studii vyuzivajucich vzorky z prostatektdomie ako aj vzorky z biopsie
prostaty [23]. U&el pouzitia a dostupné Udaje - Gendmové skore prostaty sa
najCastejSie pouziva na predikciu ochorenia vysSSieho stupna ochorenia u muzov
podstupujucich aktivne sledovanie.

Stratifikacia rizika u muzov pri aktivhom sledovani
Viacero [24,25] studii naznacCuje, Ze skore gendmovej prostaty moze predpovedat
patologické vlastnosti vysSieho stupfia ochorenia u muzZov podstupujucich aktivne
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sledovanie a mdéze pomdct pri rozhodovani v lieCbe u pacientov s vefmi nizkym
rizikom, nizkym alebo strednym rizikom karcinomu prostaty [23,26-31].

V prospektivnej validacnej Studii s 395 pacientami, ktori mali karcindbm prostaty s
nizkym az strednym rizikom a splnili inkluzne kritéria pre aktivne sledovanie, vysledky
testu korelovali s nalezmi zo vzorkach po prostatektomii [23]. V skupine pacientov po
prostatektomii malo 123 pacientov ochorenie vysokého stupna alebo bez postihnutia
prostaty karcinomom. Kazdé 20-bodové zvySenie skore genomovej prostaty bolo
spojené so Statisticky vyznamnym zvySenim rizika ochorenia vysokého stupra a/ alebo
bez ochorenia postihujuceho prostatu (odds ratio 1,9, 95% CI 1,3 - 2,9).

Prospektivha multiinStitucionalna Studia analyzovala 1200 muzov s velmi nizkym,
nizkym a stredne rizikovym karcinbmom prostaty, testom Oncotype Dx Genomic
Prostate Score [27]. Prostatektomiu podstupilo 114 pacientov, z ktorych 40 malo
nepriaznivé patologické vlastnosti (definované ako Gleasonovo skoére 24 + 3 alebo
patologické stadium ochorenia T3). Vysledok skdére gendmovej prostaty bol
prediktoromejnepriaznivej patolégie (odds ratio na 20 jednotiek skére gendmovej
prostaty 2,2, 95% CI 1,2-4,1) a preukazal sa ako vyznamny po uprave podla skore
biopsie podla Gleasona, klinického stadia T a PSA.

V §tadii uskutoénenej na muzoch podstupujucich radikalnu prostatektémiu sa z
hladiska prognostickeého dopadu skére gendmovej prostaty analyzovali vzorky biopsie
od 431 muzov s nizkym alebo strednym rizikom karcinomu prostaty [29]. Genomické
skore prostaty bolo spojené s nepriaznivymi patologickymi vlastnostami pri naslednej
radikalnej prostatektomii. V kombinovanej analyze tejto Studie a Studie opisanej vyssie
(spolu 732 pacientov) [30] sa ukazalo, ze skére genémovej prostaty moduluje riziko
nepriaznivych patologickych znakov pri prostatektomii vramci podskupin s rizikom
CAPRA.

Na druhej strane, novSie udaje naznacuju, Ze skére gendmovej prostaty ma
obmedzené vyuzitie, najma ako samostatny test, u muzov s velmi nizkym rizikom, ktori
zvazuju aktivne sledovanie [24,25].

Vo vySSie uvedenej Studii sa vzorky biopsie od 431 pacientov s nizkym alebo strednym
rizikom karcindbmom prostaty analyzovali za ucelom prognostického vplyvu skére
gendmovej prostaty; vSetci pacienti nasledne podstupili radikalnu prostatektémiu [29].
Pri dbdkladnejSej analyze bolo skére gendmovej prostaty jedinym vyznamnym
prediktorom biochemického intervalu bez relapsu.

Retrospektivne bol analyzovany dlhodoby vplyv skére genémovej prostaty u 279
muzov, ktori podstupili radikalnu prostatektomiu pre klinicky lokalizované ochorenie
[32]. VySSie skore gendmovej prostaty bolo spojené s kratSim ¢asom do umrtia na
karcinbm prostaty a kratSim ¢asom do vyvoja metastdaz s dopadom na horSie
prezivanie bez biochemickych relapsov.

Strata fosfatazy a tenzinového homolégu

Karcinbm prostaty je charakterizovany vysokym stupnom gendmovej komplexnosti,
obzvlast s Castymi zmenami v po¢te chromozomalnych kopii (delécii a amplifikacii)
[33]. Castym relativne skorym javom v klonalnej evoltcii karcindmu prostaty je strata
PTEN tumor supresora na chromozéme 10q [34]. Normalnou funkciou PTEN je
zastavenie drahy PI3K/ AKT (fosfoinozitid 3-kinaza/ proteinkinaza 3), ktorej aktivacia
vedie k bunkovému rastu, preZzitiu a motilite buniek [35]. Jednotlivé Easti drahy PI3K/
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AKT su pozmenené az u 50% vsSetkych primarnych karcinébmov prostaty a prakticky u
100% vSetkych metastatickych lézii [36]. Reflektujuc jeho biologicky vyznam, delécia
PTEN v modeloch na mysSiach vedie k lokalne invazivnhemu karcinému prostaty a vedie
k rychlej progresii do metastatického ochorenia v kombinacii s dalSimi genomickymi
zmenami (akou je delécia SMAD4) [37]. Pouzitim rutinne odobratého tkaniva prostaty
je mozné merat stratu PTEN na urovni DNA pomocou fluorescencénej in-situ
hybridizacie (FISH) a na urovni expresie pomocou IHC.

Ugel pouzitia a dostupnost udajov o strate PTEN preukézala prognostick( hodnotu u
pacientov s nizkorizikovym ochorenim bez operacnej lieCby, jeho prognosticka
hodnota je menej ista u pacientov lieCenych chirurgickym zakrokom.

Transatlanticka prostaticka skupina (TAPG) hodnotila stratu PTEN u IHC aj FISH u
skupiny konzervativne lie€Cenych pacientov s lokalizovanym karcindmom prostaty [38].
Vykonové charakteristiky boli najpriaznivejsie, ked sa PTEN hodnotil s IHC (mozno
preto, Ze IHC dokaze zistit' stratu expresie proteinu PTEN, Ci uz v ddésledku straty
chromozémov alebo umi€ania génu). V celkovo 18% pacientov tejto skupiny malo
stratu PTEN IHC. Strata PTEN, ktora Kkorelovala s jej biolégiou ako skorou
molekularnou zmenou, vysoko predpovedala umrtnost na karcindm prostaty u
pacientov s nizkorizikovymi charakteristikami (pacienti s nizkym Gleasonovym skore,
nizkym PSA, nizkym farbenim Ki-67 a nizkym rozsahom ochorenia; HR umrtia na
karcinom prostaty 7,4, p=0,012 u tychto pacientov, p=8,13 u pacientov s Gleasonovym
skore <7). Naopak, strata PTEN nekorelovala s prognézou u pacientov s vyS$Sim
rizikom. To naznaCuje, Zze IHC identifikujuca stratu PTEN, na rozdiel od indexov
proliferacie bunkového cyklu, mdéze mat ddlezitu klinicku ulohu pri rozhodovani, ktori
pacienti s nizkym rizikom su nevhodnymi kandidatmi na odlozenu liecbu
lokalizovaného karcindbmu prostaty. Doélezité je, ze Studia TAPG PTEN IHC sa
realizovala na vzorkach prostaty z transuretralnej resekcie prostaty, ktora by sa mala
potvrdit' v klinicky relevantnejSej kohorte pri biopsii prostaty.

Udaje tykajice sa nezavislej prognostickej schopnosti straty PTEN u pacientov po
lie€be boli rozporuplnejSie. Mbze to byt spésobené s vysokou frekvenciou narusenia
drahy PTEN u pacientov, ktori podstupili aktivnhu lie€bu a vysokou korelaciou medzi
stratou PTEN a Kklinicko-patologickymi faktormi, akymi su Gleasonové skoére a
patologické Stadium ochorenia [39,40]. V jednej z kohort u takmer 400 pacientov
vySetrovanych pouzitim IHC bola strata PTEN vyznamnym determinantom buducich
metastaz a smrti po radikalnej prostatektomii pri jednorozmernej analyze, ktora ale
stratila signifikatnost pri multivariacnej analyze, ktora zahffiala celkovy zdravotny stav,
stupen a stav chirurgického okraja po radikalnej prostatektémii [39 ]. Naopak, pri
pouziti rovnakych protokolov farbenia u populacie s vyS$Sim rizikom (vSetky
Gleasonové skore 7-10) dostavajucej adjuvantne docetaxel po radikalnej
prostatektomii sa zistilo, ze strata PTEN, vysoka expresia MYC a zvySujuce sa
farbenie Ki-67 su nezavislymi prediktormi progresie ochorenia [41]. Uk4zalo sa tiez, Ze
homozygotna strata PTEN nezavisle predpoveda biochemicku recidivu pri analyze
pomocou FISH metddy u pacientov po radikalnej prostatektémii, u ktorych je vysoké
riziko progresie ochorenia [40,42,43].

DalSie udaje naznaduju, Ze heterogenita nadoru a limitacia odberu vzoriek mézu
zodpovedat' za Cast' variability v prognostickych Studiach u pacientov po lieCbe s
vacsim poctom odobratych vzoriek z prostaty po realizovanej prostatektémii
(dOkladnejsie kvantitativne hodnotenie straty PTEN), €o vedie k presnejSej predpovedi
klinického spravania [44]. Strata PTEN sa kombinovala s hodnotenim preusporiadania
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ERG (gén Specificky pre transformaciu erytroblastov [ETS]) v dalSom teste
prognostického panelu (ProstaVysion) a pri vySetreni pomocou ERG IHC. Stav
preusporiadania ERG mdze pridat dalSie informacie o prognostickom vyzname straty
PTEN, pretoze muzi so stratou PTEN a pripady bez preusporiadanial ERG maju
zvyseneé riziko letalneho karcinomu prostaty po radikalnej prostatektomii [45].

Napriek tymto udajom klinické odporu€ania pre molekularne markery pri lokalizovanom
karcinome prostaty z roku 2019 od ASCO dospeli k zaveru, Ze strata PTEN mdze
poskytnut’ nahfad na diagnostiku karcindmu prostaty [21]. Panely génu pre karcinbm
prostaty, ktoré zahffaju stratu PTEN (ako je ProstaVysion), nemaju doposial dostatok
udajov na to, aby boli klinicky rutinne pouzitelné.

Testy zalozené na bunkovej proliferacii

Testy zaloZzené na bunkovej proliferacii zahffhiaju IHC hodnotenie Ki-67, nuklearneho
proteinu, ktory je spojeny so syntézou RNA a testy, ktoré sa spoliehaju na expresiu
medialnej RNA génov pre progresiu bunkového cyklu. Skére progresie obsahuje
informacie z 31 génov suvisiacich s bunkovym cyklom a 15 prevadzkovych génov. Ki-
67 IHC aj skoére progresie bunkového cyklu su indikatormi zmnozenia nadorovych
buniek. Tieto testy sa pouZili vo viacerych retrospektivnych Studiach v skupinach
pacientov s lokalnou lieCbou alebo bez nej. Aj ked zohladnuju podobné biologické
procesy, neboli priamo porovnané; avSak udaje pre oba testy sa zdaju byt podobné. V
skupine pacientov s nizkym rizikom karcindmu prostaty nelieCenych (najma pacientov
na aktivnom sledovani) bude mat malo pacientov s nizkym alebo velmi nizkym rizikom
karcindm pri vysokom indexe proliferacie, priom suasna analyza demonstruje skore
progresie bunkového cyklu >1 u zhruba 8% nizko rizikovych pacientov [46]. Medzi
pacientami, ktori obvykle podstupuju definitivnhu lieCbu, méze pouzitie indexov
proliferacie poskytnut cenné informacie, ktoré by mohli ovplyvnit rozsah lieCby. Skore
progresie bunkoveho cyklu je komercne dostupné a odporucané expertnymi skupinami
pre stratifikaciu rizika pri klinicky lokalizovanom ochoreni.

