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Ciele prace

Teoretické Cast’:

Vypracovanie literarnej  reSerSe na  tému  karcindmu  prsnikov  (jeho
rozdelenia, diagnostiky a liecby), potu (popis jednotlivych potnych Zliaz a vyuzitie potu
v diagnostike) a lipidomickej analyzy.

Experimentalna Cast’:

Optimalizacie odberu a pripravy vzoriek potu.

Vykonanie lipidomickej analyzy pomocou UHPLC-MS/MS vzoriek potu u zien
S karcindbmom prsnikov.

Statistické spracovanie ziskanych dat a ndsledné vyhodnotenie ziskanych informaécii.



1 UVOD

Rakovina prsnikov je najrozsirenej$im invazivnym karcinbmom, ktory postihuje zeny po
celom svete. V Ceskej republike dosahovala incidencia v rokoch 2003-2007 priblizne
8 pacientok na 100 000 Zien, pricom na Slovensku bolo toto ¢islo o nieco nizsie, priblizne
6 pacientok na rovnaky pocet zien (Forman et al., 2014). Najviac postihovanou skupinou
st Zeny okolo 60.-ho roku Zivota, pricom narast chorych je v dnesnej dobe pozorovany
uz u zien od 40.-ho roku. Predpoklada sa, Ze sa tato vekova hranica bude aj nad’alej
znizovat'. Jednym z najdolezitejSich faktorov, ktoré napomahaju v boji proti tejto chorobe
je vcasna diagnostika. Medzi najCastejSie formy diagnostiky patri samovySetrenie,
mamografia, a Vv pripade akéhokol'vek nalezu, biopsia. Prave posledna metoda patri
medzi najvyznamnejsie diagnostické techniky, ktoré moézu potvrdit, alebo vyvratit,
pritomnost’ nadoru. Vzhl'adom k tomu, Ze sa jedné o vysoko invazivnu metddu, prebieha
Vv sucasnej dobe intenzivny vyskum potenciondlnych biomarkerov nachéadzajticich sa
v roznych telovych tekutinach, ktoré by mohli indikovat’ nador v skorSich Stadiach

ochorenia a diagnostikovat’ tito chorobu nizSou invazivnostou ako prave biopsia.

Jednou z telovych tekutin, ktora by bolo mozné vyuzivat’ k diagnostike réznych
ochoreni, je pot. Pot obsahuje velké mnozZstvo rozpustenych latok, priCom sa jedna
prevazne o chloridové ¢i sodné idny, lipidy, aminokyseliny, peptidy a proteiny. Okrem
latok bezne vyskytujuicich sa v organizme moéze pot obsahovat’ aj r6zne xenobiotika. Toto
zlozZenie je zavislé na druhu potnej zl'azy, z ktorej je pot odoberany. Medzi najddlezitejSie
vyuzitie potu v modernej diagnostike patri detekcia drog, ¢i stanovenie cystickej fibrozy

v novorodeneckom screeningu.

Tato praca bola zamerana na optimalizaciu samotného odberu potu od pacientok
a kontrol, anaslednou extrakciou lipidov ztejto vzorky. Taktiez bola urobena
lipidomickd analyza pomocou ultravysokoucinnej kvapalinovej chromatografie v
kombinacii s hmotnostnou spektrometriou. Pomocou Statistickej analyzy boli zistené

rozdiely v lipidomickom profile pacientok a kontrol.

Tato stadia je pilotnou pracou v danom obore a vysledky z nej buda vyuzité

k nadvézujucej rozsiahlejsej stadii.



2 SUCASTNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Karciném prsnikov

Rakovina prsnikov je spolu s rakovinou pl'ic a rakovinou hrubého ¢reva najrozsirenejSou
formou karcinémov, ktora sa vyskytuje po celom svete. Ro¢ne celosvetovo pribuda
priblizne 1 milion novych pripadov, pricom uzien je tato choroba najcastejSim
nadorovym ochorenim. Percentualne to tvori priblizne 18 % zo vSetkych druhov rakovin,
ktoré Zeny postihuju (Siegel et al., 2019). Umrtnost pri tomto ochoreni je velmi
roznorodd. Pri odhade 5-tich rokov od odhalenia ochorenia méze byt v rozvojovych
krajinach mortalita nad 60-timi percentami, zatial’ Co u pripadov v rozvinutych krajinach
to je menej ako 20 % (Coleman et al., 2008). Incidencia v Ceskej a Slovenskej republike

je popisana v tabulke ¢. 1 (Forman et al., 2014).

Karcinom prsnikov vznika, ked’ sa bunka vo vyvoji zacne nekontrolovatelne delit’,
¢o v tkanive sposobuje vznik nddoru. Tento nddor mdze byt bud’ maligny alebo benigny.
Benigne nadory st nekarcinézne a nezhubné, ¢o znamena, Ze sa neSiria a netvoria
metastazy. Maligne nadory st karcinézne a zhubné. Tvoria sa hlavne v zlazach
produkujucich mlieko alebo v mliekovodoch. Karcindbmy maju viacero deleni. Jednym
z nich je delenie na invazivne a neinvazivne. Dal§im typom je delenie podla miesta
vzniku karcindmu, ato na duktalne alobulédrne. Tieto dva typy karcinomov su
najbeznejsie, avSak vyskytuji sa tu aj vzacnejSie typy karcindbmov, a to napriklad
Pagetova choroba bradavky ¢i angiosarkom (Akram et al., 2017).

Tab. & 1: Pocet novych pacientov s karcindmom prsnikov v Ceskej republike a Slovenskej

republike v rokoch 2003-2007 spolu s vekovo $tandardizovanou incidenciou a kumulovanou
incidenciou prepocitant na 100 000 obyvatel'ov (Forman et al., 2014).

v 5 Muzi Zeny
Muzi Zeny (Slovenska (Slovenska
(Ceska republika) | (Ceska republika) republika) republika)

Pocet pripadov 215 29297 112 10887

Vekovo
standardizovana 0,5+0,04 64,610,40 0,7+0,06 51,740,522
incidencia
Kumulovana 0,070,01 7,49+0,05 0,08:0,01 5,89+0,06
incidencia (%)
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Medzi symptoémy, ktoré sprevadzaju pritomnost’ karcindmu prsnikov, patri zmena
velkosti a tvaru prsnika, ¢i taktiez hocijaky viditelny kontrast medzi oboma prsnikmi.
Casto sa stretivame so zmenou vyzoru bradavky a dvorca, vytokom z bradavky,
a velakrat nastiva vznik hmatatelnych hréiek v oblasti uzlin. Dal§im symptémom moze

byt aj nevysvetlite'na bolest’ prsnika a jeho celkové zacervenanie.

Faktorov, ktoré ovplyviiuju vznik karcindmu, je mnoho. Vela znich je
neovplyvnitelnych, avSak niekol’ko z nich méze byt ovplyvnenych zmenou zivotného
Stylu. Ovplyvnitel'né faktory je mozné rozdelit’ na negativne a pozitivne. Medzi negativne
zarad’'ujeme napriklad pitie alkoholu a fajcenie tabakovych vyrobkov, zatial' co medzi
pozitivne patri zdrava vyziva, fitnes, ¢ dokonca vzdelanie jedinca. Dalsim pomerne
ovplyvnitenym faktorom je aj vek prvého tehotenstva Zeny. Zeny so skorym poérodom
a s vyssim po¢tom deti, maju znizené celkové riziko karcinomu prsnikov (Jandorf et al.,
2008).

Medzi neovplyvnitelné faktory patri v prvom rade pohlavie osoby. Zeny byvaju
tymto druhom karcinému postihované mnohonasobne viac ako muzi. Celosvetovo je
karcindbmom prsnikov postihnuty menej ako 1 zo 100 000 muZzov, zatial’ co u opacného
pohlavia je postihnutych priblizne 122 zo 100 000 Zien (Ly et al., 2013). Dal3im z
faktorov je genetické vybavenie jedinca. Medzi najcastejSie poruchy gendému v tomto
pripade patria mutacie génov BRCAL1 a BRCA2 (BReast CAncer gén). Pri mutacii na
tychto génoch moze dojst’ k zvysenej proliferacii buniek nielen na prsnikoch, ale aj inych
organoch, ako napriklad vo vaje¢nikoch, pankrease a prostate. Dalgi faktor je vek jedinca.
Celosvetovo najpostihovanejsi st jedinci okolo 60.-ho roku Zivota, priCom k narastu
postihnutych zac¢ina dochadzat’ uz okolo 40.-ho roku. Etnikum je d’al§im z faktorov, ktory
ovplyviiujl pritomnost’ nadorov. Europoidnad rasa je nachylnejsia k r6znorodym nadorom
prsnikov, zatial’ co u negroidnej rasy je pocet postihnutych nizsi. Karcindmy, ktoré vSak
negroidnd rasu postihuju, su viacej agresivne, o vedie k vySSej mortalite pacientov
(Chlebowski et al., 2005). Dalsim faktorom je skora puberta jedinca, ¢i naopak neskora
menopauza. U dievéat, ktoré dostali prvi menstruaciu pred 11.-tym rokom Zivota, je
v dospelosti 0 20% vyssia pravdepodobnost’ vzniku karcinomu prsnikov, ako u dievcat,
ktoré dostali prvi menstruaciu az v 13.-tom roku Zivota. Podobne u zien, ktor¢ si presli
menopauzou vo veku vyssom ako 55 rokov, je o 12% vyssSia Sanca na vznik karcindmu

prsnikov, ako u Zien, ktoré nou presli vo veku 50-54 rokov (Masi et al., 2007).
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2.1.1 Anatomia prsnika

Prsniky sa nachadzaji na prednej Casti hrudnika, z dvoch tretin ulozené na velkom
prsnom svale (musculus pectoralis major), so zvyskom na prednom pilovitom svale
(musculus serratus anterior). Zhora je zakladia prsnika ohrani¢ena druhym rebrom a na
spodnej strane sa podprsnikovy zahyb nachadza priblizne na Siestom rebre. Z vnutornej
strany prsniky ohrani¢uje okraj hrudnej kosti a z vonkajsej to je predna axilarna Ciara

(Drew et al., 2007).

Prsniky st tvorené koZou a podkoZnym tkanivom, pricom Zenské prsniky
obsahuju spravidla viac Zl'azového tkaniva ako tie muzZské. Prsniky obsahuju laloky
(Obr. ¢. 1), ktoré sa postupne ¢lenia na menSie lalo¢iky, ktoré su tvorené rozvetvenymi
alveolarnymi zl'azami. Kazdy lalok postupne usti do mlie¢nej zl'azy, priCom kazda zl'aza
je tvorena priblizne z 12-20 lalokov. Mlie¢na zl'aza nasledne vyutstuje do mliekovodu.
Mliekovody sa spajaju a veda do vrcholku bradavky v podobe drobného otvoru zvaného
porus lactiferus. To je dovod preco pocet poérov na povrchu koze byva mensi ako pocet
mlieckovodov. Tychto 7-15 otvorov na povrchu bradavky tvori area cribriformis papillae.
Vsetky Zl'azy a laloky s obklopované tukovym tkanivom, ktoré nésledne urcuje vel’kost’
atvar prsnika. Tukové tkanivo prsnikov je obklopované sietou ciev, nervov,

lymfatickych ciev a uzlin, a taktieZ spojivového tkaniva a vizov (Cihak, 2016).

Priblizne v strede prsnika sa nachadza prsny dvorec (areola mammae) s prsnou
bradavkou (papilla mammae). Dvorec ma v priemere priblizne 1,5-6 cm. Aj dvorec aj
bradavka su vel'mi pigmentované a zvrasnené, pricom tesne pod povrchom sa nachadza
niekol’ko mazovych a apokrinnych Zliaz, ktoré tstia do vlasového vacku. Z neho nasledne
vyrastaju chlpy. Pocas tehotenstva dochadza k tmavnutiu bradavky aj dvorca (Bland
a Copeland, 2009). TaktieZ sa tu nachadzaji Montgomeryho Zlazy. Jednid sa
0 $pecializované mazové Zlazy, ktoré Strukturalne odpovedaju potnym Zzlazam. Ich
ulohou je vylucovat do svojho okolia maz, vdaka ktorému dochadza k hydratacii
a ochrane dvorca i bradavky (Mullholland et al., 2010). Vnutri dvorca sa nachadza
mnozstvo hladkych svalov, ktoré st uloZené paralelne s mliekovodmi. Ich cielom je
vyprazdiovanie mlieka, pri¢om dochadza ku kontrakcii dvorca a erekcii bradaviek. Tieto
svaly st priamo ovplyviiované bohatym nervovym zakoncenim, ktory sa nachadza

v dvorci a bradavkach (Akram et al., 2017).
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Prsniky st napajané z viacerych cievnych zdrojov. Najdolezitejsim zasobovanim
je krvné zasobenie pochadzajice priamo z vnitornej hrudnej tepny (arteriae thoracica
interna), ktora sa nachadza hned’ za hrudnym kosom. Zasobuje centralnu ¢ast’ prsnikov,
o tvori priblizne 60% z celkovej plochy. Dalsim spdsobom napajania je zasobovanie
z axilarnej tepny (arteriae axillaris). Jedna sa tu o zadsobovanie vonkajsich kvadrantov
prsnikov, ktoré sa rozprestieraju asi na 30.-tich percentdch celkovej plochy prsnika
(Bland a Copeland, 2009). ZvySok prsnikov je zasobovany pomocou interkostalnych
tepien (arteriae intercostales), ktoré vychadzaji z vnatornej hrudnej tepny. Takto st
napajané hlavne bradavky a dvorec (van Deventer, 2004). VSetko cievne zasobenie vedie

pozdizne pri mliekovodoch, priom sa la¢ovito zbicha u bradavky.

Obr. & 1: Anatomia zenskych prsnikov. 1 — bradavka, 2 — dvorec, 3 — tukové tkanivo,
4 — podkozné vizivo, 5 a 6 — segmenty duktu, 7 — mlie¢ny lalok, 8 — tukové tkanivo, 9 — rebro,
10—sval, 11 —alveolarne zl'azy, 12 — vyvod z lobulu do duktu, 13 — koncovy duktus mimo lobulus,
14 — lobulus (Abrahamova et al., 2019).
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Doélezité je aj lymfatické zasobenie prsnika. Priamo pod bradavkou sa nachadza
Sappeyho plexus. Jedna sa o siet’ lymfatickych kapilar. St zndme tri cesty odvadzania
lymfy z prsnikov, pricom vsetky vedu paralelne s cievnym zasobenim. Hlavnou cestou,
ktora odvadza lymfu zo 75% plochy, su axilarne lymfatické uzliny. Tieto uzliny sa
nachadzaju v pocte priblizne 20-30 na jedno podpazusie. Lymfa z bo¢nych kvadrantov
prsnika je do nich odvadzana priamo alebo cez Sappeyho plexus. Druhou moznostou je
zber lymfy cez vnutornu drahu. Lymfa je tu zbiehana aj z vnutornej aj z lateralnej Casti
prsnikov, pricom uzliny prechadzaju cez medzirebrové priestory a velkym prsnym
svalom do vnutornych lymfatickych prsnych zliaz. Poslednou cestou je odvod lymfy

z najhlbsich casti prsnika, ktora vedie do subklavikularnych uzlin (Drew et al., 2007).
2.1.2 Diagnostika

Prvotnou moznostou diagnostiky u pacienta je samovySetrenie. Pri pravidelnom
vySetreni sa zeny naucia spoznavat’ vlastné prsia, vd’aka ¢omu je nasledne jednoduchsie
vypozorovat zmenu vo velkosti ¢i zmene tvaru prsnika (Al-Naggar et al., 2011).
Samotnt spravnu techniku vySetrenia v§ak ovlada iba malé mnozstvo Zien, pricom tie,
ktoré tto techniku ovladaj, st schopné prist’ ku gynekolégovi s nadormi v nizSom Stadiu.
SamovySetrenie zaroven nenahradzuje pravidelny screening u lekara. Taktiez bolo
potvrdené, ze pretrvavajici edukacny program u mladych l'udi vedie k zvySeniu

povedomia o rakovine prsnikov v celej populacii (Ozkan et al., 2010).

Dalgim $tandardnym testom pri diagnostike rakoviny prsnikov je mamografia,
ktora napomaha najst hrcky v tkanive pomocou mikkého rontgenového Zziarenia.
Nevyhodou metddy je moznost’ falo$ne negativnych ¢i falosne pozitivnych vysledkov

u pacientok s hustym prsnym tkanivom (Sardanelli et al., 2004).

