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Abstrakt

Chronicka lymfocytova leukémia (CLL) je v zapadnych krajinach najcastejsic sa
diagnostikujtuce leukemické ochorenie. Diagnoza ochorenia CLL a uréenie jeho $tadia
podl'a Raia (Rai et al., 1975) a/alebo podla Bineta (Binet et al., 1981) predstavovali
tradicne zdkladnu pre definiciu terapeutick¢ho postupu. V shcasnosti sa do tejto
platformy stabilne zakomponovala cytogenetickd a geneticka charakteristika malignych
buniek ako rozhodujuci faktor pre stanovenie individualnej progndzy ochorenia a tym aj
Specifikdciu  optimalneho terapeutického zasahu. Najcastejsimi cytogenetickymi
abnormalitami CLL buniek st del(13q), +12, del(11q22-23) a del(17p). V poslednej
dobe sa v ramci genetického vySetrenia ochorenia CLL poukazuje na mimoriadny
vyznam analyzy mutaéného stavu onkogénu/tumor-supresorového génu TP53. Jedna sa
o geneticky parameter ktorého prognosticky vyznam je negativny a sucasne sa javi byt
nezavisly od vsetkych horeuvedenych genetickych a cytogenetickych faktorov.
Predlozend Stadia analyzovala mutaény stavu TPS53 génu u 11 pacientov s ochorenim
CLL. Vysledkom bol nalez mutdcie A86T, ktord vo svete doteraz este nebola popisana.

Uvod

Chronicka lymfocytova leukémia (CLL) je v zdpadnych krajinach najcastejsie sa
diagnostikujice leukemické ochorenie. Typicka CLL sa primarne manifestuje v Kostne;j
dreni odkial’ sa klon postupne rozsiruje do periférnej krvi a usadza v lymfatickych
uzlinach peceni a slezine. Jednad sa teda o lymfatické systémové ochorenie ktoré sa
vzacne mdze manifestovat’ aj extranodalne, najcastejdie v kozi, CNS a meningoch.

CLL nema ziadne typické priznaky ktoré by nam umoznili jej okamzité
rozpoznanie. Casto je zachytena v ramci rutinného vysetrenia v bez-symptomatickom
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Stadiu pricom podiel takto zachytenych pacientov predstavuje takmer 2/3 vsetkych
novodiagnostikovanych ochoreni CLL. Priblizne 20% novodiagnostikovanych CLL
pacientov subjektivne uddva nocné potenie, stratu hmotnosti a navaly tepldt ¢o sa
zvykne sumadrne nazyvat' ako B-symptomatologia. 7 d'al§ich symptomov byva
pritomna celkova (nava a zatazova dychavicnost, ktora pravdepodobne odraza
pritomnd anémiu. Okrem tychto subjektivnych symptomov byva ¢asto pritomna
lymfadenopatia rozneho stupna, méze byt pritomna aj hepato-splenomegélia a asi u
tretiny pacientov aj rozne prejavy autoimunitného procesu postihujiceho najcastejdic
erytrocyty (autoimunohemolyza) alebo trombocyty (autoimunotrombocytopénia).

Morfologicky je typicka forma CLL charakterizovana pritomnostou .typickych
CLL buniek®. Jedna sa o malé lymfatické bunky s kompaktnym jadrom u ktorého je iba
zriadka pozorovany nukleolus alebo naStiepenia. Jadro je obklopené tenkou
cytoplazmou v ktorej sa pri mikroskopickom pozorovani nevyskytuji ziadne vakuoly.
V pripade vyskytu SirSej cytoplazmy a asymetrickej polohe jadra v bunke sa hovori
otzv. lymfoplazmocytoidnej diferencidcii a v takomto pripade je potrebnd
imunofenotypova analyza bunick z dovodu diferencialnej diagnostiky inych nizko
malignych NH-lymfomov. Imunofenotypicky sa zachyti u viac ako 95% pripadoch CLL
klonalna expanzia B-buniek a iba v 5% T-buniek, no napriak tomu vykazuji aj maligne
B-bunky koexpresiu T-bunkového znaku CDS pri absencii inych pan-T-markerov.
Okrem toho st maligne B-bunky typicky oznacené CDI19, CD23 a slabo alebo vobec
nie CD79b, CD22 a FMC7 (Dunphy, 2004; Quijano et al., 2008).