Imunohistochémia Ki-67

Ki-67 je jadrovy protein spojeny so syntézou ribozomalnej RNA nevyhnutny pre
proliferaciu bunkového cyklu. Protilatky proti Ki-67 sa mézu pouZit na stanovenie IHC
v rutinne skladovanom tkanive FFPE. NajCastejSie sa pouziva protilatka MIB1
(mindbomb E3 ubikvitinova proteinova ligaza 1). Typicky sa mnozstvo farbenia Ki-67
uvadza ako percento z celkovej bunkovej populacie, ktora sa farbi pozitivne na Ki-67.
Ugel pouzitia a dostupné Udaje farbenia Ki-67 konzistentne preukazalo prognosticku
hodnotu a bolo testované u pacientov lieCenych RT a chirurgickym zakrokom, ako aj u
tych, ktori boli lieCeni konzervativne bez definitivnej lieCby.

V jednej skupine Studii boli analyzované biopsie pred lie€bou pacientov podstupujucich
RT a androgénovu deprivacnu terapiu (ADT) ako sucast’ Studie Radiation Therapy
Oncology Group (RTOG) 92-02 [47]. Medzna hodnota pre farbenie Ki-67 bola
stanovena na <7,1%. Farbenie Ki-67 >7,1% vyznamne korelovalo so vzdialenymi
metastazami a Specifickou umrtnostou na karcindm prostaty. Rovnaké asociacie
platili, ked' sa farbenie Ki-67 povazovalo za spojitu premennu pri analyze viacerych
premennych a uUdaje naznacuju, ze hrani¢éna hodnota >7,1% mbze byt
informativnejSia. Toto sa preukazalo v naslednej Studii s pouzitim hrani¢nej hodnoty
pre farbenie 11,3%, priCom vyrazné farbenie Ki-67 nezavisle korelovalo s narastom
vzdialenych metastaz, Specifickou umrtnostou na karcindm a celkovou umrtnostou
(HR 2,95, 2,35 a 1,44 , v uvedenom poradi) [48]. Ki-67 bol prediktivnejSi ako MDM2 a
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p53 v tejto skupine pacientov, pricom kombinacie vyrazného vyfarbenia Ki-67 a
vyrazného MDM2 pomocou IHC boli spojené s este vysSimi HR pre zlé vysledky.

Ki-67 IHC bol testovny v biopsiach pacientov pred lie€bou radikalnou prostatektomiu,
ako aj v tkanive prostaty po prostatektomii.

Studia realizovana na Mayo klinike skimala farbenie Ki-67 v biopsiach pred lie¢bou
radikalnou prostatektémiou [49]. Pri farbeni Ki-67 sa pouZil medzny bod farbenia 6%.
Z0 445 analyzovanych pacientov malo 11% vyrazné farbenie Ki-67 a vyrazné farbenie
bolo spojené so zvySenym rizikom progresie karcinomu prostaty a umrtnostou
Specifickou pre karcinom. Farbenie Ki-67 bolo nezavislym prediktorom tychto
vysledkov v multivariaCnej analyze a pridanou hodnotou k nomogramom podfa
D'Amica a Kattana.

Pri analyze vzoriek po radikalnej prostatektomii vykazovalo Ki-67 podobné
prognostické vlastnosti, s HR 1,5 az 4,4 v multivariacnych analyzach [50]. Rozsah HRs
odraza nedostatok uniformity, pokial ide o optimalnu hranicu farbenia, metédy pouzité
na kvantifikaciu farbenia Ki-67 a celkové riziko Studovanych populacii.

Ki-67 bol skumany TAPG v biopsiach tkaniva u konzervativne lie€Cenych pacientov s
karcinomom prostaty [50]. Tato skupina obsahovala 243 analyzovanych pripadov
diagnostikovanych zvacsa pred rozSirenym pouzivanim skriningu pomocou PSA, ktori
boli diho klinicky sledovani (median 9 rokov). PoCas sledovania pacienti neboli lieCeni
pomocou RT, ani chirurgicky. Farbenie Ki-67 bolo dichotomizované, aby sa oddelili
osoby s farbenim <10% od oséb s farbenim >10%, pretoze preZivanie pacientov s
farbenim Ki-67 <5% a oso6b s farbenim medzi 5 a 10% bolo podobné. Pouzitim tejto
hranicnej hodnoty malo iba 5% populacie vyrazné farbenie Ki-67 v bioptickych
vzorkach. U pacientov s vyraznym farbenim Ki-67 vSak bola signifikantne vysSia
umrtnost’ na karcinom prostaty (HR 2,8 pri analyze viacerych premennych). Iba 1
pacient s Gleasonovym skoére <7 mal farbenie Ki-67 >10%, takze analyza tejto
podskupiny nebola mozna. Délezité je, Ze su€asnu populaciu aktivneho sledovania
tvoria predovSetkym pacienti s ochorenim Gleasonovho skére 6. To zdéraznuje
délezité potencialne obmedzenie farbenia Ki-67 v tom, Ze vacsina pacientov s
diagnostikovanym nizkorizikovym karcinomom bude mat nizke hladiny Ki-67, €o
naznacuje, Zze u muzov, ktori sa rozhoduju medzi okamzitou a odlozenou liecbou,
moZe existovat nizka uzitoCnost. Napriek tymto udajom klinické pokyny pre pouZzivanie
molekularnych markerov pri lokalizovanom karcinédme prostaty z roku 2019 od ASCO
dospeli k zaveru, ze Ki-67 mbze poskytnut nahlad na diagnostiku ochorenia [21].

Skére progresie bunkového cyklu (Prolaris).

V priebehu posledného desatroCia sa schopnost’ vykonavat molekularnu analyzu s
pouzitim technik, ako je RT-PCR, na malom mnozstve tkaniva FFPE stala rutinou. Na
zaklade tejto technoldgie bol vyvinuty test, ktory analyzuje 31 génov suvisiacich s
bunkovym cyklom a 15 génov pre analyzu pomocou kvantitativhej RT-PCR (Prolaris,
Myriad Genetic Laboratéria). Na analyzu moze byt pouzité tkanivo z biopsie alebo
tkanivo priamo z radikalnej prostatektomie. Tento test poskytuje proliferacny index
vyjadreny ako skore progresie bunkového cyklu s vysoko reprodukovatelnymi
vysledkami. Podobne ako v pripade Ki-67 bolo skére progresie bunkového cyklu
testované vo viacerych klinickych kohortach so znamymi vysledkami a testovanie bolo
uspesne uskutocnené pri biopsiach centralnej zony prostaty, transuretralnej resekcii a
tkanive prostaty po radikalnej prostatektémii [51-55]. Skére progresie bunkového cyklu
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vyjadruje mieru agresivity karcindmu. Poskytuje hodnotenie rizika biochemického
relapsu alebo metastaz po definitivnej lieCbe a Specifickej mortality pre dané ochorenie
pri konzervativhom manazmente.

U pacientov po radikalnej prostatektomii bola realizovana multiinstitucionalna
retrospektivna Studia, ktora analyzovala skore progresie bunkového cyklu z
bioptického tkaniva [51]. Pri analyze viacerych premennych bolo skoére progresie
bunkového cyklu nezavisle spojené s biochemickou recidivou PSA a metastazami (HR
1,47, respektive 4,19, na jednotku skore, p<0,05 pre obidve) po operacii. Aj ked v tejto
skupine bolo relativne malo pripadov metastaz, najhorSie metastatické vysledky mali
pacienti so skére progresie bunkoveého cyklu pre biopsiu >2 (2,4% populacie Studie).
VsSetky podskupiny pacientov so skore progresie bunkového cyklu mali podobnu
vysoku mieru prezitia bez metastaz.

V dalSej analyze zahffiajucej 100 pacientov, ktori mali nepriaznivé patologické
vlastnosti, pT3 nadory alebo pozitivne chirurgické okraje po radikalnej prostatektomii,
bola patrona miera prezivania bez biochemického relapsu u pacientov s nizkym (<0),
strednym (0-1) alebo vysokym rizikom (> 1) skére progresie bunkového cyklu 89, 39 a
13%, v danom poradi [56].

Okrem $tudii populacii lie€enych chirurgickym zakrokom, skére progresie bunkového
cyklu sa hodnotilo aj z hladiska schopnosti predpovedania biochemického zlyhania po
RT [55]. Analyza viacerych premennych opat ukazala, Zze zvySené skore progresie
bunkového cyklu bolo spojené s horSimi vysledkami (HR 2,1, p = 0,03).

Stratifikacia rizika u pacientov pri aktivnom sledovani

TAPG skumala skére progresie bunkového cyklu z biopsii prostaty u pacientov na
konzervativnej lie€be [53]. Z 349 analyzovanych vzoriek bolo stredné skore progresie
bunkoveého cyklu 1,03. V tejto skupine bez primarnej lieCby bola kumulativna incidencia
umrtia zvySena u pacientov, ktori mali skore progresie bunkového cyklu >2 (19%
populacie), v porovnani s pacientmi s niz8im skére progresie bunkového cyklu.
Vysledky pacientov nebolo mozné dobre diferencovat u pacientov s nizSim skore
progresie bunkového cyklu (1-2, 0-1 alebo <0). Pri analyze viacerych premennych bola
HR pre umrtie na karcinom prostaty 1,7 na jednotku zvySenia skore progresie
bunkového cyklu (€o predstavuje zdvojnasobenie génovej expresie bunkového cyklu)
[57].

Dopadom tohto testu na lieCebné odporucania pre lokalizovany karcinbm prostaty sa
zaoberala Studia s 1206 pacientmi s novodiagnostikovanym karcinomom prostaty [58].
Pri skumani terapeutickych odporucani pred a po teste pre progresiu bunkového cyklu
sa zistilo, Ze pouzitie testu zmenilo postup odporucanej lie€by v 48% pripadov; u 72%
tychto pacientov bola pouzita menej agresivna lie€ba, v 27% pripadoch agresivnejSia
lie€ba.

Na rozdiel od Ki-67, klinické odporucania pre molekularne markery pri lokalizovanom
karcinome prostaty z roku 2019 od ASCO dospeli k zaveru, ze Prolaris méze byt
pouzivany v situaciach, v ktorych je pravdepodobné, Ze vysledok testu s rutinnymi
klinickymi ukazovatefmi ovplyvni manazment lieCby [21]. Patri sem informovanie
muzov o vhodnosti aktivheho sledovania, pomoc pri usmerfiovani stratifikacie rizika,
poradenstvo pacientov pri rozhodovani v manazmente samotnej lieCby karcinbmu
prostaty.
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Genomické (zarodoc¢né) testy

Karcinbm prostaty je spajany so syndrdmom prsnika a vajeCnikov (HBOC) (kvoli
mutaciam zarodocnej linie v homolognych génoch sluziacich na opravu DNA, vratane
génov citlivosti na rakovinu prsnika BRCA1 a BRCAZ2) a Lynchovho syndromu
(mutacie v génoch pre zarodo¢né bunky mismatch opravnych génov DNA). Opravy
zarodo¢nej mutacie DNA su pritomné u priblizne 4-6% pacientov s lokalizovanym
karcinbmom prostaty a priblizne 12% pacientov s metastatickym postuhnutim.
Genomické vySetrenie sa odporuCa u pacientov s novodiagnostikovanym velmi
nizkym, nizkym a strednym rizikom karcinbmu prostaty, ak je pozitivha rodinna
anamnéza alebo je intraduktalna histolégia obohatena o mutacie BRCA [59].