NajlepSou diagnostickou, avSak invazivnou, technikou je biopsia, ktord je
vyuZivana k zisteniu malignity nadoru. Existuje jej mnoho druhov. NajvyznamnejSie
druhy st biopsia jemnou ihlou, biopsia hrubou ihlou a chirurgickd biopsia. Biopsia
jemnou ihlou je vyuZivand u hrudiek, ktoré by potenciondlne mohli byt naplnené
tekutinou. Pri navadzani ihly v prsniku sa ¢asto vyuziva ultrazvuk (Sotiriou et al., 2002).
Pri biopsii hrubou ihlou je vyuzivana k odobraniu tkaniva z nadoru duta ihla, pricom sa
tento zékrok vykonava pod lokalnou anestéziou. Pri navadzani ihly sa vyuziva ultrazvuk,

mamogram alebo MRI (Damera et al., 2004). U chirurgickej biopsie je do prsnika
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vkladany lokaliza¢ny drotik, ktory je vynimany spolu s podozrivym tkanivom (Krag et

al., 1993).

Na zistovanie markerov  prognoézy odpovede na terapiu su vyuzivané
imunohistochemické vysetrenia, kde sa primarne zistuje pritomnost hormonalnych
receptorov a HER2 génu (,,human epithelial growth receptor 2*). Pri hormonalnych
receptoroch sa deteguje pritomnost’ estrogénovych a progesteronovych receptorov na
povrchu buniek. Pokial’ sa tieto receptory nachadzaji na povrchu, tak tieto hormony
pohanaju vznik neoplazii v tkanive. Pokial’ je nalez pozitivny, tak je pacient vhodny na
hormonalnu lie¢bu. V opa¢nom pripade by tato lieCba nemala vyznam. HER2 gén je jeden
z prvych Studovanych onkologickych génov. Je markerom citlivosti nddoru voci latke
trastuzumab a rezistencie voci tamoxifénu. Pri pozitivnych nalezoch HER2 u karcindému
je tento gén nadexprimovany. Tento gén je ndsledne hodnoteny od 0 po 3+. Hodnoty 0
a 1+ znacia negativny nalez. U hodnoty 2+ sa jedna o hrani¢né hodnoty a hodnota 3+ je

pozitivny nalez (Zaha, 2014).
2.1.3 TNM Klasifikacia

Najrozsirenej$im druhom Kklasifikacie karcinomov je TNM Kklasifikacia, ktora dava

informacie o $tadiu karcinomov v organizme.

Oznacenie T popisuje vel'kost’ nadoru. Vychadza z hmatového nalezu a taktiez zo
zobrazovacich metdd. Nalezy ziskané tymito metdédami sa nasledne delia na niekolko
kategorii. Prvou je TX, kedy sa tumor neda z urc¢itych dovodov vyhodnotit’. Kategoria T1
obsahuje nadory, ktoré majii menej ako 2 cm. T2 zahfiia nadory vicsie ako 2 cm ale
zaroven mensie ako 5 cm. V T3 st nadory, ktoré su vacsie ako 5 cm. Pri kategorii T4
nezalezi na samotnej velkosti naddoru, avSak na jeho prerasteni okolitymi tkanivami.

Blizsie rozradenie do kategoérii sa nachadza v tabul'ke ¢islo 2 (Brierley et al., 2017).
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Tab. ¢. 2: Rozdelenie T klasifikacie (Brierley et al., 2017).

Typ

Timi Tumor menej ako 0,1 cm

Tla Tumor viac ako 0,1 cm a menej ako 0,5 cm
Tlb Tumor viac ako 0,5 cm a menej ako 1 cm
Tlc Tumor viac ako 1 cm a menej ako 2 cm
T2 Tumor ma viac ako 2 cm a menej ako 5 cm
T3 Tumor ma viac ako 5 cm

T4a Tumor prerasta do hrudnej steny

T4b Tumor prerasta do koze

T4c Tumor prerasta do hrudnej steny

T4d Znamena zapalovy karcindm

Oznacenie N popisuje ako vel'mi rakovinové bunky zasiahli lymfatické uzliny.
V tejto charakteristike bolo potrebné vyjadrit’ nielen velkost’ rozsahu postihnutia, ale
taktiez aj vztah postihnutych uzlin voci okoliu, ich pohyblivost, popripade fixaciu
Kk tkanivam. Kategoria NX znamena, ze uzliny neboli vyhodnotené, zatial’ ¢o NO znamena,
ze lymfatické uzliny neboli napadnuté rakovinovymi bunkami. Nasledujtce kategérie N1,

N2 a N3 su blizsie popisané v tabulke ¢islo 3 (Brierley et al., 2017).
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Tab. ¢. 3: Rozdelenie N klasifikacie (Brierley et al., 2017).

Typ
Jedna alebo dve lymfatické uzliny obsahuju mikrometastazy a tie s vacsie ako 0,2

N1mi | mm; alebo lymfaticka uzlina obsahuje viac ako 200 rakovinovych buniek, ktoré st

vSak mensie ako 2 mm
N1a Rakovinové bunky metastazovali do 1 az 3 lymfatickych uzlin; aspon jedna je
vicsia ako 2 mm
N1b Rakovinové bunky st v lymfatickych uzlinach za hrudnou kost'ou; este
nehmatatel'né
N1c Rakovinové bunky su v 1 az 3 lymfatickych uzlinach v podpazusi
a v lymfatickych uzlinach za hrudnou kost'ou; este nehmatatel'né
Rakovinové bunky st v lymfatickych uzlinach v podpazusi, ktoré su prilepené
N2a . - ., .
k sebe navzajom a aj k okolitému tkanivu

Rakovinové bunky st v lymfatickych uzlinach za hrudnou kost’ou; st viditeI'né na

N2b . . 1 ., S “

skene a uz su hmatatel'né; napadnuté nie s lymfatické uzliny v podpazusi
N3a Rakovinové bunky st v lymfatickych uzlinach pod kI"a¢nou kost'ou
N3b Rakovinové bunky st v lymfatickych uzlinach aj v podpazusi aj za hrudnou
kost'ou
N3c Rakovinové bunky st v lymfatickych uzlinach nad kI'a¢nou kost'ou

Poslednym oznacenim je M, ktoré popisuje, ¢i sa karcinom rozsiril aj do
vzdialenejSich organov od nadoru v tele. Kategoria MX znamend, Zze metastazy neboli
vyhodnotené, MO0 znaci bez priznakov rozsirenia metastiz a M1 znamena4, ze sa karcindbm

roz§iril (Brierley et al., 2017).
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2.1.4 Neinvazivny karcinom

Pri tomto type karcindmu ostavaju zhubné bunky iba v jednej Casti prsnika, a to v tej, kde
doslo k proliferacii buniek. Tieto bunky sa nerozsiruji na okolité lobuly, kanaliky, ani
tkanivo a nemetastazuju (Inoue et al., 2017). Lézie napadaji bud’ kanalik alebo lalok, a
podla tohto st delené na duktilne a lobuldrne karcindémy. Duktélny karcindm je
oznacovany ako duktalna intraepitelidrna neoplazia (DIN), pricom v minulosti bol
nazyvany prevazne duktalny karciném in situ (DCIS). U lobularnych karcindémov sa
jednd o lobuldrnu intraepiteliarnu neoplaziu (LIN), v minulosti prevazne lobuldrny
karciném in situ (LCIS). K vytvoreniu klasifikdcie DIN a LIN doslo z dovodu, kedy
pojmy DCIS a LCIS neboli schopné zahrnut’ vSetku potrebnu problematiku karcinomov
prsnikov (Houghton, 2003). Pojmy DCIS a LCIS vsak zostavaju jednou z moznych

terminologii nad’alej pouzivanych v lekarskej literatire (Obr. €. 2).

DIN sa rozdel'uje do niekol’kych roznych kategorii. Prvou z nich je DIN1A. Jedna
sa 0 plochu epitelovou atypiu, ktora eSte nie je radena do kategérie DCIS. Plochou
epitelovou atypiou sa rozumie zmena povodného epitelu v koncovych duktoch na jednu
a viac vrstiev cytologicky rovnakych rakovinovych buniek. Kategéria DIN1B je totozna
s atypickou duktalnou hyperpléziou, kedy sa jedna o 1ézie duktov, ktoré vSak este nie su
tak rozsirené ako u DCIS. Rozdiely medzi atypickou duktalnou hyperplaziou
a nerozvinutou DCIS st velmi malé. Nerozvinuta DCIS koreSponduje s kategdriou
DINIC. Dal$ou kategoriou je DIN2, pricom sa jedné o strednt formu DCIS, ktora moze
byt kribriformna alebo mikropapilarna s nekrézou a atypiou. Poslednou kategoriou je
DIN3, kedy sa jedna o najtazsiu formu DCIS bez alebo s nekrozou (Tavassoli a Deville,
2003).
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Obr. ¢&. 2: Ukazka vzniku duktalneho a lobularneho karcindmu in situ, ktory moze prechadzat’ na
invazivny karcinom. a — normalne bunky, b — bunky karcinému in situ, ¢ — bunky invazivneho
karcindmu (Abrahamova et al., 2019).

LIN je tvorené proliferaciou uniformnych buniek typu A na konci lobuldrnych
jednotiek, pricom tento typ buniek modze postupne prerastat do buniek B
S prominentnej§im jadrom. Typ B postupne nahradzuje bunky typu A. Velkost
nahradenia buniek A bunkami B uréuje rozradenie do LIN kategorie. Prvou kategoriou je
LIN1, ktort tvori atypickd lobularna hyperplazia. Tato kategoria je charakterizovana
malymi bunkami, ktoré vypliaju, avsak zaroven nenatahuju lobularne lumeny. Tieto
bunky taktieZ ¢iasto¢ne alebo kompletne nahradzuju epitel lobulu. Do kategdrie LIN2 sa
radi klasicky LCIS. Jedna sa o hojnejsiu proliferaciu uniformnych buniek, ktoré napliaja
a nat’ahuji lumen, avSak samotny lobulus zostava stale rovnakej velkosti. Pri LIN3, ktory
je tvoreny rozsiahlym alebo pleomorfnym LCIS, st lobuly kompletne nahradené

bunkami B. Lobulus je Gplne natiahnuty a splyva so stromou (Moinfar, 2007).
2.1.5 Invazivny karciném

Pri tomto typu karcindmu sa rakovinové bunky dostavaji cez tkanivo a napadaji bazalnu
membranu prilahlej stromy. Napadaju okolité bunky, ¢i iné casti tela, pricom casto
metastazuju. RozSirenie nadorovych buniek do organizmu prebicha cez lymfaticki a

cievnu cestu (Chuang et al., 2007). Pri metastazujucich karcindbmoch najéastejsie
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dochadza k napadnutiu lymfatickych uzlin, pl'ic, peene a kosti, hlavne chrbtice (Bland
a Copeland, 2009). Z celkového poctu invazivnych karcinomov sa prevazne jedna o
invazivne duktdlne karcindmy a invazivne lobuldrne karcinomy. Medzi dalSie,
vzéacnejsie karcindmy, patri tubularny karciném, mucin produkujici karciném, invazivny

papilarny karcinom, medularny karciném, apokrinny karcinom a podobne.

Invazivny duktalny karcinom (IDC) je druh karcindmu, ktory so svojimi
variaciami tvori 75% vSetkych invazivnych karcindmov (Lakhani et al., 2012). Jedna sa
0 heterogénnu kategoriu karcindmov, ktoré nemaju Specifickt histologiu, ako napriklad
lobularne karcindbmy. Su vzacnymi u zien do 40.-ho roku zivota bez genetickej
predispozicie, avSak so zvySujucim sa vekom sa pravdepodobnost’ ich vzniku zvicsuje.
Multifokalne loziska st pozorované v 20% pripadoch. Pri ultrazvuku st pozorované
hypoechogenné loziska s nepravidelnym tvarom a rozStiepenymi a nejasnymi okrajmi
(Blaichman et al., 2012). Jedna sa o bunky, ktoré st 1,5-5x vécsie ako Cervené krvinky.
V imunohistochemickych rozboroch je pozorovany pozitivny nalez v hormonélnych
receptoroch pre estrogén a progesteron, a to u 70-80% pripadov. TaktieZ sa vySetruje

pritomnost’ HER2 génu, pricom nadexprimovany je v 15% pripadov (Lakhani et al.,
2012).

Invazivny lobuldrny karcinom (ILC) je druhym najrozSirenejSim invazivnym
karcinomom (10-15% pripadov) (Fu et al., 1998). Je charakterizovany napadanim
viacerych buniek lobulov na jednej strane prsnika, mnohokrat s prerastom do inych casti
tela. Casto sa vSak jednd o bilaterdlny vyskyt. Bunky byvaju malé (10-15 pm), velmi
Casto izolované a rozptylené, ¢i vyskytujiice sa v malych nestidrznych klastroch (Menet
et al., 2008). Lobularne neoplazie si mierne diferencované s pozitivnym nalezom
hormonalnych receptorov na povrchu buniek. HER2 byva negativny alebo len mierne
pozitivny. Tieto hodnoty platia pre vSetky typy ILC, okrem jednej varianty, kedy je
progesteron negativny a HER2 pozitivny (Arpino et al., 2004). ILC je nachadzany
v kombinacii LIN2 u 70-80% pripadov (DiCostanzo et al., 1990).

Tubularny karcindm tvori priblizne 2% vSetkych invazivnych karcinomov. Jedna
sa o variantu IDC, ktord pozostava z dobre diferencovanych tubuldrnych Struktar
sotvorenou luminou. Tieto bunky byvaji sudrzné, ale chyba im pritomnost’
myoepitelovych buniek. Bunky byvaji malé a monomorfné (Goldstein et al., 2004).

O tubularnom karcindme sa hovori v pripade, kedy minimélne 90% celkového karcinomu
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je tvorenych prave tymito Struktirami. Pri ultrazvuku je tento nador pozorovany ako
hyperechogenné 1ézie s nedefinovatelnymi okrajmi a svetlym pozadim (Sheppard et al.,
2000). Pri imunohistochemickych vySetreniach je tento karcindm vzdy pozitivny na

hormonalne receptory a negativny pre HER2 (Papadatos et al., 2001).

Karcindémy produkujuce mucin tvoria 1-6% vSetkych invazivnych nédorov
(DiSaverio et al., 2008), pricom st charakterizované tvorbou velkého mnozstva
extracelularneho mucinu. Tento druh karcindmu sa vyskytuje v Cistej a zmieSanej forme,
pricom cista forma ma pri liecbe lepSie progndzy. ZmieSana forma ma horsie prognozy
ako IDC (Toikkanen et al., 1988). Tento druh karcindomu malokedy metastazuje do
lymfatickych uzlin, ¢i vzdialenejSich casti tela. Makroskopicky sa jedna o tkanivo
zelatinovej konzistencie. Neoplazie Cistej formy pozorované pri ultrazvuku byvaja
okruhle a dobre ohranicené. Pri zmieSanej forme tvoria neoplézie nepravidelnit hmotu.
Pri histologickych vySetreniach sa tento karcindm deli na dve varianty, bunkovu
a hypocelularnu. Bunkovy variant rastie do pevnych hniezd, zatial ¢o hypocelularny
variant ma tubularnu, kribriformnu $trukturu (Zhang et al., 2015). Imunohistochemicky
st v karcindme produkujuci mucin z 96% preukdzané pozitivne hormondlne receptory

a HER2 byva ¢asto negativny (Kashiwagi et al., 2013).

Invazivny papilarny karcindm tvori 0,3-2% vSetkych malignych nddorov, pricom
je Castej$i u muzov ako u zien. Je definovany ako papilarna neoplazia v rozsirenom
kanaliku obaleny vldknitou kapsulou. Tento typ karcinomu malokedy metastazuje (Fisher
et al., 1980). Casto je hmatatel'ny a nachadza sa pri areole, kde moze sposobovat’ vytok
z bradavky. Histologicky sa pozoruje nepritomnost’ myoepitelidlnych buniek. Cisty
papilarny  karcindbm  je  tvoreny  zretelne  diferenciovanymi  neopléziami
a U imunohistochémie st najdené exprimované hormonalne receptory a gén HER2 je

negativny (Reid-Nicholson et al., 2006).

2.1.6 Liecba

Na nastavenie spravnej liecby je potrebné odhadnutie chovania nadoru, jeho
charakteristika a schopnost’ prenikat do okolia. Taktiez je potrebné spravne urcenie
pozitivity ¢i negativity hormonalnych receptorov a HER2 génu. VSeobecne existuju tri
druhy liecby, ato chirurgickd, radiacna a systémova, do ktorej sa radi chemoterapia

a hormonalna terapia.
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Chirurgicka liecba je najucinnejSou stratégiou pre pacientov, ktorym sa rakovina
eSte nerozsirila, pricom sa jednd aj o Casto vyuzivani volbu pri neskorsich Stadidch
choroby (Pearson et al., 2017). Velkost chirurgického zakroku u karcindmu prsnikov je
vel'mi variabilnd na zdklade velkosti operovaného karcindmu, jeho vlastnosti
a zasiahnutia uzlin. Vo vSeobecnosti sa rozpoznavaju dva zékladné druhy chirurgickych
zakrokov, a to Ciasto¢né odstranenie prsnika — lumpektomia, a kompletné odstranenie
prsnika — mastektomia. Nasledne je Casto vyuZivana moznost’ rekonstrukénych vykonov

prsnikov (Rowland et al., 2000).