Diagno6za ochorenia CLL a ur¢enie jeho stadia podla Raia (Rai et al., 1975) a/alebo
podla Bineta (Binet et al., 1981) predstavovali tradi¢ne zakladiu pre definiciu
terapeutick¢ho postupu. V stcasnosti sa do tejto platformy stabilne zakomponovala
cytogeneticka a geneticka charakteristika malignych buniek ako rozhodujtci faktor pre
stanovenie individudlnej prognézy ochorenia a tym aj 3Specifikdciu optimalneho
terapeutického zasahu. Najcastej$imi cytogenetickymi abnormalitami CLL bunick,
vySetrovanymi hlavne metodikou fluorescenénej in-situ hybridizacie (FISH), st delécia
a/alebo translokacia génu pre IgH (t/del 14q32), delécia dlhého ramienka chromozomu
13 (del(13q)), trizomia chromozému 12 (+12), delécia aseku chromozomu 11
(del(11q22-23)) a delécia kratkecho ramienka chromozomu 17 (del(17p)). Kym
prognosticky vyznam aberacie +12 je nejasny, pritomnost’ najcastejsie sa vyskytujicej
cytogeneticke) aberacie del(13q) je spojeny s dobrym priebehom ochorenia
a prezivanim pacientov 10 rokov a viac. Agresivnejsi priebeh ochorenia oznacuje
pritomnost’ del(11922-23) a del(17p), ktord je navySe spajana s vyskytom rezistencie na
chemoterapiu (pozri napr. Byrd et al., 2004; Zenz et al., 2008; Salin et al., 2008).
Analyza poslednych dvoch genetickych aberdcii umoznuje pohl'ad do patogenézy
ochorenia pretoze v deletovanych oblastiach chromozému 11 respektive 17 sa
nachadzaju dolezité tumor-supresorové gény ATM respektive TPS53. Tak napriklad
protein TP33 reguluje bunkovi odpoved’ na stres, onkogénnu aktivaciu ako aj
poSkodenie DNA v zmysle vyuzitia mechanizmu kontroly bunkového cyklu a apoptdzy.

37



ZBORNIK ODBORNYCH A VEDECKYCH PRISPEVKOV PROJEKTOV Z0O SF EU

Z toho dévodu je prave jeho strata povazovana za zodpovedni, minimélne z Casti, za
zly priebeh a prognézu ochorenia CLL u pacientov s del(17p) (pozri napr. Olivier et al.,
2009 a referencie v nej).

7 genetickych faktorov  vySetrovanych u ochorenia CLL predstavuje
najvyznamnejSiu Glohu vySetrenie muta¢éného stavu variabilnej domény tazkych
refazcov imunoglobulinového VH génu. U pacientov s nemutovanym VH génom je
priebeh ochorenia CLL nepriaznivy a rapidne progreduje zatial'¢o pacienti s mutovanym
VH génom maji pomall progresiu ochorenia a dlhé prezivanie (pori napr. Byrd et al.,
2004 a referencie v nej). V poslednej dobe sa v ramci genetického vy3etrenia ochorenia
CLL poukazuje na mimoriadny vyznam analyzy mutaéného stavu génu TP53. Jednd sa
0 geneticky parameter ktorého prognosticky vyznam sa javi byt nezdvislym od
vietkych horeuvedenych genetickych a cytogenetickych faktorov.

Tak napriklad v aktudlnej mohutnej s$tadii autorov Dicker a kol. (2009) bolo
analyzovanych 193 pacientov s CLL na pritomnost’ mutdcii v géne TP53 ako aj inych
(cyto)genetickych Iézii. Zistilo sa ze 13.5% pacientov vykazovalo mutacie v TP53 géne
a 7ze u tychto pacientov bola vyznamne znizena doba medzi stanovenim diagnozy
ochorenia a zaciatkom terapie v porovnani s pacientmi s nemutovanym TP53. Sumérne
sa v tejto Stadii zistilo, Ze TP53 mutény status, rovnako ako aj VH-status, je nezavislym
prediktorom rapidnej progresie ochorenia. K podobnym zaverom sa dopracovala
paralelnd objemna 3tadia talianskych autorov (Rossi et al., 2009), analyzujica 308
pacientov s CLL na pritomnost’ TP53 mutacii a aberacie del(17p). Z tejto $tudie
jednoznacne vyplynulo Ze pacienti s CLL bez ohl'adu na typ TP33 aberdcie, teda ¢i iba s
TP53 mutaciami alebo iba s del(17pl13) alebo s obomi léziami, uniformne vykazuju
kratke prezivanie a rezistenciu na terapiu. Navyse, sekvenénym analyzovanim DNA
vzoriek pacienta sa zistil ndrast novych mutacii v TP53 géne korelujici s nastupom
rezistencie ochorenia na terapiu.

Predlozena Stadia analyzovala mutacny stavu TP53 génu u 11 pacientov
s ochorenim CLL. Vysledkom bol ndlez mutacie A86T, ktord vo svete doteraz eite
nebola popisana.

Vysledky

VySetrili sme mutacny stav 11 pacientov s ochorenim CLL. Vysledky tejto analyzy
sumarizuje Obrdzok 1. U jedného pacienta sme nadli mutaciu A86T v oblasti proteinu
bohatej na prolin (PD). U piatich pacientov sme nasli pritomnost’ polymorfizmu P72R
zatalCo zvySné vySetrované vzorky nevykazovali Ziadnu odchylku od referenénej
sekvencie génu TP53.
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(X

1 5 m bez patologickej mutdcie

2 77 m bez patologickej mutdcie
's B m ABET v PD (6CA>ACA)!
| 4 74 nm bez patologickej mutdcie, P72R
! 5§ 71 m bez patologicke j mutdcie, P72R
i 6 76 m bez patologickej mutdcie