Klinické vyuzitie a odporu€ania

Sucasné udaje naznacuju, ze testovanie na molekularnej urovni méze byt prinosom
pre stratifikaciu rizika lokalizovaného karcinbmu prostaty a pri vybere dalSej lieCby.
Odporucania expertnych skupin sa liSia v hodnoteni, v ktorych pripadoch je mozné
ponuknut jeden z molekularnych testov zameranych na vySetrenie tkaniva pri
karcindbme prostaty.

Narodna spoloénost’ pre karciném

Odporucania Narodnej spolo¢nosti pre karcindm (National Comprehensive Cancer
Network, NCCN) verzia 4.2019 [59] naznacuju, ze je potrebné zvazit molekularnu
biomarkerovu analyzu nadorového tkaniva u pacientov s klinicky lokalizovanym
karcinbmom prostaty s nizkym alebo priaznivym strednym rizikom, ak je ich
predpokladana dizka preZivania 10 alebo viac rokov. PouZitie tychto testov sa bezne
neodporuca u muzov s vysoko rizikovymi nadormi.

Americka spoloc¢nost’ pre klinickil onkolégiu/ Odporuc¢ania Europskej
urologickej asociacie

Odporucania pre klinicku prax od Americkej urologickej asociacie (AUA)/ Americkej
spoloc¢nosti pre radiacnu onkoldgiu (ASTRO)/ Spoloénost urologickej onkologie (SUO)
a Americkej spolocCnosti pre klinicki onkolégiu (ASCO) z roku 2018 uviedli, ze u
pacientov s nizkorizikovym karcinbmom prostaty nepreukazali genédmové biomarkery
zalozené na tkanivach klinicky vyznam u pacientov na aktivnom sledovani [61-63].

Klinické odporuc&ania pre klinicku prax z roku 2019 vydané ASCO (so zastupenim AUA,
College of American Pathologists [CAP] a Eurdpskej urologickej asociacie [EAU]),
tykajuce sa molekularnych biomarkerov pri lokalizovanom karcinéme prostaty podporil
pouzitie jedného z niekolkych biomarkerovych testov u pacientov s lokalizovanym
karcinomom prostaty s nizkym az strednym rizikom v situaciach, ked vysledok
testovania spolu s rutinnymi klinickymi faktormi s pravdepodobnostou ovplyvni
rozhodnutie o dalSej lieCbe [21]. Jedna sa o pripady s vysokoobjemovym
nizkorizikovym alebo priaznivym stredne rizikovym karcindmom prostaty, u ktorych sa
zvazuje aktivne sledovanie alebo agresivnejSia lieCba u pacientov s vysokorizikovym
ochorenim. Pre chybajuce udaje z prospektivnych $tadii, rutinné pouzivanie
molekularnych biomarkerov sa neodporuca.

Klinické odporuéania

Muzi zvazujuci aktivne sledovanie

Pri vybere pacientov s karcindmom prostaty, u ktorych je pravdepodobné, ze budu mat’
prospech z aktivneho sledovania, je dostupnych niekolko komerénych biomarkerov
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(Oncotype Dx Genomic Prostate Score, Prolaris, Decipher alebo ProMark), ktoré
ZlepSuju prognosticku presnost klinickych multivariaénych modelov pri identifikacii
muzov s biologicky vyznamnym ochorenim. O pouziti biomarkerov sa méze uvazovat
pri striktne selektovanych pacientoch s nizkym alebo priaznivym ochorenim stredného
rizika, ktori by mohli mat benefit zo stratifikacie rizika pri zvazovani aktivneho
sledovania (napr. vysokoobjemoveé ochorenie s abnormalnymi nalezmi pri digitalnom
rektalnom vySetreni [DRV] alebo vysoka elevacia prostatického Specifického antigénu
[PSA]). Neexistuju porovnavacie udaje, ktoré by naznacovali, Ze niektory z testov je
lepSi ako iny. Zatial o vySetrenie pomocou magnetickej rezonancie (MRI) a testovanie
tkanivovych biomarkerov mézu poméct pri identifikacii klinicky vyznamného karcindému
prostaty u pacientov, ktori zvazuju aktivne sledovanie, existuje len malo Studii
porovnavajucich tieto pristupy. Dve Studie porovnavali multiparametrické MRI verzus
testovanie 17-génového skoére onkotypu Dx gendmovej prostaty a tretia Studia
porovnavala MRI verzus tkanivové mikro€ipy pomocou imunohistochémie (IHC) [64-
66]. Udaje naznaduju, ze MRI a molekularne testovanie mdézu poskytnut klinicky
relevantné informacie tykajuce sa pravdepodobnosti progresie ochorenia pri naslednej
biopsii alebo prostatektémii.

Diagnéza klinicky vyznamného karcindmu prostaty

Pomoc pri diagnostike klinicky vyznamného karcindmu prostaty a dalSie prognostické
data moéze poskytnut niekolko komeréne dostupnych biomarkerovych testov
(Oncotype Dx Genomic Prostate Score, Prolaris, Decipher alebo ProMark), ktoré mézu
prispiet ku presnejSej stratifikacii rizika. U selektovanych pacientov s nepriaznivym
ochorenim stredného rizika mdze pouzite vysledkov testov poméct rozhodnut o tom,
¢i k radioterapii (RT) pridat androgénovu deprivacnu lie¢bu (ADT).

Rozhodovanie o radioterapii po radikalnej prostatektomii

Pri rozhodovani o adjuvantnej RT po radikalnej prostatektomii v porovnani so
zachrannou RT u pacientov s nepriaznivymi patologickymi charakteristikami (=T3,
pozitivna lymfaticka uzlina) a nedetekovatelnou hladinou PSA po prostatektomii méze
byt genémovy klasifikator Decipher napomocny stratifikaciou rizika u selektivne
identifikovanych pacientov v rozhodovani o benefite adjuvantnej lieCby. Decipher bol
jediny molekularny biomarker, ktory sa odporucal pri rozhodovani o adjuvantnej RT po
radikalnej prostatektémii verzus zachrannej RT a decipherovej pooperacnej radiaénej
terapii.

Podrla vysledkov studie [PORTOS] - jediny prediktivny biomarker pre odpoved
na RT.

Vzhfadom na vysledky randomizovanych Studii, ktoré priamo porovnavaju oba
pristupy, sa vysledky odklanaju od adjuvantnej lie€by v prospech zachrannej RT pre
vacsinu pacientov. Rutinné pouzitie gendmovych markerov u pacientov po radikalnej
prostatektomii by sa nemalo ponukat. Bezné pooperacné sledovanie sérovej hladiny
PSA alie€ba zachrannou RT, pri detekovatelnosti hladiny PSA (0,1 ng/ml) sa povazuje
za Standardnu starostlivost.

Zhrnutie a odporucania
Posledné roky sa objavuju viaceré typy molekularnych prognostickych testov s ciefom
lepSej stratifikacie rizika nelieCenych ako aj lieCenych pacientov s lokalizovanym
karcinbmom prostaty. Pre niektoré z tychto testov existuju Studie zahfnajuce
retrospektivnu analyzu tkaniva z kohortu pacientov s klinickymi vysledkami, vratane
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imunohistochémie Ki-67 (IHC), IHC s fosfatazou a tenzinovym homolégom (PTEN) a
testov zalozenych na RNA (ako je progresia bunkového cyklu), skore [Prolaris], skére
genomovej prostaty [skore onkotypu Dx pre genomovu prostatu] a genomicky
klasifikator [Decipher]). V sucastnosti je potrebné realizovat dalSie prospektivne
validacné Studie za ucelom potvrdenia vysledkov testov. V pripade chybania
detailnych validacii jednotlivych testov sa rutinné pouzivanie molekularnych
biomarkerov neodporuca. Aktualne udaje naznacuju, ze testy zalozené na
molekularnych charakteristikach alebo na proliferacii buniek moézu priniest dalSie
nezavislé prognostické informacie, ktoré moézu poméct pri stratifikacii rizika
lokalizovaného karcinomu prostaty:

Génomoveé skore prostaty (Oncotype Dx Genomic Prostate Score) a génomicky
klasifikator (Decipher) su multimarkerové testy, ktoré su Specifické pre karcindm
prostaty, komeréne dostupné a su odporucané expertnymi skupinami na stratifikaciu
rizika pri klinicky lokalizovanom ochoreni.

Strata PTEN tumor supresora sa javi ako biologicky vyznamny a klinicky prognosticky
marker u nelieCeného lokalizovaného karcindmu prostaty u pacientov, ktori podstupili
lie€bu ochorenia. Aj ked je komeréne dostupny (napr. ProstaVysion), bude potrebné
dalSie IHC vyhodnotenie PTEN u pacientov s diagnostikovanym karcinbmom prostaty
zvazujucich aktivne sledovanie.

Skore progresie bunkového cyklu (Prolaris) je komeréne dostupné a odporucané
expertnymi skupinami pre stratifikaciu rizika pri klinicky lokalizovanom ochoreni.

Zatial ¢o Ki-67 mdze poskytnut nahfad na diagnostiku pokrocilého ochorenia, v
sucasnosti neexistuju dostatocné dékazy na podporu jeho klinického pouZzitia.

Klinické odporucania Americkej spolo¢nosti pre klinicki onkologiu (ASCO) a Americkej
urologickej asociacie (AUA) podporuju testovanie molekularnymi biomarkermi za
uCelom hodnotenia rizika karcinomu prostaty pri klinicky lokalizovanom ochoreni, v
pripade, ak vysledky testov v kombinacii s dostupne pouzivanymi diagnostickymi
markermi karcinomu prostaty s pravdepodobnostou ovplyvnia rozhodnutie o lieCbe.
Prikladom su pacienti s vysokoobjemovym nizkorizikovym alebo priaznivym stredne
rizikovym karcinomom prostaty zvazujuci aktivhe sledovanie alebo pacienti s
vysokorizikovym ochorenim za ucelom intenzivnejSej lieCby. Validacné Studii
poutvrdili, Ze rutinné pouzivanie molekularnych biomarkerov sa neodporuca.

Diagnostika pomocou multiparametrickej magnetickej rezonancie prostaty (MRI) a
tkanivovych biomarkerov méze poméct pri identifikacii klinicky vyznamného karcindmu
prostaty u pacientov, ktori zvazuju aktivne sledovanie. Niektoré Studie porovnavajuce
tieto postupy diagnostiky naznacuju, Ze MRI a molekularne testovanie mézu poskytnut
klinické informacie tykajuce sa pravdepodobnosti upgradovania ochorenia pri
naslednej biopsii prostaty. Nie je jasné, u ktorych pacientov by dany diagnosticky
postup mal benefit.
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Tab. 1 Schvalené biomarkery na baze krvi, mocu a tkaniv pri karcindbme prostaty

Test biomarkerov

Molekularne markery

Na baze séra

Prostaticky Specificky antigén (tPSA)

PSA

PHI

(Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA)

celkové PSA, fPSA, p2PSA

4K
(OPKO lab, Miami, FL, USA)

Total PSA, fPSA, intact PSA, hkK2

Na baze moc¢u

PCAS

(Progensa) Hologic, Marlborough, MA,

USA

PCA3

ExoDX Prostate

(Intelliscore) Exosome Diagnostics Inc.,

Waltham,
MA, USA

Exosomal RNA (PCAS3, ERG)

MiPS
(Detroit, MI, USA)

PCA3 and TMPRSS2-ERG mRNA

SelectMDXist!
(MDx Health, Irvine, CA, USA)

HOXC6, DLX1

Na baze tkaniva

ConfirmMDx
(MDxHealth, Irvine, CA, USA)

DNA hypermethylation (GSTP1; APC,;
RASSF1)

Prolaris
(Myriad Genetics, Salt Lake City, UT,
USA)

MRNA expression; 31 genes (cell cycle
progression)

Oncotype Dx
(Genomic Health, Redwood City, CA,
USA)

MRNA expression; 17 genes

Decipher
(GenomeDx Biosciences, San Diego,
CA, USA)

MRNA expression; 22 genes (cell
proliferation, migration, tumor motility,
androgen signaling, and immune system
evasion)

Promark
(Metamark, Cambridge, MA, USA)

Protein biomarker test (8 proteins)
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Obr. 1 Uloha diagnostickych a prognostickych biomarkerov pri lie¢be karcinému prostaty
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Abstract

Identification of consensus molecular subtypes (CMSs) in colorectal cancer (CRC)
allows patients to be divided into four subtypes, CMS1, CMS2, CMS3 and CMS4,
based on the gene expression profile (GEP) of the entire transcriptome obtained by
RNA sequencing using the massive parallel sequencing (MPS) method. However, the
methods used are relatively complex and are not available for clinical use. Therefore,
repeated efforts are being made to simplify CMS identification. One of the possibilities
to achieve better molecular characterization of the patient is the use of genetic
biomarkers used in clinical practice. By combining the results of these analyzes,
together with the results of histopathological diagnostics, we can get a more complex
molecular-pathological characterization of CRC of an individual patient in relationship
to the classification into CSMs subtypes.