Mastektomia je prsnik odstraiiujica operacia, ktora sa vykonava kvoli zniZeniu
rizika vzniku karcindbmu prsnikov. AvSak ani bilateralna mastektomia nezarucuje
kompletné vylucenie rizika opdtovného vzniku karcindmu (Rebbeck et al., 2004).
Mastektomia je vSak stale povazovana za najviac efektivnu metodu v pripade, kedy nie
je vhodné odstréanit’ iba Cast’ tkaniva. Samotné kompletné odstranenie prsnika vSak méze
byt’ pre pacientku psychicky naro¢né a v mnohych pripadoch nastava pocit asexuality,

znizenie sebavedomia a zavazne depresie (Keskin a Gumus, 2011).

Lumpektémia je prsnik zachovavajica operacia, kedy sa odstranuje iba Cast’
prsnika, ktora obsahuje nador spolu s trochou zdravého tkaniva a lymfatickymi uzlinami
Z okolia. Vécsina prsnika vSak zostava nedotknutd. V danom pripade je dolezité urcenie
presného miesta loziska nadoru. NajcastejSie sa urcuje pomocou lokalizacného drotika
(Fisher et al., 1995). Lumpektomia sa vic¢Sinou odporuca pacientkam v zaciato¢nych
fazach nadoru, popripade vo vyssich stadiach v kombindcii s roznymi terapiami. VacSina
pacientov preferuje vykonanie lumpektomie v skorSich Stidiach ako moznost’

mastektomie v tych neskorsich (Dorval et al., 1998).

Radiacna terapia je uzitocna v pripade, kedy je potrebné vykonat’ mastektomiu,
avSak zroznych pri¢in to nie je mozné. Je vyuzivand v kombinacii s lumpektomiou
Vv skorych Stadiach nédoru. Vyuzivané je fotonové alebo protéonové ozarovanie (Hall

a Brenner, 2008).

Chemoterapiou sa rozumie proces zabijania rakovinovych buniek pomocou
urcitych chemickych latok vyuzivanych ako lieCiva. Jedna sa o cytostatika, pricom
V dnesnej dobe pozndme minimalne 40 G¢innych cytostatik. Samotnd chemoterapia sa
mdze vykonavat’ pred aj po chirurgickych zdkrokoch. Cytostatikd su delené do dvoch

skupin. V prvej sa nachadzaja latky, ktoré s t€inné pocas celej fazy bunkového cyklu,
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zatial’ &o v druhej st latky G¢inné len v uréitej faze. Uéinnost’ jednotlivych cytostatik je
nasobena ich kombinovanim. Medzi dnes najpouzivanejsie cytostatika patri docetaxel,

paklitaxel, vinorelbin ¢i cyklofosfamid (Benson et al., 2004).

Hormondlna terapia je zalozend na pritomnosti hormonalnych receptorov na
povrchu buniek. Pokial’ v nddorovom tkanive nie su tieto receptory pritomné, tak je liecba
neucinnd. Pri tejto liecbe sa vyuziva niekol’ko druhov latok. Prvou skupinou su
antiestrogény. Medzi ne patri napriklad tamoxifén, ktory je jeden z najlepsie tolerovanych
liekov. Klinicky mdze byt pouZity aj ako preventivny liek pred karcindmom prsnikov,
ktory by bol ovplyviiovany hormoénmi. Jednd sa o prevenciu pacientok, ktoré sa
Z karcinomu prsnikov vylie€ili, avS§ak maji Sancu na opdtovny vyskyt choroby. Jeho
primarnym cielom st estrogénové receptory (Ring a Dowsett, 2004). Druhou skupinou
st inhibitory aromataz. Tieto latky blokuji syntézu estrogénu pomocou inhibicie
posledného kroku jeho biosyntézy. St zname dva druhy tychto latok, a to ireverzibilné
steroidy a reverzibilné nesteroidné inhibitory zalozené na imidazole. Tretou skupinou su
regulatory estrogénového receptora. Jedna sa o kompetitivne latky viazuce sa na estrogén,
kde vytvaraji konstituéné zmeny, ktoré vedd k inaktivacii molekuly. Znizuje sa tak
celkova pritomnost’ aktivneho estrogénu v bunkach. Poslednou skupinou su agonisti
hormoénu uvolnujuci luteinizaény hormén. Vyuziva sa u zien pred menopauzou, kedy je
Vv tele produkovany hormoén uvolfiujuci gonadotropin. Tento hormoén vedie k tvorbe
luteiniza¢ného hormonu. Pritomnost’ luteiniza¢ného hormoénu nasledne vedie k tvorbe
estrogénu, a tak dlhodoba pritomnost’ agonistov hormonu uvoliiujici gonadotropin vedie

Kk zniZeniu luteiniza¢ného hormoénu a estrogénu (Robertson a Blamey, 2003).
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2.2 Pot

Koza je jednym z najvacSich a najuniverzalnejSich l'udskych orgénov. V l'udskej kozi
nachddzame Styri rézne zlazy. Prvym druhom z tychto zliaz su mazové zlazy, ktoré
vylucuju olejoviti hmotu pochédzajicu z odumretych epitelovych buniek. Tato hmota sa
nazyva kozny maz a vytvara na kozi ochrannii vrstvu. DalSie tri typy Zliaz radime medzi

potné zl'azy. Su to ekrinné Zzl'azy, apokrinné zl'azy a apoekrinné zl'azy (Obr. €. 3).

Hlavnou ulohou potnych zliaz v organizme je udrZiavanie stalej telesnej teploty.
Pokial’ by telesna teplota tela dlhodobo prevySovala 40°C, proteiny nachadzajice sa v
organizme by pozvol'na denaturovali. Nasledne by dochadzalo k postupnej bunkova smrti,
¢o by nakoniec spdsobilo zlyhévanie organov a smrt’ jedinca. Prave preto je dolezité, aby
bola telesnd teplota neustale udrziavana na konstantnej teplote (u 'udského organizmu
priblizne 36,5-37 °C). Pot tejto funkcii napomaha vd’aka svojej evaporacii z povrchu tela,
¢im dochddza k ochladeniu organizmu. Termoregulécia je kontrolovana pomocou

centralnej nervovej ststavy s centrom v hypotalame (Holzle, 2002).

Dal$ou ulohou potnych Zliaz je emo¢né potenie. Tento druh potenia je riadeny
emoc¢nymi podnetmi organizmu, ako napriklad stres, uzkost, strach, ¢i bolest. Potenie
prebicha na celom tele, avSak najvyraznejSie je na dlaniach, chodidlach a v podpazusi.
Potenie v oblasti dlani a chodidiel nastava uz u hovorodencov (Chalmers a Keele, 1952),
zatial’ Co potenie V podpazusi je spustané az v obdobi puberty. Tento jav je sposobeny
hormonalnymi zmenami v tele, ktoré su spojené s aktivaciou apokrinnych zliaz
Vv podpazusi (Sato et al., 1987). Toto potenie nie je ovplyviiované teplotou organizmu

a pocas spanku, ¢i relaxacie klesa (Robinson a Robinson, 1954).

Poslednym typom potenia je potenie spojené s konzumadciou potravy. Prijem
potravy je so zmenou teploty Vv organizme spojeny priamo inepriamo. V pripade
priameho zvySenia teploty dochddza po poziti jedla k zvySeniu metabolizmu, ¢o nésledne
sposobuje okamzité zvySenie potenia na zaklade potreby termoregulacie. K nepriamej
zmene teploty dochadza pri poZiti ostrého jedla, napr. jedla obsahujiice zluceniny
kapsaicinu. T4to molekula sa viaZe na receptory tepla, ktoré vyslu signal o zvySeni teploty

organizmu, v désledku ¢oho nastava zvysenie potenia (Dunbar et al., 2002).
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Obr. 3: Porovnanie ekrinnej, epokrinnej, apoekrinnej a mazovej zl'azy aich umiestnenia
v pokozke (upravené podl'a Baker, 2019).

Samotny pot je Cira hypotonickd tekutina s pH priblizne 6,8. Voda, ktoru pot
obsahuje az z 99%, zahtiia rozpustenu Sirokt Skalu réznorodych latok. Nachadzame tu
rozlicné elektrolyty, pricom sa prevazne jednd o kationy sodika a draslika a aniony
chloridu. Dalej sa tu taktiez nachadza napriklad modovina, laktat a pyruvat. V malych
koncentraciach su tu pritomné rdzne peptidy, proteiny, aminokyseliny, aminy, ¢i dokonca
kovové iony. Jednou z najvariabilnejSich zloziek, ktoré v pote mézu byt obsiahnuté, su

xenobiotika (Sato et al., 1989).

Potné Zl'azy delime podla typu produkcie potu a ich stavby na ekrinné, ktoré
produkuju tekutinu obsahujucu elektrolyty pochadzajuce z filtrovanej plazmy,
a apokrinné, produkujuce proteinovy sekrét vznikajici v samotnych bunkach Zzl'azy

(Obr. ¢&. 4). Dal§im typom je pot apoekrinny, ktory kombinuje funkcie oboch Zliaz.
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Obr. ¢. 4: Delenie potnych zliaz na zaklade ich sekrécie na ekrinné (A) a apokrinné (B) (upravené
podl'a Hussain et al., 2017).

2.2.1 EKrinné zPazy

Ekrinné zl'azy byvaju aktivne uz pri narodeni a pokryvaju celé telo okrem niekol’kych
miest, a to pier, vonkajSieho zvukovodu, nechtovych 16zok, klitorisu, malych pyskov
ohanbia, predkozky a Zalud’u penisu (Sato et al., 1989). Na celom tele ich najdeme
V pocte priblizne 1,6 — 5 miliénov, avSak priemerne to tvori priblizne 200 potnych zliaz
na jeden centimeter Stvorcovy. Najviac ich nachddzame na dlaniach a chodidlach
(cca 700 zliaz/cm?), zatial ¢o najmenej ich nachadzame Vv kozi na chrbte (cca

60 Zliaz/cm?) (Szabo, 1967).

Samotné 7Zl'azy sa zaCinaju formovat’ v priebehu 12.-ho az 13.-ho tyzdna vyvoja
jedinca, pricom primarne dochadza k vzniku Zliaz nachddzajucich sa v oblasti dlani.
Neskdr, v okoli 20.-ho tyzdna, dochddza k rozvoju zliaz na chodidlach a v podpazusi,
a nakoniec nastava vznik ostatnych Zzliaz na celom tele. Pocas prenatdlneho vyvoja
dosahuje ich podet az 3000 Zliaz/cm?. Tento podet postupne klesa, a po¢as narodenia

jedinca sa na tele nachddza uz len priblizne polovica tohto poc¢tu. Toto mnoZstvo sa
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pomaly znizuje, pri¢om U dospelych jedincov je az do konca zivota konStantné

(Hashimoto et al., 1966; Fawcett et al., 1994).

Ekrinny pot je &ira, hypotonicka a nezapachajuca tekutina. Ulohou ekrinnych Zliaz
je filtracia tekutiny odvodenej od plazmy a nasledna reabsorbcia sodnych a chloridovych
i6onov do nadbytku vody, ktoré vytvaraju tekutinu putujicu na povrch koze. Pri
extrémnych podmienkach moze dochadzat’ k produkcii az niekol’kych litrov potu za dei.
Okrem vylucovania vody a ioény chloridu a sodiku, sa v tejto tekutine nachadza vel'ké
mnozstvo inych latok, ako napriklad i6ny draslika a vapnika, mocovina, laktat a
aminokyseliny. Proteiny, ktoré sa nachadzaju v tomto typu potu, tvoria zanedbatelné
percento (Mitsubayashi et al., 1994; Yokozeki et al., 1987).

Zlazu tvori jeden stodeny rarkovity systém, pri¢om ojedinele dochadza k spojeniu
dvoch a viacerych zliaz. Tato potna zl'aza sa sklada z dvoch casti, a to sekreénej Spiraly
a kanaliku (Obr. . 5). Sekre¢na Spirdla je umiestnend v zamsi alebo podkoznom vézive
a je lemovana pseudostratifikovanym epitelom, ktory je lokalizovany na bazalnej lamine.
Od okolitého tkaniva je tato ast’ ZI'azy oddelena vlaknitym plastom (Sato, 1993). Spirala
je tvorend troma druhmi buniek. Prvé su jasné (sekrecné) bunky, druhé st tmavé
(mukoidné) bunky, aposledné myoepitelialne bunky. Jasné atmavé bunky su
zodpovedné za sekréciu zlazy, zatial Co funkcia myoepitelidlnych buniek je Cisto

podporna (Stenn, 1988).

Medzimembranovy
kanalik

\ Sekreénﬁ§pira’|a / Reabsorbény’ kanalik
P

' ﬁ ,———\‘ \! j F : i ~
-~ /
H.0 \ 1zotonicky sekrét —-) absorbcia NaC| =3 Hypotonicky pot

Myoepltellalne bunky Tmavé bunky Jasné bunky Bazalna lamina Bazélne bunky Lummalne bunky

Obr. &. 5: Bunkova Struktira ekrinnej zl'azy so znazornenim vylucovania potu (upravené podla
Hu et al., 2018).
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Jasné bunky ihlanovej Struktiry st vsadené do bazélnej laminy alebo
myoepitelovych buniek, priCom ich vrch je prekryty tmavymi bunkami. Jadro buniek je
vel’ké, okruhle a zabera takmer celt bunku. Bunka obsahuje membranové klky a vnutri
sa nachddza mnoho mitochondrii. Je tu pozorovana vyrazna aktivita Na*/K*-ATPazy.
Pokial' dochadza ku kontaktu dvoch buniek, vznikd medzi nimi medzimembranovy

kanalik, ktory nakoniec kon¢i v lumene zl'azy. Jasné bunky vytvaraji va¢sinu sekrecnej

tekutiny (Charles, 1960).

Tmavé bunky maja bud’ kvadrovy tvar, alebo tvar obrateného ihlanu. V priestore
st uloZené takym spOsobom, Ze sa vobec nedotykaji bazalnej laminy. Obsahuju Golgiho
aparat, niekol’ko drsnych endoplazmatickych retikul, vezikuly a voI'né ribozémy, ktoré
obsahuju PAS (Periodic Acid Schiff) pozitivne glykoproteiny. Tieto proteiny sa nasledne
vyskytuji vo vyluCovanom pote. Tmavé bunky obsahuju na rozdiel od jasnych buniek

malo mitochondrii a ziadne klky (Hashimoto, 1971).

Myoepitelidlne bunky tvoria nekompletni vrstvu tenkych vretennych alebo
hviezdicovych buniek na povrchu bazélnej laminy, vac¢Sinou su paralelné so sekre¢nou
Spiralou. Jednd sa o kontraktilné bunky, s velkym mnozstvom aktinovych vlakien.
Dominantnou organelou nachadzajicou sa Vo vnutri, je splostené jadro obklopené hustou
sietou mikrofilamentov. Hlavnym charakteristickym znakom myoepitelidlnych buniek je
pritomnost’ keratinu a a-aktinu hladkého svalstva. Ich funkciou je podpora jasnych
a tmavych buniek v Zl'aze, rovnako ako pomoc pri presune sekrétu z buniek na povrch

pokozky (Sato et al., 1979).

Funkcia kandlika spociva v reabsorbcii i6nov nachadzajicich sa v primarnom
pote. Tekutina, ktord sa z kandlika dostane na povrch koze je kone¢ny ekrinny pot.
Kanalik je tvoreny dvoma druhmi buniek, ato dvoma az troma vrstvami bazéalnych
buniek na vonkajSej strane a jednou vrstvou luminédlnych buniek na vnutornej. Bazélne
bunky obsahuji velké mnozstvo mitochondrii a taktiez vykazuju aktivitu Na*/K*-

ATPézy (Hibbs, 1958).

Funkcia tychto Zliaz spoc¢iva hlavne v kontrole termoregulacie, avSak taktieZ tu

dochadza k sekrécii metabolizovanych xenobiotik a inych odpadnych latok z organizmu.