7 63 z bez patologicke mutdcie
| 8 79 2 bez patologickej mutdcie
! 9 65 % bez patologickej mutdcie, P72R
! 10 75 z bez patologickej mutdcie, P72R
; i1 79 z bez patologicke | mutdcie P72R

Obrazok 1. Vysledok muta¢nej analyzy TP53 u 11 vzoriek pacientov s ochorenim CLL.
V hornej Casti obrazku sa nachddza schématicky pohl'ad na protein ZP53 so vetkymi
jeho doménami. Prvy &iselny stipec v lavej &asti obrazku oznaluje poradové ¢islo
vzorky od 1 do 11. Druhy stipec z l'ava oznacuje vek pacienta a treti stipec z lava
oznacuje pohlavie pacienta ako m-muzské a z-zenské. Ku kazdému pacientovi je
priradeny v pravej Casti panelu vysledok vy3etrenia TP53. U jedného pacienta sme nasli
mutaciu A86T v oblasti proteinu bohatej na prolin (PD). U piatich pacientov sme nasli
pritomnost’ polymorfizmu P72R zatal'¢o zvy$né vySetrované vzorky nevykazovali
ziadnu odchylku od referenc¢nej sekvencie génu TP53.

Diskusia
V predloZzenej $tadii muta¢ného stavu génu pre TP53 u 11 pacientov s ochorenim

CLL sme zachytili u jedného z nich mutdciu pozostavajicu z vymeny aminokyseliny
Arginin na pozicii 86 proteinu TP53 za Treonin (A86T, Obr. 1). Mutacia sa nachadza v
doméne proteinu TP53, oznacovanej ako PD-*proline rich domain®. Porovnanie tejto
mutdcie s verziou-13 TP53 mutaénej databazy na ..,JARC* bolo negativne. I$lo pre nas o
prekvapivé zistenie, pretoze spominana databaza disponuje 24785 somatickymi a 423
hereditarnymi mutdciami génu TP53, zozbieranymi z celého sveta. Databdza dalej
uvadza ze nami zistend mutdcia by nemala mat’ negativny efekt na .splicing®
a transkripéna aktivitu TPS3 proteinu. Co je zaujimavé, spomenuta databaza udava
potencidlny negativny dopad na Struktiru a funkciu proteinu. Znamena to, 7e by sa
eventudlne mohlo jednat’ o mutaciu s negativnym dopadom na funkciu TP53 a teda aj
na priebeh ochorenia CLL u nositela tejto mutéacie (pre popis vplyvu mutdcii v TP53 na
ochorenie CLL prozri referencie velkych studii, uvedenych v Uvode). Zaujimavostou
tiezZ je, ze nositel tejto mutdcie je najmlad$im pacientom z nadej vySetrovanej skupiny
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(Obr. 1) a tiez pacientom ktory okrem genetickej aberacie TP53 mad aj pozitivny nalez
pre iny negativny cytogeneticky marker 11q22. Z pohladu vyskumného timu aktualne
premys$lame o dizajne experimentalneho pristupe, ktory by nam vyznam spomenutej
novej mutacie v géne TP53 pomohol objasnit’.

Material a metody
MeneZment vySetrovanych vzoriek
Na predlozenej Stadii sme pouzili vzorky 6 pacientov (vek: 51, 57, 71, 74, 76 a 77

rokov) a 5 pacientiek (vek: 63, 65, 75, 79 a 79 rokov) s ochorenim CLL. Vsetky
vySetrované vzorky pacientov boli zasielané z krajskej Kliniky hematologie
a onkohematologie v KoSiciach do laboratoria lekarskej genetiky SEMBID.s.r.o. na
rutinné vysetrenie CLL-asociovanych cytogenetickych aberacii t/del 14q32 , del(13q),
+12, del(11q22-23), del(17p) a molekulovo biologickej analyzy rearenzmentov IgH. V
laboratériu  SEMBID,s.r.o. bola zriadenda kompletnd dokumentdcia vzoriek
a laboratorium zodpoveda za ich manazment v ramci predlozenej stadie.

Analyza mutacného stavu TP53
Pri analyze génu TP53 vySetrujeme jeho celt koduju oblast’ (11 exdnov) a pril'ahlé

intronické useky. Z izolovanej genomickej DNA amplifikujeme cely gén v 6
fragmentoch ktoré sa potom podrobuji sekvenac¢nej analyze na DNA analyzatore
ABI310 podla standardnych protokolov.
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Abstrakt
Minimélne 18 geneticky podmienenych neurologickych a svalovych chordb l'udi

mé pricinu v expanzii kratkych opakujicich sa sekvencii v genéme ¢loveka nazyvanych
tiez Short Tandem Repeats (STR). Expanzia STR markerov sa diagnostikuje metodou
fragmentacnej analyzy nazyvanej tiez QF-PCR (kvantifikaénd fluorescenénd PCR).
V nasom laboratoriu touto metodikou diagnostikujeme ochorenie Chorea Huntington
(HD), Friedreichova ataxia (FA) a %est typov spinocerebeldrnych ataxii (SCA).
V priebehu 2 rokov bolo u nds vy3etrenych 16 pacientov s podozrenim na ochorenia
FA, pricom u jedného pacienta bola diagnostikovana FA a u jedného pacienta najdena
jedna expandovand alela. V rovnakom ¢ase sme analyzovali 10 pacientov s HD, pri¢om
u 4 bolo toto ochorenie potvrdené. S diagnézou spinicerebeldrnych ataxii sme
v priebehu dvoch rokov vy3etrili 15 pacientov, pricom u jedného bola potvrdena
diagnoza SCA3.