Keywords: consensus molecular subtypes, colorectal cancer, DNA analysis,
biomarker

Uvod
Kolorektalny karcinom (KRK) predstavuje paradigmu pre molekularnu charakterizaciu
nadorov. Fearon a Vogelstein [1] popisali mnohokrokovu karcinogenézu postupnej
premeny adendmu na adenokarcindm ako vysledok akumuléacie genetickych zmien,
ku ktorym neskor pribudli aj zmeny epigenetické. Tento model popisoval mutacie
v onkogénoch ako KRAS, NRAS, BRAF a neskdr PIK3CA, a v tumor supresorovych
génoch ako APC, TP53 a PTEN, ktoré su rozhodujucim spésobom zapojené do
biolégie KRK [1, 2]. Akumulacia tychto genetickych mutacii vedie ku karcinogenéze
prostrednictvom deregulacie klu€ovych signalnych drah zapojenych do proliferacie
buniek, diferenciacie a apoptdzy. NajCastejSie mutovanym génom v KRK je APC, ktory
vedie k abnormalnej signalizacii WNT drahy, a je povazovany za tzv. ,gatekeeper®
geén, teda vstupny gén nadorovej transformacie. KRK bez mutacie v APC Casto nesu
mutacie v géne CTNNBL1, ktory sa tiez podiefa na WNT signalnej drahe a nuklearna
translokacia B-kateninu vedie k zvySenej expresii génov zodpovednych za bunkovu
proliferaciu [2]. Vyvoj novych metdd na detekciu genetickych a epigenetickych zmien
na principe masivneho paralelného sekvenovania (MPS) oznacCované tiez ako
sekvenovanie novej generacie (NGS), umoznili vyznamny rozvoj vo vyskume KRK.
Mnohé vyskumy boli zamerané na nadorovu a molekulovu heterogenitu. Zauzivany
TNM staging na urCenie progndzy pacientov ukazoval, Ze aj pacienti s rovnakou
klinicko-patologickou klasifikadciou mali niekedy rozdielny priebeh ochorenia [3],
alalebo rozdielne odpovede ako na chemoterapeuticku lieCbu, tak aj na prvé
biologické lie€by napriklad anti-EGFR inhibitormi [4]. Okrem toho sa ukazalo, Ze
v nadorovej heterogenite zohravaju vyznamnu ulohu vyskyt hlavnych klonov
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a subklonov, stromalne bunky a bunky imunitného systému, infiltrované v tkanivach
KRK [3, 5]. Na urovni infiltracie nadorovej masy imunitnymi bunkami uz prebehli aj prvé
validacné Studie, ktoré podporuju rozSirenie TNM stagingu aj o parameter tzv. ,,
Immunoscore” [6].

Dve velmi vyznamné aktivity prispeli v ostatnych 9 rokoch vyznamne k zmene
molekulovej klasifikacie KRK. Tu prvu predstavuje projekt The Cancer Genome Atlas,
ktory v roku 2012 publikoval podrobnu integrativnu analyzu vzoriek KRK na urovni
sekvenacie exomu, somatickych zmien poctu kopii DNA (somatic copy number
variation; SCNV), metylacie prométorovych oblasti, mMRNA a miRNA [7]. Druhym
vyznamnym prinosom pre molekulovu charakterizaciu KRK bola publikacia, kde boli
identifikované konsensualne molekulové subtypy (consensual molecular subtypes;
CMS) pri KRK. Tieto boli identifikované na zaklade vysledkov profilov génovej
expresie (GEPs) a zjednotenim vysledkov Siestich pracovnych skupin [8]. V tomto
prehfadovom &lanku sa chceme zaoberat’ charakterizaciou CMS v kontexte zmien na
urovni DNA, a moznosti prenosu tychto poznatkov do klinickej praxe.

Konsenzualne molekulové subtypy (CMSs) kolorektalneho karcinému

V rokoch 2012 az 2014 nezavisle od seba publikovalo Sest vyskumnych timov
klasifikatné systémy na stratifikaciu CRC na zaklade profilov génovej expresie [9-14].
Autori pri tvorbe klasifikacnych systémov vyuzivali vysledky diferencialnej génovej
expresie, publikované v databazach, véitane TCGA [7], ale vyuzivali rozdielne
molekulové metddy a zariadenia. V roku 2015 doSlo k rozsiahlemu zdielaniu udajov
a spolocnej analyze zistenych dat, Co umoznilo zistit prepojenia medzi jednotlivymi
klasifikaciami a vytvorenie Styroch konsenzualnych podtypov pre CRC, oznagenych
ako CMS1, CMS2, CMS3 a CMS4, ktoré rozdelovali pacientov nie len na zaklade
biomarkerov, ale aj na zaklade progndzy priebehu ochorenia [8]. Aby bola klasifikacia
CMS univerzalne platna, bolo potrebné vykonat normalizaciu udajov a aplikaciu
jednotlivych klasifikacnych systémov na vSetky data. K identifikovanym CMS bola
nasledne priradena dalSia molekulova charakterizacia typicka pre KRK, ako su
napriklad mikrosatelitna instabilita (MSI), metylatorovy fenotyp na CpG ostrov€éekoch
(CIMP), pritomnost SCNV ekvivalentna s chromozémovou nestabilitou CIN,
pritomnost’ klinicky relevantnych mutacii vo vybranych, naj¢astejSie mutovanych
onkogénoch ako su KRAS a BRAF, infiltracia bunkami imunitného systému, stromalna
invaziu a najCastejSie aktivované signalne drahy. Na zaklade udajov o celkovom
prezivani a prezivani bez progresie bolo nasledne mozné urCit prognézu pacientov,
pricom najhorsie prezivanie bez relapsu mali pacienti s CMS4, najleps$ia prognéza bola
u pacientov s CMS1 [8].

Zjednodusenie klasifikacie CMS

Stanovenie jednotlivych CMS podtypov je metodicky zlozité a vyzaduje sekvenaciu
transkriptdmu pomocou postupov NGS, ktorej vyhodnotenie je spojené so zlozitymi
bioinformatickymi nastrojmi. Preto su opakovane vyvijané snahy o zjednodus$enie
identifikacie CMS pomocou cielenych génovych panelov na RNASeq [15], alebo
imunohistochemickymi postupmi, ktoré ukazali az 87% konkordanciu s CMS [16].
Jednou z moznosti dosiahnut lepSiu molekulovu charakterizaciu CMS je vyuzitie
genetickych biomarkerov, ktoré su uz dostupné. V klinickej praxi sa vyuzivaju rézne
metddy molekulovej bioldégie a genomiky na urCenie diagnozy, terapie a predikcie
terapie pri nadorovych ochoreniach [17]. Spojenim vysledkov tychto analyz mézeme
spolu s vysledkami histopatologickej diagnostiky dostat komplexnejSi molekulovo-
patologicky obraz onkologického ochorenia urcitého pacienta a priblizit sa jeho
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zaradeniu do jednotlivych CSM. V ramci tohto ¢lanku sa zameriame hlavne na
genetické analyzy na urovni DNA.

CMS1 alebo imunitny subtyp

Ak sa pozrieme na podrobnejSiu genetickl a genomicku charakterizacia jednotlivych
CMS podtypov, vidime, Zze pre CMS1 subtyp je typicka vysoka infiltracia imunitnymi
bunkami, ktora je hlavne vysledkom mikrosatelitnej instability (MSI) spdsobujucej
vysoku mutaénu zataz. MSI ma vplyv aj na tvorbu neoantigénov a produkciu
chemotaktickych cytokinov pre T bunky [18], ktoré su pritomné prave v tomto
molekulovom subtype vo vysokej miere. MSI je dbsledkom nefunknej opravy zle
sparovanych baz (mismatch repair, MMR), ktora je zabezpeCovana MMR génmi,
hlavhe MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6. Tieto gény boli najprv identifikované ako
kauzalne gény Lynchovho syndromu [19], v suasnosti vSak vieme, Ze sa vyskytuju aj
v sporadickych KRK. Somatické mutacie v MMR génoch a metylacia promo6tora MLH1
boli identifikované v 15% sporadickych KRK v ramci projektu TCGA [7]. Aj v naSich
pracach sme sa venovali kolorektalnym karcinomom s MSI, kde sme vyuzivali
fragmentovlu analyzu na detekciu MSI pomocou piatich jednonukleotidovych
mikrosatelitnych markerov, a detekciu metylacie prométorovej oblasti génu MLH1
pomocou metylaéne $pecifickej PCR [20]. Prave tieto dva biomarkery vhodne dopifiaju
charakterizaciu CSM1 na trovni DNA. Dal$ou molekulovou pri¢inou vysokej mutaéne;
zataze je pritomnost somatickych a germinativnych mutacii v génoch POLE a/alebo
POLD, ktoré sa nachadzaju prevazne v exonukleazovej doméne DNA polymerazy
[21]. Prave koncentracia mutacii v oblasti kddujucej exonukleazovu doménu proteinu
umoznuje jednoduchy mutacny skrining Sangerovou sekvenacnou metodou, ktoru
mame zavedenu v nasom laboratériu [22]. Detekcia MSI je teda dolezitym genetickym
markerom na detekciu pozitivneho prognostického parametra pre KRK, ktory
charakterizuje aj CMS1, pricom je tento parameter uz aj prediktivny pre lieCbu
pomocou inhibitorov straznych bodov [23]. Dal$ou unikatnou genetickou kombinaciou,
charakteristikou pre CSM1 je pritomnost MSI a mutacie v géne BRAF [8], pricom
mutacné analyzy génu BRAF patria tiezZ medzi rutinné analyzy, ktoré robime aj
v nasich laboratériach v laboratériach [20, 24].