Pri ochladzovani tela pomocou ekrinného potu musi primarne dojst’ k zvySeniu

teploty hlbsich tkaniv organizmu. Takto zvySena teplota sposobuje pozvolnu stimuldciu
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hypothalamu, ktora postupne vyvolava vazodilataciu, zrychlené dychanie a potenie.
Samotni kontrolu ekrinnych Zliaz maju na starosti nervy vychadzajace z miechy
V hrudnej cCasti chrbtice. Okrem toho, Ze ekrinné zl'azy cez nervové zakoncenia reaguju
na acetylcholin, reaguju aj na iné cholinergné latky a a- a B-adrenergné stimulanty (Hu et

al., 2018).
2.2.2 Apokrinné zPazy

Apokrinné Zlazy sa tvoria uz pocCas embryonalneho vyvoja jedinca. Na rozdiel od
ekrinnych Zliaz su Z'azy omnoho vécsie a ich vyskyt nie je situovany po celom tele, avSak
iba na jeho urcitych Castiach. Jednd sa o ochlpené Casti 'udského tela, ked’Ze vyvod Zliaz
je umiestneny vo vlasovej folikule. Medzi tieto oblasti patri hlavne podpazusie, dvorec
prsnika, perigenitdlna a perianalna oblast’ (Sato, 1993). Zl'azy sa tu nachadzaju v hustote
priblizne 43 Zliaz na centimeter Stvorcovy. V danych oblastiach sa s ekrinnymi zl'azami
nachadzaju v pomere 1:1, priCom na zvysku tela je tento pomer iba 1:10 v prospech

ekrinnych zliaz (Bang et al., 1996).

Formovanie tychto Zliaz prebicha zaroven s ekrinnymi, avSak na rozdiel od nich
dochadza tu ku vzniku pevnej vydutiny v pilosebacedznej jednotke. V tomto obdobi sa
nachadzaju na celom tele ¢loveka, avSak po 5.-tom mesiaci sa ich vyskyt zuzuje iba na
dané casti tela. Az do puberty su tieto zlazy neaktivne. Ich aktivacia je spOsobena

vplyvom pohlavnych hormoénov, a to hlavne testosteronu (Bolognia et al., 2012).

Apokrinny pot je hustd, mliecna tekutina bez zapachu. Tento sekrét obsahuje
hlavne proteiny, lipidy, mastné kyseliny, steroidy, amoniak a sacharidy. Tekutina
vychadzajlica na povrch slizi ako Zivny material pre baktérie, ktoré ju rozkladaji a vznika
tak charakteristicky pach potu. Vylu€ovanie tohto typu potu je periodické a pocas spanku
je tento proces neaktivny (Labors et al., 1979).

Apokrinné ZI'azy maju podobnll stavbu ako tie ekrinné, pricom sekrecna Spirala
prechadza do rovného kandliku, ktory nasledne vedie do pilosebacedznej jednotky. Na
povrch pokoZzky vedie kanalik iba ve'mi vynimo¢ne. Sekre¢ny region Spiraly sa nachadza

v zams$i a podkoznom tkanive (Ackermann, 1997).

Spiralu tvori vel’ké mnozstvo rurok, ktoré medzi sebou byvajii poprepajané. Rurky

sa skladaju z dvoch typov buniek, ato sekrecnych a myoepitelovych. Myoepitelové
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bunky su totozné s tymi, ktoré sa nachadzaju u ekrinnych zliaz. Nachadzaja sa v okoli
sekre¢nych buniek, ktoré tvoria jednovrstvovy epitel na vnatornej strane rirok (Hurley Jr
a Shelley, 1954). Tvar sekrecnych buniek je rozny a meni sa na zaklade veku samotnej
bunky, a to od kubického po valcovity. V tychto bunkach sa jadro vyskytuje pri bazalnej
membrane. Bunky obsahuji vel'a mitochondrii a réznych granuli. Tieto granule obsahuji
velké mnozstvo PAS pozitivnych glykoproteinov. Bunky su rozne sto¢ené, a pri lumene
st pritomné klky. Pri lumene sa tiez nachadzaju apikalne ¢iapocky cytoplazmy, ktoré sa
postupne odtrhavaju. Téato cytoplazma obsahuje vakuoly, vezikuly a granuly. Prave latky,
ktoré sa nachadzaju v tychto organelach, su hlavnou zlozkou apokrinného potu (Montes

et al., 1960).

Kanalik je vel'mi kratky a morfologicky je podobny kanaliku v ekrinnych zl'azach.
Je lemovany dvoma vrstvami kubickych buniek. Tieto bunky nespdsobuji samotnu
apokrinnu sekréciu. Na rozdiel od ekrinnych kanalikov nemaji apokrinné kanaliky
ziadnu reabsorbcénu funkciu a sekrét je vypustany priamo nad mazovou zl'azou (Hibbs,

1962).

Inervaciu apokrinnych zliaz zabezpecuji sympatetické nervy vychadzajice
Z hrudnych stavcov zhodnymi stymi uekrinnych potnych zliaz. Medzi hlavné
neurotransmitery v tomto pripade patri acetylcholin a katecholamin. Su senzitivnejSie na
epinefrin ako na norepinefrin, a na rozdiel od ekrinnych Zliaz st priamo ovplyviiované
hormonalnou stimulaciou. Starnutim organizmu dochadza k utlmu tychto Zliaz (Sato et

al., 1987; Sato, 1993).

Vyssia aktivita tychto Zliaz je pozorovand u muzov ako u Zien, pri¢om ich hlavnou
funkciou je odpoved’ organizmu na emocné stimulédcie, ako napriklad uzkost, strach,
bolest, ¢i sexudlne vzrusenie. Vzhl'adom k tomu, Ze tento pot obsahuje vel’ké mnozstvo
roznorodych latok vratane hormonov, zapach spdsobeny tymto potom je u vicSiny

zivocichov vyuzivany ako feromodn a sexudlny atraktant (Aumiiller et al., 1999).
2.2.3 Apoekrinné zZlazy

Apoekrinné Zlazy boli po prvy krat popisané az v roku 1987, pricom tieto Zlazy
kombinujii vlastnosti ekrinnych aj apokrinnych Zzliaz. St situované v rovnakych
oblastiach ako apokrinné zl'azy, avSak ich vyskyt prevazuje v axilarnych regionoch. Ich

vznik ma povod pravdepodobne v ekrinnych bunkach, ktoré zanikaji pocas puberty. Zo
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vSetkych Zliaz nachadzajucich sa v axildrnych regiénoch je u dospelého jedinca az 50%

z nich apoekrinnych (Sato et al., 1987).

Ich velkost' sa pohybuje medzi ekrinnymi a apokrinnymi. Struktara liaz je
nepravidelna a tvorend troma typmi buniek, a to myoepitelidlnymi bunkami, jasnymi
ekrinnymi bunkami a bazalnymi apokrinnymi bunkami. Sekréciou potu st podobné
ekrinnym zl'azam. Sekrécia je kontinualna a je vylucovand na povrch pokozky. Pot je
tvoreny elektrolytickym roztokom takmer totoznym s ekrinnym potom (Sato a Sato,

1987).

Samotna funkcia tychto Zliaz nebola doposial’ dostatocne Studovana. Predpoklada
sa, ze hlavna funkcia nebude termoregulacnd, vzhl'adom k tomu, Ze potenie v podpazusi
nie je z pohladu termoregulacie prili§ efektivne. Rovnako neznama zostava aj inervacia
tychto Zliaz. Doteraz bolo zistené, Ze apoekrinné zl'azy st nachylné viac k cholinergnym
nez k adrenergnym zlucenindm. Cholinergné zluceniny dokonca ovplyviiuju tieto zl'azy

omnoho viac ako ekrinné zl'azy (Sato et al., 1987).
2.2.4 Vyuzitie potu v sucasnej medicine

Okrem niekol’kych velkych molekul, ktoré sa v pote nachddzaji, sa vacsinou jedna
0 malé molekuly zrbéznych metabolickych drah. Prave tento fakt spolu s rozvojom
metabolomiky podnietil zvySeny zaujem o vyskum v tomto odvetvi. Hlavnou vyhodou
potu je jeho neinvazivny odber, co méze byt kl'icové pri niektorych chorobach vo
vysSich stadiach, kde je uz napriklad odber krvi problematicky. V takychto pripadoch je
potrebné stav pacienta kontrolovat’ Coraz CastejSie, pricom Casty odber krvi mdze viest’
k zvy$enému riziku infekcie. Dal§im pozitivom je jednoducha uprava vzorky, kedy je v

mnohych pripadoch mozné vyuZit’ na analyzu samotny pot bez akejkol'vek upravy.

Nevyhodou potu je maly objem ziskanej vzorky, vacSinou v rddoch mikrolitrov.
TaktieZ zloZenie potu medzi jedincami je vysoko variabilné. Medzi ostatné negativa patri
nedostatok analytickych protokolov, ktoré by sa zaoberali suvislostami medzi zloZzenim
potu a fyziologickym stavom organizmu. Prave kvoli tomuto nedostatku protokolov je

naroc¢né zaradit’ pot medzi bezne skimané vzorky, ako napriklad krv ¢i moc.

Dovod, pre¢o by mal byt’ pot zaradeny medzi skimané telové tekutiny, je ten, ze

niektoré choroby majii vplyv na zloZenie potu. Meni sa hlavne koncentracia znamych
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komponentov nachadzajicich sa v pote. Tieto latky nasledne prechadzaju do apokrinného
¢i ekrinného potu, kde je mozné ich pozorovat ako biomarkery jednotlivych choréb

(Jadoon et al., 2015).

NajvyznamnejS$imi testami, pri ktorych sa vyuziva pot ako vySetrovany material,

je v dnesnej dobe stanovenie cystickej fibrozy u novorodencov a detekcia drog.
2.2.4.1 Cysticka fibroza

Cystickd fibroza (CF; OMIM 219700) je autozomalne recesivne dedi¢né ochorenie
sposobené mutdciami na siedmom chromozéme Vv géne CFTR (,cystic fibrosis
transmambrane conductance regulator). V minulosti bolo toto ochorenie letalne, avSak
vd’aka pochopeniu mechanizmu CF a objavenia moznosti lie¢by, dizka Zivota pacientov
vzrastla az na 50 rokov (Hurley et al., 2014). Na zaciatku bola tato choroba zamiefiana
s celiakiou, pricom Vv roku 1938 doslo k jej osamostatneniu. Samotny CFTR gén bol

objaveny az v roku 1989 (Rommens et al., 1989).

Od objavenia pri¢iny CF bolo identifikovanych vySe 2000 mutécii, ktoré ju
sposobuji. Aj napriek velkej roznorodosti mutécii, az u 70% pacientov sa jednd o
mutaciu aminokyseliny na pozicii 508 (AF508). Zakladom tejto mutacie je delécia troch
parov baz kodujucich fenylalanin (Wainwright et al., 2015). Mutécie v géne boli doteraz
rozdelené do Siestich kategorii na zdklade mechanizmu dysfunkcie. Tieto kategorie su

popisané v tabul’ke ¢islo 4 (Rafeeq a Murad, 2017).

Gén CFTR je exprimovany v mnohych telesnych organoch, predovSetkym
v dychacej a traviacej ststave. CFTR protein plni funkciu chloridového kandlu a
dovoluje chloridovym i6nov prechddzat’ na povrch buniek, kde sa nachédza hlien. Po
chloridovych i6nov sa vd’aka osmoze nepriamo resorbuje aj voda a samotny hlien tak
ziskava riedku konzistenciu. V pripade muticie CFTR génu dochddza k zvysenej
koncentracia chloridovych iénov v bunke. Tato zmena vedie K zvySenej reabsorbcii
sodiku a sekundarne tiez vody, Co spdsobuje dehydratidciu hlienu. Tak dochadza
K upchavaniu dychacich ciest, vzniku zapalov a chronickym bakteridlnym infekciam
dychacej ststavy predovsetkym baktériami Pseudomonas aeruginosa alebo
Staphylococcus aureus. V pripade potnych zliaz je CFTR protein zodpovedny za
reabsorbciu chloridovych i6nov z kanélika do obehu. Pokial’ nastane na CFTR géne

defekt, tento protein straca svoju funkciu reabsorbovat’ iony, ktoré su spolu s vodou
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vylucované na povrch pokozky, ¢im dochadza k produkcii slaného potu a dehydratacii

organizmu (Bombieri et al., 2011).

Na uréenie diagnozy cystickej fibrézy u novorodencov je vyuzivana metdda
merkurimetrickej titracie. Pot je pridavany do roztoku difenylkarbazonu, ktory je
okysleny pomocou kyseliny sirovej. Nasledne nastava titracia chloridovych iéonov z potu
pomocou dusi¢nanu ortutnatého, az pokial nevznikne slabo fialové sfarbenie. Toto
sfarbenie je vytvorené tvorbou komplexu difenylkarbazonu ortutnatého, ktory sa tvori az
po zreagovani vSetkych chloridovych i6nov v roztoku. K porovnaniu sa vyuziva roztok
Standardu chloridovych i6nov 0 koncentracii 100 mmol/l, ktory sa riedi na kalibracni
krivku 10-60 mmol/l. Za pozitivny nalez sa povazuje koncentracia chloridovych idonov

vo vzorke nad hranicou 60 mmol/l (Huckelmann a Oster, 2002).

Tab. ¢. 4: Rozdelenie mutacii CFTR do kategorii, ich defekt a jeho dosledok (upravené podla
Rafeeq a Murad, 2017).

Kategoéria Defekt Désledok
| Chybna produkcia Uplna absencia proteinu z dovodu predéasného
proteinov ukon¢enia mRNA
I Chybné spracovanie Neschopnost’ proteinu lokalizovat’ spravnu bunkovu
proteinov lokécia kvoli postranslaénym Gpravam
i Chybna regulacia Znizena aktivita proteinu pri odpovedi na ATP kvéli
proteinov abnormalitam v jadrovej oblasti
. . Frekvencia toku iénov a doba otvorenia kanalu st
Chybné vedenie v . R
v roteinov znizené, aj napriek tomu, Ze pri stimulacii s CAMP
p dochadza k posunu chloridovych i6nov
Znizeny pocet . " .,
\Y funkénych CFTR Stabilita mRNA a/alebo kone¢ného proteinu je nizka
VI Normalny pocet Zvyseny obrat chloridovych i6nov na zaklade
funkénych CFTR abnormalit na C-konci
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2.3 Lipidomika

Lipidy su jednym z najddlezitejSich elementov, ktoré sa nachadzaji v bunke. Jedna sa
0 hydrofobne alebo amfipatické molekuly sunikatnou Struktarou a unikatnymi
biologickymi vlastnostami. Jednou zich funkcii je uchovévanie energie. Dalej st
dolezitym Strukturalym komponentom biologickych membran, pricom sa ¢asto podielaj
na bunkovej komunikacii a signalizacii, kde pdsobia ako poslovia a interaguji s
okolitymi proteinmi. Bioaktivne lipidy su taktiez dolezité aj vo svojej funkcii
V imunitnom systéme, kedy interaguji s bakterialnymi a virusovymi infekciami (van
Meer, 2005; Saliba et al., 2015; Morita et al., 2013). Lipidy sa delia do skupin na zaklade
ich funk¢nej Struktary. Je znamych osem skupin, a to mastné kyseliny, glycerolipidy,
glycerolfosfolipidy, sfingolipidy, sterolové lipidy, prenolové lipidy, glykolipidy
a polyketidy. Tieto hlavné skupiny sa dalej delia do podskupin na zéklade ich
Strukturalnych zmien a chemickych vlastnosti (Fahy et al., 2005).

S pojmom lipidomika sa prvy krat stretavame v roku 2003 v dvoch vyskumoch,
ato vyskumoch, ktoré vypracovali Spener et al. aHan a Gross. Lipidomika je
charakterizovand ako kvalitativna alebo kvantitativna determindcia lipidov, ktoré sa
v uréitom ¢ase nachadzaju v bunkovom systéme, telovych tekutinach, ¢i v celom
organizme. Podl'a stratégie pri detegovani lipidov sa lipidomika deli na dva samostatné
pristupy, ato na cieleni anecielenu. Necielena lipidomika sa sustredi na vsetky
detekovatel'né analyty, ktoré sa vo vzorke nachadzaju. Jedna sa o mnozinu lipidov spolu
s neznamymi chemickymi latkami. Vyhodou je detekcia velkého mnozstva analytov a
nevyhodou je nutnost’ ich spitnej identifikacie. Cielena lipidomika sa zaobera meranim
predom definovanych lipidov. Je detegovanych menej analytov, avSak vysledky su

presnejSie s vySSou spol'ahlivostou metddy.