Uvod

Minimalne 18 geneticky podmienenych neurologickych a svalovych chordb l'udi
ma pri¢inu v expanzii kratkych opakujucich sa sekvencii v genome ¢loveka nazyvanych
aj Short Tandem Repeats (STR). Jednou z tychto ochoreni je aj Friedreichova ataxia
(FA) predstavujica autozomalne recesivne ochorenie, u ktorého sa vysetruje relevantnd
oblast’ génu pre Frataxin. V tejto oblasti spomenutého génu sa nachadza GAA — triplet,
pricom u zdravého jedinca je ich pocet medzi 7 — 22, zatial'¢o postihnuti jedinci ich
maji 200 az 900 (Delatycki et al., 2000). Dal$im zndmym ochorenim z tejto skupiny je
Chorea Hungtington (HD), autozomélne dominantné ochorenie u ktorého sa vysetruje
CAG-triplet v relevantnej oblast’ génu Huntingtin, lokalizovaného na chromozéme 4.
Normou je pocet tripletov niz3i ako 35, patologickych je viac ako 39 CAG-tripletov
(Margolis a Ross, 2003). Dal3ou nie menej vyznamnou skupinou neurodegenerativnych
ochoreni s expanziou tripletov v konkrétnom géne s autozomalne dominantné
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ochorenia nazyvané ako spinocerebelarne ataxie (SCA; Freund et al, 2009). V ramci
nich sa definuje napriklad spinocerebeldrna ataxia 1 (SCA1) SCA1 u ktorej maji zdravi
Jjedinci pod 36 CAG-tripletov v géne pre Ataxin 1, lokalizovanom na chromozdéme 6,
zatial'¢o patoldgiu predstavuje pritomnost’ viac ako 40 CAG-tripletov. U SCA2 maju
zdravi jedinci pod 32 CAG-tripletov v géne pre Ataxin 2, lokalizovanom na
chromozéme 12, zatial'¢o patoldgiu oznacuje pritomnost 33 az 77 CAG-tripletov. U
SCA3 maji zdravi jedinci medzi 12-40 CAG-tripletov v géne pre MJD, lokalizovanom
na chromozéme 14, zatial'¢o patolégiu oznacuje pritomnost’ viac ako 55 CAG-tripletov.
U SCA6 maja zdravi jedinci medzi 8 az 18 CAG-tripletov v géne pre kalciovy kanal
CACNLIA4,  lokalizovanom na chromozéme 19, zatial¢o patolégiu oznacuje
pritomnost’ medzi 33 az 77 CAG-tripletov. U SCA7 maji zdravi jedinci medzi 7-17
CAG-tripletov v géne pre Ataxin 7, lokalizovanom na chromozome 3, zatial'¢o
patologiu oznacuje pritomnost’ 38 az 130 CAG-tripletov. U SCA17 maju zdravi jedinci
medzi 25-42 CAG-tripletov v géne pre TATA BP, lokalizovanom na chromozome 6,
zatial'¢o patolégiu oznacuje pritomnost vyse 44 CAG-tripletov.

V' predlozenej Studii sme vySetrovali vzorky 16 pacientov s podozrenim na
ochorenie FA, 10 pacientov s podozrenim na ochoreniec HD ako aj 15 pacientov
s podozrenim na ochorenie SCA.

Vysledky

VySetrili sme mutacny stav relevantnych génov u 16 pacientov s podozrenim na
ochorenie FA, 10 pacientov s podozrenim na ochorenie HD ako aj 15 pacientov
s podozrenim na ochorenie SCA. Vysledky tejto analyzy sumarizuje Tabulka 1.
Ujedného pacienta bola diagnostikovand FA, u jedného pacienta ndjdend jedna
expandovand alela .FA génu“, u 4 pacientov bolo diagnostikované ochorenie
Hungtingtonova Chorea a koneéne u jedného pacienta sme potvrdili expanziu CAG-
tripletu v géne MJD zodpovednii za ochorenie spinocerebeldrne ochorenie typu 3.