CMS2 — kanonicky subtyp

Hlavnou genetickou charakteristikou subtypu CMS2, ktory je oznacCovany aj ako
kanonicka, je pritomnost velkého mnozstva SCNA, ktoré spdsobuju stratu alebo zisk
DNA usekov v genéme. V projekte TCGA boli zaznamenané pre KRK zisky SCNV
hlavhe v chromozomalnych oblastiach 7, 8q, 13g a20qg, astraty SCNV na
chromozémoch 4, 17p a 18q, pricom bolo dokazané, Ze hlavnymi postihnutymi
signalnymi drahami st WNT a MAPK [7]. Detekcia SCNV, ktora by svojou vypovednou
hodnotou bola na Grovni CMS2 zatial nebola validovana v klinickych $tadiach. Casto
mutovanymi génmi tychto signalnych drah su hlavne gény APC a CTNNB1, priCom
v obidvoch pripadoch dochadza k akumulacii nuklearneho [(-kateninu a indukcii
génovej expresie pre bunkovu proliferaciu. Ukazuje sa , zZe pacienti s vysokymi
jadrovymi expresiou [B-kateninu, ktora je désledkom mutacii bud v géne APC alebo
CTNNB1, spolu s KRAS mutaciou maju 5 ro¢nu prognézu ovela horSiu ako pacienti
s nizkou jadrovou expresiou B-kateninu [25,26]. Pri vyuzivani multigénovych panelov
je preto potrebné okrem uz potvrdenych klinicky relevantnych biomarkerov ako su
mutdcie v génoch KRAS, NRAS a BRAF, zahrnut do hodnotenia pacientov aj mutacie
v génoch APC, CTNNBL1, ale aj TP53. Hlavne mutacie v génoch APC a TP53 mutacie
sa nachadzaju vo zvySenej miere v CMS2 nadoroch. Okrem toho sa tieto mutacie stali
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vyznamnymi parametrami nového robustného prognostického algoritmu, deliaceho
KRK do prognostickych tried na zaklade pritomnosti mutacii v génoch APC, TP53
a KRAS [27], Co poukazuje na prepojenie s CMS2, a prognosticky vyznam tychto
mutacii v kontexte CMS2. V naSich predbeznych NGS analyzach pomocou
multigénového panelu sme vyuzili prognosticky algortimus podla mutacii v génoch
APC, KRAS a TP53 [27], zaradili sme pacientov do prognostickych tried [28],
a pokracujeme vo validacii prognostického vyznamu zistenych mutacii na zaklade
klinickych udajov o prezivani bez progresii a celkovom prezivani pacientov.

CMS3 — metabolicky subtyp

CMS3 je metabolicky subtyp, charakterizovany hlavne pritomnostou mutacii v géne
KRAS, ktoré su asociované s nadorovym metabolizmom, hlavne s metabolizmom
cukru, nukleotidov a degradaciou mastnych kyselin [29]. Tato skupina je
najheterogénnejSia s ohladom na pritomnost beznych genetickych biomarkerov,
pretoZze sa v nej nachadzaju nadory s MSI aj SCNV, bola tu pozorovana znizena
metylacia DNA [8]. Ukazuje sa vSak, ze metabolické reprogramovanie nadorovych
buniek sa deje hlavne cez gény biogenézy ribozémov, mRNA translacie a jej
metabolizmu, ktoré su nadexprimované v KRAS mutovanych CRC. Okrem toho
zohrava ulohu aj nadexpresia signalnej drahy TP53, o méze byt aj désledkom mutacii
v géne TP53. NajvyznamnejSie genetické biomarkery tejto skupiny su mutacie v géne
TP53 a KRAS, ktoreé su aj sucastou multigénového panela, ktory vyuzivame na nasom
pracovisku v spolupraci s Martinskym centrom pre biomedicinu [28]. Uloha mutacii v
progndze aV terapii pacientovs KRK a CMS3 je predmetom dalSieho vyskumu, aby
sme lepSie pochopili prave jednotlivé genetické podskupiny CMS ako aj to, preco
v niektorych pripadoch je prognosticky vyznam tych istych mutacii odliSny a zavisi aj
od subtypu CMS [27, 30],

CMS4 — mesenchymovy subtyp

CMS4 je oznaCovany tiez ako mezenchymovy, a patri tiez medzi geneticky velmi
heterogénnu skupinu. Jeho charakteristickou ¢rtou je vysoka variabilita na urovni
SCNV, aktivacia signalnej draha TGF[ a silna expresia génov, ktoré su typické pre
stromalne bunky [8]. Prave velké mnozstvo SCNV ma negativny prognosticky vyznam,
pretoZe vedie k deregulacii mnohych signalnych drah [31]. Ako uz bolo spomenuté,
metddy na stanovenie SCNV su podobne naro¢né ako RNA sekvenacia pomocou
NGS. Prave pri tejto kategérii je génova expresia silne ovplyvnena nadorovym
mikroprostredim, hlavne stromalnymi bunkami, a je najmenej charakterizovanych
genetickych biomarkerov. Okrem stromalnej invazie, ktora je charakterizovana na
zaklade zmeranie oblasti nadoru, ktora je infiltrovana stromalnymi bunkami vo viac ako
50%, a je negativnym prognostickym, je dobrym biomarkerom pre CMS4 expresia
miR200 [33].Analyzy urovni DNA nie su v tomto pripade napomocné a vyzaduju dalsi
vyskum. Jednym z vysvetleni méze byt, ze prave v tychto nadoroch su mutované
gény, ktoré su celkove menej Casto mutované, a SCNV je dominantnou silou
karcinogenézy.

Zaver
Charakterizacia nadorov pomocou analyz transkriptdmu vyuziva zloZité metddy, a je
tazko uplatnitefna v klinickej praxi. Ukazali sme, Ze urcCité biomarkery na urovni DNA
mobzu charakterizovat’ pacientov s jednotlivymi CMS, hlavne CMS1, CMS2 a CMS3,
a spolu histopatologickou diagnostikou prispiet k lepSej stratifikacii pacientov ohladne
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ich prognézy. Dalsi vyskum je v8ak potrebny, aby vysledky analyz génovej expresie
a DNA bolo mozné lepSie spolu integrovat.

Praca bola podporena grantami VEGA ¢. 1/0380/18, APVV-16-0066, a LISPER
(Integrativna stratégia v rozvoji personalizovanej mediciny vybranych zhubnych
nadorovych ochoreni a jej vplyv na kvalitu Zivota), podporovany zo zdrojov EU.
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis is a fatal disorder characterized by the progressive loss
of motor neurons. Although the molecular mechanism underlying motor neuron
degeneration remains unknown, non-neuronal cells (including astrocytes) shape motor
neuron survival in ALS. Of a variety of early pathological changes, the most specific to
amyotrophic lateral sclerosis is the Bunina body. Thus it gives us important clues to
the pathogenic mechanism involved in motor neuron degeneration Due to the
important functions that astrocytes perform in the central nervous system; it is of key
importance to understand how these functions are altered when astrocytes become
reactive in ALS. Given the key role that astrocytes play in the pathology of ALS,
therapeutic approaches to modulate astrocyte biology may contribute to the
development of integral therapeutic options to arrest the progression of ALS.

Keywords: Amyotrophic lateral sclerosis, bunina bodies, astrogliosis

Uvod
Amyotroficka lateralna skler6za (ALS) je charakterizovana progresivnou degeneraciou
motorickych neurénov v mieche, mozgovom kmeni a motorickej kore. Smrt
motorickych neurénov vedie k svalovej slabosti a paralyze, ktora obvykle sposobi smrt
za jeden az pat rokov od objavenia prvych priznakov. ALS je najbeznejSou formou
ochorenia motorickych neurénov s frekvenciou vyskytu 2,8 / 100 000 pripadov
v Europe a 1,8 / 100 000 v Severnej Amerike, priCom priemerna prevalencia je 5,4 /
100 000 pripadov v Eurdpe a 3,4 / 100 000 v Severnej Amerike. [1] Sucasné odhady
naznacuju, ze pocet 0sOb trpiacich amyotrofickou lateralnou skler6zou sa do roku 2040
zvySi v celosvetovom meradle o viac ako dve tretiny. [2] Priblizne 5-10% pripadov ALS
ma rodinnu anamnézu ochorenia (Familiarna forma ALS) a najCastejSie suvisi s
dominantnou mutaciou. Vek nastupu familiarnej formy je priblizne o desatroCie skor
ako u sporadickej formy ochorenia, postihuje rovnako muzov i zeny a ma kratSie
prezitie. [3] ZvySok pripadov ALS nema rodinnu anamnézu, preto je klasifikovana ako
sporadicka forma ochorenia a mdze vznikat ako doésledok zatial neidentifikovanej
environmentalnej expozicie alebo genetickych mutacii. [4] Nastup ALS méze byt taky
jemny, Ze sa priznaky prehliadnu, ale postupne sa tieto priznaky rozvinu do zjavnejsej
slabosti alebo atrofie, ktora méze spdsobit, Ze lekar bude mat podozrenie na ALS.
Medzi prvé priznaky patri: fascikulacie v ruke, nohe, ramene alebo jazyku, svalové
kf€e, spasticita, svalova slabost postihujuca ruku, nohu, krk alebo branicu,
nezrozumitelna a nazalna reé. Tieto sprevadzaju tazkosti so Zuvanim a prehitanim,
ktoré staZuju normalne stravovanie a zvySuje sa riziko udusenia. Pacienti s ALS
taktiez spaluju kalorie rychlejSie nez zdrava Cast populacie. Vdaka tymto faktorom
maju pacienti s amyotrofickou lateralnou sklerézou tendenciu rychlo chudnut, ¢o méze
viest’ az k podvyzive. U mnohych jedincov sa prvé priznaky ALS objavia v ruke alebo
na paZzi, kedy mozno pozorovat tazkosti s jednoduchymi ulohami, ako je zapinanie
gombikov na koSeli, pisanie alebo otacanie kli€om v zamku. Spociatku dochadza
k postihnutiu napr. jednej z ndh, kedy jedinci pocituju neprijemné pocity pri chodzi
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alebo behu, CastejSie zakopavaju bez pri€iny. Bez ohladu na to, v ktorej Casti tela sa
priznaky objavia prvy raz, svalova slabost a atrofia sa Siria postupne s progresiou
ochorenia aj do dalSich Casti tela. Individualne sa mézu vyskytnat problémy s
pohybom, dysfagia, dyzartria a dyspnoe. Kedze fudia s ALS si zvyCajne zachovavaju
svoju schopnost vykonavat vysSie mentalne procesy, ako suU uvazZovanie,
zapamatanie si, porozumenie a rieSenie problémov, su si vedomi svojej postupnej
straty funkcie a mézu prepadat’ uzkosti a depresii. U vSetkych pacientov s ALS sa
postupne vyvinu tazkosti s dychanim, nakolko svaly dychacieho systému slabnu.
Postihnuti taktiez Celia zvySenému riziku zapalu pfuc v neskorSich stadiach ochorenia.
Okrem svalovych ki€ov, ktoré mozu spdsobovat nepohodlie, sa u niektorych oséb s
ALS méze vyvinut bolestiva neuropatia. ALS je primarne diagnostikovana na zaklade
podrobnej anamnézy symptédmov a znakov pozorovanych lekarom pocas fyzického
vySetrenia spolu so sériou testov na vylu€enie inych podobnych ochoreni. Pritomnost
symptomov horného a dolného motorického neurdnu je silnym prediktorom ochorenia,
hoci v pociato¢nych Stadiach ochorenia moézu javit ako priznaky Sirokej Skaly inych,
lepSie lieCitelnych choréb alebo poruch. V lieCbe pacientov s ALS je registrovany
jediny liek riluzol. Predpoklada sa, ze redukuje poskodenie motorickych neurénov
zniZzenim hladiny glutamatu, ktory prenasa informacie medzi nervovymi bunkami a
motorickymi neurénmi. Klinické skusky u fudi s ALS ukazali, Ze riluzol zvySuje
prezivanie pacientov o niekolko mesiacov, najma v bulbarnej forme ochorenia, avsak
nie je schopny obnovit uz spésobené poskodenie motorickych neurénov. Avsak popri
jeho dokazanej klinickej prospesnosti pretrvavaju otazky vzhfadom na vysoké naklady,
relativne nizkej uc€innost a obavy z vedlajSich ucinkov. Porozumenie a nasledné
objasnenie moznych bunkovych mechanizmov, ktoré su pri€inou tohto ochorenia
mdzu napomdct k objaveniu novych terapeutickych pristupov u pacientov s ALS.