V ramci lipidomickej analyzy je potrebné vykonanie niekol’kych roznych krokov.
Ako prvé je treba ziskat’ potrebnl vzorku, pricom sa méZe jednat' o bunkovu kultaru,
jednotlivé bunkové organely, telové tekutiny, tkanivo, celé organizmy a podobne.
Nasleduje extrakcia lipidov zo vzorky, separdcia jednotlivych lipidov, ich detekcia
a nakoniec samotna identifikdcia lipidov. Vyber konecnej metédy musi byt precizne

prisposobeny jednotlivym vzorkam a analytom, ktoré maji byt merané.
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Pri extrakcii lipidov sa primdrne vyuziva extrakcia na principe kvapalina-
kvapalina. V minulosti sa prevazne vyuzivali extra¢né pristupy na zaklade delenia
systému chloroformu, metanolu a vody podl'a Folcha et al. (1957) alebo Blighta a Dyera
(1959). Tieto metody sa v mnohych laboratéridch pouzivaji dodnes. V dnesnej dobe sa
vSak zainaju vyuzivat aj iné organické rozpustadla, ako napriklad metyltercbutyléter
(MTBE), ktory je menej toxicky a dosahuje sa vd’aka nemu kvalitnejSieho spracovania
vzorky (rychlejsia a &istej$ia navratnost’ vacsiny lipidov) (Matyash et al., 2008). Dalsimi
moznostami extrakcie si extrakcia na pevnej faze a mikroextrakcia na pevnej faze
(Raterink et al., 2014). Ziadna metoda extrakcie nie je vhodna pre vietky zname kategorie
lipidov, a preto je potrebné kazdu extrakéni metodu prisposobit’ analytom, ktoré sa budu

pri danom experimente sledovat’ (Reis et al., 2013).

Po extrakcii sa kseparacii vyuzivaju rozne chromatografické metody, ako
napriklad chromatografia na tenkej vrstve, plynova chromatografia ¢i kvapalinova
chromatografia. NajpopularnejSou metodou k samotnej detekcii lipidov sa vdaka svojej
vysokej citlivosti vyuziva hlavne hmotnostna spektrometria (MS) (Gross a Han, 2011).
Hmotnostna spektrometria je ¢asto kombinovana s kvapalinovou (LC) alebo plynovou
chromatografiou. Je zndma aj shotgun metoda, kedy sa lipidy neseparujt, a priamym
nastrekom v MS deteguju. Tato metdda sa ukazala ¢inna napriklad pri detekcii zmien
sfingolipidov v plazme v skorych $tadiach Alzheimerovej choroby (Han et al., 2011).
V porovnani s priamym nastrekom ma ale hmotnostnd spektrometria v spojeni
s kvapalinou chromatografiou mnohé vyhody, ako napriklad detekcia izobarov
a izomérov, znizuje sa supresia idnov a vznikd moznost' delenia latok vo vzorke na
zaklade jej fyzikalnochemickych vlastnosti (Astarita a Yu, 2012; Blanksby a Mitchell,
2010). Samotné delenie nastdva na zdklade rozdielnych chemickych a fyzikalnych
interakcii medzi lipidmi, pevnou fdzou a mobilnou fazou, v ktorej st rozpustené. Kolony,
ktoré sa vyuzivaju k separacii lipidov, st naj¢astejSie zaloZzené na obratenej faze (RP) LC
(C1s alebo Cg) a niekedy tiez na normalnej faze (NP) LC, priCom NPLC deli lipidy na
zéklade ich polarnych skupin a RPLC zahfiia delenie na zéklade rozdielnej dizky ich
acylovych retazcov mastnych kyselin. Okrem vyberu kolony je dolezZité sa zaoberat’ aj
vyberom ionizaéného modu u MS. Bolo vyvinutych mnoho ionizaénych technik, ktoré
s LC mo6zu byt v tandemovom usporiadani, pricom najCastejSie sa jednd o ionizaciu

elektrosprejom, MALDI (matrix assisted alser desorbtion/ionization), ionizaciu
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desorbénym elektrosprejom, chemicki ionizadciu za atmosférického tlaku, C¢i

fotoionizaciu za atmosférického tlaku (Carrasco-Pancorbo et al., 2009).

Po zmerani vzoriek je nutné nespracované data z pristroja upravit. Jedna sa
0 rozne filtrovanie dat, detekciu pikov, Upravu spravnosti jednotlivych pikov, ¢i
normalizaciu dat. Koneénym vysledkom st m/z hodnoty, retenéné Casy analytov
a intenzita pikov (Katajamaa a Oresi¢, 2007). Je zname vel'ké mnozstvo programov na
spracovanie dat a samotné vyhodnotenie (Oresi¢, 2011; Castillo et al., 2011). Jednou
zZ databaz, ktora sa vyuziva Cisto pre ucely lipidomickych analyz je databaza LIPIS MAPS
z domény https://www.lipidmaps.org. Dalej st k spracovaniu dat ¢asto vyuzivané rézne
metabolomické databazy, ako napriklad XCMS (Tautenhahn et al., 2011) ¢i MS-DIAL
(Tsugawa et al., 2015).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material a chemikalie
3.1.1 Biologicky material

K experimentu boli vyuzité odobrané vzorky potov od sedemnastich pacientok z roku
2018, styroch pacientok z roku 2017 aod 24 kontrol z roku 2017. Charakteristika
postihnutia jednotlivych pacientok z rokov 2017 aj 2018 je popisana v tabulke ¢. 5.
Vzorky boli ziskané z Centra pro vyzkum a vyvoj, Fakultni nemocnice Hradec Kralové,

pod vedenim prof. MUDr. Zdenika Zadaka, CSc.

Tab. ¢&. 5: Charakteristika jednotlivych pacientok.

Pacientka | Vek v dobe odberu | Klasifikacia nadoru | Hormonalne receptory HER?2
1 77 T1c N3a G2 E-90, P-0 3+
2 64 T1c NO G3 E-95, P-10 1+
3 43 T2 N1 G2 E-60, P-30 1+
4 63 T2 NO G2 E-0, P-0 0
5 65 T1NO G2 E-100, P-55 0
6 67 T2 NO G2 E-90, P-20 1+
7 74 T2 N1 G2 E-0, P-0 3+
8 53 T1NO G2 E-0, P-0 0
9 78 T2 Nla Gl E-100, P-100 1+
10 73 T3 N2 G3 E-100, P-90 1+
11 79 T1b NO G3 E-0, P-0 0
12 84 T4b NO G2 E-70, P-25 0
13 63 T1ic N1 G1 E-100, P-60 1+
14 59 T1b NO G1 E-100, P-90 1+
15 41 T3 N1 G2 E-95, P-50 2+
16 53 T1c NO G3 E-0, P-0 2+
17 74 T4c N3a G3 E-85, P-35 1+
18 77 T1b NO G1 E-90, P-0 2+
19 66 T1c NO G2 E-95, P-90 2+
20 46 T1c NO G1 E-90, P-80 1+
21 61 T1b NO G1 E-100, P-100 2+

T — oznacenie velkosti nddoru; T1 — nador > 0,1 c¢cm ale < 2 ¢cm; T1b — nador > 0,5 cm ale < 1
cm; Tlc—nador > 1 cm ale <2 cm; T2 —nador > 2 c¢cm ale < 5 cm; T3 — nador > 5 cm; T4b —
nador prerastd do koze; T4c — nador prerasta do hrudnej steny a koze; N — oznacenie napadnutia
uzlin; NO — uzliny neboli napadnuté; N1 — uzliny boli napadnuté; Nla — rakovinné bunky
metastdzovali do 1 az 3 lymfatickych uzlin, pricom aspoii jedna je vicSia ako 2 mm; N2 —
rakovinné bunky metastdzovali lymfatickych uzlin v podpazusi ¢i za hrudnou kost'ou; N3a —
rakovinné bunky st v lymfatickych uzlinach pod kl'u¢nou kostou; G — urCenie stupna
diferencovanosti nadoru; G1 — dobre diferencovany nador; G2 — stredne diferencovany nador; G3
— malo diferencovany nador; E — estrogén; P — progesteron; HERZ2 — receptor I'udského rastového
faktora 2
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3.1.2 Chemikalie

Acetat amonny (AmAc), acetonitril (ACN), izopropylalkohol (IPA), metanol (MeOH),
metyltercbutyléter (MTBE), voda (H20). Vsetky chemikalie boli LC-MS kvality
a zakupené boli u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

3.1.3 Pristrojové vybavenie

Chladena centrifuga (Rotina 410, Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Nemecko);
hmotnostny spektrometer Triple Quad 6500 (AB Sciex, Foster City, CA, USA);
kvapalinovy chromatograf UltiMate 3000RS (Dionex, Sunnyvale, CA, USA); lyofilizator
(Freezone, Labconco, USA); ultrazvukova kupel’ (PS-40A, Jeken, Guangdong, Cina);
vortex (V-1 plus, Biosan, Riga, Lotyssko).

3.2 Optimalizacia odberu potu

K optimalizécii odberu potu boli vyuzité¢ tri metody. Prvou bol odber potu pomocou
Cistiacej ty¢inky na MS, ktord bola vopred namocena do IPA. Koniec ty¢inky s potom
bol nasledne extrahovany pomocou IPA. Extrakt bol lyofilizovany, opidtovne rozpusteny
v IPA a analyzovany. Druhou metédou bol odber pomocou kovovej Spachtle, ktora bola
po odbere zmyta IPA (150 ul) a analyzovana. Tretou metédou bol odber pomocou male;j
frity, ktora pred samotnym odberom bola namocena v IPA. Po odbere bola frita dana do
nadoby s 1 ml IPA a cez noc lyofilizovana. Odparok bol rozpusteny v IPA a potom

analyzovany.

Kanalyze bola vyuzitd ultravysokoa¢inna kvapalinova chromatografia

v kombinacii s hmotnostnou spektrometriou blizsie popisanou v kapitole 3.4.2.
3.3 Optimalizacia extrakcie potu

Dalsim krokom bola optimalizacia extrakcie lipidov z potu. K optimalizacii extrakcie boli
vyuzité dve rozne extrakéné cinidld, ato extrakcia pomocou metyltercbutyléteru

a izopropylalkoholu.

V prvom type extrakcie sa k frite s potom pridalo 2,6 ml zmesi MTBE:MeOH
V pomere 5:1, pricom bola nadobka umiestnend na 10 min na ultrazvuk. Nasledne bola

nadobka dana na 1h na trepacku pri laboratornej teplote. Po uplynuti tejto doby bolo do
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nadobky pridanych 0,4 ml vody a opét’ trepana (30 min, laboratorna teplota). Zmes bola
nasledne prepitetovana do ependorfky a centrifugovand 10 mintt pri 14000g a 4°C. Bol
odpipetovany 1 ml hornej vrstvy, ktory sa nasledne cez noc lyofilizoval. Dalsi defi bol
odparok rozpusteny v 100 ul IPA:ACN:H20 v pomere 2:1:1.

V druhej extrakcii sa k potu Vv odberovej nadobke pridali 3ml 80 %
izopropylalkoholu, pricom nadobka bola umiestnend na 10 min na ultrazvuk. Potom bola
nadobka 10 min trepana. Boli odobraté 2 ml a cez noc lyofilizované. Dalsi defi boli lipidy

rozpustené v 100 pul IPA:ACN:H20 v pomere 2:1:1.

Kanalyze bola vyuZzitd ultravysokoucinnd kvapalinovd chromatografia

v kombinacii s hmotnostnou spektrometriou blizsie popisanou v kapitole 3.4.2.

3.4 Lipidomicka analyza potu
3.4.1 Priprava vzoriek

3.4.1.1 Odber potu

Deil pred odberom si pacientka oholila axily podl'a svojich zvyklosti a nasledne az do

odberu potu nevyuzivala pripravky s aplikaciou do podpazusia.

Samotny odber potu prebiehal nasledovne. Odberové nadobky boli oznacené
menom pacientky a stranou podpazusia. Odber bol vykonavany v rukaviciach. Axilarny
apokrinny pot bol odoberany prechadzanim sterilnej frity po povrchu koze odchlpenej
Casti axily, kde ftustia apokrinné potné Zzlazy. Apokrinny pot vo vyvodoch bol
exprimovany miernym tlakom na fritu a okamzite odsaty kapilaritou do vnutra frity. Doba
odberu bola priblizne pol mintty. Po odbere bola frita ihned’ vlozend do odberovej

nadobky a zamrazena (- 80°C).

Vzorky potu boli odobraté pacientkam s karcindbmom prsnikov a zdravym
pacientkam. V oboch pripadoch sa pot odoberal z pravého aj lavého podpazusia. Celkom

to tvorilo 90 vzoriek.
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3.4.1.2 Extrakcia potu a vytvorenie QC (Quality Control) vzoriek

Vzorky potov boli extrahované pomocou MTBE, MeOH a vody, t.j. extrakcia kvapalina-
kvapalina (Matyash et al., 2008), a to nasledujucim sposobom. K frite s potom boli
pridané 2,6 ml zmesi MTBE:MeOH v pomere 5:1. Zmes bola sonifikovana po dobu 10
min a potom inkubovana na trepacke po dobu 1 hodiny pri laboratornej teplote. Nasledne
boli pridané 0,4 ml vody a frita bola opét’ inkubovana na trepacke 30 min pri laboratornej
teplote. Zmes bola kompletne prepipetovana do ependorfky, a na 10 min centrifugovana
pri 14000g a 4°C. Horna vrstva (2 ml) bola odpipetovana a cez noc lyofilizovana.
Nasledujiici den bol odparok rozpusteny v 100ul IPA:ACN:HO (2:1:1;
izopropylalkohol : acetonitril : voda).

Cast’ z kazdej vzorky (15 pul) bola prepipetovana do spolo¢nej vialky, a bola
vyuzita ako kontrola kvality (QC). ZvySok vzorky bol prepipetovany do jednotlivych
vialok.

3.4.2 Analyza pomocou UHPLC-MS/MS

Vzorky potov, vratane QC vzoriek, boli ndhodne analyzované pomocou metddy zaloZenej
na ultravysokoucinnej kvapalinovej chromatografii v kombinacii s MS optimalizovanej
podla Xuan et al. (2018).

Na separaciu jednotlivych lipidov bola vyuzitd koloéna obratenej fazy BEH Cs
(2,1 mm; 100 mm; 1,7 mm; Waters, Milford, MA, USA). Mobilna faza A pozostavala
z ACN/H20 v pomere 60:40 (v/v) a mobilna faza B pozostavala z IPA/ACN v pomere
90:10 (v/v). Obe obsahovali 10 mM AmAc. Prietok bol 0,35 ml/min. Vyhrievanie kolony
bolo nastavané na 55°C. Elu¢ny gradient za¢inal s 32 % mobilnej fazy B po dobu 1,5 min,
pricom az po 15,5 min linearne stupal na 85 % B a nésledne pri 15,6 min vystipil na
97 % B. Takto udrziavany bol po dobu 2,4 min. Nésledne sa gradient vratil na 32 % B
v 18,1 min a bol udrziavany po dobu 1,9 min. Cela doba analyzy bola 20 min (Obr. . 6).
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Obr. €. 6: Zaznam elu¢ného gradientu pri separacii lipidov u UHPLC-MS/MS.

Detekcia prebehla pomocou Triple Quad 6500 tandemovej MS (AB Sciex, Foster
City, CA, USA) ionizaciou elektrosprejom v pozitivnom aj negativnom mode. Analyty
boli pozorované v méde MRM (,,multiple reaction monitoring mode‘). Parametre
v lonDriveTM Turbo V zdroji boli nasledovné: tlak ,,curtain gas“ 40 psi; tlak kolizneho
plynu, 6/8 psi; napitie na kapilare v ibnovom zdroji 5,500 V/- 4,500 V; tlak plynu v zdroji
1, 50 psi; tlak plynu v zdroji 2, 60 psi; teplota zdroja — 500°C. Pristroj bol kontrolovany
pomocou softvéru Analyst v1.6.2 (SCIEX, Framingham, MA, USA).

Analyzované lipidy boli zo skupin ceramidov (Cer), diacylglycerolov (DG),
mastnych kyselin (FA), dihexaglykozylceramidov (Hex2Cer), hexaglykozylceramidov
(HexCer), lyzofosfatidylcholinov  (LPC), lyzofosfatidyletanolaminov ~ (LPE),
fosfatidylcholinov (PC), alkylovych a alkenylovych substituentov PC (PC O),
fosfatidyletanolaminov (PE), alkylovych a alkenylovych substituentov PE (PE O),
fosfatidylglycerolov ~ (PG), fosfatidylinozitolov  (PI), fosfatidylserinov  (PS),
sfingomyelinov (SM) a triacylglycerolov (TG). Vsetky lipidy v analyzach st zapisané
nasledujucim spdsobom. Prvé pismena v nazve (napr. lipid Cer.32 0 2) oznacuju
skupinu lipidov, z ktorej tento lipid pochadza (tzn. Cer — ceramidy); prvé ¢islo (tzn. 32)
vyjadruje celkovy pocet uhlikov v retazci daného lipidu; druhé ¢islo (tzn. 0) popisuje

pocet dvojnych vazieb Vv lipide; a tretie ¢islo (tzn. 2) znaéi o ktory izomér lipidu sa jedna.
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3.4.3 Spracovanie dat

Analyty boli detegované a identifikované pomocou MRM prechodov a retencnych ¢asov
prostrednictvom softvéru MultiQuant 3.0 (SCIEX, Framingham, MA, USA). Ukazkové
chromatogramy z pozitivneho a negativneho modu su zobrazené na obrazku ¢islo 7 a 8.