Fiedreichova ataxia: Alela 1 Alela 2
Zdravi jedinci 7+2  az 22+2 GAA-tripletov
I. pacient s jednou exp. al. 8+2 a ~500 GAA-tripletov

(7, vek 33 rokov)

Diagnostikovana FRDA

2. pacient (Z, vek 23 rokov) ~200 a ~330 GAA-tripletov
Huntingtonova chorea: Alela 1 Alela 2
Zdravi jedinci 1242 az 2942 CAG-tripletov
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Diagnostikovana Chorea Huntington

I. pacient (M, vek 67 rokov) 14£2 4242 CAG-tripletov
2. pacient (M, vek 31 rokov) 272 50+2 CAG-tripletov
3. pacient (Z, vek 29 rokov) 23+2 53+2 CAG-tripletov
4. pacient (M, vek 25 rokov) 2242 57+2 CAG-tripletov
Spinocerebelirna ataxia: Alela 1 Alela 2
Zdravi jedinci SCAI 27+1  az 32+1 CAG-tripletov
SCA2 191 az 28+1 CAG-tripletov
SCA3 14£1 az 29+1 CAG-tripletov
SCA6 3x1  az 1241 CAG-tripletov
SCA7 542  az 11£2 CAG-tripletov
SCA17 34+1 az 41=1 CAG-tripletov
Diagnostikovana SCA3 361 a 72+1 CAG-tripletov

I. pacient (Z, vek 33 rokov)

Tabulka 1. Vysledok fragmentatnej DNA analyzy jednotlivych pacientov
zameranej na diagnostiku ochorenia Friedreichova ataxia (FA), Huntingtonova chorea
(HD) alebo spinocerebelarna ataxia typu SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 a SCAI17.
Udany je aj vek pacienta a jeho pohlavie ako M-muzské a Z-zenské. Ku kazdému
pacientovi je priradeny v pravej Casti panelu vysledok vysetrenia v podobe zisteného
poctu tripletov v prvej a druhej alele vySetrovaného génu. U jedného pacienta bola
diagnostikovand FA, u jedného pacienta ndjdena jedna expandovana alela ,,FA génu®,
u 4 pacientov bolo diagnostikované ochorenie HD a kone&ne u jedného pacienta sme
potvrdili expanziu CAG-tripletu v géne MJD zodpovednii za ochorenie SCA3.

Diskusia

V predlozenej Stadii STR tripletov v génoch zodpovednych za jednotlivé typy
neurodegenerativnych ochoreni u indikovanych pacientov sme u jedného pacienta
diagnostikovali FA, u jedného pacienta bola ndjdena jedna expandovana alela ,FA
génu®, u 4 pacientov bolo diagnostikované ochorenie HD a koneéne u jedného pacienta
sme potvrdili expanziu CAG-tripletu v géne MJD zodpovedni za ochorenie SCA3.
U vdcsiny pacientov, ktori boli u nas indikovani na vysgie spomenuté fragmentacné
DNA vySetrenia, sa opakovala symptomatologia asto zahriiujica skory nastup
ochorenia s neistou chddzou, poruchou rovnovahy, dysartriu, parézu dolnych konéatin
rozneho stupna, areflexiu a/alebo poruchy hibkovej citlivosti. Casto sa pripajali poruchy
pyramidovych drdh, skoliéza alebo kardiomyopatia. Z ostatnych pridruzenych
symptomov sa nickedy pozorovala aj atrofia optického nervu, nystagmus, porucha
sluchu alebo dokonca cukrovka. Za tychto podmienok dost' difuznej a malo
nespecifickej symptomatolégie sa javilo fragmentacné DNA vy3etrenie jednotlivych
usekov génov pre Frataxin, Huntingtin alebo jednotlivé SCA-3pecifické gény z nasho
vySetrovancho portfolia ako unikitna diagnostickd pomdcka, ktora bola schopna nielen
potvrdit’ diagnézu neurodegenerativneho ochorenia ale aj presne zaspecifikovat' jeho
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typ. Tento nalez znamenal pre lekdrov presnt informaciu, ktord mu pomohla nastavit
pacienta na ochorenie-$pecificka liecbu a z pohladu klinického genetika iniciovala
podrobnt rodinni anamnézu pacienta s cielom ¢o najpresnejsicho informovania
pacienta o moZnom priebehu ochorenia pripadne o riziku, ktoré toto ochorenie moze
predstavovat’ pre jeho potomstvo. V zmysle tychto Gspechov pracujeme na rozsireni
portfolia vySetrovanych génov zodpovednych za jednotlivé typy neurodegenerativnych
ochoreni ako aj na vyskumnych tlohdch spojenych s problematikou neurodegenerdcic.
Vysledky tychto snazeni budd predmetom nasleujicich stadii.

Material a metody
MeneZment vySetrovanych vzoriek
Na predlozenej Stadii sme pouzili vzorky 16 pacientov s podozrenim na ochorenie

FA, 10 pacientov s podozrenim na ochorenie HD a 15 pacientov s podozrenim na
ochorenie SCA. V3etky vySetrované vzorky pacientov boli zasielané z prislusnych
ambulancii klinického genetika v Presove alebo Kosiciach do laboratéria lekarskej
genetiky SEMBID, s.r.o.. V laboratériu bola zriadena kompletna dokumentacia vzoriek
a laboratérium zodpoveda za ich manazment v rédmci predlozenej studie.
Fragmentacnd DNA analyza Specifickych tisekov jednotlivich génov