VSeobecné histologické zmeny

Medzi histologické zmeny pozorované pri ALS patri strata neurénov a axénov. Strata
myelinizovanych axénov v boénych a prednych stipcoch miechy a zmen$ovanie
velkosti predného rohu miechy. Bola pozorovana degeneracia a samotna strata
velkych motorickych neurénov v prednom rohu miechy, dolné kranialne motorické
jadra mozgového kmena a Betzove bunky v motorickej kére. Morfometrické Studie
miechového predného rohu ukazali globalnu redukciu vSetkych neurénov v prednom
rohu, nielen velkych alfa motorickych neurdénov. [5] Taktiez existuju dékazy o zniZeni
velkosti neurénov, ako aj o strate a atrofii nervovych vliakien. Medzi dalSie patologické
znaky ALS patri vakuolizacia, velké prazdne miesta v blizkosti neurénov a spongi6za,
mikroskopické otvory, ktoré maju za nasledok vzhlad Spongie.

Buninove telieska

Buninove telieska, ktoré su viditefné ako malé eozinofilné intraneuronalne inkluzie
v zostavajucich dolnych motorickych neurdénoch, su vSeobecne povazované za
Specificky patologicky znak amyotrofickej lateralnej sklerézy. Tieto telieska boli
prvykrat opisané Buninou v roku 1962 v dvoch pripadoch familiarnej formy ALS, [6] a
neskdr boli pozorované aj u ostatnych pacientov s ALS, z ktorych Specificku skupinu
tvoria obyvatelia ostrova Guama, kde v polovici 50 rokov 20 storo€ia zaznamenali
mimoriadne vysoky vyskyt ALS. [7] Aj ked su ich morfologické Struktury dobre zname,
ich povaha, pévod a vyznam zostavaju nejasné. Skutocnost, Ze buninové telieska sa
objavili nielen v degenerujucich neurénoch, ale aj v normalne vyzerajucich neurénoch,
naznacuje, ze telieska su pociato€nou zmenou alebo reakciou motorickych neurénov.
Z tohto dévodu by mohli predstavovat primarne a esencialne patologické zmeny
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pozorované v bunkach predného rohu u ALS, ako je naruSeny metabolizmus
proteinov. Buninové telieska sa daju lahko vizualizovat svetelnym mikroskopom
pomocou farbenia hematoxilin-eozin ako jasne ruzové, malé, okruhle, ovalne
eozinofilné intraneuronalne inkluzie, ktoré niekedy vykazuju jasné oblasti v strede a
vytvaraju zhluky. Maju priemer 3-5 mikrénov a ich pocCet sa liSi v jednotlivych
neurénoch. Su pritomné v cytoplazme aj v dendritoch, avSak v axoplazme nie su
viditelné. Pri pouZiti toluidinovej modrej su telieska viditelné ako jasné fialové granule.
Buninové telieska boli CastejSie pozorované v bedrovej Snure nez v krénych a
hrudnych $nurach, s vy$$ou frekvenciou vyskytu u pacientov s relativne kratkou dizkou
ochorenia. ALS pacienti s pridruzenou demenciou maju zvyc€ajne vacsie Buninové
telieska v dolnych motorickych neurénoch oproti pacientom s klasickou formou
ochorenia, pricom najcastejSie sa vyskytuju v cytoplazme motorickych neurénov, ale
prilezitostne su pritomné aj v dendritoch.[8] Ich polet na neurdn je velmi variabilny,
niekedy mézu vytvarat retazce a zhluky. Zriedka su viditelné v Betzovych bunkach,
neurénoch okulomotorickych jadier a Onufovych jadrach. [9]

Obr. 1 Buninové telieska v bunkach predného rohu v bedrovej Snure amyotrofickej lateralnej sklerozy.
(A) HE farbenie; (B) farbenie Kluver-Barrera; (C) imunoreaktivity cystatinu C su viditelné v bunkach

Buniny v bunke predného rohu a jej dendritoch; (D) transferinové imunoreaktivity su vidiet' v bunkach
Bunina. (Mierka = 20 ym; pod/a [15])

Astrocyty

Astrocyty, najrozSirenejSi typ glialnych buniek v centralnom nervovom systéme, su
zodpovedné za hlavné ochranné funkcie pre motorické neurény, ako je uvolfiovanie
trofickych faktorov a odstranovanie glutamatu zo synaptickej Strbiny. Postupne sa
dostava do povedomia odbornej verejnosti vyznam aktivovanych astrocytov pri ALS.
Tieto vykazuju, tak uludi ako aj na zvieracich modeloch ALS, zniZzenu expresiu
glutamatového transportéra, ktora favorizuje glutamatom-indukovanu excitotoxicitu.
[10] Bunkové kultury astrocytov nesuce mutantny SOD1 uvolfiuju do extracelularneho
priestoru metabolity a/alebo proteiny, ktoré su selektivne toxické pre motorické
neurény. [11] NavySe, v in vivo podmienkach sa aktivne podielaju na patoldgii, o
podporilo pouzitie tychto buniek ako terapeutického ciela. [12]

Astrocyty reaguju na poskodenie CNS, ako je trauma, infekcia, ischémia
a neurodegeneracia, procesom nazyvanym astrogliéza. [13] Tento proces spdsobuje
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abnormalne zvySenie poctu astrocytov v désledku destrukcie blizkych neurénov z
centralneho nervového systému. Astroglidéza je vS8eobecne charakterizovana zvySenou
regulaciou GFAP proteinu (gliovy fibrilarny acidicky protein), vimentinu a re-expresiou
nestinu. Tieto zmeny sprevadza hypertrofia bunkovych procesov, biochemické zmeny
expresie proteaz, cytokinov a rastovych faktorov. Aj ked sa astrogliéza tradi¢ne
povaZzuje za stereotypnu odpoved typu vSetko alebo ni¢, predstavuje zlozitu prestavbu
biologie astrocytov.

Na zaklade zavaznosti a vzdialenosti od miesta poSkodenia mézu byt u reaktivnych
astrocytov pritomné rézne zmeny, ktoré sa pohybuju od reverzibilnych zmien v génovej
expresii a bunkovej hypertrofii az po vyraznu bunkovu proliferaciu s kompaktnou
tvorbou jaziev. AvSak mierna astrogliza méze byt neuroprotektivnha. Dokonca aj
tradi€na predstava, Ze tvorba glialnych jaziev je Skodliva pre regeneraciu axénov, bola
spochybnena nedavnymi zisteniami, ktoré ukazuju, ze tvorba jaziev skér napomaha
regeneracii axonov v CNS. [14] Aj ked je tazké predpovedat presné nasledky
reaktivnej astrogliézy, strata normalnej funkcie alebo ziskané nové charakteristiky
astrocytov mézu mat priamy vplyv na osud neurdnov. Terapeuticky potencial
astrocytov v ALS mozno ilustrovat priaznivym u€inkom substituénych terapii
zameranych na obnovenie normalnej funkcie astrocytov alebo stratégii, ktoré menia
biologiu astrocytov a nasledne modifikuju interakciu astrocytov a motorickych
neurénov. Pochopenie ulohy astrocytov v neurodegenerativnom procese a ich
interakcia s neuronalnymi a ne-neuronalnymi bunkami poskytuje koncepény ramec,
ktory zdbrazriuje potencial astrocytov ako ohniska terapeutického usilia. Centralna
uloha, ktoru astrocyty zohravaju v ALS, naznacuje, ze terapie zamerané na modulaciu
bioldgie astrocytov mdzu prispiet’ k rozvoju integralnych terapeutickych pristupov
schopnych zastavit progresiu ochorenia.

Zhrnutie a zaver

Amyotroficka lateralna skleréza (ALS) je charakterizovana progresivnou degeneraciou
motorickych neurénov v mieche, mozgovom kmeni a motorickej kére. V poslednych
desatroCiach sa chapanie patolégie ALS vyznamne rozvinulo. AvSak identifikacia
terapeutickych pristupov, ktoré v koneCnom désledku zlepSuju priznaky a Zivotnost
pacientov s ALS je v suCasnosti nedostatocna. Preto pochopenie histopatologickych
zmien u pacientov s ALS by mohlo vyznamne napoméct pri vyvoji novych
terapeutickych postupov, ktoré by zabranili doposial ireverzibilnej progresii tohto
ochorenia. Taktiez identifikacia histopatologickych zmien by mohla byt napomocna pri
v€asnej a jednoznacénej diagnostike tohto zavazného ochorenia.

Tato publikacia vznikla vdaka podpore grantu UK/302/2021 a v ramci operacného
programu Vyskum a vyvoj pre projekt: "Kompetencné centrum pre vyskum a vyvoj
v oblasti diagnostiky a terapie onkologickych ochoreni”, ITMS kbéd projektu:
26220220153, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Abstract

Anterior cervical discectomy and fusion (ACDF) represents the golden standard in
surgical treatment for degenerative disc disease of the cervical spine. Since the
description of the anterior approach for cervical discectomy and fusion by Robinson
and Smith in 1955, anterior cervical procedures have become quite common with
generally good clinical results. The plate-cage construct applied in ACDF has
become the standard method of anterior reconstruction to allow complete
immediate stability, thereby improving clinical outcomes. However, plate - cage
use is associated with complications such as dysphagia and adjacent segment
degeneration. To minimize these issues, some authors have advocated for
treatment involving some new anterior internal fixation system — intersomatic cage
with integrated plate.

Keywords: anterior cervical discectomy, cage with integrated plate, zero profile
spacer, anchored cage

Uvod

Predna kréna diskektomia a indukcia intersomatickej fuzie je najCastejSim operacnym
vykonom pre degenerativne ochorenie krénej chrbtice (ACDF). Zlatym Standardom
oSetrenia pohybového segmentu krénej chbtice po prednej krénej diskektomii je
rekonstrukcia vySky medzistavcoveho priestoru a nasledna indukcia intersomatickej
fuzie. PouZitie syntetickej nahrady medzistavcovej platnicky bez istenia predstavuje
riziko jej zanorenia a naslednej straty operacne ziskanej segmentovej lorddzy
a distrakcie. Vzhladom k tomu bolo okrem urazovych indikacii do praxe zavedené
pouzitie prednych krénych dlah. Nevyhodou pouzitia prednej krénej dlahy je nutnost
vacSieho operaéného pristupu, atym aj tendencia ktvorbe rozsiahlych
fibroadhezivnych zmien. Intimna vzdialenost medzi okrajmi prednej krénej dlahy a
prilahlymi medzistavcovymi priestormi méze viest k osifikacii uvedenych segmentov.
Pouzitie klietok s integrovanou dlahou prinasa moznost bezpecného oSetrenia
intervertebralneho priestoru a indukcie intersomatickej fuzie pri suCasnej eliminacii
nevyhod konvencnej krénej dlahy a ma predpoklady stat’ sa optimalnou volbou pre
oSetrenie intervertebralneho priestoru po prednej krénej diskektomii. Dizajn klietok
s integrovanou dlahou predpoklada redukciu vyskytu osifikacie prifahlého segmentu a
minimalizaciu operacného pristupu s redukciou tvorby fibroadhezivnych zmien [1-3].
Nulovy profil uvedenych implantatov predpoklada eliminaciu iritacie hypofaryngu
a ezofagu [1,2,4-10].