Plocha pikov jednotlivych lipidov bola extrahovana a nasledne spracovana.
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Obr. ¢ 7: Ukéazkovy chromatogram lipidov analyzovanych v pozitivnom mode Vv ramci
lipidomickej analyzy u pacientky s karcinomom prsnikov vel’kosti T4.
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Obr. ¢. 8: Ukazkovy chromatogram lipidov analyzovanych v negativnom moéde v rameci
lipidomickej analyzy u pacientky s karcindmom prsnikov velkosti T4.

Namerané data boli spracované a Statisticky vyhodnotené pomocou programu
R (verzia 3.1.2.) s vyuzitim metabolomického $tatistického balicka Metabol (Gardlo et
al., 2019). V ramci spracovania bola vykonana interpolacia dat pomocou metody LOESS
(,,Locally Weighted Regression®), ktora odstranila systematické chyby. Z QC vzoriek bol
vypocitany variaény koeficient (CV), pricom vsetky lipidy, ktoré mali tito hodnotu nad
30 %, boli z d’alsej analyzy vylicené. Na data, ktoré boli d’alej analyzované, bola
aplikovana ,.clr transformacia (,,centred log ratio®) a centrovanie na nulu. Kone¢nym
Statistickym vystupom boli PCA, VIP grafy OPLS-DA, skorové grafy OPLS-DA,

heatmapa, krabicové grafy a mapy v programe Cytoscape.
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizacia odberu potu

Pri optimalizacii odberu potu bolo pomocou UHPLC-MS/MS hl'adanych dohromady
2222 lipidov rozdelenych do 15-tich skupin v pozitivnom a 4 skupin v negativnom mode.
Boli vyuzivané tri techniky odberu, a to odber prostrednictvom ¢istiacej ty¢inky na MS,
kovovou $pachtl’ou a fritou. Celkovy pocet detegovanych lipidov u jednotlivych odberov
je znazorneny v tabulke &. 6. Dalej bola sledovana celkova suma nameranej plochy
jednotlivych skupin lipidov (Tab. ¢. 7), pricom zistend plocha bola porovndvana
s mnozstvom lipidov, ktoré boli najdené v blanku odberov.

Tab. ¢. 6: Pocet lipidov, ktoré boli pri optimalizacii h’'adané a detegované. MS — Cistiaca ty¢inka
na MS; K — kovova $pachtl’a; FR — frita

Vietky Detegovant | 1, tegovane | Detegovant
hradané lipidy | P™ 092€T8S | pri obere s ik | P odbere s
MS FR
CE 16 3 3 3
Cer 140 97 50 98
DG 389 111 47 113
Hex2Cer 25 3 2 3
HexCer 63 34 23 31
i LPC O 6 4 1 4
g LPE 22 19 12 19
£ | LpEO 3 1 . A
< PC 90 56 45 51
PCO 77 41 35 39
PE 87 33 27 31
PEO 154 44 15 29
SM 47 37 34 37
TG 380 184 184 183
2 FA 43 43 43 13
SE | Pl 218 17 o T
~ PS 219 25 m 25
Siidet 2222 774 561 759
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Tab. €. 7: Namerana plocha jednotlivych skupin lipidov v pote v porovnani s nameranou plochou lipidov detegovanych v blanku. MS — ¢istiaca ty¢inka na MS;

K — kovova §pachtla; FR — frita

i A Priemerna Podiel B A Priemerna Podiel It 6] Priemerna Podiel
suma plochy suma plochy suma plochy
skupiny suma blgnku a skupiny suma blgnku a skupiny suma blgnku a
el o1 plochy MS | priemeru e plochy K | priemeru et o plochy FR | priemeru
pidov p blank (%) pidovp blank (%) pidovp blank (%)
merani s MS merani s K merani s FR
CE 7,283E+04 | 4,530E+03 6,22 1,282E+05 | 4,019E+03 3,14 1,074E+05 | 3,334E+03 3,10
Cer 2,615E+08 | 7,788E+06 2,98 1,318E+07 | 2,782E+05 2,11 2,629E+08 | 6,852E+06 2,61
DG 1,400E+08 | 1,137E+06 0,81 6,314E+06 | 4,160E+05 6,59 1,929E+08 | 3,214E+06 1,67
Hex2Cer| 3,407E+06 | 9,072E+02 0,03 3,766E+05 | 1,153E+03 0,31 2,335E+06 | 1,345E+04 0,58
HexCer | 3,447E+07 | 9,856E+04 0,29 3,680E+06 | 2,168E+04 0,59 1,511E+07 1,343E+05 0,89
z LPC 1,469E+07 | 6,370E+04 0,43 1,188E+06 | 1,514E+04 1,27 1,170E+07 | 4,936E+04 0,42
i LPCO | 4,321E+05 | 1,440E+04 3,33 3,619E+04 | 1,734E+03 4,79 3,035E+05 | 1,168E+04 3,85
-~ LPE 5,621E+06 | 3,595E+05 6,40 1,205E+06 | 2,672E+04 2,22 6,389E+06 | 4,159E+05 6,51
:‘E LPEO | 9,379E+04 | 5,061E+01 0,05 3,627E+04 | 5,499E+02 1,52 6,985E+04 | 9,148E+02 1,31
& PC 1,669E+09 | 1,177E+05 0,01 9,131E+07 | 4,664E+04 0,05 7,445E+08 | 2,648E+05 0,04
PCO 7,098E+07 | 3,967E+04 0,06 4,342E+06 | 2,635E+04 0,61 4,076E+07 | 1,849E+05 0,45
PE 1,146E+08 | 3,645E+04 0,03 3,598E+06 | 2,439E+04 0,68 4,388E+07 | 4,202E+04 0,10
PE O 5,932E+06 | 4,205E+04 0,71 1,166E+05 | 9,500E+03 8,14 2,056E+06 | 3,157E+04 1,54
SM 2,689E+08 | 4,477E+04 0,02 2,378E+07 | 2,356E+04 0,10 1,650E+08 | 5,046E+05 0,31
TG 1,402E+08 | 1,476E+06 1,05 1,028E+08 | 1,342E+06 1,31 2,145E+08 | 1,794E+06 0,84
= FA 1,013E+10 | 2,511E+08 2,48 1,214E+09 | 9,577E+07 7,89 7,957E+09 | 6,944E+08 8,73
= = PG 8,280E+04 | 0,000E+00 0,00 8,130E+03 | 0,000E+00 0,00 1,084E+05 | 0,000E+00 0,00
gn = Pl 3,404E+05 | 2,741E+02 0,08 3,483E+04 | 2,642E+02 0,76 3,597E+05 | 2,390E+03 0,66
z PS 4,521E+06 | 1,566E+03 0,03 6,751E+05 | 0,000E+00 0,00 8,710E+06 | 1,260E+04 0,14
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4.2 Optimalizacia extrakcie potu

Tato optimalizacia bola uskuto¢nena dvoma ¢inidlami, a to extrakciou lipidov z potu
pomocou MTBE a pomocou IPA. Ako aj pri predchadzajucej optimalizacii, boli znovu
pouzité oba mody, negativny i pozitivny. Avsak, zatial' ¢o pri predoslom merani bola
vyuzitd metodda pre jeden negativny a jeden pozitivny mdd, v tomto boli aplikované dve
metody pozitivnych modov. Tentoraz tak bolo sledovanych 3377 lipidov rozdelenych do
14-tich skupin. V tabulke €. 8 je zobrazeny pocet detegovanych lipidov v jednotlivych
skupinach, rovnako ako hodnoty celkovo zmeranych ploch skupin.

Tab. ¢ 8: Pocet lipidov a plocha jednotlivych skupin lipidov, ktoré boli detegované pri

extrakciach potu pomocou MTBE a IPA

Vietky Detego_vané Detego_vané suma
hPadané pri bri plochy Suma plachy
lipidy extrakceii s | extrakecii s IPA MTBE
IPA MTBE

CE 48 0 0 0,000E+00| 0,000E+00
Cer 284 115 129 8,650E+07 | 1,079E+08
DG 777 46 48 1,090E+07 | 1,054E+07
< Hlj;‘fgeerr 167 9 11 |5381E+06| 37756406
i LA - 55 20 19 1,318E+07 | 1,141E+07

3 LPC O : '
g | LPE: 50 6 6 6,623E+05| 4,147E+05

S LPEO : !
PC-PCO 365 84 95 1,144E+08| 9,505E+07
PE - PEO 503 13 15 3,658E+06| 3,897E+06
SM 89 30 36 3,754E+07| 3,373E+07
TG 508 12 5 9,323E+05| 2,294E+05
2 FA 43 43 43 2,541E+09| 3,868E+09
23 PG 156 0 0 0,000E+00| 1,086E+04
% B PI 167 0 0 0,000E+00 |  0,000E+00
z PS 165 5 9 6,603E+05| 1,313E+06
Spolu 3377 382 416 2,815E+09 |  4,14E+09
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4.3 Lipidomicka analyza potu

4.3.1 Statisticka analyza

Vzhladom ku koncentratnym rozdielom jednotlivych latok naprie¢ jednotlivymi
vzorkami odobranych potov, bola na datovy subor aplikovana ,,clr transformécia. Tieto
data su tak zobrazené ako data kompozi¢né, arelevantné informacie su obsiahnuté

Vv podieloch medzi zlozkami v ramci kazdej vzorky.

Nesupervizovana metoda analyzy hlavnych komponentov, PCA (Obr. ¢. 9), by za
idealnych podmienok rozdelila vzorky kontrol od pacientov a zaroven jednotlivé Stadia
karcindbmu do samostatnych skupin, avSak v naSom pripade dochédzalo k prekryvaniu
jednotlivych skupin. V grafe sme vSak pozorovali klastrovanie vzoriek potu od jedného

pacienta. Sucet vysvetlenej variability komponent PC1 a PC2 bol 54,72%.
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Obr. ¢. 9: PCA vzoriek potu s farebnou vizualizaciou jednotlivych skupin. K — kontrola; P —
pacient; 17, 18 — rok odberu potu; T1, T2, T3, T4 — vel’kost’ nadoru; R — prava strana postihnutia;
L — lava strana postihnutia; QC — vzorky kontroly kvality.
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Dalsim vyhodnotenim bola supervizovana ortogonalna diskriminacna analyza
najmensich $tvorcov (OPLS-DA). Z tejto analyzy boli vyuzité skorové grafy a VIP grafy
(z angl. ,,Variable Importance in the Projection), ktoré zobrazuju VIP skore jednotlivych
lipidov. V ramci roku 2017 boli k vytvoreniu tychto grafov porovnavané kontroly
s pacientmi s karcinomom velkosti T1l. Vzhladom ktomu, ze sa vroku 2018
nenachadzali ziadne kontroly, bolo potrebné porovnavat’ vyssie §tadia choroby (T2, T3,

T4) s prvotnym $tadiom, a to s pacientmi s karcindmom velkosti T1.

U prvého skorového grafu (Obr. ¢. 10) dochadzalo len k jemnému prekryvaniu
skupin kontrol s pacientmi T1. V nasledujucich grafov (Obr. ¢. 11, 12, 13) dochadzalo pri
jednotlivych  skupinach  k rozdeleniu vzoriek pacientov jednotlivych  skupin.
Najvyraznejsia zmena bola viditeI'na v poslednom grafe (Obr. ¢. 13), kedy bolo medzi
vzorkami pacientov T1 a T4 pozorované najzretelnejSie oddelenie, a vd’aka tomu aj

najvacsie rozdiely v lipidovom profile.
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Obr. ¢&. 10: Skorovy graf analyzy OPLS-DA pre kontroly z roku 2017 a pacientov s T1 2017.
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Obr. ¢&. 11: Skorovy graf analyzy OPLS-DA pre pacientov s T1 2018 a pacientov T2 2018.
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Obr. ¢&. 12: Skorovy graf analyzy OPLS-DA pre pacientov s T1 2018 a pacientov T3 2018.
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Obr. ¢&. 13: Skorovy graf analyzy OPLS-DA pre pacientov s T1 2018 a pacientov T4 2018.

Dalgim vystupom OPLS-DA analyzy boli VIP grafy so znidzornenim 30-tich
najvyznamnejsich lipidov pri vzdjomnom porovndvani jednotlivych skupin. Na prvom
grafe (Obr. ¢. 14) mbézeme vidiet’ najvyznamnejSie lipidy pri porovnavani kontrol z roku
2017 a pacientov s nadorom velkosti T1 zroku 2017. NajCastejSie sa tu nachadzali
skupiny diacylglycerolov a fosfatidylcholinov. V d’alsich dvoch grafoch (Obr. ¢. 15, 16),
pri porovnani pacientov zroku 2018 snadormi T1 a T2, a pacientov zroku 2018
snadorom T1 a T3, boli voboch pripadoch rozhodujacimi lipidmi prevazne latky
z0 skupin ceramidov a diacylglycerolov. Na poslednom grafe (Obr. ¢. 17) mozeme pri
porovnavani pacientov z roku 2018 s nadormi T1 a T3 vidiet’ rozhodujtce lipidy hlavne

zo skupin ceramidov a hexaglykozylceramidov.
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Obr. ¢ 14: VIP graf zobrazujuci VIP skore OPLS-DA analyzy pre kontroly z roku 2017
a pacientov s T1 2017. Modrou st oznacené zvysené lipidy u kontrol z roku 2017, ruzovou st

oznacené zvySené lipidy u pacientov s T1 z roku 2017.

3.0

- P_18 T1

- P18 T2
2.5
2.0

a

S 1.5+
1.0
0.5
0.0 -

I T T T A T N R T I A T T T A TR N

S O N v &N - N O N — ® N - MO NN - O O Mmoo M+ N O 1B N O N O

L T R A i A A A A O A A AN A A N S A A R i I B N N VAR |

L I T R T B = = S - B R S S - B B B B S B B~ TR T S SRS S C I S S

5 5 0 5 0 O 5 5 O 5 0G0 5606 &5 5" 050060 5° 0 o %

O OO 0Oon80 00 0 a0 o000 o0 o000 o0 o0 o o + o a o = o o

Obr. & 15: VIP graf zobrazujuci VIP skore OPLS-DA analyzy

pre pacientov s T1 2018

a pacientov s T2 2018. Zelenou su oznacené zvysené lipidy u pacientov s T1 z roku 2018,

oranzovou su oznacené zvysené lipidy u pacientov s T2 z roku 2018.
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Obr. ¢ 16: VIP graf zobrazujuci VIP skore OPLS-DA analyzy pre pacientov s T1 2018
a pacientov s T3 2018. Zelenou st ozna¢ené zvysené lipidy u pacientov s T1 z roku 2018, modrou
st oznacené zvysené lipidy u pacientov s T3 z roku 2018.
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Obr. & 17: VIP graf zobrazujici VIP skore OPLS-DA analyzy pre pacientov s T1 2018
a pacientov s T4 2018. Tmavo zelenou st oznacené zvysené lipidy u pacientov s T1 z roku 2018,
svetlo zelenou st oznaéené zvysSené lipidy u pacientov s T4 z roku 2018.
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Pomocou programu Cytoscape (https://cytoscape.org/) bola vygenerovana mapa

jednotlivych lipidov aich lipidovych tried (Obr. ¢. 18, 19). Data v tejto sieti boli
vizualizované na zéklade hodnoty fold change a p-value lipidov vypocitanych pre
skupiny pacientov a kontrol. Velkost jednotlivych bodov bola uréena hodnotou p-value.
Cim je dany bod v mape viési, tym je pozorovana zmena vyznamnejsia. Sfarbenie bodov
znazoriuju zmeny fold change lipidu pre dané skupiny. Modré sfarbenie naznacuje rast
hodnoty lipidu do zdpornych hodnot, zatial’ ¢o cervena farby zndzoriiuje rast do kladnych
hodndt. Prepojenia v tejto sieti medzi skupinami lipidov su zaloZené na moZnej
biochemickej premene. Pri samotnych grafoch mozeme vidiet zmeny medzi rokmi 2017
a 2018, rovnako ako vroku 2018 moZeme pozorovat zmeny v pritomnosti lipidov

V roznych Stadidch choroby.

Cytoscape mapa bola vytvorena k celkovej vizualizacii spravania lipidovych tried,

zatial’ ¢o k znazorneniu zmeny u konkrétnych lipidov bola vytvorena heatmapa.