Pri analyze génov pre Frataxin, Huntingtin, Ataxinl, Ataxin 2, MID gén,
CACNLI1A4, Ataxin 7 a TATA BP vysetrujeme konkrétny tsek génu na pocet GAA
(FA) alebo CAG tripletov. Z izolovanej genomickej DNA amplifikujeme konkrétny
usek génu pomocou metodiky PCR ktory po naslednej purifikdcii podrobujeme
fragmentaénej DNA analyze na DNA analyzatore ABI377 podla Standardnych
protokolov.,
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Abstrakt
Fluorescen¢ny metaboléom mocu bol definovany ako fluorescenény koncentracény

profil vytvoreny snimanim synchrénneho excitaéného spektra, ktory bol graficky
spracovany do fluorescenénej koncentraénej matrice. Koncentraina matrica unikatne
riesi problém koncentragnej réznorodosti mocov a zéroveii poskytuje diagnosticky
hodnotné informacie o jeho kvantitativnom aj kvalitativnom zloZeni. Porovnanim
grafického zéznamu  skimaného mocu s definovanym $tandardnym metabolickym
profilom je mozné aj bez detailného poznania zloZenia okamzite identifikovat
odlisnosti. Vizualizacia zlozenia mocu prind$a nové diagnosticky vyznamné informacie,
ktoré dopir’aaj(; vysledky klasickej analyzy.

KPicové slova: fluorescencia, mo¢, metabolém, synchrénne spektrum, koncentraéna
matrica

Uvod

Biologické tekutiny st jedine¢nym zdrojom informécii o stave organizmu.
Kompletny kvalitativny a kvantitativny stubor vietkych pritomnych metabolitov sa
nazyva metabolom a jeho zlozenie je vysledkom metabolickych procesov, ktoré
prebichaji v organizme.

Na stidium metabolomu sa vyuzivaji rézne analytické pristupy: cielena analyza
metabolitov (Villas-Boas et al., 2007), metabolomika (Van a Veenstra, 2009: Villas-
Boas et al., 2007, Ellis et al., 2007; Weckwerth a Morgenthal, 2005; Dunn a Ellis,
2005), metabonomika (Robertson, 2005; Ellis et al., 2007), metabolitové profilovanie
(Sweetlove et al., 2003), &i metabolitové odtlackovanie — fingerprinting. Stratégie bez
individudlneho uréovania identity metabolitov st oznacené ako metabolicky ,.printing*.
Metabolitové odtlackovanie (fingerprinting) je nedpecificka analyza zaloZena na
snimani spektier rozneho typu, ktoré poskytuji ,odtlacky prstov* metabolitov a su
efektivnym ndstrojom v porovnavan{ a triedeni vzoriek. Aplikacia tejto stratégie je
zalozend na vizualizacii zloZenia a vyzaduje porovnavaci etalon na identifikaciu

28



ZBORNIK ODBORNYCH A VEDECKYCH PRISPEVKOV PROJEKTOV Z0 §F EU

odliSnosti. Fingerprinting neposkytuje klasické informécie o ur¢itych metabolitoch.
Vyhodou metabolitového fingerprintingu je, Zze bez chromatografickej separdcie
a komplikovanej detekcie poskytuje hodnotné informécie o metaboléme analyzovanej
vzorky. Je vhodné najmi na rychlu klasifikaciu ur¢itych typov vzoriek, na diagnostické
ucely alebo ako skriningova metdda (Fiehn, 2001; Ellis et al., 2007).

Fluorescenéna  profilovda analyza na zaklade trojrozmerného  snimania
fluorescenénych spektier definuje zloZenie metabolomu vo forme ,.obrazku® ako
fingerprint. Porovnanim grafického zdznamu analyzovanej vzorky s fingerprintom
Standardu je mozné okamzite odhalit’ kvalitativne aj kvantitativne zmeny v zlozeni
metabolomu. Odhalenie patologického procesu umoziuje priradenie fluorescenénych
parametrov ku konkrétnym metabolitom.

Mot ako celok sa vyznaCuje modro-zelenou fluorescenciou (Leiner et al., 1987).
Viacer¢ zlozky mocu fluoreskuju, ale nie vietky boli identifikované z hladiska
chemickej Struktary. Najzndmejsie z nich st metabolity tryptofanu, katecholaminov
a porfyriny (Goiffon, et. al., 2009; Meijer et al., 2000).

Moc¢ ako fluorescenény metabolém, je mimoriadne komplikovany analyticky

systém, pretoze koncentracie jednotlivych fluoroférov v moéi sa radovo ligia a navyse
umocu sa meni aj obsah vody, takze aj samotny mo¢ ako celok koncentracne variruje
v zavislosti od pitného rezimu, pripadne koncentraénej schopnosti obliiek.

Na vizualizéciu zloZenia mocu bola aplikovanad $pecidlna technika snimania
fluorescencie, tzv. synchrénne fluorescenéné spektrum AL = 30 nm) (Dubayova, et al.,
2003), ktoré  bolo snimané pri systematicky, geometrickym radom sa meniacich
koncentraciach vzorky mocu Vysledkom pocitacového spracovania je obrazok -
fluorescencnd  koncentraénd matrica, ktord vyjadruje vztah medzi intenzitou
fluorescencie, excitaénymi vinovymi dizkami a riedenim mocu (Kusnir et al., 2005).