Benefity intersomatickych klietok s integrovanou dlahou

Nespornou vyhodou dizajnu klietok s integrovanou dlahou je nulovy profil implantatu
(vlastny implantat neprominuje pred uroven prednych pléch tiel prifahlych stavcov) pri
jeho zachovanej bezpecnej stabilizacii v intervertebralnom priestore. Uvedené rieSenie
odstranuje nevyhody prednej krénej dlahy a zachovava jej prednosti. Scholz et al.
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v biomechanickej $tudii na kadaveroch zistili mensiu stabilitu klietky Zero Profile®
v anteflexii a retroflexii v porovnani s klietkami istenymi konvencnou pednou krénou
dlahou, rozdiel vSak nebol signifikantny [3]. MenSia flek€no- exten¢na stabilita klietky
s integrovanou dlahou je pravdepodobne pric¢inou rychlejSieho nastupu kostnej fuzie v
porovnani s implantaciou klietky istenej konvencnou krénou dlahou [1, 3]. Dostato¢nu
biomechanicku stabilitu klietok s integrovanou dlahou referuju aj Studie autorov Majid
et al. a Stein et al. [11, 12]. Klinické Studie udavaju uspesnost fuzie 90 - 100 % po
ACDF v jednom segmente a 70 - 100 % po dvojsegmentovej ACDF [13-15]. Scholz et
al udavaju po poucziti klietky s integrovanou dlahou a nulovym profilom incidenciu fuzie
v obdobi 12 mesiacov po operacnom vykone na urovni 97 % [16]. Dysfagia je Casta
komplikacia po ACDF. Medzi preventivne opatrenia redukujuce vyskyt pooperacne;j
dysfagie patri Setrna operacna technika, désledna hemostaza pocas operacného
vykonu a aplikacia drénu na konci operacnhého vykonu pre eliminaciu vyskytu
hematdmu v operacnej rane. Lee et al. skumali vyznam dizajnu prednej krénej dlahy
ako rizikového faktoru. Vo svojej prospektivnej studii zistili, Ze pouzitie konvencnej
krénej dlahy Zephir® (Medtronic, Sofamor Danek, USA) je spojené s nizSou incidenciou
pooperacnej dysfagie ako pouzitie dlahy Atlantis® od rovnakého vyrobcu. Autori
vysvetfuju uvedené zistenie hladSim povrchom a nizSim profilom krénej dlahy Zephir
[17]. Fogel et al. referuju v retrospektivnej analyze pacientov s perzistujucou poruchou
prehitania po implantéacii konvenénej dlahy regresiu dysfagie po jej odstraneni v 55 %
pripadov. Peroperatne nachadzali autori rozsiahle adhézie medzi pazerakom
a dlahou, pripadne prevertebralnou fasciou [18]. Vyhodné je pouzitie klietok
s integrovanou dlahou pri oSetreni degenerativnych zmien segmentu prifahlého
k segmentu s indukovanou fuziou pomocou klietky istenej konvencnou krénou dlahou,
pretoZze nie je nutné jej odstranenie. Rovnako je vhodné ich pouzitie pri hybridnych
implantaciach v kombinacii s totalnou artroplastikou. Eliminaciou konvencnej krénej
dlahy sa znizuje incidencia osifikacie prifahlych segmentov. Park et al. referuju ze
incidencia osifikacie prifahlych segmentov je nepriamo umerna vzdialenosti konca
dlahy a intervertebralneho disku prilahlého segmentu [19].

Zero Profile®

Prvym implantatom s integrovanou dlahou bola klietka Zero Profile® (Zero-P, DePuy
Synthes, Svajgiarsko, obr. 1), ktora sa sklada z tela (polyéteréterketén alebo titan),
integrovanej titanovej dlahy a Styroch uzamykatelnych fixacnych skrutiek. Dutinu
klietky je mozné vyplnit spongiéznou kostou alebo syntetickym osteokonduktivnym
materialom. Klietka sa vyraba v troch tvarovych vyhotoveniach — konvexné, lordotické
a paralelné. Medzi kontraindikacie pouzitia klietky Zero-P ® patria tazka osteoporoza,
nadorové a zapalové ochorenia chrbtice a urazy chrbtice.
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L)

Obr. 1 Intersomatickd klietka Zero Profile® (DePuy Synthes, Svajéiarsko; zdroj:
https://i.pinimg.com/originals/9b/2e/f3/9b2ef3c06ad6b043efcedb2cad3ceas8f.jpg)

Azab et al. vo svojej prospektivnej Studii hodnotili vysledky lieCby pacientov po
impInatacii klietky Zero-P® a uvadzaju, Ze je dobrou alternativou k inym fluznym
technikam, zaznamenali nizku incidenciu pooperacnej dysfagie (Ziadny pacient
neudaval poruchu prehitania 3 mesiace po operacii) a nezaznamenali komplikacie vo
vztahu k implantatu [20]. Dhir et al. retrospektivne hodnotili radiologické nalezy krénej
chrbtice po implantacii klietky Zero-P® a nezistili Ziadne komplikacie vo vztahu
k implantatu (dislokaciu skrutiek alebo klietky). Zanorenie implantatu bolo pritomné vo
vSetkych skumanych pripadoch, ale signifikantné zanorenie (>3 mm) bolo verifikované
len vo 2 % pripadov po 6 mesiacoch od vykonu [21]. Vzhlfadom k tomu, Ze klietka
Zero-P® ma v tele integrovanu dlahu, eliminuje nedostatok stand-alone klietok —
extencnu instabilitu. Zavedenie 4 fixacnych skrutiek istiacich klietku v medzistavcovom
priestore ma divergentny smer, ¢o podmieniuje urcity stupen segmentovej distrakcie
vo ventralnej Casti segmentu, a tym aj vyznamnejSi lordotizaény efekt v porovnani
s istenim klietky pomocou konvencnej krénej dlahy. Pri pouziti konvencnej dlahy
dochadza skér ku kompresii vo ventralnej Casti medzistavcového priestoru, a tym aj k
redukcii segmentovej lordézy. Vanék et al. uvadzaju, ze v obdobi 6 tyzdriov po ACDF
dochadza k vyznamnému poklesu medzistavcového priestoru oSetreného klietkou
Zero-P®, na ¢om sa spolupodiela okrem axialneho zatazenia aj uz spominana nizsia
biomechanicka stabilita uvedenej klietky v anteflexii a retroflexii. Rovnaky
mechanizmus viedol k zvySeniu segmentovej lorddzy v obdobi 6 tyzdhov po ACDF v
skupine pacientov po implantacii konvenénej krénej dlahy v désledku toho, Ze
fyziologické zatazenie pbsobilo proti tahu dlahy. Pri neskorSich kontrolach v§ak nebol
pritomny rozdiel medzi oboma skupinami v segmentovom sagitalnom profile. Celkovy
sagitalny profil nebol ovplyvneny vzhladom k tomu, Ze iSlo o implantacie v jednom
alebo dvoch segmentoch [1]. Tento nélez potvrdila aj Studia autorov Barsu
a Suchomela, ktori sledovali vyvoj sagitalneho profilu krénej chrbtice po implantacii
klietky neistenej dlahou [22]. Klietku Zero-P® sme pouzivali na naSom pracovisku od
uvedenia implantatu do klinickej praxe v roku 2009. Pouzitie Styroch fixatnych skrutiek
zabezpecuje sice dostato¢nu primarnu stabilitu klietky, pri viac ako dvojsegmentovych
implantaciach vSak predlZzuje dobu operacného vykonu. Pouzitie uvedeného
implantatu v intervertebralnom priestore C2/3 je technicky limitované a pri implantacii
v segmente C3/4 bolo technicky niekedy obtiazne zaviest fixaCné skrutky do tela
stavca C4 v dbsledku konfliktu trajektérie aplikacie skrutky s mandibulou. Podobny
problém vznikal aj v segmentoch C6/7 a C7/T1 u pacientov s hyperstenickym habitom
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a velkym obvodom hrudnika, ked bolo obtiazne implantovat fixacné skrutky do tela
proximalneho prifahlého stavca v désledku konfliktu trajektérie aplikacie fixacnej
skrutky s manubriom sterna.

Zero Profile Variable angle®

Zero Profile Variable angle® (Zero-P VA®, DePuy Synthes, Svajgiarsko, obr. 2)
predstavuje novu generaciu klietky s integrovanou dlahou. Rovnako ako pri klietke
Zero-P sa vyraba v troch tvarovych vyhotoveniach (konvexné, lordotické a paralelné).
Ku fixacii klietky v8ak sluzia len dve skrutky, ktoré sa daju zaviest pod variabilnym
uhlom aich pocCet skracuje operacny Cas pri oSetreni viacerych pohybovych
segmentov. Zavedenie skrutiek pod variabilnym uhlom umoziuje pouzitie klietky pre
oSetrenie pohybového segmentu prifahlého k primarne oSetrenému segmentu
pomocou konvencnej krénej dlahy. Na druhej strane vSak pocCet skrutiek znizuje
primarnu stabilitu implantatu v porovnani s klietkou Zero-P. Medzi vylepSenia patri aj
zmena dizajnu integrovanej titanovej dlahy, ktorej tvar determinuje presnu
ventrodorzalnu inzerciu klietky a eliminuje moznost dorzalnej dislokacie. Po nastupe
kostnej fuzie je mozZné realizovat odstranenie dlahy a skrutiek, pri su¢asnom
ponechani vlastného tela klietky v intervertebralnom priestore.

Opsenak et al. zaznamenali po implantacii ukotvenej klietky Zero - P VA dlhodoby
pokles intenzity bolesti Sije, bolesti hornych konc€atin a zlepSenie kvality Zivota
pacientov. Incidencia intersomatickej fuzie bola porovnatelna s klietkami istenymi
konvencnou krénou dlahou a nebol dokazany ziadny rizikovy faktor ovplyviujuci
uspeSnost fuzie. Vyskyt a charakter pooperacnych komplikacii v suvislosti s
operacnym pristupom bol podobny ako u inych implantatov. Nepotvrdil sa preventivny
efekt nulového profilu implantatu na incidenciu pooperacnej dysfagie. Jedinym
rizikovym faktorom pre incidenciu pooperacnej dysfagie bola preexistujuca dysfagia.
Dislokacia klietky alebo fixaénych skrutiek a zliomenie implantatu neboli zaznamenané.
Nepotvrdil sa preventivny efekt stabilizacie klietky v intervertebralnom priestore
pomocou fixatnych skrutiek na zanorenie implantatu. Zanorenie klietky nemalo
vyznamny vplyv na efekt operacnej lieCby a incidenciu intersomatickej fuzie (obr. 3).
Rizikovym faktorom pre zanorenie klietky bola denzitometricky verifikovana
osteopordza alebo osteopénia [2, 23].