K tvorbe heatmapy (Tab. ¢. 9-13) boli opit’ vyuzité hodnoty fold change a p-value
lipidov, pri¢om v jednotlivych skupinach bolo mozné pozorovat urcité klesajice (modra
farba), ¢i stapajice tendencie (Cervena farba). V mnohych pripadoch, napr. u skupin PS,

PC, PC O, PE alebo PE O nedochadzalo k vyraznym zmenam.
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Obr. ¢&. 18: Mapa lipidov vygenerovana pomocou programu Cytoscape. A — porovnanie vzoriek potu kontrol z roku 2017 a pacientov z roku 2017 s karcinomom
vel'kosti T1; B — porovnanie vzoriek potu pacientov z roku 2018 s karcinomom vel'kosti T1 a pacientov z roku 2018 s karcinomom vel'kosti T2. Velkost bodov
je priamo Uimerna vyznamnosti jednotlivych lipidov. Modré sfarbenie oznacuje znizenie, Cervena farby zndzoriiuje zvysenie.
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Obr. €. 19: Mapa lipidov vygenerovana pomocou programu Cytoscape. C — porovnanie vzoriek potu pacientov z roku 2018 s karcinémom vel'kosti T1 a vzoriek
potu pacientov z roku 2018 s karcindmom velkosti T3; D — porovnanie vzoriek potu pacientov z roku 2018 s karcindomom velkosti T1 a vzoriek potu pacientov
z roku 2018 s karcinomom vel'kosti T4. Vel'kost bodov je priamo imerna vyznamnosti jednotlivych lipidov. Modré sfarbenie oznacuje znizenie, ¢ervena farby

znazoriuje zvysenie.
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Tab. €. 9: Heatmapa jednotlivych lipidov. K — kontrola; P — pacient; 17, 18 — rok odberu potu;
T1, T2, T3, T4 — velkost’ nadoru.

P_18 T1/P 18 T2

K 17/P 17 T1

P_18 T1/P 18 T2

P_18 T1/P_18 T4

Cer.32 0 2

Cer.32 2 2

Cer.32 2 3

Cer32 3 1
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Cer33 2 1
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Cer.38_2 5 Cerd4 1 4
Cer.38 2 7 Cerd4 2 1
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Cer39 12 Cer45 0
Cer39 1 3 Cer45 1
Cer.40 0 2 Cer.46 0
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Cer.40 1 2 Cer.46_2
Cer.40 1 3 DG.30 1 1
Cer.40_1 4 DG.31 0 6
Cerd40 15 DG.31.1 6
Cerd0 2 1 DG.32_1 8
Cer.40_2 3 DG.32_2 4
Cer.40 2 4 DG.32_2 7
Cerd0 2 5 DG.32_3 3
Cer40 2 6 DG.33_ 2 3
Cerd0 3 1 DG.33_ 2 5
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Cerdl 11 DG.34 2 8
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Cerd42_ 15 DG.37_1 2
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Cerd42 2 4 DG.37_2 2
Cer.42 3 3
Cerd2 51 p-value
Cerd2 6 2 -1,00E-05
Cerd3 0 1 -1,00E-03
Cer43 11 0,00E+00
Cerd3 12 1,00E-03
Cer.43 2 1,00E-05
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Tab. €. 10: Heatmapa jednotlivych lipidov (pokracovanie 2). K — kontrola; P — pacient; 17, 18 —
rok odberu potu; T1, T2, T3, T4 — vel’kost’ nadoru.
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Tab. ¢. 11: Heatmapa jednotlivych lipidov (pokracovanie 3). K — kontrola; P — pacient; 17, 18 —
rok odberu potu; T1, T2, T3, T4 — vel’kost’ nadoru.
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Tab. €. 12: Heatmapa jednotlivych lipidov (pokracovanie 4). K — kontrola; P — pacient; 17, 18 —
rok odberu potu; T1, T2, T3, T4 — vel’kost’ nadoru.
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Tab. €. 13: Heatmapa jednotlivych lipidov (pokracovanie 5). K — kontrola; P — pacient; 17, 18 —

rok odberu potu; T1, T2, T3, T4 — vel’kost’ nadoru.
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Dal§im vystupom boli krabicové grafy, zobrazené na obrazkoch &islo 18-29. Na
tychto grafoch st zobrazené priklady lipidov, u ktorych boli pozorované trendy naprie¢
jednotlivymi Stadiami rakoviny. Stipajicu tendenciu mali niektoré ceramidy (Obr. ¢. 20-
22), hexaglykozylceramidy (Obr. ¢. 23-25) a mastné kyseliny (Obr. ¢. 26-28), zatial’ ¢o
klesajucu  tendenciu  prejavili  lyzofosfatidylcholiny  (Obr. ¢ 29, 30)
a lyzofosfatidyletanolaminy (Obr. ¢. 31).
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Obr. ¢. 20: Krabicovy graf zobrazujtici hodnoty Cer.32_0_2 pri jednotlivych §tadiach rakoviny.
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Obr. ¢. 21: Krabicovy graf zobrazujuci hodnoty Cer.38 1 4 pri jednotlivych §tadiach rakoviny.
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Obr. ¢&. 22: Krabicovy graf zobrazujtci hodnoty Cer.42_1 4 pri jednotlivych $tadiach rakoviny.
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Obr. ¢ 23: Krabicovy graf zobrazujlici hodnoty HexCer.32_2 4 pri jednotlivych stadiach
rakoviny.

—
‘.

1 N —— A e
L A A
- —_—

H :

3 % A '

: ' :
us
o’
LI

R — T o

-2 -
L ]
= e
—4 -
A
-6 - T T T T T T
K17 P 17_T1 P_18_T1 P 18 T2 P_18 T3 P 18 T4

Obr. & 24: Krabicovy graf zobrazujici hodnoty HexCer.34_1 4 pri jednotlivych Stadiach
rakoviny.
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Obr. ¢. 25: Krabicovy graf zobrazujuci hodnoty HexCer.34 2 5 pri jednotlivych $tadiach
rakoviny.
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Obr. ¢&. 26: Krabicovy graf zobrazujuci hodnoty FA.18_1 pri jednotlivych $tadiach rakoviny.
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Obr. ¢&. 28: Krabicovy graf zobrazujuci hodnoty FA.20_2 pri jednotlivych §tadiach rakoviny.
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Obr. ¢&. 30: Krabicovy graf zobrazujuci hodnoty LPC.20_1 pri jednotlivych §tadiach rakoviny.
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Obr. ¢. 31: Krabicovy graf zobrazujuci hodnoty LPE.18_0 pri jednotlivych stadiach rakoviny.
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4.4 Finalna optimalizacia metody odberu potu

Po optimalizovani lipidomickej analyzy bola vytvorena findlna metéda odberu potu, ktora

bude vyuzita v nadvézujicej stadii.
4.4.1 Pomocky

Fritova doska, S1, 10 mm; plastova pinzeta; nadstavec z 3D tladiarne; uzatvaratel'né

skiimavky s plochou zékladiou, 7 ml, 82x13 mm (Sarstedt).

4.4.2 Chemikalie

Izopropylalkohol (IPA), voda. Oboje v LC-MS kvalite z Honeywell Research Chemicals.
4.4.3 Priprava frity pred odberom

Bude pripraveny 80 % roztok IPA; tzn. zmes IPA a vody v pomere 4:1 (v/v). Frity budu
vopred sonifikované v ultrazvukovom kupeli v 80% IPA priblizne 30 min. Nésledne budu
vysusené. Frity buda uchovavané v skimavkach, ktoré sa budu vyuzivat’ aj pri samotnom

odbere potu.
4.4.4 Odber potu

Odber potu bude vykonavany V rukaviciach pomocou $pecialne vyrobeného nadstavca.
Frita bude nasadena na nadstavec a ponori sa do 80 % IPA. Nasledne bude axilarny
apokrinny pot odobrany prechadzanim fritou po povrchu koze odchlpenej axily, kde tstia
apokrinné potné zl'azy. Predpokladana doba odberu bude 30 sek. Odber bude vykonany
iba z axily na strane postihnutia (nie z oboch stran). Po odbere bude frita s odobranym
potom prenesena pomocou pinzety do oznacenej skumavky. Tato skimavka s fritou bude

okamzite zmrazena na -80°C.

Od tej istej pacientky bude do samostatnej skimavky s protizrazanlivou upravou

(K3EDTA) odobrana aj krv, ktora bude sto¢ena a plazma bude zmrazena na -80°C.
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5 DISKUSIA

Tato diplomova praca je zamerand na pilotny vyskum v oblasti lipidomickej analyzy potu
u zien s karcindmom prsnikov. Vzhl'adom k malému vyuzitiu potu ako vzorky, ¢i uz
v medicine alebo v samotnom vyskume, bolo potrebné niekol’ko krokov najskor
optimalizovat’. Jednalo sa 0 odber potu a extrakciu lipidov z potu. Po kompletnej analyze
bol vytvoreny finalny postup odberu, ktory bude vyuzity v nadvézujicej stadii a je blizsie
popisany v kapitole 4.4.

Prvou optimalizaciou bol odber potu od pacientok. Vyuzivali sa pri tom tri rozne
pristupy, a to odber pomocou frity, kovovej Spachtle a Cistiacej tyCinky k MS. Pocet
zistenych lipidov vo vSetkych metddach tvoril maximalne jednu tretinu zo vSetkych
hladanych lipidov, pri¢om najhorsSie dopadla kovova Spachtla, kedy bol pocet lipidov
iba 561. Podobne to bolo aj pri zistenej ploche lipidov. U $pachtle tvorili lipidy z blanku
najvyssi podiel v porovnani s ostatnymi metddami. NajlepSie naopak dopadla Cistiaca
ty¢inka k MS, kedy bol pocet lipidov najvyssi, ato 774. Rovnako sa aj v blanku
nachadzalo najmenej lipidov. Metéda odberu s fritou sa svojim vysledkom blizila
Cistiacej ty¢inke, avSak hodnoty boli 0 ¢osi nizsie. Najlep$im vyberom by bola ty¢inka,
avsak pri extrakcii lipidov sa z nej drobil material, z ktorého bola vyrobena. Rovnako bol
pozorovany problém pri samotnom odobrani potu, kedze tyCinka bola kompletne
nasiaknutd roztokom IPA, a tym sa jej schopnost’ vpit’ d’alSiu tekutinu znizovala. Na
odber potu tak bola zvolena frita, ktord dopadla po Cistiacej tyCinke najlepSic a jej

priprava na odber potu bola jednoducha.

Jednym zbezne vyuzivanych odberov potu je pilokrapinova elektroforéza
u cystickej fibrozy. Na predlaktie sa v tomto pripade aplikuje stimulaény roztok
pilokarpinu a oblast’ je nasledne stimulovana elektrickym pradom. Po kratkej dobe sa
oblast’ od pilokarpinu o€isti. Nasledujicich 30 minut’ sa pot zbiera pomocou filtracného
papiera prikrytého igelitom. V naSom pripade vSak nebolo mozZné pouzit danti metodu,
ked’ze pomocou elektrického prudu dochadza k vylu€ovaniu prevazne chloridovych
a sodikovych i6nov zekrinnych zliaz anie Kk vylucovaniu lipidového sekrétu

zZ apokrinnych Zliaz.

Pri nasledujticej optimalizacii sa vyuzivala extrakcia lipidov z potu pomocou
MTBE/MeOH/H20 a IPA. Dané dve metody boli vybrané na zaklade predchadzajucich
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vyskumov v lipidomickej analyze r6znych materidlov, ako napr. rozboru krvného séra ¢i
cerebrospinalnej tekutiny. Kombinacia MTBE a MeOH bola spracovana podl'a extrakcie
kvapalina-kvapalina (Matyash et al., 2008). IPA sa ukazala ako u¢inné extrakéné Cinidlo
u Sarafian et al. (2014). V nasom pripade bolo o nieco UspesnejSie spojenie MTBE,
MeOH a vody, kedy doslo k vyssiemu zisku lipidov, a aj celkova suma plochy lipidov
bola vicsia ako u extrakcie s IPA, ktora vykazala nizs§iu extraként schopnost. Vdaka

tymto vysledkom bola pri tejto stadii vyuzita extrakcia pomocou MTBE.

Vyuzitie metabolomiky, ¢i lipidomiky, pri Stidovani karcindmu prsnikov sa u
predchéadzajtcich vyskumoch ukézal byt efektivny. Vacsina §tadii sa zaoberala zmenou
lipidomického zloZenia krvnej plazmy alebo nddorovych buniek nachadzajicich sa v
prsniku. V stadii z roku 2011 zaloZenej na pozorovani lipidov v plazme pacientov
a kontrol bolo zistené, ze v skupinach ceramidov (Cer), fosfatidylcholinov (PC)
a fosfatidyletanolaminov (PE) dochadzalo k vyraznému zvySeniu hodnét oproti

kontrolam (Hilvo et al., 2011).

Skupina ceramidov patri medzi lipidy vyskytujice sa v signalizaénych kaskadach,
¢i v mnozstve metabolickych drah. Vytvarané su troma rozdielnymi drahami, ato
pomocou de novo syntézy, zachrannej a sfingomyelinovej drahy (Kitatani et al., 2008).
Vdaka tomuto faktu dochadza k priamemu metabolickému prepojeniu Cer s inymi
lipidmi, ako napriklad so sfingomyelinmi (SM) alebo hexaglykozylceramidmi (HexCer).
Ceramidy boli preukazané ako jedny z hlavnych lipidov, ktoré priamo indukuju bunkovua
apoptozu v nadorovych bunkach. Aj napriek tomuto faktu je ich hodnota u vacsiny stadii
viditeI'né zvysena, ¢o bolo potvrdené vo viacerych vyskumoch v oblasti roznych druhov
karcindbmov. Jednalo sa o narast hodnot v krvnej plazme alebo priamo v nadorovych
bunkach (Schiffmann et al., 2009; Moro et al., 2018). Kanto et al. (2001) navrhol, Ze tato
skuto¢nost’ indikuje vyuzitie vysokého mnozstva Cer rakovinovymi bunkami. Tieto
bunky vyuzivaji ceramidy K apoptdze dendritickych buniek v ich okoli, vd’aka ¢omu nie
st nadorové bunky rozpoznavané imunitnym systémom. Tato skupina lipidov tak
vykazuje voc¢i tumoru protektivne ucinky. Pri porovnani ceramidov v pote pacientok
s karcinomom prsnikov dochédzalo k postupnému zvySovaniu hodnét v roznych Stadiach
ochorenia (pozri tabul’ka ¢. 9-13). Cer.38_1 preukazuje postupny narast U vacsiny svojich
izomérov, ¢o koreSponduje s vyskumom Yang et al. (2015), kedy prave tento lipid

Vv plazme vykazoval podstatné zmeny u vzoriek pacientov voci kontrolam. Iba jeden
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z tychto izomérov (Cer.38 1 4) sa nachadzal v 30-tich najviac diskriminujacich lipidoch
VIP analyzy OPLS-DA, ato pri porovnavani vzoriek pacientov z roku 2018 s nadormi
T1 so vzorkami pacientov skupiny T2 a T4. Medzi d’alSie vyznamné ceramidy patriace
medzi najviac diskriminujuce lipidy z VIP OPLS-DA patrili Cer.32_0_2, Cer.34_0_2,
Cer.36_1 4aCer.42 1 4,ktoré boli taktiez pozorované u vzoriek pacientov 2018 T1/T2
a T1/T4. Tieto lipidy boli rovnako detegované vo zvysenej hladine aj v nadorovych
bunkach prsnika (Moro et al., 2018). Vseobecné zvySovanie ceramidov bolo sledované

u Cer do C40, s jedinou vynimkou, a to uz spominanym Cer.42 1 4.

Skupinou, ktora je priamo spojend s Cer pomocou réznych metabolickych drahy
st hexaglykozylceramidy. Premena ceramidu na HexCer je regulovana vd’aka enzymu
ceramidglukozyltranferazy (EC 2.4.1.80), zatial' o opacna reakcia prebieha pomocou
glukocerebrozidazy (EC 3.2.1.45). HexCer je zékladnou latkou vyuzivanou k syntéze
mnohych komplikovanejSich glykozylsfingolipidov. Pri skimaniach rakovinovych
buniek prsnika (Moro et al., 2018) bolo zistené vSeobecné zvysenie tejto skupiny voci
kontrolam. Tento fakt koreluje aj s naSou Stadiou, kedy u vdcSiny z tychto lipidov
dochadzalo aspon k mierne stiipajucej tendencii. Medzi najvyznamnejsie lipidy tu podla
VIP analyzy patrili HexCer.32 2 4, HexCer.34 1 4 a HexCer.34_2 5. Tieto lipidy boli
vyznamnymi pri porovnavani v roku 2018 u vzoriek pacientok T1 a T4. Avsak pri
porovnavani najviac diskriminujucich HexCer najdenymi V pote S vyznamnymi
hexaglykozylceramidmi v nadorovych bunkach prsnika (Moro et al., 2018), sa jednalo
0in¢ HexCer ako v nasSej stadii. Boli to napriklad HexCer.32 0, HexCer.34 0, ¢i
HexCer.42_1.