Materiil a metody
Ranny moc¢ gynekologickych pacientiek vy3etrenych v laboratériu SEMBID

a dobrovolnych zdravych jedincov. Dopliujice udaje boli ziskané z chorobopisov
a z dotaznika, ktory pacientky aj dobrovornici vyplnili. V dotazniku boli udaje o uzivani
lieckov, vitaminov, pripadne inych skuto¢nostiach, ktoré by zdvaznym sposobom mohli
ovplyvnit' fluorescenénti analyzu mocu. Suhlas so spracovanim tdajov bol potvrdeny
vlastnoru¢nym podpisom.

Patologické zlozky mocu (proteiny, glukoza, ketolatky, zIcové farbiva, krv) a pH
boli semikvantitativne stanovené diagnostickymi prizkami Heptaphan.

Fluorescenénd analyza mocu (Fluorescenény spektrofotometer Perkin Elmer Model
LS55 softvar FLWinlab, excita¢nd/emisnd $trbina 5/5 nm, kremenna kyveta irky 1 cm,
skenovacia rychlost monochrométorov 20 nm/s.). Vzorka moéu bola centrifugovanda 10
min (10 000 otd¢ok za minitu) a ndsledne riedena ultragistou vodou v pomere 1:1
geometrickym radom. Zo série riedeni bola vytvorena fluorescenénd koncentraéna
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matrica snimanim synchrénnych spektier s konstantne nastavenym rozdielom vinovych
dizok AL = 30 nm. Fluorescencia bola vyjadrend ako funkcia excitatnej vinovej dizky
vrozsahu 250 — 550 nm. Koncentraéné matrice predstavuju trojrozmerny priestorovy
atvar, ktorého kolmym priemetom do roviny ohranicenej osou excitaénych vinovych
dizok (hex) a 0sou riedeni sa zobrazi Jeho dvojrozmerna projekcia, tzv. koncentracna
matrica. Os y predstavuje zaporny dekadicky logaritmus objemového zlomku moéu pg
= -log ¢ pri danom riedeni (analégia pH). Hodnota jednej vrstevnice predstavuje 5%
celkovej fluorescencie. Suradnicovy systém koncentra¢nej matrice: os x - Aex: 05 y - po.
(Kusnir et al., 2005). Koncentra¢nd matrica bola transformovana do jednoduchého
grafického profilu vlastnym autorskym programom.

Vysledky a diskusia
Koncentratnd fluorescenéna matrica mocu  (obr. [) informuje o celkovej

koncentracii moc¢u ako takého, resp. mnozstve vody v moci, o kvalitativnom aj
kvantitativnom zlozeni fluorescenéného metabolému. Pre maximalne vytazenie
informécii o vzorke mocu je nevyhnutna spravna interpretacia grafickych charakteristik

koncentraénej matrice. Suradnica x — excitaéna vinova dizka Jje kvalitativnou
charakteristikou fluoroférov (fluorescenénych metabolitov), siradnica y - pe informuje
0 mnozstve vody vo vzorke mocu (tzv. hustota mocu) astradnica z — intenzita

fluorescencie je kvantitativnou charakteristikou fluoroforov (¢im vacsi pocet vrstevnic,
tym vys3ia koncentracia fluoroforu).

Koncentracia mo¢u. Mnozstvo vody v mogi Je udaj, ktory zavisi od prijmu tekutin
a celkového vyluéovania vody oblickami. Hodnoty pg jednotlivych fluorescenénych
centier zdvisia od zakladnej — vstupnej koncentracie vzorky mocu. Hustej$i mo¢ ma
vy3Sie hodnoty po, redsi nizsie. Pre postdenie hustoty vzorky mo¢u sme zvolili hodnotu
pe prvého fluorescenéného centra. Tato stradnica predstavuje fiktivne ukotvenie
matrice v stiradnicovom systéme a informuje kolko vody je vo vzorke mocu
(Dubayova, 2010). Priemerna hodnota pe mocov zdravych jedincov sa pohybuje
vrozmedzi 2,1 — 2,4. Hodnoty vyssie ako 2,4 sa typické pre koncentrované moce,
hodnoty niz3ie ako 2,1 indikuji zriedené moce (obr. | )
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normalny zriedeny koncentrovany

s
200 wn

1]

p = 1020 kg/m’ p = 1011 kg/m’

pe =24 pe = 1,8 po =27

Obrazok | Porovnanie koncentraénych matric mocov s réznou hustotou. Ciselné
idaje charakterizuju celkovu koncentraciu vzorky mocu. (p - merna hmotnost’; po -
charakteristika objemového zlomku)

Mo¢ ako fluorescenény metabolém. Koncentraéni matricu sme rozdelili do
dsmich fluorescen¢nych z6n (obr. 2, tab.l), ktoré reprezentuji jednotlivé skupiny
fluoroférov. Jednotlivé zény nie st rozdelené rovnomerne, niektoré fluorofory zasahuji
aj dve zony. Farebné zobrazenie koncentraénej matrice ulah¢uje identifikdciu
jednotlivych fluoroforov.