Obr. 2 Nova generacia klietky s integrovanou dlahou - Zero Profile Variable angle® (zdroj:
https://www.jnjmedicaldevices.com/sites/default/files/2019-07/H1_1.png)
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Obr. 3 Zanorenie intersomatickej klietky (zdroj: https://www.thenerve.net/upload//thumbnails/nv-5-2-
33f5.gif)

ROI - C®

Zaujimavé rieSenie primarnej stability klietky prinasa klietka ROI-C® (LDR, Francuzko,
obr. 4) vo forme technologie VerteBRIDGE®. Jedna sa o unikatny systém ukotvenia
klietky v intervertebralnom priestore pomocou dvoch fixanych kotiev, ktorych
implantacia je velmi jednoducha. Nedochadza ku konfliktom s anatomickymi
Struktarami pri ich implantacii v porovnani s klietkami Zero-P® a Zero-P VA®.
Nedostatkom systému VerteBRIDGE® je v8ak nemozZnost odstranenia fixaénych
kotiev pri reviznych vykonoch bez poruSenia integrity klietky a znehodnotenia
implantatu. KonStrukcia klietky umoznuje mensi operacny pristup ako implantacia
konvencnej prednej krénej dlahy, ale aj ako implantacia inych typov klietok ukotvenych
pomocou skrutiek. Grasso et al. v roku 2018 v prospektivnej studii so sledovanim 9
rokov potvrdzuje bezpecnost uvedenej klietky aj pri dlhodobych kontrolach [24]. Bucci
et al. rovnako dokazuju pri pouzivani systému ROI-C vysoku incidenciu fuzie a nizky
vyskyt dysfagie (2,3%). Poukazuju najma na vyhody pri fuzii v urovni C7/T1, kde nie je
nutné zasahovat kaudalnejSie ako po samotny disk [25]. Len malo Studii porovnava
klinické a radiologické vysledky ACDF medzi intersomatickymi klietkami Zero-P a ROI-
C. Wu et al. uvadzaju, ze medzi klietkami ROI- C a Zero-P nebol vyznamny rozdiel
v incidencii dysfagie ani v incidencii zanorenia Kklietky. Vysledky ich prace potvrdzuju,
Ze oba uvedené implantaty dosahuju podobné klinické a radiologické vysledky.
Priemerna doba opera¢ného vykonu bola v8ak dlhSia pri klietke Zero-P, ¢o vedie
k zvySenému riziku pooperacnej dysfagie (dlhSia doba trakcie hypofaryngu a ezofagu).
Pokial neboli zaradené do Statistického hodnotenia operované segmenty C3/4 a C6/7,
nebol medzi uvedenymi klietkami vyznamny rozdiel v trvani chirurgického vykonu.
Z dlhodobého hladiska pri klietke ROl - C dochadzalo k vacSej strate operaCne
ziskanej segmentovej lordotizacie [26].
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Obr. 4 Klietka ROI-C® (LDR, Francuzko) ukotvena pomocou technoldgie VerteBRIDGE® (zdroj:
http://fr.Idr.com/english/Products/Cervical/ROIC%C2%AECervicalCage)

Zaver
Intersomatické klietky s integrovanou dlahou a nulovym profilom predstavuju
vyznamny posun v operacnej lieCbe degenerativheho ochorenia krénej chrbtice.
Poskytuju dostatoénu biomechanicku stabilitu a indukciu fuzie porovnatelné
s konvencnymi fixaCnymi systémami. Medzi ich vyhody patri redukcia incidencie
a zavaznosti poopercnej dysfagie, kratSi operacny €as a nizSia incidencia osifikacie
prilahlych segmentov.
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Abstract

Autophagy is a self-degradative intracellular mechanism that plays a key role to
remove damaged organelles and other dysfunctional cell constituents. It is involved in
maintenance of cellular homeostasis and normal cellular physiology under various
stresses. Regardless of autophagy type, it is considered as cleaning system of cells.
Autophagy is controlled by co-operation of different autophagy-related genes (ARGS).
Autophagy dysregulation can cause many pathological consequences, including
neurodegeneration, malignant tumors, Crohn’s disease, etc. Paradoxically, autophagy
sometimes plays both negative and positive roles in immunity, metabolism, cancer,
development of nervous system, infection, cardiovascular diseases, and other clinico-
morphological entilies. This short review represents the introduction to unique type of
cell death called autophagy with basic information which may arise well-deserved
interest in deeper study of topic in question.

Keywords: autophagy, ARGs, cancers

Slovo autofagia je odvodené z dvoch gréckych slov: ,auto“ znamena ,seba-“ alebo
,sam-“ a ,phagein“ znamena ,jest“. Autofagia je sp6sob bunkovej smrti, kedy
eukaryotické bunky rozkladaju svoju vlastnu cytoplazmu a organely. Tento proces sa
deje nezvyCajnym mechanizmom, ked bunky dokazu uzavriet niektoré zo svojich
vnutrobunkovych komponentov do membranového systému, ¢im sa vytvoria malé
vezikuly. Dalej st potom vezikuly transportované do lyzozémov. Autofagia teda pdsobi
ako zvlastny mechanizmus bunkovej smrti. Ale na druhej strane, niekedy ma aj
homeostaticku funkciu ato pri neletalnom bunkovom poskodeni, kedy chrani uz
poskodenu bunku pred nedostatoCnym zasobenim nutricnymi latkami recyklaciou
vlastnych proteinov a tym navodit' jej obnovu.

Podstatnd ulohu pri autofagii zohravaju autofagozémy s dvojitou membranou.
Prekurzorovymi Strukturami autofagozémov su tzv. fagofory (phagophores). Fagoféry
su derivované hlavne z ER (endoplazmatické retikulum) alebo z bunkovej membrany.
Su definované ako novovznikajuce dvojité membrany, ktorych predlZzovanim
a uzatvaranim v kone¢nom désledku vznikaju autofagozémy. Formovanie
autofagozomov si v8ak vyzaduje lipidové a proteinové substancie, ktoré su
produkované dalSimi bunkovymi organelami, napr. mitochondriami a Golgiho
komplexom [1, 2, 3]. Vznik autofagozémov a autolyzozémov znazorfiuje schematicky
Obr. 1.
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Obr. 1 Schematicky obrazok vzniku autofagozému a autolyzozému

Endoplazmatické retikulum

Akonahle su autofagozémy vytvorené, tak zacinaju pohlcovat niektoré bunkové
komponenty, napr. poSkodené proteiny alebo organely. Napokon autofagozémy
splyvaju s lyzozémami a vytvaraju autolyzozémy, kde nastava degradacia ich obsahu.
Autofagia dokaze tiez eliminovat’ baktérie a virusy, ¢o prenikli do cytoplazmy buniek
[4]. Autofagiu priamo vykonavaju tzv. autofaginy, napr. phosphatidylinositol 3- kinaza,
rodina cysteinovych proteaz a smrt’' — asociované proteiny [5]. Hlavnhou morfologickou
Crtou buniek odumretych na autofagiu je teda akumulacia autofagovych vakuol
lyzozomalneho pbvodu. Odumreté bunky su len v malej miere (alebo vdbec nie)
fagocytované makrofagmi alebo okolitymi bunkami [6, 7].

Cesty autofagovej a apoptotickej bunkovej smrti sa v niektorych €astiach prekryvaju.
Autofagia mdze zablokovat apoptdézu sekvestraciou mitochondrii. Ked su vSak
autofagické kapacity znizené, postihnuté bunky odumieraju apoptoticky. Inhibicia
molekul, ktoré sa zucCastiuju apoptézy, zmeni spOsob bunkovej smrti ato cez
autofagovy mechanizmus [7, 8].

Podfa Clarkeovej klasifikacie je autofagia tiez nazyvana ako typ Il PCD (programmed
cell death). Autofagia predstavuje enormne délezity mechanizmus programovanej
bunkovej smrti, napr. pri vyvoji neuronalnej bunkovej populacie [9].

Udrziavanie bunkovej homeostazy za fyziologickych podmienok nie je teda hlavnou
ulohou autofagie. Autofagia zohrava podstatnu ulohu v tych bunkach, ktoré su
stimulované réznymi extracelularnymi a intracelularnymi faktormi, napr. patogénmi,
hypoxiou, nedostatkom nutriCnych latok, oxidacnymi procesmi, a pod. [10, 11, 12].
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Vo vSeobecnosti mozno konstatovat, Ze autofagia predstavuje dynamicky katabolicky
mechanizmus, ktory odstrariuje hlavne nepotrebné a nefunkéné organely a proteiny
buniek [13].

Za objasnenie mechanizmu autofagie ziskal japonsky profesor Yoshinori Ohsumi
Nobelovu cenu za fyzioldgiu a medicinu v r. 2016 (Obr. 2).

;.N

(A}
-

N VI

Obr. 2 Yoshinori Ohsumi

Mitofagia

Mitofagia reprezentuje zvlastnu formu autofagie, pri ktorej su selektivne odstrariované
poSkodené mitochondrie (Obr. 3). Ide o velmi délezity kontrolny mechanizmus
mitochondrii, pretoZze defektna mitofagia spdsobuje akumulaciu nefunkénych /
poSkodenych mitochondrii s naslednou tvorbou ROS (reactive oxygen species), ¢o
vyustuje v koneCnom désledku do poskodenia bunky. Mitofagia je nezastupitelna aj
v pripadoch, kedy poc¢et mitochondrii v bunke musi byt zredukovany, napr. pri hypoxii
alebo erytropoéze [14, 15].
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Obr. 3 Schématické znazornenie mitofagie

Autosis

Autosis predstavuje podtyp autofagovej bunkovej smrti, ktora je navodena
nedostatkom nutri€nych latok v bunke alebo Tat-Beclin1 proteinom (pozostava z HIV-
1 Tat domény [PTD], ktora je naviazana na 18 aminokyselin proteinu beclin 1).
Morfologickymi prejavmi autosis su fragmentované ER, zvySena adherencia
bunkovych substratov, mierna kondenzacia chromatinu a opuch v perinuklearnej zéne
bunky [3].

Autofagia a nadory

Na fyziologickej urovni predstavuje autofagia kontrolny mechanizmus bunky, ktory
odstranuje poskodené vnutrobunkové Struktury a proteiny hromadiace sa vplyvom
réznych stresovych stimulov. Zabraruje tym chronickému poskodeniu bunky / tkaniva.
Jednym z najdélezitejSich proteinov v regulacnej masinérii autofagie je Beclin-1,
pretoze hra podstatnu ulohu pri tvorbe fagoférov a autofagozémov [16, 17]. Znizené
hladiny proteinu Beclin-1 boli zistené pri réznych typoch nadorov, napr. karcinomy
kr€ka maternice, ovaria, prostaty, prsnika a dalSich [16, 18, 19]. Beclin-1 mozno teda
pokladat za tumor supresorovy protein. Podobnu funkciu maju aj dalSie proteiny, tieto
pdsobia v kombinacii s Beclin-1 ako nadorové supresory a pozitivne ovplyviuju aj
samotnu autofagiu, ide o Bif-1 (Bax — intereacting factor 1) a UVRAG (UV radiation
resistance associated gene). Ich Ubytok ma priamo negativny vplyv na tvorbu
autofagozomov a autofagiu, o mbze spdsobit zvySenie proliferacnej aktivity
v nadorovych léziach Zaludka, hrubého €reva, prostaty a prsnika [20, 21, 22, 23].
Okrem Beclinu-1, aj dalSie ATG proteiny sa =zuc€astiuju na regulacnych /
deregulaénych drahach autofagie. Napr. deficiencia ATG2, ATG5, ATG9 a tiez ATG12
bola detekovana v karcindbmoch Zaludka a hrubého Creva [24].

Délezitu ulohu v karcinogenéze zohravaju aj mitochondrie. Ak su poskodené, mézu
vyrazne zvySovat produkciu ROS, ¢o ma stimuladny uc€inok na vznik nadorovych
ochoreni. Funkéna autofagia dokaze regulovat mnozstvo a u€inok ROS a tym
prispieva ku aktivite inhibicnych mechanizmov vzniku nadoru [25, 26].

Paradoxne, v rozvinutych $tadiach nadorového procesu pésobi autofagia stimulacne
na prezivanie malignych buniek, rast nadoru a vznik sekundarnych metastaz.
V podstate autofagia zmierfiuje nasledky rdéznych stresovych situacii na nadorové
bunky tym, Ze zvySuje ich toleranciu, zabezpeli vhodné nutricné prostredie
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a vyraznym sposobom vyrovnava ich metabolické poziadavky recyklaciou vlastnych
intracelularnych komponentov. Ako vhodny priklad méze sluzit fokalne hypoxické
loZisko v nadorovom tkanive, kde je autofagia indukovana ku vacsej aktivite
a zabezpeCuje prezivanie buniek a znizuje posSkodenie nadorovych elementov
zapalovymi procesmi [27, 28].

Mozno teda konStatovat, Ze =z pohladu onkolégie predstavuje autofagia velfmi
zaujimavy typ programovanej bunkovej smrti. Prejavuje sa dvojakym spésobom a to
v zavislosti od Stadia onkologického ochorenia. V skorej karcinogenéze zabraruje
autofagia vzniku a progresii nadoru, avSak v neskorSich stadiach stimuluje rast nadoru
a prezivanie buniek. Takisto ovplyviiuje agresivitu procesu tym, Ze ovplyviuje
vytvaranie metastaz [29].
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