Ceramidy mozu byt dalej premenené na sfingomyeliny (SM) pomocou
sfingomyelinovej drdhy. Enzymom zabezpeCujicim premenu Cer na SM je
fosfatidylcholin:ceramidcholinfosfotransferdza (EC 2.7.8.27), zatial ¢o aj SM moézZe
fungovat’ ako prekurzor tvorby ceramidov, a to pomocou sfingomyelinfosfodiesterazy
(EC 3.1.4.12). Podla vyskumov zaoberajiicimi sa lipidomickou analyzou plazmy
a rakovinovych buniek prsnika, by v tejto skupine malo dochadzat’ k rastu koncentracii
lipidov (Chen et al., 2016; Moro et al., 2018), avsak v nasej $tiidii sme pozorovali opacny
trend. Zo vsetkych detegovanych lipidov neboli medzi 30-timi najvyznamnejsimi lipidmi

podl'a VIP analyzy detegované Ziadne vyznamné SM.
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Dalsou velkou skupinou lipidov, ktoré st ovplyvnené karcindmom prsnikov, st
fosfolipidy, kam sa zarad’ujii fosfatidylcholiny (PC), lyzofosfatidylcholiny (LPC),
fosfatidyletanolaminy (PE), lyzofosfatidyletanolaminy (LPE), fosfatidylinozitoly (PI),
fosfatidylglyceroly (PG) a fosfatidylseriny (PS). Vo vyskume zameranom na
pozorovanie fosfolipidov v nadorovych bunkach nedochadzalo v skupinach LPE, PS ani
PG k vyznamnym zmenam (Ddria et al., 2012), zatial’ ¢o u plazmy neboli rozhodujacimi
jedine PS (Yang et al., 2015). V nasej stadii boli sledované vsetky fosfolipidové skupiny,
avsak v pripade PG a Pl sa jednalo iba 0 veI'mi maly pocet lipidov. Vyznamnost’ tychto

lipidov v nasej stadii nebola potvrdena.

Fosfatidylcholiny tvorili v ostatnych telovych tekutinach a tkanivach jednu
Z najvyznamnejSich skupin, ktorej zvySenie signalizovalo pritomnost nadoru Vv
organizme. Tieto lipidy st v pritomnosti nadoru akumulované v bunkach, o je spdsobené
zvySenym transportom lipidu do vnutra bunky pomocou jeho transferového proteinu
(PCTP). Zaroven je pozorovana zvySena pritomnost’ enzymu cholinkinazy (EC 2.7.1.32),
ktora iniciuje prvy krok biosyntézy fosfatidylcholinov (Eliyahu et al., 2007). V naSom
pripade dochadzalo k vyznamnému rozdielu podl'a VIP OPLS-DA iba u PC.39 0 v roku
2017 pri porovnavani kontrol a pacientov T1, avSak pri porovnani tohto lipidu na
heatmape ¢i krabicovom grafe tato zmena nebola pozorovana. Tento lipid nebol
spominany v ziadnom vyskume zameranom na iné tkaniva ani telové tekutiny. V tychto
vyskumoch bola PC ako skupina lipidov mimoriadne vyznamnou V porovnani medzi

pacientami a kontrolami (Chen et al., 2016; Cala et al., 2018).

PC sa po hydrolyze pomocou enzymu fosfolipazy 2 (PLA2, EC 3.1.1.4) meni na
LPC. Jedna sa o lipid, ktory je prevazne viazany na albumin v krvi, vd’aka ¢omu je
u zdravych jedincov jeho hodnota v plazme konstantna (Taylor et al., 2007). Na rozdiel
od PC su vSak hodnoty LPC v plazme aj nddorovych bunkach prsnika vyrazne zniZzené
(Chen et al., 2016; Cala et al., 2018). Pravdepodobnou pri¢inou je masivna degradacia
LPC nédorovymi bunkami . Vysledkom st LPC viazané na mastné kyseliny, ktoré st
nasledne pripojené K membranovym proteinom (Raynor et al., 2015). Dva vyznamné
lipidy z tejto skupiny podl'a VIP analyzy boli LPC.22 0 a LPC.25 0, avsak v heatmape
a krabicovych grafoch neboli tieto zmeny vyznamné. V nasej stadii pri danych lipidoch
nedochadzalo k prominentnym zmendm. MoZznd vyznamnost tychto lipidov bola

pravdepodobne spdsobend velkym rozptylom medzi jednotlivymi vzorkami. Aj napriek
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tomu, ze podl'a VIP analyzy LPC nepatrili medzi 30. najvyznamnejsich lipidov, klesava
tendenciu tu prejavovali dva LPC, ktoré uz boli blizsie popisané v §tidiach zameranych
na lipidomicka analyzu plazmy. Jedna sa o LPC.18 1 (Cala et al., 2018) a LPC.20_1
(Chen et al., 2016).

Fosfatidyletanolaminy su kI'ai¢ovymi lipidmi zabezpec¢ujucimi fluiditu membran.
Jedna o lipidy s mnozstvom funkcii. PE st kldCovymi lipidmi pri autofagii, su
nevyhnutné pre ¢innost’ dychacich komplexov a taktiez napoméhajt skladaniu proteinov
(Patel a Witt, 2017). V plazme dochadzalo k zniZeniu hodnét iba jedného PE, ato
PE.34_1 (Jiang et al., 2017). U potu vsak nedochadzalo k vyznamnym zmenam
a hodnoty vsetkych PE zostavali na grafoch a analyzach konstantné V porovnani
pacientok s vyssim stupiiom nadoru voci kontrolam a skupine T1. Rovnako na tom boli
aj LPE, ktoré vznikaju obdobnym sposobom ako LPC, ato hydrolyzou PE pomocou
PLA2. Ich uloha v nddorovych bunkach je Specifickd, pricom ich pritomnost’ zvySuje
mnozstvo intracelularneho vapnika (Park et al., 2014). Aj napriek tomuto faktu
nedochadzalo v pote ani nadorovych bunkach prsnika k vyznamnym zmenam. V plazme
boli popisané zmeny u LPE.24 0 (Yang et al., 2015), LPE.18 0O a LPE.18 1 (Calaetal.,
2018). Prvy lipid v nasej stadii nebol detegovany a posledny nevykazoval ziadnu zmenu
Vv priebehu roznych stadii choroby. Lipid LPE.18 0 vykazoval na heatmape a krabicové
grafy mierny pokles.

Poslednou podskupinou fosfolipidov st PG, PI aPS. Fosfatidylseriny
nevykazovali v rakovinovych bunkach prsnika Ziadne stipanie ani klesanie, a ich hladina
zostavala celi dobu konstantna (Doéria et al., 2012). V nasom pripade boli pozorované
dva vyznamné lipidy, a to PS.38_6_1 PS.38 6 2a PS.40 _7_1 PS.40_7_2, ale v oboch
pripadoch to bolo spdsobené velkym rozptylom hodnét vzoriek v jednotlivych skupinach.
Fosfatidylglyceroly v plazme vykazovali klesajice tendencie u lipidov PG.32_0,
PG.36_1 aPG.36_3 (Yang et al., 2015), ale ani jeden z tychto lipidov nebol detegovany
v nasej Stadii. Vsetky PG, ktoré bolo mozné detegovat, boli pri vSetkych $tadiach
choroby na podobnej trovni. Fosfatidylinozitoly boli v nadorovych bunkach prsnika
zvySené iba mierne (Doria et al., 2012). V plazme v§ak bolo v tejto skupine najdenych
hned’ viacero potencionalnych biomarkerov rakoviny prsnikov. Jednalo sa o P1.32_1,
P1.32_1, P1.38_4 a P1.38_4 (Yang et al., 2015), avsak ani jeden z tychto lipidov nebol

V nasom vyskume detegovany.
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Mastné kyseliny (FA) patria medzi jedny z najvyznamnejSich lipidov
nachadzajucich sa v organizme. Sluzia ako signdlne molekuly, zékladna zlozka
zlozitejSich lipidov, ¢i energetické zasoby. Ich zmnozenie tak moze mat’ za nésledok
informécie o pritomnosti rakovinovych buniek, ktoré mézu vyuzivat' energiu z tychto
lipidov ako svoj zdroj energie pri proliferacii, ¢i celkovom preziti buniek. V pripade
vysledkov z nadorovych buniek dochadzalo ku zvysSeniu hned’ niekolkych mastnych
kyselin, a to FA.16_0, FA.18_1, FA.18 2 a FA.20_2 (Cala et al., 2018). U plazmy sa
jednalo o zvysenie uFA.16 0, FA.18 0 aFA.18 2 (Lv aYang, 2012). V naSom
vyskume boli okrem lipidov FA.16_0 a FA.18 0 n4jdené vSetky ostatné mastné kyseliny,
pri¢om ziadna z nich nebola vyznamna podl'a VIP analyzy OPLS-DA. Aj napriek tomu
sme boli schopny pozorovat’ ich stapajuce hodnoty naprie¢ jednotlivymi Stddiami

choroby aj v heatmape, aj v krabicovych grafoch.

Poslednymi detegovanymi skupinami su diacylglyceroly (DG) a triacylglyceroly
(TG). DG st dolezitymi medziproduktami lipidového metabolizmu a bunkovej
signalizacie. Predchadzajuce stadie dokazali, ze DG hraju dolezitu ulohu pri aktivacii
proteinkinazy C (EC 2.7.11.13), o priamo ovplyviiuje zvySenu proliferaciu
rakovinovych buniek (Nishizuka, 1995). V mnozstve §tadii boli pozorované zvysené
hodnoty DG v nadorovych bunkach prsnika i v plazme (Yang et al., 2015). V nase;j studii
vSak Ziadne detegované DG nevykazovali dostato¢nti vyznamnost’. Niekol’ko z nich sa
nachadzalo vo VIP analyze, avSak podl'a heatmapy a krabicovych grafov neboli
zaznamenan¢ vacsie zmeny. Vacsina lipidov, ktoré boli v inych stidiach zameranych na
sledovanie DG v plazme a rakovinovych bunkach, ozna¢ované ako vyznamné (Jiang et
al., 2017; Yang et al., 2015), boli diacylglyceroly bez pritomnosti dvojnych vézieb.
V nasom vyskume vSak boli detegované jedine diacylglyceroly s minimdlne jednou

dvojnou vizbou, ¢o mohlo viest’ k tomuto negativnemu vysledku.

Triacylglyceroly su zakladnym zdrojom energie v bunkach a zvySené hodnoty
tychto lipidov boli preukdzané u réznych typov nadorov, v naSom pripade s rakovinou
prsnikov. Zvysena produkcia TG v plazme, ¢i v karcinomnych bunkach prsnika, je
asociovana so znizovanim cytotoxicity zaloZenej na vysokom obsahu vol'nych mastnych
kyselin v cytoplazme (Listenberger et al., 2003). Ziadna z pozorovanych FA v pote
nebola dostatocne vyznamna pri porovnani skupin naprie¢ boxplotmi, aj napriek tomu,

ze sa vo VIP analyze pri porovnani vzoriek pacientov z roku 2018 s nadormi T1 so
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vzorkami pacientov skupiny T2 nachadzalo hned’ niekol’ko tychto lipidov. Tieto vysledky

mozu byt spésobené velkym rozptylom ziskanych hodnét v jednotlivych skupinach.

Pri tejto stadii sa naskytli aj ur¢ité limitacie. Prvou z nich je maly pocet pacientok
v skupinach s velkostou nadoru T3 a T4. Udaje tak nemusia byt dostato¢ne relevantné
a je potreba ziskat’ viacero dat na upresnenie ziskanych vysledkov. Dal§im obmedzenim
je absencia kontrol v roku 2018, vd’aka ¢omu nebolo mozné porovnavat’ zdravé Zeny
s pacientkami v réznych S$tadiach. V tomto pripade bolo potrebné porovnavat vyssie
mozné pri vzorkach toho istého Stadia rakoviny (T1) z roku 2017 a 2018 pozorovat
rozdiely. Mohlo to byt spdsobené¢ rozkladom wurcitych lipidov, popripade ich
zoskupovanim. Takéto zmeny mézu byt v buducnosti osSetrené va¢Sim poctom vzoriek

V skupinéch.

Vzhl'adom k tomu, Ze sa jedna o pilotni pracu v tomto obore, bude na tento
vyskum nadvdzovat' rozsiahlejSia Studia, kde budt vysledky zistené v tejto praci

eventualne potvrdzované.

75



6 ZAVER

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo zistit, ¢i je mozné pomocou lipidomickej analyzy
potu pozorovat rozdielnu hladinu lipidov u pacientok s karcinomom prsnikov a zdravych

Zien.

V teoretickej cCasti bola vypracovana literarna reSer§ na niekol’ko tém. Prva
kapitola sa zaoberala rakovinou prsnikov, jej vznikom, rozdelenim, a v neposlednej rade,
jej diagnostike a liecbe. V druhej kapitole boli popisané jednotlivé typy potnych Zliaz,
druhov potov aich mozné vyuzitie v modernej diagnostike. Posledna kapitola bola

venovana lipidomike ako samostatnému vednému oboru.

Experimentalna Cast’ bola zamerana na Studium lipidomickej analyzy potu
pacientok s karcinomom prsnikov aich porovnanie s kontrolami. V tejto oblasti sa
jednalo o prvotny vyskum, a tak bolo potrebné optimalizovat’ nickol’ko krokov postupu.
Jednalo sa o0 optimalizaciu odberu potu a extrakcie. V prvej optimalizacii boli
posudzované tri rozne technik odberov, pricom na zaklade vysledkov bola nakoniec
zvolena frita. Pri optimalizacii extrakcie lipidov z potu bola vybrana metdda vyuzivajica

extrakciu na baze spojenia MTBE, MeOH a vody.

Pomocou UHLPC-MS/MS bolo vo vzorkach analyzovanych 16 lipidovych skupin,
ktoré boli nasledne upravené a Statisticky vyhodnotené. Hlavnymi lipidmi, ktoré v nasej
Stadii vykazovali vyznamné zmeny medzi pacientkami a kontrolami, bolo 5 lipidov zo
skupiny ceramidov, 3 lipidy zo skupiny hexaglykozylceramidov, 3 lipidy zo skupiny
mastnych kyselin, 2 lipidy zo skupiny lyzofosfatidylcholinov a jeden lipid zo skupiny
lyzofosfatidyletanolaminov.

Nase vysledky buda vyuzité v nadvédzujucej rozsiahlejSej Stadii, v ktorej sa
odstrdnia vSetky limitdcie a bude tak mozné overit' vysledky ziskané touto pracou.

Detegované lipidy by mohli byt v budicich vyskumoch pozorované ako potenciondlne

biomarkery rakoviny prsnikov v pote.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ACN
AmMAC
BRCA
Cer

CF
CFTR
Clr
DCIS
DG
DIN
FA
HER2
Hex2Cer
HexCer
IDC
ILC
IPA
LCIS
LC-MS
LIN
LPC
LPE
MeOH
MRM
MTBE
OMIM

OPLS-DA

PC
PCO
PCA
PE
PEO

Pl

PS

QC vzorka
SM

TG
TNM
UHPLC

VIP graf

acetonitril

acetat amonny

,Breast cancer* gén

ceramidy

cystické fibroza

gén pre ,,cystic fibrosis transmambrane conductance regulator*

,centered log ratio® — druh transformécie dat

duktalny karciném in situ

diacylglyceroly

duktalna intraepitelidrna neoplazia

mastna kyselina

génpre ,,human epithelial growth receptor 2*

dihexaglykozylceramidy

hexaglykozylceramidy

invazivny duktalny karcinom

invazivny lobularny karcinom

izopropylalkohol

lobularny karcindém in situ

kvapalinova chromatografia v kombinacii s hmotnostnou spektrometriou
lobulérna intraepiteliarna neoplazia

lyzofosfatidylcholiny

lyzofosfatidyletanolaminy

metanol

,multiple reaction monitoring“ — méd sledovania viacerych reakcii
metyltercbutyléter

,,Online Mendelian Inheritance in Man“ — online databaza dedi¢nych
genetickych portach

,Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis® — ortogonalna
diskrimina¢né analyza najmensich Stvorcov

fosfatidylcholiny

alkylové a alkenylové derivaty fosfatidylcholinov

,Principal Component Analysis“ - analyza hlavnych komponentov
fosfatidyletanolaminy

alkylové a alkenylové derivaty fosfatidyletanolaminov
fosfatidylinozitoly

fosfatidylseriny

»quality control* vzorka

sfingomyeliny

triacylglyceroly

klasifikacia tumoru, nadorov a metastaz

,Ultra-High Performance Liquid Chromatography* —
kvapalinova chromatografia

,Variable Importance for the Projection” — graf vyznamnosti premennych v
analyze

ultravysokoucinna
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