Tabul'ka | Fluorescen¢né zony koncentraénej matrice AL = 30 nm

Zona | ipx [nm] Metabolit
1 250 -300 | metabolity katecholaminov, derivaty indolu, proteiny
2 300 —-325 | indolové metabolity tryptofanu, 5-HIAA
3 | 325-345 | kyselina nikotinova, kyselina izonikotinova, kyselina 3-hydroxy-
4 345 - 380 | antranilova, Kyselina mocova, pyridoxin
5 380 —-410 | kyselina xanturenova
6 410 - 450 | pteriny, kynurenin, kyselina listova
7 | 450-500 | flaviny
8 500 - 550 | porfyriny

Dalgim predpokladom tspedného vyuzitia koncentraénych matric v klinicke] praxi
Jje definovanie Standardu, ktory predstavuje normdlne zlozenie mocu za fyziologickych
podmienok. Profilova fluorescenénd analyza mocu sa opiera o topograficky pristup
zalozeny na porovndvani grafického zdznamu vzorky s definovanym Standardom
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a identifikdcii rozdielov, ktoré vedi k odhaleniu patologického procesu. Graficky
Standard predstavuje koncentra¢na matrica matematicky vytvorena ako aritmeticky
priemer koncentra¢nych matric zdravych jedincov. Porovnanim obrazku analyzovaného
mocu s definovanym Standardom zdravého jedinca je mozné okamzite identifikovat’
zmenu v zlozeni. Zmenena intenzita niektorej zony je vel'mi casto postrehnutelna
volnym okom. Vyhodnocovanie koncentracnych matric len pohl'adom je viak pre
rutinni prax neefektivne a nepraktické a pre automatické pocitatové vyhodnocovanie
nepouzitené. Preto je nevyhnutné ,obrazok™ matrice pretransformovat’ do &iselnej,
resp. jednoduch3ej grafickej podoby. Graficky profil bol vytvoreny matematickym
spracovanim intenzit fluorescencie jednotlivych zén vzhladom k zdéne s najnizSou
intenzitou fluorescencie u zdravych jedincov (zéna 6). Graficky profil nazorne
reprezentuje koncentraén(i matricu a okamzite identifikuje rozdiely spésobené zmenou
v zlozeni metabolému (Dubayovd, 2010).

Graficky profil Obrazok matrice Vrstevnicova mapa

w

o A -\/'\\

1 2 3 4 5

Obrazok.2 Graficky Standard v podobe profilu a rdézneho zobrazenia
koncentraénych matric

Zmeneny graficky profil v ur€itej zone shvisi so zvySenou koncentraciou
prisluSnych metabolitov a tak identifikuje patologicky proces.

Zoéna 6 s intervalom 410 — 450 nm sa javi diagnosticky vel'mi zaujimava.
Vuvedenom intervale synchronneho spektra sa fluorescentne prejavuji pteriny,
kynurenin a kyselina listovd. Intenzita fluorescencie tejto zony je za normélnych
podmienok nizka a v grafickom profile hodnota tejto zony je rovna 1. U vicsiny
pacientiek s onkogynekologickymi ochoreniami bol oproti $tandardu vyrazne zmeneny
graficky profil v dosledku vysokej intenzity fluorescencie v zone 6 (obr. 3). Zvysend
intenzita fluorescencie tejto zony potom vyrazne meni tvar grafického profilu (porovnaj
obr. 2 a 3). ZvySené vylucovanie pterinov mocom bolo popisané u pacientov
s nddorovym procesom (Tomandl, J., 1998; Melichar, et al., 2008).
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Graficky profil Obrazok matrice Vrstevnicova mapa

oy

300 400 500
Obrazok 3 ZvySena zona 6 u onkogynekologickej pacientky
Profil pacientky so suspektnym karcinémom prsnika sleduje priebeh §tandardu, ale

z dovodu zvysenej zony 6 je pod jeho troviiou. Zvysend intenzita zony 6 je viditeI'na aj
na obrazku matrice (obr. 4)
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40
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20
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00 .

300 400 500

—e—zdravy —a— susp potwdena

Obrazok 4 Koncentraéna matrica a graficky profil pacientky so susp. karcinémom
prsnika. Graficky profil pacientky je porovnany so Standardom a potvrdenou
diagnozou.

Zaver

Snimanie synchrénnych fluorescenénych spektier programovo riedeného mocu
aich trojrozmerné grafické spracovanie do matrice nebolo doteraz aplikované na
graficku definiciu zlozenia Ziadneho biologického materialu. Koncentraénd matrica je
unikatnym a originalnym pristupom k analyze multifluorescenéného systému. Vyriesila
problém koncentragnej réznorodosti mocov a poskytla jedinedné dopliujice tdaje ku
klasickej analyze mocu.

Vyznam fluorescencnej profilovej analyzy spociva v jej preskriningovej funkcii.
Fluorescencnd koncentraénd matrica informuje o kvalitativnom aj kvantitativnom
zlozeni metabolomu, cielene a Specificky upozoriiuje na vyznam dal3ich konkrétnych
podrobnych analyz a odhaluje aj nepredvidané metabolity. Vztfah medzi
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koncentratnymi matricami a niektorymi ochoreniami demonstruje vysokd citlivost
a reprodukovatel'nost” koncentracného fluorescenéného profilu mocu.
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